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RESUMO 
 

 

ESTUDOS ANALÍTICOS PARA CARACTERIZAÇÃO E AVALIAÇÃO 

DE INTERLEUCINA-11 HUMANA RECOMBINANTE 
 

 

AUTOR: Ricardo Bizogne Souto 

ORIENTADOR: Sérgio Luiz Dalmora 
 

 
A interleucina 11 (IL-11) é uma citocina endógena que estimula diretamente a proliferação de células 

tronco-hematopoiéticas e progenitoras megacariocíticas e induz o amadurecimento megacariocítico. 

Com os avanços na área da biotecnologia, especialmente com o advendo da tecnologia do DNA 

recombinante, possibilitou-se a expressão do gene da IL-11 em Escherichia coli, e assim a produção 

em grande escala da interleucina-11 humana recombinante (rhIL-11), a qual é clinicamente indicada, 

principalmente, para a prevenção de trombocitopenia grave e redução da necessidade de transfusões de 

plaquetas após quimioterapia mielossupressiva em pacientes com neoplasias malignas não mielóides 

com alto risco de trompocitopenia grave. Neste trabalho foram desenvolvidos e validados métodos por 

eletroforese capilar de zona (ECZ) e cromatografia líquida por exclusão molecular (CL-EM) para a 

avaliação de rhIL-11 em produtos biofarmacêuticos. No método por ECZ, utilizou-se capilar de sílica 

fundida (40 cm de comprimento efetivo x 50 µm d.i.) e solução eletrolítica composta de 50 mM de 

fosfato de sódio dihidrogenado, pH 3,0. O capilar foi mantido a temperatura de 25ºC, e a tensão 

aplicada foi de 20 kV. O tempo de injeção foi de 45 s, com pressão de 50 mBar, e detecção por arranjo 

de diodos (DAD), em 196 nm. Para o método por CL-EM utilizou-se coluna BioSep-SEC-s-2000 (300 

mm x 7,8 mm d.i.), mantida a 30ºC. A fase móvel foi constituída de tampão ácido 2-(N-

morfolino)etanosulfônico 0,02 M e cloreto de sódio 0,5 M, pH 6, com vazão isocrática de 0,9 

mL/min., por detector DAD em 220 nm. A rhIL-11 foi eluída nos tempos de 10,31 e 8,12, sendo linear 

na faixa de concentração de 1-300 µg/mL (r
2
 = 0,9992) e 1-200 µg/mL (r

2
 = 0,9996), respectivamente, 

para o método por ECZ e por CL-EM. Os limites de detecção e quantificação foram 0,21 e 1,0 µg/mL, 

para o método por ECZ e 0,23 e 1,0 µg/mL por CL-EM. A especificidade dos métodos foi verificada e 

confirmada por estudos de degradação e de interferência dos excipientes. A exatidão foi 100,37 e 

99,81%, com bias inferior a 1,13 e 0,43%, respectivamente, para os métodos por ECZ e CL-EM. Além 

disso, realizou-se o teste de citotoxicidade in vitro das formas degradadas, apresentando, para as 

amostras submetidas às condições ácidas e fotolíticas, diferença significativa (p< 0,05) em relação à 

molécula íntegra. Os métodos propostos foram aplicados para a avaliação do teor/potência e dos 

produtos de degradação de rhIL-11 em formulações biofarmacêuticas, e os resultados foram 

correlacionados com o método validado por cromatografia líquida em fase reversa (CL-FR) e 

bioensaio em células TF-1, apresentando correlação significativa (p> 0,05). Assim, sugere-se que os 

métodos desenvolvidos e validados por ECZ e CL-EM sejam aplicados para aprimorar o controle da 

qualidade do produto biotecnológico de rhIL-11, contribuindo, desse modo, para garantir sua 

segurança e eficácia terapêutica. 

 

 

Palavras-chave: Interleucina-11 humana recombinante. Eletroforese capilar de zona. 

Cromatografia líquida por exclusão molecular. Cromatografia líquida em fase reversa.  

Bioensaio. Validação. Correlação. 
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ABSTRACT 
 

ANALYTICAL STUDIES FOR CHARACTERIZATION AND 

EVALUATION OF RECOMBINANT HUMAN INTERLEUKIN-11 
 

AUTHOR: Ricardo Bizogne Souto 

ADVISER: SÉRGIO LUIZ DALMORA 
 

 

Interleukin 11 (IL-11) is an endogenous cytokine that directly stimulates the proliferation of 

hematopoietic stem cells and megakaryocytic progenitor cells and induces megakaryocytic 

maturation. With advances in biotechnology, particularly with the advent of recombinant 

DNA technology has been enabled the expression of the IL-11 gene in Escherichia coli and 

thus the large-scale production of interleukin-11 Recombinant human (rhIL-11), which is 

clinically indicated, especially for severe thrombocytopenia to prevent and reduce the need for 

platelet transfusions following myelosuppressive chemotherapy in patients with non-myeloid 

malignancies at high risk of serious trompocitopenia. The analysis for CZE method were 

performed on a fused-silica capillary (effective length, 40 cm; 50 µm i.d.), using electrolyte 

solution consisted of 50 mM dihydrogen phospate solution at pH 3.0. The capillary was 

maintained at 25º C, the applied voltage was 20 kV. Injections were performed using a 

pressure mode at 50 mbar for 45 s, with detection by photodiode array detector set at 196 nm. 

The SE-LC method was carried out on a BioSep-SEC-S 2000 column (300 mm x 7.8 mm 

i.d.), maintained at 30ºC. The mobile phase consisted of 0.02 M 2-(N-

morpholino)ethanesulfonic acid and 0.5 M sodium chloride buffer, pH 6.0, run isocratically at 

a flow rate of 0.9 mL/min, and using a photodiode array (PDA) detection at 220 nm. 

