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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

VALIDACAO DE METODO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA EM
FASE REVERSA PARA AVALIACAO DE POTENCIA DE
MOLGRAMOSTIMA. CORRELACAO COM O BIOENSAIO
AUTOR: DIOGO PAIM LEAL
ORIENTADOR: SERGIO LUIZ DALMORA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 24 de Setembro de 2010.

O fator estimulador da colonia de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) € uma citocina que
regula a proliferacdo e diferenciacdo de células progenitoras hematopoiéticas e ativa granuldcitos e
macréfagos maduros. E clinicamente indicado apés quimioterapia para o cAncer e apés transplante de
medula 6ssea. No presente trabalho foi validado método por cromatografia liquida em fase reversa
(CL-FR) para a avaliacdo da molgramostima, forma recombinante ndo-glicosilada do GM-CSF, em
formulacdo biofarmacéutica. Utilizou-se coluna Jupiter C4 (250 mm x 4,6 mm d.i.), mantida a 45 °C.
A fase mével A foi composta de acido trifluoracético 0,1% e a fase mével B de 4cido trifluoracético
0,1% em acetonitrila, eluidas no gradiente: 0,01 — 34 min, 37 — 50% de B; 34 — 35 min, 50 — 37% de
B, mantendo-se nesta propor¢do até 40 min. Utilizou-se vazdo de 1 mL/min, usando detector de
arranjo de diodos (DAD) a 214 nm. A separagdo cromatogrifica foi obtida no tempo de 29,2 min,
sendo linear na faixa de concentracio de 2 — 300 pg/mL (r2 = 0,9992). O procedimento foi validado,
avaliando-se os parametros de especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo, robustez, limite de
deteccao e quantificacdo. A especificidade foi comprovada através de estudos de degradacio,
demonstrando também que ndo houve interferéncia dos excipientes. Além disso, realizou-se o teste de
citotoxicidade in vitro dos produtos degradados que apresentaram diferenca significativa (p<0,05). O
método foi aplicado para avaliacdo de poténcia de molgramostima e de proteinas relacionadas, e os
resultados foram correlacionados com o bioensaio, observando-se diferengas médias de poténcia
1,02% superiores por CL-FR. Contribuiu-se assim para o estabelecimento de alternativas que

aprimoram o controle da qualidade, garantindo a seguranca e eficicia terapéutica.

Palavras-chave: molgramostima, fator estimulador da coldnia de granuldcitos e macréfagos, bioensaio

cromatografia liquida, fase reversa, validag@o.
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AUTHOR: DI0GO PAIM LEAL
ADVISER: SERGIO LUIZ DALMORA
Presentation date: Santa Maria, September 24™ 2010.

The granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) is a cytokine that regulates
the proliferation and differentiation of hematopoietic progenitor cells and activates mature
granulocytes and macrophages. Clinically is used in enhancing hematopoietic recovery after cancer
chemotherapy and bone marrow transplantation. A reversed-phase liquid chromatography (RP-LC)
method was validated for the determination of the non-glycosylated recombinant rhGM-CSF
(Molgramostim) in biopharmaceutical formulations. The RP-LC method was carried out on a Jupiter
C,4 column (250 mm x 4.6 mm i.d.), maintained at 45 °C. The mobile phase A consisted of 0.1% TFA
and the mobile phase B consisted of 0.1% TFA in acetonitrile, run at a gradient from: 0.01 — 34 min,
37% — 50% of B; 34 — 35 min linear back to 37% of B and 35 — 40 min, 37% of B. The flow rate was
1 mL/min, and using photodiode array (PDA) detection at 214 nm. The chromatographic separation
was obtained with the retention time of 29.2 min, and was linear over the concentration range of 2-300
ug/mL (r* = 0.9992). The procedure was validated evaluating parameters such as the specificity,
linearity, precision, accuracy, robustness, limit of detection and limit of quantitation. The specificity
was proven through degradation studies, showing that also there was no interference of the excipients.
Moreover, the in vitro cytotoxicity test of the degraded products showed significant differences
(p<0.05). The proposed method was applied for the analysis of molgramostim and their related
proteins, and the results were correlated to the bioassay, showing mean differences of the potency
1.02% higher for the RP-LC method, contributing to establish alternatives to characterize and

monitoring its instability, improving the quality control and assuring the therapeutic efficacy.

Keywords: molgramostim, granulocyte-macrophage colony stimulating factor, bioassay, liquid

chromatography, reversed-phase, validation.
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1 INTRODUCAO

As pesquisas recentes, na area de biotecnologia, possibilitaram a transferéncia de
genes de um organismo para outro e viabilizaram a produ¢do de macromoléculas altamente
purificadas em quantidades consideraveis. Entre elas destaca-se o fator estimulador da col6nia
de granuldcitos e macréfagos humano recombinante (rhGM-CSF).

O rhGM-CSF nio glicosilado, também denominado molgramostima, ¢ um fator de
crescimento hematopoiético que regula proliferacdo, diferenciacdo e fun¢des dos mondcitos-
macréfagos e células granulociticas. E clinicamente indicado apés quimioterapia intensiva
para cancer e apos transplante de medula éssea, para corrigir os baixos niveis de neutréfilos e
mondcitos no sangue. Como resultado, a molgramostima minimiza a necessidade de
tratamento com antibidticos e o risco de complicac¢des decorrentes de infecgdes.

A avaliacdo de poténcia da molgramostima tem sido realizada através do ensaio
bioldgico in vitro, baseado na atividade proliferativa das células TF-1. As respostas
espectrofotométricas sdo determinadas pelo efeito sobre corantes vitais como azul de alamar e
sais de tetrazdlio (KITAMURA et al., 1989, FOGOLIN et al., 2002; LEE et al., 2008;
SCHWANKE et al., 2009).

Por sua vez, os métodos por cromatografia liquida (CL) viabilizam a separacdo,
identificacdo e quantificacdo das substancias bioldgicas, e também tem sido estudados como
alternativa ou para uso em combinacdo com os bioensaios. Os métodos por cromatografia
liquida em fase reversa (CL-FR) com detec¢do no ultravioleta (UV) sdo amplamente
utilizados na quantifica¢do de biofarmacos, controle de qualidade, separacdo e determinagao
das formas oxidadas e desamidadas de proteinas (RIBELA et al., 2006; ZARRIN et al., 2006;
SILVA et al., 2009). Observa-se que presenca de formas relacionadas e degradadas de
proteinas recombinantes de uso terapéutico pode causar efeitos indesejaveis com reducdo ou
perda da atividade farmacoldgica, razio pela qual devem ser estabelecidas especificacdes para
os produtos acabados, para garantir também a eficdcia e seguranca clinica (EMEA, 2005;
EMEA, 2007; LONGSTAFF et al., 2009).

As proteinas requerem alto grau de especificidade estrutural para interagir com o sitio
de agdo. Por essa razdo, € enfatizada a caracterizacdo fisico-quimica para demonstrar
estruturas correspondentes as formas biologicamente ativas dos produtos biotecnolégicos. As
instabilidades quimicas e fisicas de proteinas recombinantes t€ém sido investigadas por

diferentes técnicas analiticas que incluem cromatografia liquida, espectrometria de massas,
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andlise térmica e eletroforese capilar. Esses procedimentos juntamente com os ensaios da
atividade bioldgica e enzimaimunoensaio (ELISA), possibilitam também monitorar e
caracterizar as formas relacionadas e degradadas, bem como avangar para estudos de
correlagdo entre métodos bioldgicos e fisico-quimicos, que por sua vez, podem contribuir para
o desenvolvimento de novas moléculas similares (WANG et al., 1999;; ICH, 1999; FDA,
2001; E.P. 2007; PARNHAM et al., 2007; KRESSE, 2009).

