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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

VALIDA(;AO DE METODO CROMATOGRAFICO POR EXCLUSAO
MOLECULAR PARA AVALIAC;AO DE INTERFERON-ALFA 2a E
ESTUDOS DE CORRELAC;AO
AUTOR: ESTEVAN SONEGO ZIMMERMANN
ORIENTADOR: PROF.SERGIO LuUlz DALMORA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 30 de Setembro de 2010.

O interferon-a2a humano (hlFN-02a) é uma proteina produzida pelas células do
sistema imune com propriedades imunomoduladora, antiviral e antiproliferativa. No presente
trabalho, foi validado método por cromatografia liquida por exclusdo molecular (CL-EM),
para determinacdo de interferon-o2a recombinante (rhlFN-a2a) em formulagcfes
farmacéuticas sem albumina. O método CL-EM foi validado empregando coluna BioSep-
SEC-2000 S (300 mm x 7,8 mm d.i.) mantida a temperatura de 25°C. A fase movel foi
composta de tampéo fosfato de potassio monobasico 0,001 M, fosfato de sodio dibasico 0,008
M e cloreto de sodio 0,2 M, pH 7,4, eluida em gradiente de fluxo e utilizando arranjo de
diodos (DAD) com deteccdo em 214 nm. A separacdo cromatografica foi alcancada com o
tempo de retencdo de 17,2 min e o método foi linear no intervalo de concentragdo de 0,5-50
MUI/mL (r> = 0,9996). A exatiddo média foi de 101,39%, com erro calculado inferior a
1,67%. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram de 0,22 e 0,5 MUI/mL, respectivamente
e a validacdo demonstrou parametros aceitaveis de precisao e robustez. O método proposto foi
aplicado para analise de formulacdo farmacéutica de rhiINF-a2a e os teores/poténcias
correlacionados com aqueles fornecidos pelos métodos previamente validados por CL-FR e
bioensaio in vitro. Estabeleceu-se correlagdo entre os métodos, demonstrando que 0s
biofarmacos comerciais apresentaram diferencas entre as médias 1,5% maiores para 0 CL-
EM, e 2,45% menores para CL-FR, em relacdo ao bioensaio. Assim, contribuiu-se para
estabelecer alternativas que aprimoram o controle de qualidade, assegurando a eficacia
terapéutica do produto bioldgico. Além disso, avaliaram-se 0s parametros farmacocinéticos
das formulacbes A e B ap0s injecdo subcutanea em ratos, demonstrando perfis compe

com Cax de 7924,60 e 8698,68 pg/mL., respectivamente, e Tmax=60 min.

Palavras-chave: Interferon-a2a, cromatografia liquida por exclusdo molecular, bioensaio, validagao.
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Human interferon-a2a (hIFN-a2a) is a natural protein produced by the cells of the
immune system with antiviral, antiproliferative and immunomodulatory properties. A size
exclusion liquid chromatography (SE-LC) method was validated for the determination of
recombinant interferon-a2a (rhIFN-02a) in pharmaceutical formulations without human
serum albumin. The SE-LC method was carried out on a BioSep-SEC-S 2000 column (300
mm X 7.8 mm i.d.) maintained at 25°C. The mobile phase consisted of 0.001 M monobasic
potassium phosphate, 0.008 M sodium phosphate dibasic and 0.2 M sodium chloride buffer,
pH 7.4, run at a gradiente flow rate and using photodiode array (PDA) detection at 214 nm.
The chromatographic separation was achieved with retention time of 17.2 min, and was linear
over the concentration range of 0.5-50 MUI/mL (r* = 0.9996). The accuracy was 101.39%
with bias lower than 1.67%. The limits of detection and quantitation were 0.22 and 0.5
MIU/mL, respectively, and the method validation demonstrated acceptable results for
precision and robustness. The proposed method was applied for the analysis of rhIFN-a2a in
pharmaceutical dosage forms, and the content/potencies correlated to the previously validated
reversed-phase (RP-LC), and the in vitro bioassay. The pharmaceutical samples were
analyzed by the chromatographic methods and compared to the bioassay, showing mean
differences between the estimated potency of 1.50% higher for SE-LC, and 2.45% lower for
the RP-LC. The alternative methods studies contribute to improve the quality control,
assuring the therapeutic efficacy of the biological medicine. Moreover, the pharmacokinetic
parameters of the formulations A and B were evaluated by subcutaneous injection in rats,
showing comparable profiles with Cnax 0f 7924.60 and 8698.68 pg/mL, respectively, and

Tmax= 60 min.

Keywords: Interferon-a2a, size exclusion liquid chromatography, bioassay, validation.
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1 INTRODUCAO

Os interferons sdo citocinas potentes que apresentam atividade antiviral,
imunomoduladora e antiproliferativa. Sdo produzidos pelas células, em resposta a diferentes
estimulos, que incluem &cidos nucléicos virais, células estranhas, particulamente as
neoplasicas, antigenos de bactérias (BARON et al., 1992; PFEFFER et al., 1998).

Os avancos na area de biotecnologia possibilitaram a clonagem e expressdo do gene
do interferon alfa humano (hIFN-a) em bactérias, especialmente Escherichia coli, com
producdo do interferon alfa humano recombinante (rhIFN-a), que se encontra disponivel sob a
forma ndo-glicosilada. Devido as suas atividades farmacoldgicas, estda sendo utilizado
clinicamente para tratamento de hepatites B e C cronicas, leucemias, sarcoma de Kaposi,
linfomas, melanomas, mielomas e carcinomas (FELD & HOOFNAGLE et al., 2005; SILVA
et al., 2008).

Estruturalmente o rhIFN-a2a é uma proteina ndo glicosilada com 165 aminoacidos,
com duas pontes dissulfeto e massa molecular de, aproximadamente, 19,2 kDa (KLAUS et
al., 1997).

Diferentes metodologias analiticas tém sido aplicadas para avaliacdo da identidade,
pureza e poténcia de produtos biotecnoldgicos. A presenca de formas relacionadas e
degradadas nas proteinas recombinantes de uso terapéutico pode causar respostas
imunologicas e reducdo ou perda da atividade farmacoldgica (DIRESS et al., 2010). Desse
modo, deve ser determinado seu conteldo e estabelecidos limites nos produtos farmacéuticos.

Recentemente, foram introduzidos bioensaios baseados na avaliacdo da atividade
antiproliferativa em células Daudi, determinando as respostas espectrofotomeétricas com
corantes vitais como azul de alamar e sais de tetrazélio. A poténcia do rhIFN-a também tem
sido realizada através de ensaio biologico in vitro, baseado na inibicdo do efeito citopatico das
linhagens virais (VSV e EMCYV) sobre linhagens celulares (MDBK e WISH) (MEAGER et
al., 2001; CASERMAN et al., 2007; SILVA et al., 2008).

Por sua vez, os métodos por cromatografia liquida viabilizam a separacao,
identificacdo e quantificacdo das substancias bioldgicas, sendo estudados como alternativa ou
para uso em combinacdo com 0s bioensaios. Os métodos por cromatografia liquida em fase
reversa (CL-FR) com deteccdo no ultravioleta tem sido utilizados na quantificacdo de

biofarmacos, controle de qualidade, separacdo e determinagdo das formas oxidadas e
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desamidadas de proteinas (SILVA et al., 2009). Do mesmo modo, a cromatografia liquida por
exclusdo molecular (CL-EM) é uma técnica versatil adotada para determinacdo de proteinas e
das formas agregadas na sua configuracdo nativa, devido as condi¢des de eluicdo compativeis
com as macromoléculas bioldgicas (QIAN et al., 2008).

Acrescenta-se que apds o desenvolvimento do método, a validacdo deve demonstrar,
através de estudos experimentais, que o procedimento atende as exigéncias das aplicacdes
analiticas, sendo adequado para o propoésito pretendido, assegurando a confiabilidade e
reprodutibilidade dos resultados (ICH, 2005; ROZET et al., 2007). A avaliacdo de
biomoléculas produzidas por expressdo em sistemas celulares, por métodos eficientes e
validados € necessario para assegurar que os lotes sucessivos de producdo tenham qualidade
igual ou superior ao submetido aos estudos pre-clinicos e clinicos, durante o processo de
registro. Além disso, sdo importantes para viabilizar possiveis estudos de similaridade de
macromoléculas biologicamente ativas. Por sua vez, as especificacdes preconizadas para 0s
produtos bioldgicos visam garantir a eficacia e seguranga clinica (EMEA, 2005; EMEA,
2007; LONGSTAFF et al., 2009).