Chromatographic separation was obtained with retention times of 10.31 min, and 8.12 min, 

and was linear over the concentration range of 1-300 µg/mL (r
2 

= 0.9992) and 1-200 µg/mL 

(r
2 

= 0.9996), respectively, for CZE and SE-LC. The limits of detection and quantitation were 

0.21 and 1.0 μg/mL, respectively, for the CZE and 0.23 and 1.0 μg/mL, for the SE-LC. The 

specificity of the methods has been verified and confirmed by studies of degradation or 

interference of the excipients. Equally, the accuracy was 100.37% and 99.81%, with bias 

lower than 1.13% and than 0.43%, respectively, for CZE and SE-LC. Moreover, the in vitro 

cytotoxicity test of related proteins and higher molecular weight forms showed significant 

differences (p< 0.05) compared to intact molecule. The validated methods were applied for 

the determination of rhIL-11 and related proteins in biotechnology-derived products, and the 

results were correlated to those of a validated reversed-phase LC method (RP-LC) and an TF-

1 cell culture assay, with significant correlation (p> 0.05). Thus, we suggest the application of 

methods developed and validated by CZE and SE-LC to improve quality control of rhIL-11 

biotechnology-derived product, thereby contributing to ensure their safety and therapeutic 

efficacy. 

 

Keywords: Recombinant human interleukin-11. Capillary zone electrophoresis. Size 

exclusion liquid chromatography. Reversed-phase liquid chromatography. Bioassay. 

Validation. Correlations. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

As citocinas constituem-se em um extenso grupo de moléculas envolvidas na emissão 

de sinais entre as células durante a modulação de respostas imunes. De acordo com suas 

funções, podem ser classificadas em: interleucinas (IL), fator estimulador de colônias (CSF), 

interferons (IFN), fator de transformação de crescimento (TGF β), fator de necrose tumoral 

(TNFα e TNFβ) e quimiocinas (MIYAJIMA et al., 1992). 

As IL são proteínas multifuncionais, as quais exercem atividade prevalentemente 

relacionadas à ativação ou supressão do sistema imune e na indução da divisão de células. A 

interleucina-11 (IL-11) é produzida no estroma dos fibroblastos da medula óssea e atua 

principalmente como fator de crescimento trombopoiético, estimulando diretamente a 

proliferação de células-tronco hematopoiéticas e células progenitoras megacariocíticas e 

induzindo o amadurecimento megacariocítico, o que resulta no aumento da produção de 

plaquetas (PAUL et al., 1990, 1991; KAYE, 1995). 

Os avanços científicos recentes na área da biotecnologia, especialmente com o advento 

da tecnologia do DNA recombinante, possibilitaram a transferência de genes de um 

organismo para outro e possibilitaram a produção de moléculas altamente purificadas em 

grande escala. Entre elas destaca-se a interleucina-11 humana recombinante (rhIL-11), 

denominada também de oprelvecina, a qual é produzida em Escherichia coli (E. coli), 

constituída por cadeia polipeptídica de 177 aminoácidos e massa molecular de 

aproximadamente 19 kDa. Difere da IL-11 endógena somente pela ausência do resíduo 

prolina amino-terminal. É indicada na terapêutica, principalmente, para a prevenção de 

trombocitopenia grave e na redução de transfusão de plaquetas após quimioterapia 

mielossupressiva em pacientes com neoplasias malignas não mielóides com alto risco de 

trombocitopenia grave (CZUPRYN et al., 1995; PLAQUEMAX
®
, 2014). 

Estudos iniciais relatam o uso de bioensaios in vitro para a determinação da potência 

da rhIL-11, com destaque para o ensaio biológico baseado na atividade proliferativa de 

células TF-1 (YIN et al.,1993). No entanto, uma das principais desvantagens dos bioensaios é 

a sua precisão, que é geralmente inferior a de técnicas físico-químicas (HAMMERLING et 

al., 1992; MIRE-SLUIS, 1999; EP, 2014). 

Os métodos por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) viabilizam a 

separação, identificação e quantificação das substâncias biológicas, e também têm sido 

estudados para uso em combinação com os bioensaios ou como alternativa a esses (XINDU e 
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LILI, 2008). Os métodos por cromatografia líquida em fase reversa (CL-FR) com detecção na 

região do ultravioleta (UV) são amplamente utilizados na quantificação de biofármacos, 

controle de qualidade, separação e determinação das formas oxidadas e desamidadas de 

proteínas (FEKETE et al., 2012). Do mesmo modo, a cromatografia líquida por exclusão 

molecular (CL-EM) é uma técnica versátil adotada para determinação de proteínas e das 

formas agregadas na sua configuração nativa (FEKETE et al., 2014).  

A eletroforese capilar (EC) é uma técnica que pode ser utilizada para análise de 

proteínas ou peptídios, incluindo caracterização, identificação, detecção de variantes de carga 

e isoformas, interações entre biomoléculas e quantificação. Seu uso na análise de biofármacos 

é justificado principalmente devido ao baixo custo de consumo de reagentes e solventes, 

eficiente separação e detecção de impurezas, em alguns casos com vantagens em relação à 

CLAE, tornando essa técnica adequada para o controle de qualidade (LANDERS, 2008; 

DALMORA et al., 2012; USP, 2015). 