Acrescenta-se que apds o desenvolvimento de um método, a validagdo deve
demonstrar, através de estudos experimentais, que ele atende as exigéncias das aplicagcdes
analiticas, sendo adequado para o propdsito pretendido, assegurando a confiabilidade e
reprodutibilidade dos resultados (ICH, 2005; ROZET et al., 2007). A avaliacio de
biomoléculas produzidas por expressao em sistemas celulares diversos, por métodos eficientes
e validados é fundamental para assegurar que os lotes sucessivos de producdo tenham
qualidade igual ou superior ao submetido aos estudos pré-clinicos e clinicos, durante o
processo de registro.

O presente trabalho teve por objetivos: a) desenvolver e validar método por
cromatografia liquida em fase reversa para a avaliacdo de proteinas relacionadas e da forma
nao-alterada da molgramostima em produtos biofarmacéuticos; b) estabelecer correlacio com
o bioensaio in vitro. Desse modo, pretendeu-se estudar alternativas que contribuam para
aprimorar o controle da qualidade garantindo a seguranca e eficicia terapéutica desse produto

biotecnolégico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

O fator estimulador da colonia de granuldcitos e macréfagos humano recombinante
(rhGM-CSF) pode ser expresso em Escherichia coli (molgramostima), levedura
Saccharomyces cerevisiae (sargramostima) ou em células de ovario de hamster Chinés
(regramostima) (DESCH & OZER, 1997). Enquanto sargramostima e regramostima sao as
formas glicosiladas do rhGM-CSF, a molgramostima € constituida por uma cadeia
polipeptidica ndo-glicosilada com 127 aminoécidos, incluindo quatro residuos de cisteina que
formam duas pontes dissulfeto. A molgramostima possui massa molecular de,
aproximadamente 14,5 kDa, com estrutura tridimensional altamente compacta, globular e
nicleo predominantemente hidrofébico. A férmula quimica € Cgo3Hi007N1710196Ss € a
estrutura tridimensional da molgramostima esta representada na Figura 1 (WINGFIELD et al.,
1988; REICHERT et al., 1990; WALTER et al.,1992; TSARBOPOULOS et al., 1993; BP,
2010).

Figura 1. Representacdo da estrutura tridimensional da molgramostima, adaptada (WALTER et

al.,1992).

A estrutura primdria da molgramostima estd representada na Figura 2 (CLARK-

LEWIS et al., 1988).
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Figura 2 — Estrutura primdria da molgramostima com suas duas pontes dissulfeto, adaptada (CLARK-

LEWIS et al., 1988).

O fator estimulador da coldnia de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) é produzido
por diferentes tipos de células dentre elas, linfécitos T, macréfagos, mastdcitos, células
endoteliais e fibroblastos, apds indugdo por estimulos que incluem lipopolissacaridios (LPS),
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e hormonio da paratireéide (PTH). Demonstrou-se que
citocinas pro-inflamatdrias, como a interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) também induzem a formagdao de GM-CSF in vitro (FLEETWOOD et al., 2005; KIM
et al., 2008). A molgramostima estimula a produ¢@o de colonias de granuldcitos e macréfagos
a partir de seus precursores e promove o crescimento e diferenciagdo das células progenitoras
pluripotentes. Também aumenta a formagdo eritrécitos na medula 6ssea e a atividade
fagocitdria de granuldcitos maduros. E clinicamente indicada apds quimioterapia para o
cancer e apos transplante de medula 6ssea. Pode ser utilizada na profilaxia ou tratamento
adjuvante de infeccOes bacterianas ou fungicas em individuos imunocomprometidos,
incluindo pacientes com cancer submetidos a quimioterapia mielossupressora e com infec¢ao
avangada por HIV. Também apresenta efeitos benéficos em processos inflamatérios e nas
doencas autoimunes (MAYER et al., 1987; HUSSEIN et al., 1995; ARMITAGE 1998;
BARREDA et al., 2004; GHOSH et al., 2007; HAMILTON, 2008).
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A molgramostima com um residuo adicional de metionina na posi¢do 1 foi expressa
no espago periplasmatico da Escherichia coli (E. coli) usando plasmidio com promotor de
temperatura. A atividade especifica determinada na molgramostima purificada demonstrou
que apesar da falta de glicosilagdo, a molécula mantém a conformacgdo nativa e retém suas
funcdes bioldgicas (BURGESS et al., 1987).

A avaliagdo de poténcia da molgramostima tem sido realizada através do ensaio
bioldgico in vitro, baseado na atividade proliferativa das células TF-1. As respostas
espectrofotométricas sdo determinadas pelo efeito sobre corantes vitais como azul de alamar e
sais de tetrazdlio (KITAMURA et al., 1989, FOGOLIN et al., 2002; LEE et al., 2008;
SCHWANKE et al.,, 2009). Mire-sluis et al. (1995) realizaram estudo colaborativo
internacional que estabeleceu o primeiro padrdo internacional da molgramostima para ensaio
biologico. Os participantes executaram bioensaio com diferentes linhagens celulares,
incluindo as células TF-1, ensaio da medula dssea e imunoensaios in vitro, com base nos
quais foi estabelecida a poténcia e avaliada a estabilidade da preparacao.

Schrimsher et al. (1987) caracterizaram a molgramostima por técnicas de eletroforese
e fisico-quimicas, que incluem cromatografia liquida e espectrofotometria e avaliaram a
atividade bioldgica por bioensaios em cultura de células mieldides humana leucé€micas.
Concluiram que apesar da auséncia de glicosilacdo e da presenca de metionina inicial, a
molgramostima apresenta atividade semelhante a proteina natural.

A eficdcia do rhGM-CSF glicosilado e ndo-glicosilado foi avaliada em macacos rhesus
ap6s injecdes didrias por via subcutdnea e intravenosa, durante sete dias consecutivos.
Observou-se aumento dos leucdcitos (apds 24 horas), com efeitos progressivamente maiores
dependendo da dose (MAYER et al., 1987).

Yowell et al. (1993) analisaram rhGM-CSF por eletroforese capilar, focalizacdo
isoelétrica capilar e cromatografia liquida demonstrando a influéncia dos sais da formulacdo e
avaliando a eficiéncia e reprodutibilidade de cada método de quantificacdo. Concluiram que
as concentragdes de sais influenciam a sensibilidade dos métodos quantitativos por
eletroforese capilar e focalizacdo isoelétrica capilar.

Ohgami et al. (1989) caracterizaram a molgramostima por espectrometria de massas
com bombardeamento atdmico (FAB-MS). Submeteram a amostra a digestdo enzimatica com
tripsina e separaram seis fracoes usando cromatografia liquida em fase reversa com gradiente
linear utilizando coluna C;s3 no comprimento de onda de 230 nm. As fracdes foram
submetidas ao ensaio bioldgico com células da medula éssea de cobaio obtendo atividade

semelhante para quatro fragdes, € menor para as outras duas. Demonstraram a sulfoxidacao do
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residuo de metionina que pode se formar durante o processo de renaturac@o ou purificacio da
proteina. Observaram que a combinac¢do desses métodos possibilita eficiente caracterizagdo de
proteinas recombinantes.