O presente trabalho teve por objetivos desenvolver e validar método por cromatografia
liquida: a) por exclusdo molecular para a avaliacdo de poténcia, determinacéo de dimeros e
agregados de rhIFN-02a em produtos farmacéuticos sem albumina na formulacdo; b)
estabelecer correlagdo com o método validado por fase reversa e com o bioensaio da atividade
antiproliferativa em células Daudi; c) Determinar parametros farmacocinéticos em diferentes
produtos farmacéuticos. Desse modo, pretendeu-se contribuir para o estabelecimento de
alternativas que contribuam para aprimorar o controle de qualidade, garantindo a seguranca e

eficacia terapéutica desse produto biotecnoldgico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Os interferons humanos sdo proteinas naturais produzidas por células do sistemas
imune com propriedades antiviral, antiproliferativa e imunomoduladora. Entre mais de 12
subtipos naturais do IFN-a, interferon-a2a recombinante humano (rhIFN-a2a), esta sendo
comercializado para o tratamento de doencas cronicas, como hepatite B e C, de cancer
carcinoma, leucemia e mieloma maltiplo.

Estruturalmente o rhIFN-02a é um proteina constituida de 165 amino&cidos, contendo

duas pontes dissulfeto intramoleculares nas posicoes (Cis**® e Cis****®), com ponto isoelétrico
(p!) entre 5,8 e 6,3 e massa molecular de, aproximadamente, 19,2 kDa. A formula quimica é
CssoH1353N2200255S0 € a estrutura primaria esta representada na figura 1 (KLAUS et al., 1997;

BP, 2010; THITINAN & McCONVILLE, 2009; CINDRIC & VULETIC, 2003).

?Va
VaI
100 ( lle

/Val )
CVS S=S=Cys 1

Figura 1 — Estrutura priméaria do rhIFN-a2a com suas duas pontes dissulfeto, adaptada
(CINDRIC & VULETIC, 2003).

A producdo inicial do IFN ocorre através de indutores, que podem ser componentes de

célula alogénica, acido nucléico ou antigenos estranhos, que interagem com as células,
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ativando os genes do IFN, seguido da producdo do mRNA. Apds tradugdo, o IFN € secretado
para o fluido extracelular onde interage com receptor na membrana das células produtoras ou
ceélulas ativadas. Essas ativam 0s genes que codificam proteinas efetoras, as quais causam
resisténcia antiviral e alteracdo de células vizinhas para entdo produzir proteinas efetoras,
como mostra a figura 2 (BARON & DIAZANI, 1994; MATTHEWS & McCQOY, 2004;
PESTKA et al., 2004; FELD & HOOFNAGLE, 2005).

&

- RNA:DNA Viral
@ IFN Alfa
2 ° ®.0
°, '!°c "‘ ®
‘ 3
Endossoma ¢ el
RNA:DNA
_ 5 TYK2
B B ¢ P oAk
= 2 a STAT1,2
g b UG
ANA:DNA o
\ / |
|HFs P
STAT1.2
P
\ Genes induzidos por IFN
; IFN Alfa
Nucleo

Figura 2 — Mecanismo de acdo do interferon frente a estimulo viral, adaptada (ALARCON-
RIQUELME, 2006).

O rhlFN-a2a encontra-se disponivel como produto farmacéutico para injecdo
intramuscular (IM) ou subcutanea (SC). A dose inicial para pacientes com hepatite C cronica
é de 3 milhdes de unidades internacionais, sendo administrada trés vezes por semana durante
24-48 semanas (THITINAN & McCONVILLE, 2009).

O IFN-a possui potente atividade antiviral, agindo atraves da inducdo de genes,

protegendo as células da infeccdo ou atenuando a producdo de pré-genes em células ja
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infectadas e ativando mecanismos indiretos da resposta imune (SAMUEL, 2001; FELD &
HOOFNAGLE, 2005).

A atividade antiproliferativa do IFN-a ocorre pela acdo nas células tumorais de
maneira direta ou mediante a ativacdo das células citotdxicas do sistema imune do hospedeiro,
tais como linfécitos T, células NK e macréfagos. O IFN-o também participa da regulacéo da
diferenciacdo celular, sendo este efeito a base da terapia da leucemia pilosa, anomalia que é
causada por bloqueio na diferenciacdo das células mieldides em fase de maturagéo
(MEAGER, 2002; LANGER, 2007).

O IFN-a exerce atividades regulatérias sobre o sistema imune, tais como: aumento da
expressao do antigeno de MHC classe |, aumento da expressao de receptores de Fc, elevacao
da producdo de anticorpos por maturacdo de células B, ativacdo de macréfago, estimulagdo da
atividade de células NK, aumento da producdo de interleucina-1 e fator de necrose tumoral
por macrofagos e mondcitos e aumento da citotoxicidade (PFEFFER et al., 1998, ORITANI
et al., 2001; SAMUEL, 2001).

O IFNa tem sido usado desde 1986, para o tratamento de hepatite C, combinado ou
ndo com a ribavirina. A terapia resulta em rapido declinio dos niveis do virus da hepatite C no
soro e, a longo prazo, ocorre sua extingdo no soro e figado, ocorrendo a cura da infecgédo
cronica (FELD & HOOFNAGLE, 2005; THITINAN & McCONVILLE, 2009).

O IFN-a2a ¢ quantificado no plasma 4-8 horas apés injecdo intravenosa e por 16-30
horas apds administracdo IM ou SC (MATTHEWS et al., 2004; FOSER et al., 2003). E
amplamente distribuido nos tecidos corporais com altas concentra¢des no baco, rins, figado e
pulmdo. O volume de distribuicdo em humanos é de 20-60% do peso corporal e a meia-vida
de eliminacdo do plasma apds injecdo 1V é rapida (2-3 horas) e apds administracdo SC e IM ¢
mais lenta (3-8 horas). Os IFNs sdo totalmente filtrados nos glomérulos e degradados por
proteases durante a reabsor¢do tubular (CHATELUT et al, 1999; THITINAN &
McCONVILLE, 2009). Estudos de farmacocinética em humanos mostraram que a meia-vida
in vivo de IFN-a ¢ relativamente curta devido a depuragdo renal rapida e susceptibilidade as
proteases do soro (WILLS et al.,1984; BAILON et al., 2001; SHECHTER et al., 2001,
WANG et al., 2002).

Os ensaios bioldgicos in vitro tém sido amplamente utilizados para determinacdo de
poténcia de rhIFN-a. Esses ensaios baseiam-se na inibi¢do do efeito citopatico de linhagens
virais (VSV e EMCV) sobre linhagens celulares (MDBK e WISH), com as respostas
espectrofotométricas determinadas com corantes vitais como azul de alamar e sais de
tetraz6lio (MEAGER et al., 2001; FOSER et al., 2003; BP, 2010).
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Os IFNs exercem atividade antiproliferativa varidvel, sendo as células diploides
relativamente resistentes e as células precursoras hematopoiéticas, principalmente da
linhagem mieldide mais sensiveis a inibigdo. Nesse sentido, recentemente tem sido usada a
linhagem de células Daudi derivada do linfoma de Burkitt, para bioensaios de avaliagdo de
poténcia de inteferons do tipo I, com sensibilidade e reprodutibilidade. Demonstrou-se
também, a correlacdo dos resultados com o ensaio de atividade antiviral (MEAGER, 2002).

No estudo colaborativo internacional da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) que
estabeleceu o padrdo bioldgico de referéncia de rhIFN-a foram adotados varios modelos de
ensaios antivirais, com diferentes células, virus e procedimentos, demonstrando-se respostas
semelhantes. Além disso, pesquisaram-se bioensaios alternativos que ndo utilizam linhagem
viral, que com calibracdo e validacdo adequadas podem ser usados para a avaliacdo de
poténcia em formulagdes farmacéuticas (MEAGER et al.,, 2001). Nesse contexto, foi
desenvolvido o bioensaio baseado na atividade antiproliferativa com celulas Daudi, bem
como o bioensaio em linhagem de celulas geneticamente modificadas com ativacdo de
promotor e expressdo de marcadores enzimaticos como fosfatase alcalina (MEAGER, 2002;
CASERMAN et al., 2007; SILVA et al., 2008).