As proteínas requerem alto grau de especificidade estrutural para interagir com o sítio 

de ação. Por essa razão, é enfatizada a caracterização físico-química para demonstrar 

estruturas correspondentes às formas biologicamente ativas dos produtos biotecnológicos. As 

instabilidades químicas e físicas de proteínas recombinantes têm sido investigadas por 

diferentes técnicas analíticas que incluem CLAE, EC, espectrometria de massas e análise 

térmica (WANG, 1999; ICH, 1999). Esses procedimentos, juntamente com os ensaios de 

atividade biológica e enzimaimunoensaio (ELISA), possibilitam também monitorar e 

caracterizar as formas relacionadas e degradadas, bem como avançar para estudos de 

correlação entre métodos biológicos e físico-químicos (STAMM et al., 2013a; ALMEIDA et 

al., 2014; EP, 2014).  A presença de formas relacionadas e degradadas nas proteínas 

recombinantes de uso terapêutico pode causar alterações com redução ou perda da atividade 

farmacológica e efeitos imunológicos, além de efeitos indesejáveis (EMEA, 2007; FDA, 

2014). 

Acrescenta-se que, após o desenvolvimento de um método, a validação deve 

demonstrar, através de estudos experimentais, que este atende às exigências das aplicações 

analíticas, sendo adequado para o propósito pretendido, assegurando a confiabilidade e 

reprodutibilidade dos resultados (ICH, 2005; FDA, 2015a). A avaliação de biomoléculas 

produzidas por expressão em sistemas celulares diversos, por métodos eficientes e validados, 

é fundamental para assegurar que os lotes sucessivos de produção tenham qualidade igual ou 

superior ao submetido aos estudos pré-clínicos e clínicos, durante o processo de registro 

(BRASIL, 2011a). Além disso, são importantes para viabilizar possíveis estudos de 
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similaridade de macromoléculas biologicamente ativas. Por sua vez, as especificações 

preconizadas para os produtos biológicos visam garantir a eficácia e segurança clínica 

(LONGSTAFF et al., 2009; BRASIL, 2010; EMA, 2014).  

A oprelvecina (rhIL-11), objeto deste estudo, é produzida por tecnologia do DNA 

recombinante e encontra-se disponível comercialmente no Brasil na apresentação de pó 

liofilizado para injeção, sendo utilizada clinicamente, tendo reflexos diretos na área de saúde 

pública. Desse modo, justifica-se a importância do estudo de tecnologias analíticas para 

avaliação de identidade, pureza, teor/potência, estabilidade para viabilizar análises de 

correlação e assegurar a qualidade dos produtos biotecnológicos. Destaca-se que, até o 

presente momento, não existem em compêndios farmacopeicos oficiais, ensaios biológicos e 

métodos físico-químicos para a caracterização e avaliação da rhIL-11.  

O objetivo geral deste trabalho é desenvolver, otimizar e validar métodos físico-

químicos para a caracterização e avaliação da identidade, pureza, teor/potência, estabilidade e 

qualidade de rhIL-11. Realizar estudos de correlação, avaliar e estabelecer metodologias 

analíticas para aprimorar o controle de qualidade, contribuindo para garantir a segurança e 

eficácia terapêutica desse biofármaco. 

Por sua vez, os objetivos específicos constituem-se na aplicação de métodos 

previamente desenvolvidos e otimizados para avaliação de rhIL-11 por eletroforese em gel de 

poliacrilamida, transferência e imunodetecção para identificação; por cromatografia líquida 

em fase reversa para identificação e determinação de teor/potência da forma não alterada e de 

proteínas relacionadas; pelo ensaio da proliferação de células da linhagem TF-1 para 

avaliação de potência da forma íntegra e modificada. Paralelamente, pretende-se desenvolver 

e validar métodos para caracterização e avaliação de rhIL-11 por eletroforese capilar para 

identificação e determinação de teor/potência da biomolécula e de formas degradadas; por 

cromatografia líquida por exclusão molecular para identificação e determinação de 

teor/potência do monômero e de proteínas de alta massa molecular. Realizar análise 

estatística, correlação e interpretação dos resultados; estabelecer correlações entre métodos 

físico-químicos e biológico in vitro; aplicar os métodos desenvolvidos e validados para o 

controle de qualidade dos produtos biotecnológicos disponíveis no País.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

Paul e colaboradores (1990, 1991) identificaram originalmente fator de crescimento 

produzido no estroma dos fibroblastos da medula óssea com base na sua capacidade de 

estimular a proliferação da linhagem de células T1165 de plasmacitoma de camundongo. Essa 

molécula foi designada de IL-11 e classificada na família de citocinas da interleucina-6, por 

apresentar estrutura tridimensional com cadeia longa de α-hélice, assim como a interleucina-

6, interleucina-12, eritropoietina e fator estimulador da colônias de granulócitos (BAZAN, 

1990; BERGER et al., 1994; CHACHADE, 2009; NOGUEIRA-SILVA et al., 2013). A IL-

11, especificamente, pertence à sub-família de citocinas  dependente do receptor gp130, do 

mesmo modo que a interleucina-6, fator de crescimento de neurotrófilos, entre outras 

(BELLIDO et al., 1996; UNDERHILL-DAY et al., 2003; SOMMER et al., 2012; 

ANNAMALAI et al., 2014). 