O GM-CSF humano (hGM-CSF) foi sintetizado quimicamente através de métodos
automatizados em fase sélida. Os requisitos estruturais para as atividades do hGM-CSF
sintético foram examinadas através do planejamento e sintese de fragmentos e andlogos. Os
autores demonstraram que o hGM-CSF sintético impuro tem a¢des semelhantes nas células
hematopoiéticas quando comparado ao rhGM-CSF purificado (CLARK-LEWIS et al. 1988).

Wingfield et al. (1988) analisaram a conformacao e a estabilidade da molgramostima
por ultracentrifugacdo, eletroforese em gel e por espectrometria de massas. Demonstraram
que as pontes dissulfeto intramoleculares sdo essenciais para manter a conformagao nativa da
proteina. Compararam as formas glicosiladas e nao-glicosiladas, observando que a
glicosilagdo ndo tem maiores efeitos na estabilidade conformacional do hGM-CSF.

Cebon et al. (1988) desenvolveram ensaio de ELISA, sensivel e reprodutivel para
determinacdo da molgramostima na faixa de sensibilidade de 2,5 ng/mL a 100 pg/mL. O
ensaio foi aplicado para a avaliacdo farmacocinética da molgramostima através de injecao
subcutanea da dose de 10 pg/Kg que propiciou niveis soroldgicos superiores a 1 ng/mL, com
pico médximo, aproximadamente as 3 horas. Os resultados foram compardveis com o0s
fornecidos pelo bioensaio da cultura de células de medula dssea.

Kumarasamy et al. (1994) estudaram a ligag@o covalente do thGM-CSF com albumina
de soro humano (HSA), ap6s desenvolver e validar ensaio por ELISA, sensivel e especifico
para quantificacdo do complexo (rhGM-CSF/HSA) em solucdo. Observaram a importancia do
estudo de estabilizadores para manter a atividade biolégica dos produtos recombinantes,
especialmente a albumina de soro humano que tem sido escolhida devido a sua solubilidade,
estabilidade térmica e capacidade de prevenir a adsor¢do do biofiarmaco a superficie.
Realizaram identificagdo por SDS-PAGE e transferéncia para deteccdo da HSA usada como
agente transportador e protetor durante armazenamento e uso de proteinas recombinantes.
Demonstraram a combinacdo quimica do HSA com rhGM-CSF.

Fogolin et al. (2002) desenvolveram trés métodos de ELISA com anticorpo
monoclonal, ndo envolvido na glicosilagdo, para quantificar rhGM-CSF expresso em E. Coli
e em células de mamiferos. Compararam as respostas com o ensaio bioldgico da proliferagdao
celular in vitro, usando células TF-1 e demonstrando sua aplicagdo para determinar a
biomolécula em misturas com contetido varidvel de proteinas, em especial durante o processo

de producao.
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Ettinger et al. (1997) compararam a capacidade das Interleucinas 3 e 5 e do GM-CSF
em promover crescimento e estimular a fosforilagdo da tirosina na linhagem celular humana
TF-1. A viabilidade e a proliferacdo celular foram determinadas por ensaio colorimétrico
baseado na reacdo do sal de tetrazdlio, que € reduzido proporcionalmente pelas células
vidveis. A absorbancia foi determinada em leitor de microplacas em 450 nm.

Wang et al. (2009) usaram sementes de planta transgénica Arabidopsis thaliana para
obter elevado nivel de expressdo do rhGM-CSF. Avaliaram a atividade bioldgica pelo
bioensaio com células TF-1, efetuando a leitura espectrofotométrica apds reagdo com sais de
tetrazdlio (MTT) e demonstrando que ndo havia diferencas em relacio ao hGM-CSF.
Pesquisas anteriores com o thGM-CSF secretado em culturas de células de Nicotina tabacum
L. geneticamente modificadas, em suspensdo, visaram avaliar o efeito da adi¢do dos
polimeros polietilenoglicol (PEG), polivinilpirrolidona e gelatina como estabilizantes do
biofdrmaco, com base em ensaios quantitativos por ELISA ( LEE et al. 2002).

Schwanke et al. (2009) descreveram a construcdo do gene que codifica a proteina
rhGM-CSF, clonagem e expressio em E. coli. Determinaram o seqilienciamento dos
aminodcidos N-terminal e a atividade bioldgica em células TF-1, observando que os
procedimentos poderdo ser tteis para estudos de proteinas biossimilares.

Os parametros farmacocinéticos foram avaliados apds administracio por via
intraperitoneal e intravenosa de thGM-CSF ndo-glicosilado, expresso em células bacterianas,
e glicosilado, derivados de células de mamiferos, em roedores. As andlises foram realizadas
por ELISA observando-se concentracdes plasmaticas mais elevadas e eliminacdo mais rapida
para a forma glicosilada (MARINI et al. 2007).

O método de eletroforese em gel, descrito por Laemmli, ¢ amplamente usado e se
baseia em sistema descontinuo sob condi¢des desnaturantes, em presenga de dodecil sulfato
de sédio. A transferéncia e detec¢do imunoldgica t€m sido utilizada para identificar
substancias biolégicas com anticorpos policlonais ou monoclonais, pela sua especificidade na
caracterizacdo de proteinas (WINGFIELD et al., 1988; AUSUBEL et al. 1996).

O método de eletroforese capilar em gel na presenga de dodecil sulfato de sédio (SDS-
CGE) € uma alternativa ao método cldssico SDS-PAGE. A substitui¢do estd sendo pesquisada
na industria biofarmacéutica, pois apresenta vantagens como automacdo do processo, maior
velocidade, reprodutibilidade e robustez, permitindo seu uso na rotina do controle de
qualidade (RUSTANDI et al. 2008).

Liang et al. (2006) estudaram interagdes entre o GM-CSF e heparinas inclusive

heparinas de baixa massa molecular, por eletroforese capilar de zona (CZE). Selecionaram a
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carragenina como controle e demonstraram interagdo especifica com as heparinas, por ligar-se
seletivamente com carboidratos polisulfatados.

Destaca-se também o avang¢o no sentido do desenvolvimento de novas moléculas,
especialmente a forma peguilada, que foi estudada e caracterizada por diferentes técnicas
analiticas que incluem eletroforese, cromatografia liquida e espectrometria de massas.
Paralelamente, foi efetuada a avaliacdo dos pardmetros farmacocinéticos, em ratos,
comparando diferentes vias de administragdo para produtos peguilados e nao-modificados,
demonstrando suas vantagens terapéuticas (FOSER et al., 2003; HARRIS & CHESS, 2003;
ARDUINT et al., 2004).

Sainathan et al. (2005) produziram a forma peguilada do fator estimulador da coldnia
de granuldcitos e macrofagos de rato recombinante (rmGM-CSF) e submeteram a
caracterizacdo por eletroforese e espectrometria de massas. Foram efetuados estudos dos
mecanismos moleculares e celulares dessa citocina na regulacdo da inflamacdo do trato
gastrintestinal, em modelos animais. Ap6s administracio em camundongos determinaram-se
os niveis plasmaticos por ELISA. A forma peguilada do rmGM-CSF reproduziu o potente
efeito da estimulagdo de coldnias de células progenitoras quando comparada ao rhGM-CSF.

Andlogos de rhGM-CSF foram expressos com residuos adicionais de cisteina e
peguilados com modificacdes sitio-especificas de 5, 10 e 20 kDa, avaliando os pardmetros
farmacocinéticos e a atividade por cultura de células TF-1 (DOHERTY et al., 2005). Nova
estratégia usando glicosiltransferases foi estudada para ligar o polietilenoglicol a O-glicanos
de thGM-CSF e rhINF a-2b, envolvendo sitios especificos de serina e treonina, seguido de
transferéncia enzimética de 4cido sidlico conjugado com polietilenoglicol ao residuo de
GalNAc introduzido (DEFREES et al., 2006).