A substancia de referéncia de rhIFN-o02a da Farmacopéia Européia (E.P.) é indicada
para métodos fisico-quimicos, sem apresentar informacao sobre sua atividade biologica (EP,
2007). Por outro lado, o 2° Padréo Internacional de rhIFN-02a, da Organizacdo Mundial da
Salde, possui atividade definida e € indicado para avaliacdo de poténcia biologica. A
atividade das duas preparacoes de referéncia foram comparadas em diferentes modelos de
bioensaios, demonstrando atividades especificas similares, sendo entdo sugerido também o
uso do padrao de referéncia da EP para bioensaios (SILVA et al., 2007).

As proteinas requerem alto grau de especificidade estrutural para interagir com o sitio
de acdo. Por essa razdo, € enfatizada a caracterizacdo fisico-quimica para demonstrar
estruturas correspondentes as formas biologicamente ativas dos produtos biotecnoldgicos. As
instabilidades quimicas e fisicas de proteinas recombinantes tém sido investigadas por
diferentes técnicas analiticas que incluem cromatografia liquida, espectrometria de massas,
andlise térmica e eletroforese capilar. Esses procedimentos, juntamente com os ensaios de
atividade bioldgica e enzimaimunoensaio, possibilitam também monitorar e caracterizar as
formas relacionadas e degradadas, bem como avancar para estudos de correlacdo entre
métodos biologicos e fisico-quimicos, que por sua vez, podem contribuir para o
desenvolvimento de novas moléculas similares (ICH 2005; RAO & NAGARAJU, 2003;
EMEA, 2005; EP, 2007; LONGSTAFF et al., 2009).



21

Os avangos na compreensdo do comportamento de proteinas, incluindo o IFN-a,
instabilidades e estabilizagdo em meio liquido, foram revisados visando o desenvolvimento
das formulacGes. Paralelamente, foram destacadas as formas degradadas e metodologias
analiticas publicadas na literatura, usadas juntamente com os ensaios bioldgicos, para a
caracterizacdo e avaliacdo de diferentes proteinas (WANG, 1999).

A cromatografia liquida destaca-se entre os métodos usados para andlise qualitativa e
quantitativa de farmacos, produtos acabados e amostras bioldgicas, apresentando-se como
método especifico, sensivel, robusto e reprodutivel, com custo e duracdo de analise adequados
(ZARRIN et al., 2006). Os métodos por cromatografia liquida em fase reversa (CL-FR) e por
exclusdo molecular (CL-EM), baseados na hidrofobicidade e tamanho das moléculas,
respectivamente, sdo técnicas amplamente empregadas para a separacdo e controle de
qualidade de proteinas. Possibilitam avaliar alteracdes fisico-quimicas e modificacfes pos-
traducionais na estrutura, que incluem oxidacdo de residuos de metionina, sulfatacéo,
desamidacdo e agregacao, que podem ocorrer devido a fatores como processo de producéo,
escolha do sistema de expressdo, formulacéo e condi¢des de armazenamento (HERMELING
et al., 2004; SILVA et al., 2008; SILVA Jr, 2004).

Especialmente, as proteinas podem formar dimeros e oligbmeros de alta massa
molecular, cujas variantes podem conter ligacGes covalentes, ndo-covalentes ou por pontes
dissulfeto, e apresentar bioatividade reduzida e reacdes imunogénicas. Essas agregacOes
podem ser induzidas por temperaturas elevadas, agitacdo mecanica, mudancas de pH,
liofilizacdo, aumento da concentracdo de sais e interacdo com embalagem. A CL-EM ¢ a
melhor opc¢do analitica para avaliar a provavel presenca de impurezas resultantes da
fragmentacdo, agregacdo ou oligomerizacdo. Nesse contexto, a CL-EM foi utilizada para
determinacgdo das proteinas e suas espécies agregadas na sua forma nativa, com fases méveis
constituidas de tampfes na faixa de pH de 6-8, minimizando assim, a desnaturacdo das
proteinas (BARTH et al., 1998; TREUHEIT et al., 2002; GOETZ et al., 2004; QIAN et al.,
2008).

A CL-EM com deteccdo de fluorescéncia intrinseca, usando colunas TSK 3000 e 2000
gel, foi desenvolvida para a avaliagdo da estabilidade e perfis de degradacdo do IFN-a2 em
formulagdes farmacéuticas, evidenciando diferencas na atividade e na estrutura dos agregados
de alta massa molecular e da proteina nativa. Os autores observaram que a detec¢do por
fluorescéncia apresentou sensibilidade seis vezes maior e melhor linearidade, em relacdo a

deteccdo por UV, com limite de quantificacdo de 83 ng /mL. Os bioensaios demonstraram
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reducdo de até 87% na atividade bioldgica em relacdo a molécula original (DIRESS et al.,
2010).

Por outro lado, os métodos por CL-FR, apresentam como inconveniente a possivel
desnaturacdo ou dissociacdo das proteinas adsorvidas a matriz da coluna, podendo ndo ser
apropriados para estabelecer a poténcia de produtos farmacéuticos que contenham oligdmeros
ndo covalentes e polimeros biologicamente inativos (AHRER & JUNGBAUER, 2006;
BUCHHEIT et al., 2002; DALMORA et al., 1997; WANG, 1999; OLIVEIRA et al., 2007).

A validacdo do método de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) por fase
reversa usando coluna Csg, foi usado para quantificar IFN-o2b ap0s a etapa de fermentacdo. O
método desenvolvido apresentou o valor 0,025 mg/mL e 0,008 mg/mL para os limites de
quantificacéo e de deteccdo, respectivamente. Os demais parametros de validagcdo, mostraram-
se adequados para a quantificacdo do rhIFN-a2b em corpos de inclusdo durante o processo de
expressdo do farmaco (CUETO-ROJAS et al.; 2010).

Procedimentos fisico-quimicos e ensaios bioldgicos foram adotados para detectar
alteracOes nas preparacdes de rhIFN-a2a e rhIFN-a2b sob condigdes de estresse. As amostras
foram submetidas as condi¢bes que incluem oxidacdo de residuos de metionina e
armazenamento em temperaturas elevadas por diferentes periodos de tempo. Os autores
demonstram a complementariedade dos métodos por CL-EM, CL-FR e espalhamento de luz
dindmico, para detectar alteracdes estruturais nos produtos biofarmacéuticos (SILVA et al.;
2008).

Formulagdes aquosas de rhIFN-o2b, sem albumina foram pesquisadas para avaliar 0s
efeitos de estabilizantes, como polissorbato e polietilenoglicol (PEG), visando também
reduzir os efeitos imunogénicos de possiveis agregados. As analises foram realizadas por CL-
FR, ensaio da antividade antiviral, enzimaimunoensaio e também por estudos de
farmacodinamica e farmacocinética para demonstrar a estabilidade de longa-duracdo (RUIZ et
al., 2003).

A titulacdo por calorimetria isotérmica, no estudo da estabilidade fisica de interferon-
a2a, foi aplicada para avaliar a influéncia dos diferentes fatores, incluindo temperatura, sais e
tensoativos, e a importancia do equilibrio entre as forcas intra e intermoleculares. As analises
de formas agregadas foram realizadas por CL-EM, sendo sugerido o procedimento para
monitorar 0s estagios de purificacdo, desenvolvimento e armazenagem de formulacdes
(HUANG et al., 2005).

Sharma & Kalonia (2003) estudaram os efeitos das caracteristicas da solucdo na

conformagéo estrutural de rhIFN-o2a, investigando a tendéncia de formar intermediarios
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parcialmente alterados. As propriedades estruturais da proteina foram estudadas em diferentes
pHs (2,0 - 7,4) e temperaturas (5 - 80°C) utilizando espectrometria por fluorescéncia,
dicroismo circular e calorimetria diferencial. Os autores observaram maiores alteracdes nas
solugdes com altas temperaturas e baixos pH.

A agregacdo de proteinas, os mecanismos envolvidos, os fatores de influéncia e
procedimentos para inibicdo nos estudos de formulacdo, foram tratados em recentes revisoes
da literatura (WANG, 2005; WANG et al.,, 2010). Os autores avaliaram metodologias
sugeridas para analise durante o desenvolvimento de produtos acabados, avangaram para 0s
efeitos colaterais e avaliacdo da atividade biol6gica dessas formas caracteristicas da
instabilidade da proteina e dos possiveis efeitos imunogénicos gerados pelo uso desses
produtos biotecnoldgicos.