O progresso científico na área farmacêutica, principalmente com o desenvolvimento 

de técnicas de DNA recombinante, possibilitou a clonagem e expressão de genes humanos em 

outros organismos, e a consequente produção de biomoléculas altamente purificadas em 

grande quantidade. Entre elas destaca-se a interleucina-11 humana recombinante (rhIL-11), 

ou oprelvecina, a qual é produzida através da clonagem e expressão do gene humano da IL-11 

em E. coli. Possui massa molecular de, aproximadamente, 19 kDa e cadeia polipeptídica de 

177 aminoácidos, diferindo da IL-11 endógena apenas pela ausência do resíduo prolina 

amino-terminal. Estudos in vivo e in vitro demonstraram que essa diferença na estrutura 

molecular da rhIL-11 não influenciou significativamente em sua bioatividade (CZUPRYN et 

al., 1995; AOYAMA et al., 1997; NEUMEGA
®
, 2004). Apresenta fórmula química composta 

por C854H1411N253O235S2, e sua estrutura primária está representada na Figura 1 (YOKOTA et 

al., 2000a; DRUG BANK, 2015). 
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Figura 1 – Estrutura primária da rhIL-11, adaptada (YOKOTA et al., 2000a). 

 

A IL-11 é uma citocina hematopoiética que estimula diretamente a produção de 

células tronco-hematopoiéticas e células progenitoras megacariocíticas e induz o 

amadurecimento megacariocítico, resultando no aumento da produção de plaquetas. 

Resumidamente, este processo se desencadeia através da ligação da IL-11 com receptores 

específicos e a consequente emissão de sinais transportados por proteínas mediadoras até o 

núcleo celular, no qual ocorrerá a transcrição de genes e posterior tradução para proteínas 

efetoras (PAUL et al., 1990, 1991). 

Souto (2011, p. 18-20) realizou levantamento bibliográfico e descreveu as principais 

etapas do mecanismo de ação da IL-11conforme segue: 

Inicialmente a IL-11 liga-se a subunidade α do receptor IL-11R (responsável pela 

especificidade da ligação) resultando na formação do complexo IL-11-IL-11Rα. Este 

interage com a subunidade β do receptor gp130 (responsável pela transdução de 

sinal para o citoplasma das células). Com base na estrutura tridimensional do 

modelo de 4 α-hélices, 3 regiões são responsáveis por sua afinidade com os 

receptores: a região 1 que está relacionada à interação com o receptor IL-11Rα e as 

regiões 2 e 3 que são responsáveis pela interação com a subunidade β do receptor 
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gp130, conforme a Figura 2a. A energia principal para que ocorram as ligações com 

estes receptores é fornecida por aminoácidos hidrofóbicos apolares cercados por 

resíduos polares ou carregados, o que acontece nas regiões 2 e 3 (possuem alta 

afinidade de interação).  A região 1 possui  2 aminoácidos hidrofílicos, histidina
182

 e 

asparagina
186

, que diminuem sua afinidade de interação como mostra a Figura 2b 

(HILTON et al., 1994; PANAYOTATOS et al., 1995; HUDSON et al., 1996; 

HARMEGNIES et al., 2003). 

 

 

 

Figura 2: Representação da estrutura tridimensional da IL-11, adaptada (HARMEGNIES et al., 2003). 

(A) Modelo tridimensional da IL-11 destacando as 3 regiões de interação com receptores.  

(B) Modelo tridimensional da região 1 da IL-11. Aminoácidos carregados positivamente em  azul, 

negativamente em vermelho, hidrofílicos em cinza e hidrofóbicos em amarelo. 

 

 

A interação do complexo IL-11-IL-11Rα com a subunidade β do receptor gp130 

induz sua heterodimerização, fosforilação e ativação (YIN et al.,1992, 1993; 

FOURCIN et al.,1994). Logo após, este receptor ativa as proteínas citoplasmáticas 

tirosina quinase da família Janus Kinase (JAK) tornando possíveis duas vias de 

sinalização (BERGER et al.,1994; YIN et al.,1994). Uma mais simples, através da 

interação das proteínas JAK com as proteínas da família STAT (do inglês Signal 

Transducers and Activators  of Transcription), que resulta na transdução rápida de 

sinais para o núcleo. E outra mais complexa, que envolve a interação das proteínas 

JAK com a proteína adaptativa Grb2. A Grb2 está constitutivamente associada à 

SOS, proteína que troca GDP por GTP da proteína Ras, ou seja, induz a passagem 

conformacional da Ras do estado inativo para o ativo. Uma vez ativada, a Ras 

estimula a fosforilação da serina da cascata da proteína quinase MAPK, que transduz 

finalmente os sinais para o núcleo. No núcleo, estes sinais induzem a transcrição de 
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genes, que a seguir são traduzidos em proteínas efetoras, etapa final da expressão 

gênica. A IL-11 pode estimular também a transformação de alguns lipídios em ácido 

fosfatídico, o qual provoca a fosforilação tirosínica das MAPKs intensificando sua 

transdução de sinais (SIDDIQUI e YANG, 1995; WANG et al., 1995). As vias de 

sinalização mediada pela IL-11 estão esquematizadas na Figura 3 (DU e 

WILLIAMS, 1997).” 

 

  

 

Figura 3: Vias de sinalização mediadas pela IL-11, adaptada (DU e WILLIAMS, 1997). 

 

A rh-IL11 é o princípio ativo do produto biofarmacêutico Neumega
®

 do laboratório 

Wyeth, primeiro agente trombopoiético aprovado para uso clínico pela agência reguladora 

estadunidense US Food and Drug Administration (FDA). Encontra-se disponível na forma de 

pó liofilizado para injeção, na apresentação de 5 mg de rhIL-11/frasco, e é indicado na 

terapêutica para o tratamento de trombocitopenia grave e na redução da necessidade de 

transfusão de plaquetas após quimioterapia mielossupressiva em pacientes com neoplasias 

malignas não mielóides com alto risco de trombocitopenia (KAYE, 1998; USUKI et al., 2007; 

YANAKA  et al., 2011; BALDO et al., 2014;  LIU et al., 2015). No Brasil, Neumega
®

 teve 

sua comercialização descontinuada em julho de 2009.  