Foram preparados conjugados do rhGM-CSF com moléculas do PEG com massa
molecular de 20, 30 e 40 kDa. As formas monopeguiladas foram isoladas por cromatografia
de troca iOnica e caracterizadas por eletroforese em gel, cromatografia liquida por fase reversa
e exclusdo molecular, espectrometria de massas, mapeamento peptidico, bioensaio da
proliferacdo de células TF-1 e estudos farmacocinéticos em ratos. Todas as formas do rhGM-
CSF peguilado estimularam a proliferagdao das células TF-1. Os estudos farmacocinéticos em
ratos demonstraram melhoria nos pardmetros farmacocinéticos, determinados por ELISA, da
forma peguilada quando comparada com a nativa (LEE et al., 2008).

A cromatografia liquida destaca-se entre os métodos usados para andlise qualitativa e
quantitativa de farmacos, produtos acabados e amostras bioldgicas, apresentando-se como um

método especifico, sensivel, robusto e reprodutivel, com custo e duracdo de anélise adequados
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(ZARRIN et al., 2006; SILVA et al., 2009; ALMEIDA et al 2010). Os métodos por CL-FR
exploram as propriedades hidrofobicas das moléculas e tém sido amplamente utilizados na
quantificacdo de biofarmacos, separa¢do e quantificacdo de formas oxidadas e desamidadas
das proteinas, com detec¢do no ultravioleta (BUCHHEIT et al.,, 2002; AHRER &
JUNGBAUER, 2006; DALMORA et al., 2006; RIBELA et al., 2006). Um inconveniente
deste método € a possivel desnaturagdo ou dissociacdo das proteinas adsorvidas a matriz da
coluna, ndo sendo apropriado para estabelecer a poténcia dos produtos farmacéuticos que
contém oligdmeros ndo covalentes e polimeros biologicamente inativos (DALMORA et al.,
1997; WANG, 1999; OLIVEIRA et al., 2007). Por sua vez, a separacdo por cromatografia
liquida por exclusdo molecular (CL-EM), baseia-se no tamanho das moléculas. As proteinas
podem também formar dimeros e oligdmeros de alta massa molecular, cujas variantes podem
ser resultado de ligacdes covalentes, ndo-covalentes ou por pontes dissulfeto. Essas
agregacoes podem ser induzidas por temperaturas elevadas, agitacio mecanica, mudangas de
pH, liofilizacdo, aumento da concentracio de sais e interagdo com a embalagem da preparacdo
farmacéutica, podendo gerar bioatividade reduzida e reacdes imunogénicas (WANG, 2005;
WANG, 2010; DIRESS, 2010). Nesse contexto, esses métodos podem ser utilizados para
avaliacdo das instabilidades quimicas e fisicas de proteinas recombinantes, bem como de
modificacOes pos-traducionais na estrutura, e causadas por fatores como sistema de expressao,
purificacdo, formulacdo e condi¢des de armazenamento (BRISTOW et al. 1992; RAO &
NAGARAJU, 2003; SILVA IJr.,, 2004; HERMELING et al., 2004; SILVA et al., 2008;
LONGSTAFEF et al., 2009).

A Farmacopéia Britanica 2010 (BP, 2010), em sua monografia da solu¢do concentrada
da molgramostima, especifica poténcia de ndo menos que 0,7 x 10’ UI/mg de proteina e, além
disso, conter quantidade superior a 2 mg/mL da molgramostima. A poténcia estimada nos
ensaios deve estar entre 80 — 125% e o intervalo de confianca (P=0,95) de 74 — 136%. A
Farmacopéia Americana (USP 33, 2010) ndo faz referéncia a molgramostima.

Os procedimentos e especificacdes para a validacdo de métodos analiticos estdo
descritos na literatura (FDA, 2001; ICH, 2005; USP 33, 2010). Os principais parametros a
serem avaliados sdo a especificidade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccdo e
quantificacdo, robustez e adequabilidade do sistema. Esses parametros encontram-se
detalhadamente descritos em dissertacdes ja desenvolvidas no laboratério de produtos
bioldgicos da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) (BARTH, 2007; SILVA, 2009) e
no artigo submetido (ARTIGO 3.1). Desse modo, esses parametros demonstram que o método

€ adequado para a finalidade pretendida, assegurando a confiabilidade e reprodutibilidade dos
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resultados (SWARTZ & KRULL, 1998; SHABIR, 2003; RIBANTI et al., 2004; SHABIR,
2007; ROZET, et al. 2007; INJAC, et al. 2008).

Os estudos de métodos fisico-quimicos alternativos ou em combinacdo com oS
bioensaios in vitro, sdo importantes para as andlises qualitativas e quantitativas das proteinas
relacionadas, e das formas de alta massa molecular das macromoléculas biologicamente
ativas. Além disso, a precisdo, exatiddo, condicdes e facilidade de execucdo em relacdo ao
ensaio bioldgico contribuem para aprimorar o controle da qualidade dos produtos biolégicos.
Atualmente, os métodos preconizados para as etapas pré-clinicas, avaliacdo de identidade,
pureza, poténcia e caracteriza¢do das biomoléculas sdo importantes também para fundamentar
estudos de biosimilaridade conforme preconizam os guias internacionais, com 0S avangos
sucessivos na area de bioterapéuticos (CHMP, 2005; EMEA, 2005). As estruturas
moleculares tridimensionais complexas de alta massa molecular dos biofarmacos e sua
heterogeneidade dependente do processo de produgdo de células vivas, faz com que as
biomoléculas sejam diferentes dos farmacos cldssicos. Assim, os métodos analiticos usuais
nio conseguem caracterizar estas moléculas suficientemente para confirmar a equivaléncia
estrutural com o referéncia. Consequentemente tem sido usada a combinacdo de métodos que
representam a tecnologia do estado-da-arte para caracterizacdo e estudos de comparabilidade
desses biossimilares. Os guias e parametros legais tem sido avaliados e atualizados com
destaque para o impacto na seguranca e eficdcia terapéutica (SCHELLEKENS, 2009;
KRESSE, 2009; SCHELLEKENS & MOORS, 2010).

A publicacdo cientifica efetuada no contexto da dissertacdo estd anexada a seguir,
observando-se que os materiais € métodos utilizados, bem como os resultados obtidos,

encontram-se descritos na mesma.
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Abstract

The granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) is a cytokine that regulates
the proliferation and differentiation of hematopoietic progenitor cells and activates mature
granulocytes and macrophages. A reversed-phase liquid chromatography (RP-LC) method
was validated for the determination of the non-glycosylated recombinant rhGM-CSF
(Molgramostim) in biopharmaceutical formulations. The RP-LC method was carried out on a
Jupiter C4 column (250 mm x 4.6 mm i.d.), maintained at 45°C. The mobile phase A consisted
of 0.1% TFA and the mobile phase B consisted of 0.1% TFA in acetonitrile, run at a flow rate
of 1 mL/min, and using photodiode array (PDA) detection at 214 nm. The chromatographic
separation was obtained with the retention time of 29.2 min, and was linear over the
concentration range of 2-300 pg/mL (+* = 0.9992). The specificity was proven through
degradation studies, showing that also there was no interference of the excipients. Moreover,
the in vitro cytotoxicity test of the degraded products showed significant differences (p<0.05).
The proposed method was applied for the analysis of rhGM-CSF and their related proteins,
and the results were correlated to the bioassay, contributing to establish alternatives to
characterize and monitoring its instability, improving the quality control and assuring the

therapeutic efficacy.