Destaca-se também o avanco 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
avaliando-se também a atividade de isdmeros. Paralelamente, foi efetuada a avaliacdo dos
parametros farmacocinéticos, em ratos, comparando diferentes vias de administracdo para
produtos peguilados e ndo-modificados, demonstrando suas vantagens terapéuticas (FOSER
et al., 2003; HARRIS & CHESS, 2003; ARDUINI et al., 2004).

Devido aos efeitos colaterais indesejados, foram estudadas mudancas na molécula
proteica, como a conjugacédo de IFN-02a com polimeros de PEG, propiciando a preparacédo de
formas peguiladas sitio-direcionadas que se encontram em uso terapéutico. As reacdes,
método de conjugacéo e purificacdo foram revisados destacando-se 0S avangos necessarios e a
compreensdo da peguilacdo (FEE & ALSTINE, 2006). A peguilacdo de proteinas € um
método bem estabelecido para diminuicdo de sua eliminacdo, reducdo de sua
imunogenicidade e aprimoramento das propriedades fisicas (GLUE et al., 2000). Essas
propriedades possibilitaram diminuir a frequéncia de administracdo para uma vez por semana,
mantendo-se estavel a concentracdo sanguinea e aumentando a eficacia do tratamento de
pacientes com hepatite C crénica. As meias-vida observadas de IFN-02a ndo modificado e
peguilado foram de 2,3 e 50 horas, respectivamente (MATTHEWS & McCQOY, 2004).

O rhIFN-a2b peguilado foi submetido a caracterizagdo estrutural e bioldgica por
diferentes técnicas analiticas, comparando com a forma nativa (GRACE et al., 2001). O
rhIFN-o2a foi monoconjugado com PEG e os diferentes isbmeros de posi¢do foram isolados e
caracterizados por técnicas analiticas incluindo eletroforese, CL-FR e CL-EM, espectrometria

de massas e bioensaio antiviral, demonstrando atividade variavel de cada forma (FOSER et
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al., 2003). Derivados do rhlFN-a foram preparados usando a combinacdo de
metoxipolietilenoglicol, com massas de 2 e 5 kDa, com técnicas de microencapsulagdo, e
submetidos a estudos de caracterizagdo (DIWAN & PARK, 2003). A peguilagdo sitio-
especifica de rhlFN-a2a foi estudada através da adsorcdo por interacdo eletrostética, da
proteina em matriz de troca ibnica com PEG-aldeido de massas moleculares 5, 10 e 20 kDa,
em meio 4cido. Diferentes técnicas foram usadas para caracterizar a forma modificada
incluindo estabilidade térmica e ensaio da atividade antiviral (LEE et al., 2007).

A Farmacopéia Britanica 2010 (BP, 2010), em sua monografia da solu¢do concentrada
de rhIFN-a2a, especifica poténcia de ndo menos que 140 MUI/mg de proteina e, além disso,
deve conter quantidade superior a 200 MUI/mL de rhIFN-a2a. A poténcia estimada nos
ensaios deve estar entre 80 — 125% e os intervalos de confiangca (P=0,95) de 64 — 156%. A
Farmacopéia Americana (USP 33, 2010) néo faz referéncia ao rhIFN-o2a.

Os procedimentos e especificacbes para a validacdo de métodos analiticos estéo
descritos na literatura (ICH, 2005; SHABIR, 2007; FDA, 2001; USP 33, 2010). Os principais
parametros a serem avaliados séo a especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de
deteccdo e quantificacdo, robustez e adequabilidade do sistema. Esses parametros encontram-
se detalhadamente descritos em dissertagdes ja desenvolvidas no laboratorio de produtos
biologicos da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) (SILVA, 2009; BARTH, 2007) e
no artigo submetido. Desse modo, esses parametros demonstram que o método € adequado
para a finalidade pretendida, assegurando a confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados
(SWARTZ & KRULL, 1998; SHABIR, 2003; RIBANI et al., 2004; ROZET et al., 2007;
INJAC et al., 2008).

Os estudos de métodos fisico-quimicos, alternativos aos bioensaios in vitro, sao
importantes para as analises qualitativas e quantitativas das proteinas relacionadas, e das
formas de alta massa molecular das macromoléculas biologicamente ativas. Além disso, a
precisdo, exatiddo, condi¢bes e facilidade de execucdo em relacdo ao ensaio biologico
contribuem para aprimorar o controle da qualidade dos produtos bioldgicos. Atualmente, os
métodos preconizados para as etapas pre-clinicas, avaliacdo de identidade, pureza, poténcia e
caracterizacdo 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).

Nesse sentido, convém destacar que as estruturas moleculares tridimensionais
complexas de alta massa molecular dos biofarmacos e sua heterogeneidade, na dependéncia

do processo de produgdo de células vivas, fazem com que os biofarmacos sejam diferentes
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dos farmacos classicos. Assim, os métodos analiticos usuais ndo conseguem caracterizar estas
moléculas suficientemente para confirmar a equivaléncia estrutural com a molécula de
referéncia. Consequentemente, tem sido usada a combinacdo de métodos que representam a
tecnologia do estado-da-arte para caracterizagcdo e estudos de comparabilidade desses
biossimilares. Os guias e 0s parametros legais tém sido atualizados observando também o
impacto na seguranca e eficacia terapéutica (SCHELLEKENS, 2009; KRESSE, 2009;
SCHELLEKENS & MOORS, 2010).
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Abstract: A size exclusion liquid chromatography (SE-LC) method was validated for the
determination of interferon-a2a (rhIFN-02a) in pharmaceutical formulations without human
serum albumin. The SE-LC method was carried out on a BioSep-SEC-S 2000 column (300
mm X 7.8 mm i.d.). The mobile phase consisted of 0.001 M monobasic potassium phosphate,
0.008 M sodium phosphate dibasic and 0.2 M sodium chloride buffer, pH 7.4, run at a
gradiente flow rate and using photodiode array (PDA) detection at 214 nm. The
chromatographic separation was achieved with retention time of 17.2 min, and was linear over
the concentration range of 0.5-50 MIU/mL (r? = 0.9996). The accuracy was 101.39% with
bias lower than 1.67%. The limits of detection and quantitation were 0.22 and 0.5 MIU/mL,
respectively. Moreover, method validation demonstrated acceptable results for precision and
robustness. The proposed method was applied for the analysis of rhIFN-o2a in pharmaceutical
dosage forms, and the content/potencies correlated to the previously validated reversed-phase
(RP- LC), and the in vitro bioassay, contributing to establish alternatives to characterize and
monitoring its instability and to improve the quality control, assuring the therapeutic efficacy

of the biological medicine.

Keywords: Interferon-a2a, Size Exclusion Liquid Chromatography, Pharmaceutical

formulations, VValidation, Correlations.
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INTRODUCTION

Human interferons (IFN) are natural proteins produced by the cells of the immune
system with antiviral, antiproliferative and immunomodulatory properties. Among more than
12 natural IFN o subtypes, recombinant human interferon-a2a (rhIFN-a2a) has been
successfully commercialized for the treatment of cancer and chronic diseases such as hepatitis
B and C, carcinoma, leukemia and multiple myeloma with or without other complementary

drugs.™?