Plaquemax
®
, do Laboratório Bergamo/Amgen, é o produto biofarmacêutico de rhIL-

11 disponível para uso terapêutico no Brasil. A ANVISA concedeu seu registro em 
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18/02/2008. Apresenta-se sob a forma de pó liofilizado para injeção, nas concentrações de 3 e 

5 mg/frasco. Sua dose recomendada em adultos é de 50 µg/Kg administrada subcutaneamente 

em injeção única no abdômen, coxa ou quadril, 24 a 48 horas após o término da quimioterapia 

ou após a ocorrência de trombocitopenia, uma vez ao dia por 7 a 14 dias. 

O produto biofarmacêutico de rhIL-11, Plaquemax
®
, é indicado clinicamente para à 

prevenção de trombocitopenia (baixo nível de plaquetas no sangue) grave e na redução da 

necessidade de transfusões de plaquetas após quimioterapia mielossupressiva (terapia que 

causa supressão da produção de células sanguíneas da medula óssea) em pacientes com 

tumores malignos nãomielóides (não provenientes da medula óssea) com alto risco de 

trombocitopenia grave. Sua eficácia foi demonstrada em pacientes que tiveram 

trombocitopenia grave após ciclo de quimioterapia prévio. Não é indicado após quimioterapia 

mieloablativa (terapia que destrói as células da medula óssea). Pacientes com tumores sólidos 

e leucemias não-medulares que têm trombocitopenia de graus III e IV com contagem de 

plaquetas < 50 x 109 /L no ciclo de quimioterapia prévia, podem ser administrados com 

Plaquemax
®
 de forma a reduzir o sangramento causado pela trombocitopenia e a dependência 

por transfusões de plaquetas. Pode ser combinado com filgrastim para tratar pacientes que 

tenham simultaneamente leucopenia (baixo número de células brancas no sangue) 

(PLAQUEMAX
®
, 2014). 

Alguns pesquisadores relatam em seus trabalhos científicos atividades não-

hematopoiéticas da rhIL-11, destacando-se: inibição da produção de citocinas pró-

inflamatórias por macrófagos (TREPICCHIO et al., 1996, 1997; OPAL e DePALO, 2000; 

ELLIS et al., 2006; WAN et al., 2015), estimulação da osteoclastogênese e neurogênese 

(GIRASOLE et al. 1994; McCoy et al., 2013), inibição da adipogênese (KELLER et al., 1993; 

TENNEY et al., 2005; WHITE e STPHENS, 2011) e regulação do crescimento e absorção do 

epitélio intestinal (ALAVI et al., 2000; HUNTER et al., 2014)  

Nesse sentido, encontram-se disponíveis na literatura estudos iniciais não clínicos, em 

diferentes modelos, que evidenciam a eficácia da rhIL-11 no tratamento da hemofilia A leve e 

doença de Von Willebrand (DENIS et al., 2001; NICHOLS et al., 2009; RAGNI et al., 2011), 

doença de Crohn e colite ulcerosa (SANDS et al., 1999; MEERVELD et al., 2001; GIBSON 

et al., 2010; NGUYEN et al., 2015), cirrose e hepatite C crônica (LAWITZ et al., 2004; 

GIANNINI, 2006; HAYASHI et al., 2014), artrite reumatóide (HERMANN et al., 1998; 

MORELAND et al., 2001; YAN et al., 2013), e atenuação da fibrose cardíaca após infarto do 

miocárdio (KIMURA et al., 2007; OBANA et al.,2010; FUJIO et al., 2011).  



22 

 

Schlerman e colaboradores (1996) investigaram a ação da rhIL-11 em macacos sadios 

e com mielossupressão induzida, evidenciaram aumento significativo da produção de 

plaquetas em relação aos grupos controle. Com o intuito de esclarecer os mecanismos da 

hematopoiese provocados pela rhIL-11, a cinética da megacariopoiese foi investigada, por 

Saitoh e colaboradores em 2001. Foram utilizados camundongos, mielossuprimidos 

previamente com mitomicina C, nos quais foram administrados rhIL-11, por 19 dias. Através 

da análise da resposta hematológica pela contagem de plaquetas e neutrófilos, observaram, 

como resultado, que o biofármaco estimulou, a proliferação e maturação de células 

megacariocíticas in vivo, reduzindo, assim, a trombocitopenia. 

Aoyama e colaboradores (1997) avaliaram o comportamento farmacocinético da rhIL-

11  após subcutânea (SC), nas doses de 3 e 50 µg/kg e injeção intravenosa (IV), nas doses de 

10 e 50 µg/kg, em humanos do sexo masculino. Adicionalmente, administraram dose de 3 

µg/kg por via SC, durante 7 dias consecutivos. Realizaram coleta de urina e sangue em 

tempos específicos para serem analisadas por ELISA. Os valores de meia vida de eliminação 

(t1/2) e tempo médio de retenção (TMR) no plasma indicaram farmacocinética linear, com taxa 

de absorção limitada, de 65%, após administração subcutânea, quando comparados com os 

valores obtidos após administração IV. A rhIL-11 não foi detectada na urina, após dose única 

de 50 µg/Kg. Por sua vez, Kaye (1998) estudou a farmacocinética da rhIL-11 em voluntários 

sadios, obtendo, para dose única de 50 µg/Kg de rhIL-11 pela via SC, concentração 

plasmática máxima (Cmáx) de 17,4 ng/mL e tempo para atingir esta concentração (Tmáx) de 

3,2 h. Evidenciou biodisponibilidade superior a 80%  após injeção SC.  