Keywords: Molgramostim, Recombinant Granulocyte-macrophage Colony Stimulating

Factor, Bioassay, Reversed-phase Liquid Chromatography, Validation.
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1. Introduction

The granulocyte-macrophage colony stimulating factor is a cytokine that regulates the
proliferation and differentiation of hematopoietic progenitor cells and activates mature
granulocytes and macrophages. The human granulocyte-macrophage colony stimulating
factor, produced by recombinant DNA technology (rhGM-CSF), expressed in Escherichia
coli, Molgramostim, is now marketed world-wide for clinical use in enhancing hematopoietic

recovery after cancer chemotherapy and bone marrow transplantation [1-3].

The thGM-CSF molecule is a non-glycosylated polypeptide chain consisting of 127
amino acids, with four cysteine residues which form two disulphide bonds, between Cys54 and

Cys” and Cys™ and Cys'?'. The molecular weight is approximately 14.5 kDa [4-6].

The biological assay based on the proliferation of the factor-dependent cell line TF-1
(ATCC CRL-2003), has been used for the potency assessment of thGM-CSF. The growth
promoting activity has been evaluated by the incubation with tetrazolium bromide (MTT) or

alamarBlue and measuring the spectrophotometric absorbances [7-10].

Three enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) were developed and compared to
the cell proliferation bioassay, showing the suitability to quantify the non-glycosylated rhGM-
CSF present in mixtures with variable protein content, being useful for the production process
[8]. Also, the ELISA was applied for pharmacokinetic studies [11-12] and validated for the
quantitation of adducts of rhGM-CSF and human serum albumin in stressed solution mixtures
[13].

Currently, many analytical techniques are available to monitor the purity, the chemical
stability, and the potency of pharmaceutical proteins obtained through recombinant

technology, but no single technique can satisfactorily provide sufficient information over the



28

protein. Thus, a combination of physicochemical, immunological, and biological methods is
recommended [9, 14, 15]. In fact, liquid chromatography (LC) has been successfully applied
to correlations studies between physicochemical and biological assays, seeking for
alternatives to improve the characterization and monitoring the instability of different
biotherapeutics [16-20]. But, the development of analytical methods for the analysis of
biotechnology products present some difficulties, due to the low dose of the
microheterogeneous protein in the presence of relatively large amounts of human serum
albumin, added to prevent adsorptions of the proteins to the vial walls and to increase stability
during storage [13, 21, 22].

The reversed-phase liquid chromatography (RP-LC) exploits the hydrophobic
properties of biomolecules in the separation process and offers a high level of accuracy and
sensitivity for the analysis of closely related protein variants or degradation products which
may have reduced activity and altered immunogenicity [14, 21]. The rhGM-CSF expressed in
E. coli was characterized by fast atom bombardment mass spectrometry combined with RP-
LC. The fractions of the enzymatic digests were separated by RP-LC using a TSK-ODS
column and detection at 230 nm, demonstrating that the sulfoxidation of methionine residues
occurs during renaturation and/or purification steps [23]. Also, samples of rhGM-CSF were
analyzed by gradient RP-LC using a C4 column with UV detection at 214 nm, and compared
to the capillary electrophoresis method evaluating the potential of this technique [24]. The
monopegylated rhGM-CSF was characterized by SDS-PAGE, size-exclusion (SE-LC) and
RP-LC, capillary electrophoresis and mass spectrometry, demonstrating the application of
these analytical techniques [9]. However, the method validation is essential to show that the

procedure is suitable for the intended purpose [25].

The aim of the present article was to validate a specific, sensitive and stability-

indicating gradient RP-LC for the quantitative analysis of rhGM-CSF in biopharmaceutical
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formulations, evaluating the bioactivity and cytotoxicity of the related proteins; correlate the
results to the bioassay, contributing to develop alternatives to characterize and monitoring the

quality, assuring the therapeutic efficacy of the biological medicine.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals and reagents

European Pharmacopoeia Certificated Reference Standard (Ph. Eur. CRS) for rhGM-
CSF was obtained from the EDQM (Strasbourg, France) and the 1% International Standard for
rhGM-CSF, WHO 88/646, was obtained from National Institute for Biological Standards and
Control-NIBSC (Herts, UK). A total of eight batches of rhGM-CSF, containing 300 pg/vial
were identified by Arabic numbers from 1 to 8. The samples were obtained from commercial
sources within their shelf life period. Hydrogen peroxide 30% in aqueous solution, potassium
phosphate monobasic, polyssorbate 80, acetonitrile and trifluoroacetic acid were purchased
from Merck (Darmstadt, Germany). All chemicals used were of pharmaceutical or special
analytical grade. For all the analyses, ultrapure water was purified using an Elix 3 coupled to

a Milli-Q Gradient A10 system Millipore (Bedford, MA, USA).

2.2. Apparatus and analytical conditions

The LC method was carried out on a Shimadzu LC system (Kyoto, Japan) equipped
with a SCL-10Avp system controller, an LC-10 ADvyp pump, a DGU-14A degasser, a SIL-
10ADvp auto sampler, and a SPD-M10Ayp PDA detector. The peak areas were integrated

automatically by computer using a Shimadzu Class VP® V 6.14 software program. The
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experiments were performed on a reversed-phase Phenomenex (Torrance, USA) Jupiter Cy4
column (250 mm x 4.6 mm i.d., with a pore size of 300 A), maintained at 45°C. A security
guard holder was used to protect the analytical column. The elution was performed by a
gradient linear at a constant flow rate of 1 mL/min. Mobile phase A consisted of 0.1%
trifluoroacetic acid (TFA) and mobile phase B consisted of 0.1% TFA in acetonitrile. The
applied gradient was the following: 0.1 min 37% of B, from 34 min linear to 50% of B, from
35 min linear back to 37% of B and 35-40 min 37% of B. The mobile phases were filtered
through a 0.22 um membrane filter Millipore (Bedford, MA, USA). The injection volume was

50 pL for both standard and samples.

2.3. Procedure

2.3.1. In vitro bioassay

The bioassay was performed as described elsewhere [10,26], and the growth-promoting activity of
rhGM-CSF assessed on TF-1 cell line (ATCC number CRL-2003). The cells were maintained in culture medium
RPMI 1640 containing 10% (v/v) fetal bovine serum Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), adding
concentrations of GM-CSF (1-20 ng/mL) for cell proliferation in 75 cm’ flasks for 24 h, seeding at
approximately 2.0 — 6.0 x 10’ cells/mL. The assay was performed in triplicate, the cells were seeded in 96-well
cell culture plates BD Biosciences (San Jose, CA, USA) at a density 4 x 10° cells/mL 2x 10* cells/well) and
dosed on seeding with two fold dilution series range starting with 65 IU/mL (6.5 ng/mL) of thGM-CSF. The
WHO (88/646) rthGM-CSF was used as standard and the negative control was RPMI 1640 culture medium.
Briefly, the plates were incubated at 37°C, 5% CO, for a minimum of 24 h. Then 25 pL/well of MTT solution (5
mg/mL) was added and the plates were incubated for a further 5 h. Following the addition of 100 pL/well of
sodium dodecyl sulphate (240 mg/mL) overnight, the absorbance was assessed at 595 nm, using microplate

reader Thermo Scientific Multiskan FC (Vantaa, Finland).