The rhlIFN-a2a is a cytokine with a polypeptide chain composed of 165 amino acids
with two disulphide bonds between Cys; and Cysgg and Cysyg and Cysisg and molecular

weight of approximately 19 kDa.**

The assessment of the biological potency of rhiIFN-a2a has been performed by the in
vitro cytophatic assay based on its protective effect of a variety of cell/virus systems and
assays. Mainly, the rhIFN-o2a sensitive human amniotic cell line (WISH) has been used
against the vesicular stomatitis virus (VSV) evaluating the responses as viable protected cells
stained with vital dyes such as alamarBlue. ") However, subsequent discoveries of several
other biological activities has opened the way to the development of assays, like the Daudi
cell anti-proliferative assay, based on the incubation with alamarBlue and measurement of the

absorbances in the microplate reader.*#

The reversed-phase liquid chromatography (RP-LC) exploits the hydrophobic
properties of the biomolecule in the separation process and offers a high level of accuracy and
sensitivity for the analysis of closely related protein variants or degradation products.™®** A
gradient RP-LC method was developed and validated for the analysis of rhlFN-o2a in

parenteral dosage forms using a C4 column with detection at 214 nm, the retention time of
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32.6 min and the quantitation limit of 0.5 MIU/mL."® However, the typical RP-LC
conditions could affect the conformation of the protein and the detector response does not

necessarily represent the amount of bioactive compound.%**]

Moreover, size exclusion liquid chromatography (SE-LC) has been performed under
separation conditions which are expected not to affect the higher order structure of the
protein, and could be used for monitoring minor structural as well as conformational
variations. It is usually applied for quantification and to determine the native size of the
protein and to reveal possible dimmers and aggregates which have no or reduced activity, and
altered immunogenicity.!!*'**5%1 A SE-LC coupled with intrinsic fluorescence detection
using TSK gel 3000 and 2000 columns, was developed for the evaluation of the stability and
degradation profiles of IFN-a2 drug substance and products, demonstrating high molecular
weight (HMW) aggregates from native proteins. The fluorescence detection provided a six-
fold increase in sensitivity and better linearity compared to the UV detection, with the
quantitation limit 83 ng/ml. The biological assays results revealed up to 87% decrease in
biological activity of the physically and chemically altered variants compared to the original
rhIFN-02a.*® The utility of physicochemical and biological assays in detect changes in
preparations of rhIFN-o2a, was studied in order to create model of biopharmaceutical
products containing product-related impurities. The samples were subjected to stressed
conditions, including oxidation of methionine residues and storage at elevated temperatures
for different periods of time. Relevant methods such as SE-LC, RP-LC and dynamic light
scattering, proved their complementary in detecting structural changes in the stressed

preparations.™

LC has been successfully used to monitor the purity, identity, chemical stability, and
potency and for the correlation studies between physicochemical and biological methods for

different bioterapeutics obtained through recombinant DNA technology.®"181%20 However,
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the development of methods for the analysis of rhINF-a2a in pharmaceutical preparations
present some difficulties, due to the low dose of the microheterogeneous protein in the
presence of relatively large amounts of human serum albumin, added as excipient to prevent
adsorptions to the vial walls and increase stability during storage.**??? In this context, the
avaliability of robust, specific and low-time consuming method for detection and quantitation
of rhIFN-a2a would be very usefull in the process monitoring, purification, and quality

control.?!

The aim of the present article was to develop and validate a specific, reliable and
accurate gradient SE-LC method that can be used in combination with the RP-LC for the
analysis of rhIFN-a2a in pharmaceutical formulations. Moreover, evaluate the correlations
between the physicochemical methods and the bioassay, seeking for alternatives, which
contribute to improve the quality control and to assure the therapeutic efficacy of the

biopharmaceutical products.
EXPERIMENTAL

Chemicals and Reagents

European Pharmacopoeia Certificated Reference Standard (Ph. Eur. CRS 1.46 mg/mL)
for rhIFN-02a was obtained from EDQM (Strasbourg, France). A total of four batches of
Roferon A® (Roche, Rio de Janeiro, Brazil), containing 6 MIU/mL of rhiIFN-o2a were
identified by Arabic numbers from 1 to 4, and four batches of containing 9 MIU/mL were
identified by Arabic numbers 5 to 8. The samples were obtained from commercial sources
within their shelf life period. Monobasic potassium phosphate, dibasic sodium phosphate and
sodium chloride were obtained from Merck (Darmstadt, Germany). All chemicals used were

of pharmaceutical or special analytical grade. For all of the analyses, ultrapure water was
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purified using an Elix 3 coupled to a Milli-Q Gradient A10 system (Millipore, Bedford, MA,
USA). All solutions were degassed by ultrasonication Tecnal (S&o Paulo, SP, Brazil) and

filtered through a 0.22 um Millex filter Millipore (Bedford, MA, USA).
Apparatus and Chromatographic Conditions

The LC methods were carried out on a Shimadzu LC system (Shimadzu, Kyoto,
Japan) equipped with a SCL-10Avp system controller, a LC-10 ADvp pump, a DGU-14A
degasser, a SIL-10ADyp autosampler, and a SPD-M10Ayr PDA detector. The peak areas
were integrated automatically by computer using a Shimadzu Class VP® V 6.14 software

program.

Procedure

Liquid Chromatography Procedure

Reversed-Phase Liquid Chromatography (RP-LC)

The validated gradient RP-HPLC method applied for the analysis rhlFN-o2a in
pharmaceutical formulations is described elsewhere.*? Briefly, the elution was carried out on
a Phenomenex (Torrance, USA) Jupiter C,4 column (250mm x 4.6mm i.d., with a pore size of
300A) maintained at 25°C. A security guard holder was used to protect the analytical column.
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 as follows: 0.1 min 38% of B, from 1-5
min linear to 43% of B, from 5.01-20 min linear to 45% of B, from 20.01-30 min linear to
48% of B, from 30.01-40 min linear back to 38% and 40-42 min 38% of B. The elution was
performed by a fast gradient at a constant flow rate of 1 mL/min, using photodiode array
(PDA) detection at 214 nm. The injection volume was 50 pL of a solution containing 6

MIU/ml for both the reference standard and the samples.
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Size-Exclusion Liquid Chromatography (SE-LC)

The experiments were performed on a size exclusion Phenomenex (Torrance, USA)
BioSep-SEC-S 2000 column (300 mm x 7.8 mm i.d.) maintained at 25°C. A security guard
holder was used to protect the analytical column. The LC system was operated isocratically
using a mobile phase of 0.001 M monobasic potassium phosphate, 0.008 M dibasic sodium
phosphate and 0.2 M sodium chloride buffer, pH 7.4, and using PDA detection at 214 nm.
The following gradient flow-rate was used: from 0.1-7 min, 0.8 mL/min; from 7-7.05 min,
0.8 to 0.2 mL/min; from 7.05-15 min, 0.2 to 0.3 mL/min; from 15-20 min, 0.3 to 1 mL/min;
from 20-25 min, 1 to 1.7 mL/min; from 25-35 min, 1.7 mL/min, and then equilibrated during
5 min with the flow-rate of 0.8 mL/min. The injection volume was 50 pL of the solutions

containing 6 MIU/mL of the reference substance and the samples, respectively.
Samples and Standard Solutions

Working standard solution of rhIFN-a2a was daily prepared by diluting the Ph. Eur.
CRS for rhIFN-a2a containing 1.46 mg/mL in the mobile phase containing 0.15 mg/mL of
polissorbate 80, to obtain the final concentration of 6 MIU/mL, equivalent to 0.024 mg/mL.
Equally, the samples of pharmaceutical formulation were diluted in the mobile phase to obtain

the concentration of 6 MIU/mL.
Anti-Proliferative Daudi Cells Assay

The anti-proliferative assay was performed as described elsewhere.') The DAUDI
cells were maintained in culture medium RPMI-1640 modified medium supplemented with
10% (viv) fetal bovine serum (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in 75 cm? flasks and
passaged two times a week, seeding at approximately 1-3 x 10° cells/mL. For the assay, the

cells were seeded in 96-well cell culture plates (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) at a
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density 4 x 10* cells/mL (1 x 10 cells/well) in culture medium and dosed on seeding with 2
fold dilution series range from 6 MIU/mL of IFN in culture medium. The negative control
was culture medium alone. After incubation (37°C, 5% CO; in air) for 48 h, 25 pL/well
alamarBlue™ (Serotec, BUF012B) was added and the plates are incubated for a further 16
hours. The response was measured as the absorbance at 570 nm minus 620 nm, using a

microplate reader Thermo Scientific Multiskan FC (Vantaa, Finland).
In vitro Cytotoxicity Test

The in vitro cytotoxicity method was performed as described elsewhere,*>2*%! hased
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 rhIFN-a2a. The
pH of the samples was adjusted to 7.0, the cycloheximide (25 pg/mL) and the media used as
the positive and negative controls respectively, together with the Ph. Eur. CRS for rhIFN-o2a
solution in the same assay. 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 using a microplate reader.
Validation of Size-Exclusion Liquid Chromatography Method

The method was validated using samples of pharmaceutical formulation of rhIFN-o2a
with the label claim of 6 MIU/mL by determinations of the following parameters: specificity,
linearity, range, precision, accuracy, limit of detection (LOD), limit of quantitation (LOQ),

robustness, stability, and system suitability test, following the ICH guidelines.!*®!