Quanto a excreção da rhIL-11, pesquisadores monitoraram ratos e camundongos após 

infusões pela vias SC e IV de rhIL-11, e de rhIL-11 associada a biomarcadores. Avaliaram os 

perfis de liberação plasmática e depuração corporal por técnicas de perfusão renal e hepática e 

imunorreatividade em diferentes publicações e concluíram que a rhIL-11 é eliminada 

majoritariamente através dos rins e fígado (TAKAGI et al., 1995; TAKAGI et al., 1997; 

TAKAGI et al., 1998; UCHIDA et al., 1998). 

Efeitos adversos signigficativos (p< 0,05), causados pelo uso de rhIL-11 em pacientes 

após serem submetidos à quimioterapia foi relatado por Kaye (1998), entre os quais estão 

taquicardia conjuntiva, edema, dispnéia e derrame pleural. De acordo com a bula do produto 

Plaquemax
®
, as seguintes reações adversas, ocorrendo em ≥ 10% dos pacientes, foram 

observadas em igual ou maior frequência que em pacientes tratados com placebo: astenia, dor, 

calafrios, dor abdominal, infecção, anorexia (diminuição ou perda do apetite), constipação 

(prisão de ventre), desconforto estomacal, equimose (pequenos pontos de hemorragia na pele 
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ou membranas mucosas), dor muscular, dor óssea, nervosismo e queda de cabelos. Ainda, 

reações adversas selecionadas que ocorreram foram, no corpo como um todo: edema 

(inchaço), febre neutropênica (neutropenia ou diminuição dos glóbulos brancos do sangue, 

acompanhada de febre), dor de cabeça e febre; no sistema cardiovascular: taquicardia 

(aumento da frequência dos batimentos cardíacos), vasodilatação, palpitações, desmaios e 

fibrilação/flutter atrial; no sistema digestivo náusea/vômitos, mucosite (inflamação da 

mucosa), diarréia e candidíase oral (sapinho); no sistema nervoso: tontura e insônia; no 

sistema respiratório: dispnéia, rinite, aumento da tosse, faringite (inflamação da garganta) e 

derrame pleural (presença de líquido excedente na cavidade pleural); outros erupção cutânea, 

congestão conjuntival (vermelhidão dos olhos) e visão embaçada (PLAQUEMAX
®
, 2014). 

Yin e colaboradores (1993) estudaram o processo de emissão de sinais desencadeado 

pela atividade da rhIL-11 em células TF-1 (linhagem humana multifatorial eritroleucemica 

dependente). Observaram aumento na indução da fosforilação de proteínas, ativação da 

expressão celular proto-oncogene e proliferação celular. Concluíram que para a transdução de 

seus sinais e ativação de mecanismos, a rhIL-11 depende  diretamente do receptor gp130. 

Biensaio in vitro foi pesquisado por Yokota e colaboradores (2000b) para determinar a 

potência biológica da rhIL-11. Utilizaram linhagem celular T10, corante azul de tetrazólio e a 

resposta foi quantificada através da absorbância, em 450 nm e 650 nm, das doses da curva 

dose-resposta  em leitor de micro placas. O coeficiente de variação percentual (CV%) obtido 

nos resultados foi inferior a 8%. O bioensaio foi destacado como simples, reprodutível e 

preciso.  

Modificações químicas e mutagênese sítio-dirigida foram realizadas na estrutura 

molecular da rhIL-11 por Czupryn e colaboradores em 1995. Após, efetuaram caracterização 

estrutural com identificação das regiões/resíduos essenciais para a expressão atividade da 

rhIL-11 por diferentes técnicas, como: eletroforese em gel de poliacrilamida, cromatografia 

líquida por troca iônica, cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas. 

Evidenciaram que a supressão do resíduo metionina
58

 reduz aproximadamente de 25 vezes a 

atividade da rhIL-11 e a ausência dos últimos resíduos de aminoácidos da porção carboxi-

terminal podem reduzir ou até inativar sua ação.  

Proteína de fusão de rhIL-11 expressa em lisado de E. coli foi investigada por Amari e 

Mazsaroff em 1996. Inicialmente as proteínas de baixa e alta massa molecular foram 

separadas por CL-EM, utilizando coluna cromatográfica Bio-Sil
®
 SEC-250 (dimensões: 300 x 

7,8 mm; tamanho de partícula: 5µm; e tamanho do poro: 250 A. BioRad Richmond, CA, 

USA), fase móvel composta de tampão Bis-Tris propano 15 mM, 200 mM de NaCl e 5% de 
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etanol, com detecção em 214 nm.  Após a rhIL-11 foi quantificada por método por CL-FR 

utilizando coluna cromatográfica Poros
®
 R1/H (dimensões: 100 x 4,6 mm; tamanho de 

partícula: 10 µm; e tamanho do poro: 400 A. PerSeptive BioSystems, MA, USA) e fase móvel 

em gradiente composta por fase A ácido trifluoroacético (TFA) em água 0,1% (v/v) e fase B 

0,1% de TFA em 80:20 (v/v) de acetonitrila e água, com detecção em 214 nm. Os autores 

sugeriram os métodos utilizados para o monitoramento do processo de produção e purificação 

de rhIL-11. 