2.3.2. In vitro cytotoxicity test
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The in vitro cytotoxicity method was performed as described elsewhere [27], based on
the neutral red uptake (NRU) assay, with the exposure of NCTC clone 929 cell line
(mammalian fibroblasts, ATCC number CCL-1) to the degraded samples of thGM-CSF, with
the pH previously adjusted to 7.0, to the rhGM-CSF reference solution, to the negative and
positive controls. The NRU assay was performed on the 96-well microplates, maintained at
37°C in a CO; incubator for 24 h, with the cell suspension having a density of about 2 x 10°
cells/mL. The neutral red released was evaluated by the addition of extractant solution, and

the absorbance measured at 540 nm.

2.3.3. Samples and Standard Solutions

Working standard and sample solutions were daily prepared by diluting the Ph. Eur.
CRS for thGM-CSF and the samples of pharmaceutical formulations in phosphate buffer
0.05M pH 7.4 containing 0.5 mg/mL of polyssorbate 80, to a final concentration of 100

pg/mL.

2.4. Validation of the method

The method was validated using samples of biopharmaceutical formulations of rhGM-
CSF with the label claim of 300 pg/vial by determinations of the following parameters:
specificity, linearity, range, precision, accuracy, limit of detection (LOD), limit of quantitation

(LOQ), robustness, and system suitability test, following the ICH guidelines [25].

2.4.1. Specificity
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Specificity of the method towards the biological was evaluated using a reference and
sample solution of rhGM-CSF (100 pg/mL) subjected to degradation by oxidative conditions,
by adding 10 pL of hydrogen peroxide 3% during 3 min. Moreover, the interference of the
excipients of the biopharmaceutical formulation was determined by the injection of a sample
containing only a placebo (in-house mixture of the formulation excipients). Then the
specificity of the method was established by determining the peak purity in the samples using
a PDA detector. Additionally the thGM-CSF reference substance and the degraded samples

were subjected to the in vitro cytotoxicity test.

2.4.2. Linearity

Linearity was determined by constructing three independent analytical curves, each
one with eight reference standard substance concentrations of rhGM-CSF, in the range of 2-
300 pg/mL prepared in phosphate buffer containing 0.5 mg/mL of polyssorbate 80. Before
injection of the solutions, the column was equilibrated for at least 20 min with the mobile
phase. Three replicate of 50 pL injections of the reference solutions were made to verify the
repeatability of the detector response. The peak areas of the chromatograms were plotted
against the respective concentrations of rhGM-CSF to obtain the analytical curve. The results
were subjected to regression analysis by the least squares method to calculate calibration

equation and determination coefficient.

2.4.3. Precision and accuracy

The precision of the method was determined by the repeatability and intermediate
precision. Repeatability was examined by eight evaluations of the same concentration sample

of thGM-CSF, on the same day, under the same experimental conditions. The intermediate
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precision of the method was assessed by carrying out the analysis on three different days
(inter-days) and also by other analysts performing the analysis in the same laboratory
(between-analysts). The accuracy was evaluated applying the proposed method to the analysis
of the in-house mixture of the excipients with known amounts of the drug, to obtain solutions
at concentrations of 80, 100 and 120 pg/mL, equivalent to 80, 100 and 120% of the nominal
analytical concentration, respectively. The accuracy was calculated as the percentage of the
drug recovered from the formulation and also expressed as the percentage relative error (bias

%) between the measured mean concentrations and added concentrations.

2.4.4. Limits of detection and quantitation

The limit of detection (LOD) and the limit of quantitation (LOQ) were calculated, as
defined by ICH,[25] using the mean values of three independent analytical curves, determined
by a linear regression model, where the factors 3.3 and 10 for the detection and quantitation
limits, respectively, were multiplied by the ratio from the standard deviation of the intercept

and the slope. The LOQ was also evaluated in an experimental assay.

2.4.5. Robustness

The robustness of an analytical procedure refers to its ability to remain unaffected by
small and deliberate variations in method parameters and provides an indication of its
reliability for the routine analysis. The robustness was determined by analyzing the same
samples (100 pg/mL) under a variety of conditions of the method parameters, such as:
injection volume, percent of acetonitrile, flow rate, temperature and the wavelength. To assess
the stability of sample solutions of rhGM-CSF, the samples were tested maintained at 2-8°C

for 48 h and also placed into the autosampler, at room temperature, for 24 h. The stability of



34

these solutions was studied by observing any change in the chromatographic pattern,

compared with freshly prepared solutions.

2.4.6. System suitability test

To ensure the validity of the analytical procedure, data from five injections of 50 uL of
the working standard solution containing 100 ug/mL were used for evaluation of the system
suitability parameters, such as asymmetry, number of theoretical plates, retention time, and

area, through the CLASS-VP® V 6.12 software.

2.5. Analysis of rhGM-CSF in biopharmaceutical formulations

The biopharmaceutical samples were previously identified by SDS-PAGE as
described elsewhere [28], followed by transference to a nitrocellulose membrane and
immunodetection with a rhGM-CSF-specific antiserum. For the quantitation of thGM-CSF by
the proposed method, the respective solutions were diluted to appropriate concentration with
phosphate buffer containing 0.5 mg/mL of polyssorbate 80, injected in triplicate and the
percentage recoveries of the biopharmaceutical calculated against the Ph. Eur. CRS for

rhGM-CSF.

3. Results and Discussion

3.1. Optimization of chromatographic conditions

To obtain the best chromatographic conditions, the mobile phases were optimized to

provide appropriate selectivity and sensitivity. The use of gradient elution resulted in better
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sensitivity, improving the peak symmetry (about 1.13) with the retention time suitable for the
separation also of deamidates and sulphoxides, as usually suggested [14, 26]. The PDA
detector was used for the selection of the best wavelength detection, and the LC method was
validated for the analysis of rhGM-CSF in bulk, biotechnology formulations, and correlations

studies with the bioassay.

3.2. Method validation

The specificity of the analytical method was indicated by the oxidative conditions that
generated the main peak at 29.2 min and additional peaks of the related proteins with the
retention times at 18.2 min and 24.4 min, as shown in the typical chromatograms in Fig. 1.
The data together with the peak purity index higher than 0.9999 showed that the peak was free
from any co-eluting peak with no interference of formulation excipients, thus confirming that

the proposed method is specific for the content/potencies assessment of rhGM-CSF.

The analytical curves constructed for thGM-CSF were found to be linear over the
concentration range of 2-300 pg/mL. The value of the determination coefficient calculated [+
=0.9992, y = (35295.33 + 353.48) x + (84636.67 = 8628.17), where, x is concentration and y

is the peak absolute area] indicated the linearity of the calibration curve for the method.

The precision evaluated as the repeatability of the method was studied by calculating
the relative standard deviation (RSD%) for eight determinations of the 100 pg/mL
concentration. The obtained RSD value was 0.25% as show in Table 1. The intermediate
precision was assessed by analyzing two samples of the biopharmaceutical formulations on
three different days (inter-days) giving RSD values of 0.61 and 0.85%, respectively. The
between analysts precision was determined by calculating the RSD for the analysis of two

samples and the values were found to be 0.79 and 0.39%, respectively.
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The accuracy was assessed from three replicate determinations of three different
solutions containing 80, 100 and 120 ug/mL. The absolute means obtained are shown in Table
2 with a mean value of 101.15% and bias lower than 1.33%, demonstrating that the method is

accurate within the desired range.