Specificity
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Specificity of the method towards the biomolecule was established through the
determination of the peak purity of reference solutions and samples of pharmaceutical
formulation of rhIFN-a2a (6.0 MIU/mL) subjected to degradation by glutaraldehyde using
PDA detector. Furthermore, the interference of the excipients of the pharmaceutical
formulations was determined by the injection of a sample containing only placebo (in-house
mixture of all the pharmaceutical formulation excipients). Additionally the rhlFN-a2a

reference substance and the degraded samples were subjected to the in vitro cytotoxicity test.

Linearity

The linearity was determined by constructing three independent analytical curves,
each one with eight concentrations of the Ph. Eur. CRS for rhIFN-a2a in the 0.5 - 50 MIU/mL
range. Three replicate of 50 pL injections of the reference solutions were prepared to verify
the repeatability of the detector response. The peak areas of the chromatograms were plotted
against the respective concentrations of rhIFN-a2a to obtain the analytical curve. The results
were subjected to regression analysis by the least squares method to calculate calibration

equation and the determination coefficient.

Precision and accuracy

The precision of the method was determined by the repeatability (intra-day) and
intermediate precision (inter-days). Repeatability was examined by six evaluations of the
same sample concentration of rhIFN-a2a, on the same day, under the same experimental
conditions. The intermediate precision of the method was assessed by analyzing two samples
of the pharmaceutical formulations on three different days (inter-days) and also by other
analysts performing the analysis in the same laboratory (between-analysts). The accuracy was
assessed from three replicate determinations of three in-house mixture solutions of the

excipients with known amounts of the biomolecule, containing 4.8, 6.0 and 7.2 MIU/mL,



37

corresponding to 80, 100 and 120% of the nominal analytical concentrations, 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 the added concentrations.
Limits of detection and quantitation

The limit of detection (LOD) and the limit of quantitation (LOQ) were calculated, as
defined by ICH, by using the mean values of the 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.
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 (6 MIU/mL) under a variety of conditions of the method parameters, such as:
temperature, injection volume and mobile phase pH. To assess the stability of sample
solutions of rhIFN-a2a, the samples were tested maintained at 2-8°C for 48 h and also placed
into the auto sampler, at room temperature, for 24 h. The stability of these solutions was
studied by observing any change in the chromatographic pattern, compared with freshly

prepared solutions.
System suitability test

To ensure the validity of the analytical procedure, data from five injections of 50 uL of

the working standard solution containing 6 MIU/mL were used for evaluation of the system
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suitability parameters, such as asymmetry, number of theoretical plates, retention time, and

peak area, through the CLASS-VP® V 6.12 software.
Analysis of Interferon a-2a in Pharmaceutical Formulations

For the quantitation of rhIFNa-2a in the pharmaceutical formulations, when necessary
the samples were diluted to appropriate concentration with the mobile phase containing
polyssorbate 80, injected in triplicate, and the percentage recoveries of the biological product

calculated against the Ph. Eur. CRS for rhIFN-a2a.

RESULTS AND DISCUSSION

Optimization of Chromatographic Conditions

To obtain the best chromatographic conditions, the mobile phase was optimized to
provide appropriate selectivity and sensitivity. Phosphate buffered saline resulted in higher
sensitivity compared to phosphate buffer and phosphoric acid solution. The use of gradient
flow-rate resulted in better resolution between the peaks of rhIFN-a2a and the excipients of
the formulation. The best wavelength was selected using the PDA detector. The optimized
conditions of the LC method were validated for the analysis of rhIFN-o2a in pharmaceutical

formulations and correlation studies.

Method Validation

Specificity

The specificity of the analytical method was evaluated under strong mixing and also
coupled with water-bath temperature from 45 to 70°C, which showed no additional peak.

Then, the addition of glutaraldehyde resulted in dimmers and aggregates, as shown in the
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typical chromatograms of Figure 1, together with the peak of the monomer, with the retention
times at 14.7 min, 16.0 min and 17.2 min, respectively. The data, together with the peak
purity index in the range of 0.9999 — 1, showed that the peak was free from any coeluting
peak, with no interference of excipients, thus confirming that the method is specific for the

analysis of rhIFN-a2a.
Linearity

The analytical curves constructed for rhIFN-a2a were found to be linear in the 0.5-50
MIU/mL range. The value of the determination coefficient calculated [r* = 0.9996, y =
(337228.86 + 3610.69) x + (163792.29 * 22449.99), where, x is concentration and y is the

peak absolute area] indicated the linearity of the analytical curve for the method.
Precision

The precision of the method was studied by calculating the relative standard deviation
(RSD%) for six analyses of the concentration of 6 MIU/mL, performed on the same day, and
under the same experimental conditions. The obtained RSD value was 0.41%. The
intermediate precision was assessed by analyzing two samples of the pharmaceutical
formulations on three different days (inter-days), giving RSD values of 0.39 and 0.89%,
respectively. The between-analysts precision was determined by calculating the RSD for the
analysis of two samples of the pharmaceutical formulations by three analysts; the values were

found to be 0.65 and 0.93%, respectively, as shown in Table 1.
Accuracy

The accuracy was assessed from three replicate determinations of three solutions

containing 4.8, 6.0 and 7.2 MIU/mL, corresponding to 80, 100 and 120% of the analytical
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concentrations, respectively. The absolute means obtained with a mean value of 101.39% and

bias lower than 1.67% (Table 2), show that the method is accurate within the desired range.
Limits of detection and quantitation

For the calculation of the LOD and LOQ, a calibration equation, y = 337228.86x +
163792.29, 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, 337228.86 +
3610.69, and the standard deviation of the intercept of the independent curves, determined by
a linear regression line as 22449.99. The LOD and LOQ calculated were 0.22 and 0.67
MIU/mL, respectively. The LOQ evaluated in an experimental assay, with a precision lower
than 5% and accuracy within + 5%,?”? was found to be 0.5 MIU/mL, suitable for the quality

control analysis.
Robustness

The results and the experimental range of the selected variables evaluated 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 auto sampler and

during 48 h when maintained at 2-8°C.
System suitability

The 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
substance solution containing 6 MIU/mL of rhIFNa-2a. The obtained RSD values for the

retention time, peak symmetry and peak area were 0.10, 1.11 and 0.76%, respectively. The
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number of theoretical plates was about 6089, with RSD of 1.17%. The parameters tested were

within the acceptable range (RSD < 2.0%).

Biological Potency Assessment

The potency of the pharmaceutical formulations was assessed by the anti-proliferative
Daudi cells bioassay and the statistical analysis performed by the parallel line method using a
PLA 2.0 Program (Stegmann System-beratung, Rodgau, Germany), giving the values shown

in Table 5, together with the results of the physicochemical methods.

Cytotoxicity evaluation

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, showing non-significant differences (p > 0.05).

Method Application

The validated SE-LC method was applied for the determination of rhIFNa-2a in
pharmaceutical formulations, giving content/potencies within 95.67% and 107.90% of the
stated potency, with calculated RSD lower than 0.94%, as shown in Table 4. The results
demonstrated the stability-indicating capability and the application of the method in the

purification process and for the quality control laboratories.

CONCLUSION

The results of the validation studies show that the SE-LC method is specific, sensitive
with a LOQ of 0.5 MIU/mL, accurate and possesses significant linearity and precision
characteristics. The separation was achieved with the retention time of 17.2 min. The

pharmaceutical samples were analyzed by the chromatographic methods and compared to the
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bioassay, showing mean differences between the estimated potency of 1.50% higher for SE-
LC, and 2.45% lower for the RP-LC. The experimental values were statistically compared by
the analysis of variance (ANOVA), showing non-significant differences (p>0.05). The
combination of the validated physicochemical techniques employed offered a high degree of
resolving power and selectivity, which can be used together with the in vitro bioassay to
characterize the rhIFN-02a and monitoring its instability, improving the quality control of the

biopharmaceutical formulations.
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Table 1. Inter-days and between-analysts precision data of SE-LC for interferon-a2a in

pharmaceutical formulations.

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

1 101.22 A 101.99

1 2 101.84 0.39 B 102.46 0.65
3 101.97 C 101.15
1 104.04 A 104.10

2 2 102.48 0.89 B 102.31 0.93
3 104.12 C 102.63

®Mean of three replicates.
YRSD = Relative standard deviation.