Yokota e colaboradores (2000a) avaliaram a estabilidade da rhIL-11 quando 

armazenada em recipientes plásticos de polipropileno e poliestireno. Para a separação e 

quantificação da molécula íntegra e de seus produtos de degradação, foi desenvolvido método 

por CL-FR sob as seguintes condições: coluna cromatográfica Bondasphere
®
 C4 (dimensões: 

150 x 3,9 mm; tamanho de partícula: 5µm; e tamanho do poro: 300 A. Waters, Tokyo, Japan), 

fase móvel em gradiente composta por fase A TFA 0,1% em 50:50 (v/v) de acetonitrila e água 

e fase B 0,1% de TFA em 70:30 (v/v) de acetonitrila e água, com detecção em 214 nm. Após, 

identificaram formas degradadas de rhIL-11 por mapeamento peptídico e cromatografia 

líquida acoplada à espectrometria de massas. Atribuíram maior oxidação da metionina
58

 nas 

amostras armazenadas em tubos de polipropileno do que aquelas em tubos de poliestireno, 

sendo a oxidação intensificada quando os tubos eram previamente expostos à luz. 

Zhang e colaboradores (2002) investigaram a deamidação da asparagina e 

isomerização do aspartato em amostras de rhIL-11, submetidas à temperatura de 30º C por 6 

semanas, por métodos de eletroforese em gel de poliacrilamida, eletroforese capilar e 

cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas. Evidenciaram e níveis baixos de 

isomerização do aspartato
51

 e deamidação da asparagina
49

 e significativa isomerização do 

aspartato
45

 e aspartato
47

. Obervaram redução da atividade biológica das amostras sob estresse 

através de bioensaio com linhagem de células T10, embora com diferença não significativa. 

A estabilidade da rhIL-11 liofilizada foi avaliada em amostras preparadas utilizando 

diferentes excipientes no preparado de sua formulação, por Garzon-Rodriguez e 

colaboradores em 2004. Método por CL-EM utilizando coluna cromatográfica TosoHaas
®
 

TSK-2000 SWXL (dimensões: 300 x 7,8 mm; tamanho de partícula: 5 µm; e tamanho do 

poro: 125 A. Tosoh Bioscience, Tokyo, Japan), fase móvel composta por tampão MES 50 

mM, glicina 0,1 mM e NaCl 50 Mm, com detecção em 225 nm foi desenvolvido para 

monitorar agregados e substâncias de alta massa molecular. Método por CL-FR utilizando 

coluna cromatográfica Poros
®
 R1/H (dimensões: 100 x 4,6 mm; tamanho de partícula: 10 µm; 

e tamanho do poro: 400 A. PerSeptive BioSystems, MA, USA), fase móvel em gradiente 
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composta por fase A TFA 0,1% em água (v/v) e fase B 0,1% de TFA em 80:20 (v/v) de 

acetonitrila e água, com detecção em 214 nm foi desenvolvido para determinar produtos de 

oxidação e clivagem. Observaram nas amostras que foram preparadas por uma combinação de 

excipientes de dissacarídeos e hidroxietilamido, menor formação de agregados e formas 

oxidadas, sugerindo melhor estabilidade para a formulação. 

Souto e colaboradores (2012) desenvolveram método por CL-FR para identificação e 

avaliação de rhIL-11 e suas formas de desamidados e sulfóxidos, em formulações 

biofarmacêuticas. O método CL-FR foi validado nas seguintes condições analíticas: coluna 

cromatográfica Jupiter
®

 C4 (dimensões: 250 x 4,6 mm; tamanho de partícula: 5 µm; e 

tamanho do poro: 300 A. Phenomenex, CA, USA), fase móvel em gradiente composta por 

fase A 0,1% de TFA em água (v/v) e fase B 0,1% de TFA em acetonitrila (v/v), com detecção 

em 214 nm. O método foi aplicado para avaliação de produtos biofarmacêuticos de rhIL-11  e 

os resultados foram correlacionados com bioensaio in vitro em células TF-1, observando-se 

teor/potência em média 2,60% superior por CL-FR em relação ao bioensaio, com correlação 

significativa (p> 0,05). Adicionalmente foi avaliada a citotoxicidade das proteínas 

relacionadas em relação à molécula íntegra, não encontrado diferenças significativas (p> 

0,05). 

Jung e colaboradores (2011) realizaram alterações específicas na estrutura molecular 

da rhIL-11 através de técnicas de mutagênese sítio-dirigida, obtendo uma biomolécula 

modificada. Após, pesquisaram a atividade biológica do novo composto em roedores e 

primatas. Nesse experimento, observaram, para a rhIL-11 modificada em relação à natural, 

aumento superior a três vezes da concentração plasmática máxima (Cmax) e área-sob a curva 

(AUC), bem como aumento três vezes maior na contagem de plaquetas, após sete dias 

consecutivos de injeções. Testes de degradação demonstraram maior estabilidade da molécula 

alterada em relação à original, sugerindo menor toxicidade. 

É importante destacar os avanços realizados na área farmacêutica com o 

desenvolvimento de moléculas conjugadas, especialmente de formas peguiladas, que foram 

então estudadas e caracterizadas por diferentes técnicas analíticas que incluem EC, CL e 

cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas, avaliando-se também a atividade 

de isômeros. Paralelamente, foram submetidas a avaliação dos parâmetros farmacocinéticos, 

comparando diferentes vias de administração para produtos peguilados e não-modificados, 

demonstrando suas vantagens terapêuticas (FOSER et al., 2003; HARRIS e CHESS, 2003). 