For the calculation of the LOD and LOQ, a calibration equation, y = 35295.33x +
84636.67, was generated by using the mean values of the three independent analytical curves.
The LOD and LOQ were obtained by using the mean of the slope, 35295.33 + 353.48, and the
standard deviation of the intercept of the independent curves, determined by a linear
regression line as 84636.67. The LOD and LOQ calculated were 0.81 and 2.44 ug/mlL,
respectively. The evaluated experimental LOQ with a precision (< 5%) and accuracy within +

5%,[29, 30] was found to be 2.0 pg/mL.

The results and the experimental range of the selected variables evaluated in the
robustness assessment are given in Table 3, together with the optimized values. There were no
significant changes in the chromatographic pattern when the modifications were introduced in
the experimental conditions, thus showing the method to be robust. The stability of the sample
solutions was studied and the data obtained showed the stability during 24 h into the

autosampler and during 48 h when maintained at 2-8°C.

A system suitability test was carried out to evaluate the resolution and repeatability of
the system for the analysis to be performed, using five replicates injections of a reference
standard substance solution containing 100 pg/mL of thGM-CSF. The RSD values calculated
for the retention time, peak symmetry and peak area were 0.39, 0.41 and 0.49%, respectively.
The number of theoretical plates was about 35523, with RSD of 0.62%. The parameters tested

were within the acceptable range (RSD < 2.0%).
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3.3. Method application

The western blotting of the samples revealed the same general pattern with a single
diffuse band, typical of a protein, in the molecular weight range from 10-20 kDa (data not
shown) comparable to the Reference preparation. Then, the proposed method was applied for
the analysis of the samples giving values within 94.42 and 104.21% of the stated potency,
with calculated RSD lower than 1.81%, and related proteins lower than 2.36%, as shown in
Table 4. As there are only limits recommended for the concentrated solution (<4%), the
obtained experimental values, contribute to the establishment of specifications for the finished

biotherapeutic, as suggested for the biotechnology-derived products [26, 31].

3.4. Bioactivity assessment

The biological potency of rhGM-CSF was assessed by the proliferation TF-1 cell
bioassay based on the cells dose-dependent growth curve, using MTT. The statistical analysis
of the assay data was performed by parallel line method, using PLA 2.0 software (Stegmann
System-beratung, Rodgau, Germany), giving the values shown in Table 4, together with the

physicochemical analysis.

The bioactivity of the sulphoxides/deamidates degraded samples were evaluated by the
in vitro cell profileration assay and the in vivo neutropenia mouse assay [32], (approved and
conducted in accordance with the national protection laws on animal ethics and welfare), non-
detecting significant changes of the activity related of the intact thGM-CSF, as also

previously observed [23].

3.5. Cytotoxicity evaluation
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The cytotoxicity test of the degraded forms related to the intact molecule, was
performed trying to detect some possible effects resulting from the instability of the samples
during storage, giving mean ICsp = 39.40 pg/mL, ICso = 36.24 pg/mL, respectively for the

deamidates and sulphoxides, respectively, with significant differences (p<0.05).

4. Conclusion

The results of the validation studies show that the gradient RP-LC method is specific, accurate with a
mean value of 101.15%, and possesses significant linearity and precision characteristics without any interference
from the excipients. The separation was achieved with the retention time of 29.2 min, and the method has been
successfully used for the analysis of biopharmaceutical formulations, showing mean difference between the
estimated potency of 1.02% higher compared to the bioassay, with non-significant difference, as calculated by
the Student’s #-test (p>0.05). Moreover, the RP-LC method represent an alternative with advantages of lower
time-consumption and stability-indicating capability, improving the existing procedures, which can be applied
for the process monitoring, purification steps and to ensure the batch-to-batch consistency of the bulk and

finished biological products.
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Table 1. Inter-days and between-analysts precision data of RP-LC for rhGM-CSF in

biopharmaceutical formulations.

Inter-days Between-analysts
Sample  Day Recovery” (%) RSD? (%) Analysts Recovery” (%) RSD? (%)

1 98.69 A 99.61

1 2 99.90 0.61 B 100.26 0.79
3 99.32 C 98.69
1 101.27 A 101.37

2 2 101.42 0.85 B 102.00 0.39
3 99.85 C 101.27

“Mean of three replicates.
RSD = Relative Standard Deviation.



Table 2. Accuracy of RP-LC for hGM-CSF in the formulation.
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Mean concentration

Nominal concentration RSD’ Accuracy Bias®
found”

(ng/mL) (%) (%) (%)
(ng/mL)

80 81.06 0.28 101.33 1.33

100 101.06 0.53 101.06 1.06

120 121.26 0.43 101.05 1.05

“Mean of three replicates.
"RSD = Relative Standard Deviation.
“Bias = [(Measured concentration - Nominal concentration)/Nominal concentration] x 100.
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Table 3. Chromatographic conditions and range investigated during robustness testing.

Variable Range investigated rthGM-CSF* (%) RSD’ % Optimized value
0.9 101.07 1.25
Flow rate (mL/min) 1 99.27 0.42 1
1.1 99.80 0.47
30 100.95 0.48
Injection volume (uL) 40 100.61 1.37 50
50 101.19 0.26
40 100.50 0.51
Temperature (°C) 45 101.19 0.26 45
30 100.31 0.32
35 101.78 0.36
Acetonitrile (%) 37 100.90 0.34 37
39 101.01 0.41
Autosampler 24 h 101.23 1.39 -
Solution stability 2-8°C 24 h 101.31 0.29 -
2-8°C 48 h 101.56 0.30 -
Wavelength (nm) 210-320 - - 214

“Mean of three replicates.
RSD = Relative Standard Deviation.
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Table 4. Comparative content/potencies evaluation of thGM-CSF in biopharmaceutical

formulations, by RP-LC method and bioassay against the reference substance.

Sample RP-LC“ In vitro bioassay
Main peak Deamidate/ Potency (%) Confidence intervals
(%) Sulphoxides (%) (P=0.95)
1 100.14 1.15 98.32 91.73 - 105.64
2 103.13 2.36 100.21 92.81 - 108.27
3 101.86 1.32 102.39 97.52 - 107.46
4 98.26 0.96 99.85 93.45 -106.61
5 94.42 1.78 91.40 85.44-97.93
6 104.21 1.35 102.69 96.67 — 108.95
7 96.29 0.85 93.70 87.56 —100.33
8 99.58 0.47 101.22 95.92 - 106.84
Mean 99.74 1.28 98.72 -
SD° 3.35 0.58 4.10 -

“Mean of three replicates.
’SD = Standard Deviation.
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Figure 1. RP-LC chromatograms of thGM-CSF (100 ug/mL). (A) Ph. Eur. CRS for rhGM-

CSF: peak 1 = rhGM-CSF. (B) After degradation by oxidative conditions: peak 1 =

deamidates, 2 = sulphoxides, 3 = thGM-CSF. (C) biopharmaceutical formulations: peak 1 =

excipients, 2 = thGM-CSF.
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4 DISCUSSAO

A producdo de proteinas de interesse terapéutico tem evoluido significativamente nos
ultimos anos, devido a tecnologia do DNA recombinante. Nesse contexto, os métodos para a
avaliacdo da identidade, pureza e poténcia, fundamentam-se na combinacdo de tecnologias
analiticas bioldgicas, fisico-quimicas e imunoldgicas, necessdarias para a completa
caracterizacdo de biofarmacos de uso clinico.