Table 2. Accuracy of SE-LC for interferon-o2a in pharmaceutical formulations.

48

Nominal Mean concentration b ]
_ RSD Accuracy Bias*
concentration found?
(%) (%) (%)
(MIU/mL) (MIU/mL)

4.8 4.88 1.32 101.67 1.67

6.0 6.05 0.56 100.83 0.83

7.2 7.32 1.59 101.67 1.67

#Mean of three replicates.
YRSD = 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.

) ) ) Interferon- b o
Variable Range investigated RSD" %  Optimized value
a2a® (%)
25 100.50 0.36
Column temperature
30 101.16 0.40 25
(°C)
35 101.50 1.24
30 100.17 0.64
Injection volume (uL) 40 102.33 1.54 50
50 100.67 0.28
7.0 101.33 1.55
Mobile phase pH 7.4 100.33 0.61 7.4
7.8 98.50 1.32
Autosampler 24 h 101.83 0.52 -
Solution stability 2-8°C 24 h 100.67 0.31 -
2-8°C 48 h 100.50 0.89 -

®Mean of three replicates.
PRSD. = Relative standard deviation.
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Table 4. Determination of interferon-a2a in pharmaceutical formulations by the SE-LC

method.

Theoretical amount

Experimental amount

Interferon a-2a

Interferon o-2a%

Sample MIU/mL MIU Recovery (%) RSD" (%)
1 6 6.31 105.17 0.29
2 6 6.19 103.17 0.63
3 6 5.85 97.50 0.94
4 6 6.07 101.17 0.75
5 9 9.22 102.44 0.57
6 9 8.61 95.67 0.46
7 9 9.71 107.90 0.51
8 9 8.66 96.22 0.49

#Mean of three replicates.

PRSD = Relative standard deviation.
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Table 5. Comparative content/potencies evaluation of interferon-a2a in pharmaceutical

formulations by chromatographic methods and bioassay.

SE-LC?® RP-LC?® Bioassay?
_ Deamidate/ Confidence
Monomer HMW®  Main peak ] Potency )
Sample sulphoxides intervals
(%) (%) (%) (%)
(%) (P = 0.95)
1 105.17 n.d.d 98.75 n.d.? 102.80  94.80 — 109.98
2 103.17 0.23 97.04 0.38 101.70  92.55 - 107.81
3 97.50 0.41 92.77 0.45 09.96  93.86 - 108.96
4 101.17 n.d.? 95.18 0.51 08.80  91.78 — 106.23
5 102.44 0.79 100.13 0.26 98.95  92.03 - 108.85
6 95.67 0.18 94.87 0.19 91.10 82.81 — 99.39
7 107.90 0.54 105.84 n.d. 106.42  98.79 — 114.93
8 96.22 0.15 93.01 0.89 97.50 88.72 —104.32
Mean 101.15 0.28 97.20 0.33 99.65 -
SD° 4.39 0.27 4.35 0.29 4.46 -

®Non-significant difference (p > 0.05).
®Mean of three replicates.

°SD = Standard deviation.

9 n.d. = non detected.

¢ HMW-= High molecular weight
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Figure 1. Representative SE-LC chromatograms of interferon-o2a reference standard solution

(A); pharmaceutical formulation (6 MIU/mL) (B); After degradation by glutaraldehyde (C).

Peak 1, 5 and 7 = excipients, peak 2 = aggregates, peak 3 = dimmers, peak 4 = interferon-a2a,

peak 6 = glutaraldehyde.
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4. DETERMINAQAO DE PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE
rhi1FN-o2a

4.1 MATERIAIS
4.1.1 Produtos farmacéuticos comerciais

Utilizaram-se amostras de dois produtos comerciais de IFN-o2a, identificadas como
Formulacdo A, inovador (Roferon A® 6 MUI/mL Laboratério Roche) e formulagdo B
(Kinnoferon 2A® 9 MUI/mL Laborat6rio Bergamo).

4.1.2 Tamp0es e reagentes

e KIT VeriKine® ELISA COD:41100-1, PBL Biomedical Laboratories, contendo:
Padrdo de interferon alfa humano, anticorpo de detec¢do, conjugado de peroxidase
concentrado (HRP), substrato de tetrametilbenzidina (TMB).

4.1.3 Equipamentos e acessorios

e Centrifuga refrigerada, Sigma®

o Freezer —40 °C, SANYO®

e Leitor de microplacas MULTISKAN FC, Thermo Scientific®.

e Microcomputador, Dell®.

e Micropipetas de volume ajustavel P10, P20, P100, P200 e P1000, Gilson®.
e Microtubos estéreis, Eppendorf®.

e Ponteiras descartaveis de 200 e 1000 pL, Brand®.

e Sistema purificador de agua, Milli-Q, Millipore®.

4.2 Selecdo dos animais e administracdo das amostras

Foram utilizados 36 ratos da linhagem Wistar com 6 a 7 semanas de idade e peso de 300 —

350 g. Planejaram-se 4 animais para cada tempo de coleta e aplicaram-se doses de 8 MUI/Kg
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de cada amostra, por via subcuténea na regido dorsal da nuca. O ensaio se enquadra em

projeto registrado no Comité de Etica e Bem Estar Animal — UFSM.

4.3 Coleta e separacéo do plasma

As coletas foram realizadas pelo seio venoso ocular nos tempos pré-determinados (30, 45, 60,
75, 105, 150, 240, 360, 480 minutos), com o equivalente a 10 Ul de heparina por mililitro de
sangue coletado. Centrifugou-se por 15 min. a 2500 rpm, transferiu-se o plasma para tubos

Eppendorf, identificou-se e armazenou-se a -40°C.

4.4 Determinacgéo de rhIFN-a2a por ELISA

A quantificacdo de rhIFN-a2a humano no plasma dos animais, foi realizada atraves do
método de enzimaimunoensaio (ELISA), baseado no sistema de duplo anticorpo. Para
deteccdo, o segundo anticorpo foi conjugado com HRP e a resposta colorimétrica observada

pela reacdo com substrato TMB.

4.5 Procedimento

4.5.1 Padrdo, amostras e branco

Preparou-se a curva padrao e diluicdo das amostras seguindo instrucdes do fabricante do Kit.
Adicionaram-se 100 pL por poco do padrdo de interferon, das amostras e do branco,
respectivamente. Incubou-se por 1 h. Desprezou-se o sobrenadante e efetuaram-se lavados

com tampéo de lavagem diluido (TLD).

4.5.2 Anticorpo
Adicionaram-se 100 pL por poc¢o da solucdo do anticorpo de deteccdo. Incubou-se por 1 h.

Posteriormente, desprezou-se o sobrenadante e lavou trés vezes com TLD.

4.5.3 Solucéo peroxidase (HRP)
Adicionaram-se 100 uL por poco da solucdo de HRP diluida. Incubou-se por 1 h. Durante o
periodo de incubacdo manteve-se 0 substrato TMB a temperatura ambiente (22- 25°C).

Desprezou-se o sobrenadante e lavou-se quatro vezes com TLD.
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4.5.4 Substrato TMB e final da reacéo

Adicionaram-se 100 pL da solucéo de substrato TMB por pogo. Incubou-se, no escuro, por 15
minutos. Posteriormente, adicionaram-se em todos os pocos, 100 uL da solucdo de &cido
sulfarico 1M para interrupgdo da reacdo. Entdo, efetuou-se a determinacdo das absorbancias

em leitor de microplacas em 450 nm.

4.6 Resultados

Os resultados experimentais obtidos nas determinagdes dos parametros

farmacocinéticos em plasma estéo apresentados na tabela 1.

Tabela 1- Valores obtidos para formulacfes A e B por enzimaimunoensaio.

Tempo em minutos Formulacgigo A CV % FormulacgtoB CV %

pg/mL* pg/mL*

30 5643,45 6,10 6380,63 10,00
45 5821,48 747 7967,70 893
60 7924,60 8.84 8698,68 11,28
75 7496,63 14,60 8473,43 10,52
105 6403,10 10,25 7568,35 11,83
150 2790,98 11.18 3863,08 13,30
240 2780,73 12,81 3189,28 12,53
360 2436,68 14,40 1287,93 9.93
480 0,0 - 0,0 -

*Média de 4 determinacGes

Com base nesses valores elaborou-se o perfil farmacocinético para as duas amostras

como mostra a figura 1.
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Figura 1: Determinacdo da concentragdo do rhINF-o2a no plasma por enzimaimunoensaio,

em relacdo aos tempos de coleta para cada animal.