Os ensaios bioldgicos expressam a atividade bioldgica e sua realizagdo € essencial
para a avaliacdo da poténcia de biofdrmacos, para os quais em geral ndo se dispdoem de
metodologias analiticas para o controle de qualidade. Especialmente, para a molgramostima a
poténcia bioldgica tem sido determinada por bioensaios in vitro, entre os quais destaca-se a
avaliacdo da atividade proliferativa da linhagem de células TF-1 (KITAMURA, 1989;
FOGOLIN 2002; LEE, 2008; SCHWANKE, 2009), adotado no presente trabalho.
Estabeleceu-se a transformacao de unidades internacionais para massa com base na expressao
preconizada no 1° Padrao Internacional da molgramostima (WHO 88/646), no qual 10.000 Ul
correspondem a 1 micrograma.

O teste de identificacdo dos produtos biofarmacéuticos acabados, que contém
albumina de soro humano, usada como excipiente estabilizador do produto final e € detectada
na regido de 67 kDa, foi realizado por SDS-PAGE nao-redutora, obtendo-se perfil
eletroforético com banda relativa a molgramostima na regido de 14,5 kDa, confirmada
também pelos marcadores e pelo padrdo de referéncia, aplicados no mesmo gel (AUSUBEL
et al. 1996; SCHWANKE et al., 2009). A transferéncia e deteccao imunoldgica efetuada com
anticorpos especificos em membrana de nitrocelulose, apresentou banda tinica na regiao de
14,5 kDa. Esses procedimentos podem ser usados inclusive para identificar e quantificar
impurezas protéicas conhecidas da célula hospedeira (USP 33, 2010).

O estudo de métodos cromatograficos que tem sido usado para diferentes produtos
bioldgicos recombinantes como técnica de separacdo, purificacdo e andlise qualitativa e
quantitativa, possibilitando estudos de correlagdo com os bioensaios in vivo e in vitro. Desse
modo, optou-se por pesquisar e validar procedimento por cromatografia liquida em fase
reversa para a determinacdo da molgramostima e suas proteinas relacionadas em produtos

biofarmacéuticos.
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A discussdo apresentada a seguir estd baseada no ARTIGO 3.1, submetido para
publicacdo. A separagdo por RP-LC foi alcancada com tempo de corrida de 29,2 min (figura
1). A geracdo de picos adicionais, relativos aos desamidados e sulféxidos, sob condicoes
oxidativas e a andlise de amostra preparada com excipientes, confirmaram a especificidade do
método, conforme pureza do pico da molgramostima demonstrada com detector de arranjo de
diodos (DAD). O método apresentou regressdo linear significativa na faixa de concentragcdo
de 2 a 300 pg/mL (F = 0,9992). Os dados obtidos para a repetibilidade e precisdo
intermedidria apresentaram CV inferiores a 0,85% o que mostra a precisio do método
proposto, destacando-se que a literatura preconiza CV menor ou igual a 2% (SHABIR, 2003).
Pode ser observado na tabela 2, o valor médio experimental de 101,15%, confirmando
exatiddo significativa. As poténcias obtidas nas andlises ndo apresentaram diferencas
significativas nas condi¢des testadas, comprovando a robustez do método proposto, conforme
demonstra a tabela 3. Por sua vez, os dados obtidos na verificacio da adequabilidade do
sistema cromatogrifico mostraram que o equipamento e as condi¢cdes do método sao
adequados para assegurar a confiabilidade dos resultados, estando de acordo com a literatura,
pois os valores de CV% foram inferiores a 2% (ICH, 2005; USP 33, 2010). Conforme
descrito em publica¢des, um inconveniente deste método € a desnaturacio ou dissociacao das
proteinas quando adsorvidas a matriz da coluna. Além disso, as condi¢des tipicas da fase
reversa podem afetar a conformacgdo da proteina e a resposta obtida ndo necessariamente
representa a atividade da biomolécula (WICAR et al., 1994; DALMORA et al., 1997). Porém,
viabiliza a determinacdo de desamidados e sulf6xidos que € necessdria devido as possiveis
respostas imunogénicas que podem causar no organismo humano (EMEA, 2007; GROOT &
SCOTT, 2007). Demonstrou-se, portanto, que o método proposto cumpre 0s requisitos
preconizados pela literatura oficial, podendo ser empregado para andlise da molgramostima
em produtos biofarmacéuticos. Paralelamente, executou-se o bioensaio da atividade
proliferativa em células TF-1 que forneceu os resultados apresentados na tabela 4. Estudou-se
entdo a correlacao entre os resultados fornecidos pelo método cromatogréfico e biolégico com
as amostras selecionadas, observando que as poténcias por CL-FR foram em média 1,02%
superiores em relacdo ao bioensaio com diferenca nao significativa, conforme calculado pelo
teste t de Student (p>0,05).

A solucdo concentrada da molgramostima estd descrita na literatura oficial (BP.,
2010), porém nao ha referéncia ao produto acabado. Além disso, ndo h4d métodos
cromatograficos validados publicados para avaliagdo da molgramostima em formulagdes

biofarmacéuticas, o que € necessdrio no contexto da producdo de produtos bioldgicos
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recombinantes. Sugere-se, portanto, que o método por CL-FR, seja adotado em combinagdo
com o bioensaio para a avaliagdo de poténcia e pureza da molgramostima durante as etapas do
processo de producdo/purificacdo para monitorar pequenas variacdes estruturais e
conformacionais que podem causar efeitos significativos sobre a atividade bioldgica
(KAISER et al., 1997) e para o controle da qualidade do produto biofarmacéutico acabado.

Tendo em vista possiveis degradagdes dos produtos biotecnolégicos durante as etapas
do processo de producdo e/ou armazenamento avaliou-se a citotoxicidade in vitro. As
amostras foram analisadas por cromatografia liquida em fase reversa, coletando-se as fra¢des
relativas aos desamidados e sulféxidos. Os solventes foram evaporados e o ensaio realizado
comparativamente a molécula integra da molgramostima, que apresentou os resultados
descritos na publicacdo, demonstrando aumento de citotoxicidade com valores de ICsy= 39,40
pg/mL, ICsy = 36,24 ug/mL, para desamidados e sulféxidos respectivamente, apresentando
diferencga significativa (p<0,05) em relagdo a molécula integra.

Desse modo, contribui-se para aprimorar o controle da qualidade através da melhor
caracterizacdo da biomolécula, ampliando os procedimentos disponiveis para os estudos de

comparabilidade, garantindo sua eficécia terapéutica e seguranca.
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5 CONCLUSOES

v Desenvolveu-se e validou-se método especifico, preciso, exato e robusto por
cromatografia liquida em fase reversa para avaliacdo da molgramostima, obtendo
resultados de acordo com os parametros preconizados, para identificacdo e

avaliacdo de desamidados, sulféxidos e da forma nao-alterada.

v O bioensaio da atividade proliferativa em células TF-1 mostrou a poténcia bioldgica
dos produtos biotecnoldgicos selecionados, e foi adotado para viabilizar estudo de

correlacdo.

v" Sugere-se a aplica¢do do método cromatografico para avaliagdo da molgramostima
em combinacdo com o bioensaio da atividade proliferativa em células TF-1, pois
representa contribuicdo para andlise do produto biofarmacéutico, devido a
determinacdo de formas relacionadas, especificidade e tempo de execucdo em

relacdo ao ensaio bioldgico in vitro.

v O método desenvolvido e validado no presente trabalho estabelece bases para
progressivos trabalhos cientificos de correlacdo fisico-quimica e bioldgica, de
comparabilidade com biomoléculas da drea e procedimentos para aprimorar o

controle de qualidade do produto biotecnolégico disponivel no Pais.
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