Os parametros farmacocinéticos foram calculados usando o WinNonLin Professional
Network Edition versdo 5.2.2.1 e Microsoft Excel versdo 7.0. Os valores obtidos para o pico
de concentragdo maxima plasmatica (Cma) foram 7924,60 e 8698,68 pg/mL para a
formulacdo A e formulacdo B, respectivamente. O tempo necessario para atingir a
concentracdo maxima (Tmax) foi de 60 minutos, para ambos produtos, conforme demonstrado
na tabela 1.
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4 DISCUSSAO

A producéo de proteinas de interesse terapéutico tem evoluido significativamente nos
ultimos anos, devido a tecnologia do DNA recombinante. Nesse contexto, o desenvolvimento
de métodos para a avaliacdo da identidade, pureza e poténcia, fundamenta-se na combinacao
de técnicas bioldgicas, fisico-quimicas e imunoldgicas, necessarias para a completa
caracterizacdo de bioterapéuticos de uso clinico.

A atividade bioldgica do rhIFN-a2a tem sido determinada por bioensaios in vitro
(BORDENS et al., 1997; MEAGER, 2002). Paralelamente, sdo realizados procedimentos para
identificacdo por eletroforese em gel de poliacrilamida, focalizag&o isoelétrica e imunoensaios
com anticorpos especificos (PISCITELLI et al., 1997; HENNIG et al., 2000). Avanca-se no
estudo de métodos cromatograficos que tém sido usados para diferentes produtos biolégicos
recombinantes como importante técnica de separagdo, purificacdo e analise qualitativa e
quantitativa, possibilitando estudos de correlagdo com os bioensaios in vivo e in vitro.
(ALMEIDA et al., 2010; DALMORA et al., 2006; KAISER et al., 1997; SILVA et al., 2009).

Acrescenta-se que 0s teores foram expressos em unidades internacionais para
possibilitar a analise dos resultados em relacdo ao teor declarado dos diferentes produtos
farmacéuticos em uso terapéutico. Estabeleceu-se a transformacdo de massa para unidades
internacionais com base na expressdo preconizada no 2° Padrdo Internacional de interferon-
a2a (WHO 95/650), no qual 252 MUI correspondem a 1 miligrama.

A discussdo detalhada a seguir fundamenta-se no ARTIGO 3.1, submetido para
publicacdo. O método por cromatografia liquida por exclusdo molecular foi validado visando
a determinacdo de poténcia, dimeros e substancias de alta massa molecular de rhIFN-a2a em
formulagdes farmacéuticas sem albumina. O método apresentou regressdo linear significativa
r? = 0,9996, na faixa de concentragdo de 0,5 a 50 MUI/mL. A vazdo da fase mével foi
aplicada sob gradiente para obter adequada separacdo em 17,2 minutos do pico relativo ao
rhIFN-a2a. O método demonstrou-se exato, com valor médio de 101,39% e desvio menor que
1,67% (tabela 2). Os resultados da precisdo apresentaram CV inferiores a 0,93% como pode
ser observado na tabela 1. Por sua vez, os valores calculados (ICH, 2005) para o limite de
deteccdo (LD) e para o limite de quantificacdo (LQ) de 0,22 e 0,67 MUI/mL,
respectivamente, indicam a capacidade do método para detectar e quantificar com

confiabilidade o biofarmaco em produtos comerciais. O LQ encontrado experimentalmente,
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com precisdo (< 5%) e exatiddo de + 5%, foi de 0,5 MUI/mL. Na avaliagdo da robustez do
método, as alteracGes realizadas nas condi¢fes otimizadas ndo provocaram mudancas
significativas nos resultados de teor rhlFN-o2a (tabela 3). Os resultados obtidos na
verificacdo da performance do sistema cromatografico, mostraram que as condi¢des da
metodologia sdo adequadas para assegurar a exatiddo e precisdo dos dados analiticos. A
especificidade do método foi testada sob condicdes de degradacdo com glutaraldeido,
originando picos adicionais relativos a dimeros e agregados, e também, através da andlise da
amostra preparada com 0s excipientes que apresentaram picos com tempos de retencdo bem
resolvidos em relagdo ao rhlFN-a2a. Os estudos através do detector de arranjo de diodos
(DAD) mostraram o pico de rhlFN-o2a livre de picos co-eluidos, confirmando a
especificidade do procedimento proposto para a analise de produtos farmacéuticos.

Demonstrou-se, portanto, que o método proposto cumpre 0s requisitos preconizados
pela literatura oficial, podendo ser empregados para analise de rhlIFN-a2a em produtos
farmacéuticos. Além disso, as amostras de medicamentos foram analisadas pelos métodos
cromatograficos e em relacdo ao bioensaio, apresentando diferencas das medias entre as
poténcias estimadas de 2,45% menor para o CL-FR, e 1,5% maior para CL-EM. Os valores
experimentais dos métodos foram comparados estatisticamente com o bioensaio in vitro, por
analise de variancia que demonstrou diferencas nédo significativas (P> 0,05).

A solucdo concentrada de rhIFN-a2a esta descrita na literatura oficial (BP., 2010), e
ndo ha nenhuma referéncia ao produto acabado. Por sua vez, os estudos de correlagdo entre
métodos cromatograficos validados para avaliagdo de rhlFN-a2a em formulacbes
farmacéuticas, sdo altamente aplicaveis no contexto da producdo de produtos biolégicos
recombinantes. Sugere-se, portanto, que 0s métodos por CL-EM e por CL-FR, sejam adotados
como alternativa ou em combinacdo com o bioensaio para a avaliacdo de poténcia e pureza de
rhIFN-a2a durante as etapas do processo de producdo/purificacdo e para o controle da
qualidade do produto farmacéutico acabado. Além disso, a combinacdo dos métodos é
importante para monitorar pequenas variacdes estruturais e conformacionais que podem
causar efeitos significativos sobre a atividade biologica do biofarmaco.

Por sua vez, realizaram-se avaliacBes dos niveis plasmaticos por ELISA, a fim de
estabelecer procedimento para comparabilidade de diferentes formulacdes do biofarmaco. Os
resultados obtidos com as formulacGes A e B foram semelhantes, conforme demonstrado na
figura 1, e pelos parametros farmacocinéticos calculados. Observa-se, neste contexto, que

IFN-a2a encontra-se também disponivel sob a forma modificada de peguilagdo e os estudos



61

de metodologias analiticas, bem como de parametros farmacocinéticos, sdo importantes para o
desenvolvimento de novas formulagGes e/ou novos produtos.

Desse modo, objetivou-se contribuir para aprimorar o controle da qualidade atraves de
avancos na caracterizacdo da biomolécula, ampliando os procedimentos disponiveis para 0s
estudos de comparabilidade no contexto de biosimilares, garantindo sua eficicia terapéutica e

seguranca.
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5 CONCLUSOES

v' Validou-se método por cromatografia liquida por exclusdo molecular, que
apresentou parametros adequados para identificacdo, determinacdo de dimeros,
agregados de alta massa molecular e mondmero do rhIFN-a2a. Os resultados de
teor/poténcia forneceram diferencas entre as médias, 1,5% superiores em relagdo ao

bioensaio.

v Utilizou-se o ensaio por cromatografia liquida por fase reversa, encontrando

valores, em entre as médias, 2,45% menores em relacdo ao bioensaio.

v’ Sugere-se a combinacdo dos métodos cromatograficos e bioldgico para avaliagao de
pureza e poténcia de rhIFN-a2a, representando alternativa para analise de produtos
farmacéuticos, com vantagens de precisdo, exatiddo, especificidade, seguranca e

tempo de execucdo em relacdo aos ensaios bioldgicos in vitro.

v' A determinacdo dos parametros farmacocinéticos por ELISA demonstrou perfis

comparaveis entre as formulagdes analisadas.

v O método validado no presente trabalho contribui para estabelecer bases para
progressivos trabalhos cientificos de correlacdo fisico-quimica e biologica, de
comparabilidade com biomoléculas da &rea e procedimentos importantes para
aprimorar o controle de qualidade, garantindo a seguranca e eficacia terapéutica dos

produtos biotecnologicos disponiveis no Pais.
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