 Nesse contexto, Takagi e colaboradores (2006) estudaram a incorporação de 

protamina e ácido hialurônico no preparo de formulações de rhIL-11. Logo a seguir, Takagi e 
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colaboradores (2007) continuaram pesquisando formas modificadas de rhIL-11, com destaque 

para o preparo de  formulações peguiladas. Em ambos os estudos, avaliaram o perfil 

farmacocinético em ratos por ELISA e determinaram a atividade biológica pelo aumento da 

contagem do número de plaquetas. Demonstraram que as formulações modificadas 

aumentaram significativamente a contagem de plaquetas e prolongaram o tempo de retenção 

plasmática da rhIL-11 e quando comparados com a formulação original. 

Portanto, considerando as tecnologias analíticas disponíveis, pode-se destacar que os 

métodos por CL têm sido amplamente descritos na literatura científica para análise de 

produtos farmacêuticos e suas matérias-primas, contribuindo para a identificação e 

quantificação de fármacos, produtos de degradação e excipientes. Diversos autores destacam 

as vantagens do uso de métodos desenvolvidos por cromatografia na área farmacêutica, entre 

as quais se podem citar: especificidade, sensibilidade, robustez e reprodutibilidade, além de 

duração de análise e custo adequados especialmente para estudos de estabilidade (XINDU e 

LILI, 2008; MANNING et al., 2010). As técnicas por CL-FR e por CL-EM baseadas na 

hidrofobicidade e tamanho das moléculas, respectivamente, são frequentemente empregadas 

no controle de qualidade de proteínas. Possibilitam avaliar alterações físico-químicas e 

modificações pós-traducionais na estrutura, que incluem oxidação de resíduos de metionina, 

sulfatação, desamidação e agregação, que podem ocorrer devido a fatores como processo de 

produção, escolha do sistema de expressão, formulação e condições de armazenamento 

(GUNTURI et al., 2007; ALMEIDA et al., 2011). As modificações podem reduzir a 

bioatividade do biofármaco e causar reações imunogênicas (HERMELING et al., 2004; 

ROSENBERG, 2006; GROOT e SCOTT, 2007; ALMEIDA et al., 2010; STAMM et al., 

2013a). 

Por sua vez, a EC é uma técnica que pode ser utilizada para a identificação, 

determinação de cargas, isoformas, pureza e quantificação de proteínas. O processo de 

separação da EC decorre do movimento do analito no capilar sob um campo elétrico e um 

fluxo eletro-osmótico (FEO). Este movimento é dependente, sobretudo, da carga e da 

magnitude do campo elétrico aplicado, assim como, da viscosidade do eletrólito e do raio da 

molécula. Consequentemente, a mobilidade eletroforética intrínseca do composto é 

determinada pela combinação de forças de atrito e elétricas, indicando que a separação dos 

componentes de uma mistura está baseada na relação massa/carga dos analitos.  A EC é uma 

técnica adequada para uso no controle de qualidade de medicamentos, pois pode permitir 

eficiente separação, detecção e quantificação de fármacos, impurezas e excipientes, além de 
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apresentar baixo consumo de solventes e reagentes e o uso de pequena quantidade de amostra 

para análise (LANDERS, 2008; DALMORA et al., 2012; USP, 2015). 

A validação de métodos analíticos é necessária para garantir a reprodutibilidade e 

confiabilidade dos resultados, assegurando que o método é adequado para a finalidade 

pretendida (SHABIR, 2003; SHABIR, et al., 2007; ROZET, et al., 2007; INJAC, et al., 2008). 

Procedimentos para validação de métodos analíticos encontram-se disponíveis em guias 

oficiais (ICH, 2005; FDA, 2015a; USP, 2015), os quais descrevem os principais parâmetros 

para serem avaliados durante a validação de um método, entre eles: especificidade, 

linearidade, precisão, exatidão, limite de detecção e quantificação, robustez e adequabilidade 

do sistema. Trabalhos de validação de métodos analíticos aplicados a produtos 

biotecnológicos podem ser encontrados, detalhadamente, em dissertações desenvolvidas no 

laboratório de produtos biológicos da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) 

(SOUTO, 2011; STAMM, 2013b) e nos artigos científicos desta tese (ARTIGOS 1 e 2). 

O desenvolvimento de métodos físico-químicos aplicáveis à análise de proteínas 

recombinantes são importantes, pois, em geral, apresentam maior exatidão, precisão e 

facilidade de execução em relação aos ensaios biológicos. Esses métodos podem ser usados 

em combinação com os bioensaios ou como alternativos para a avaliação de identidade, 

pureza, teor/potência e caracterização das biomoléculas, incluindo seu uso durante a etapa 

pré-clinica e também em estudos de comparabilidade/biosimilaridade, conforme preconizam 

os guias nacionais e internacionais, (BRASIL, 2011b; EMA, 2015; FDA, 2015b). 

As proteínas bioterapêuticas apresentam estruturas moleculares complexas e alta 

massa molecular. Podem apresentar heterogeneidade lote a lote, pois dependem do processo 

de produção em células vivas, razão pela qual tornam essas biomoléculas distintas dos 

fármacos clássicos. Nesse sentido, os ensaios biológicos e os métodos físico-químicos não 

conseguem, isoladamente, avaliar estas moléculas suficientemente para confirmar a sua 

equivalência estrutural com o biofármaco de referência. Sendo assim, tem sido usada a 

combinação de métodos analíticos que representem a tecnologia do estado-da-arte para 

caracterização e estudos de comparabilidade, com destaque para a garantia da segurança e 

eficácia terapêutica desses produtos biotecnológicos (KRESSE, 2009; SCHELLEKENS e 

MOORS, 2010; KÁLMÁN-SZEKERES et al., 2012; EMA, 2014; WEISE et al., 2014). 

A seguir estão anexadas as publicações científicas referentes aos estudos 

desenvolvidos no contexto desta tese (ARTIGOS 1 e 2). Observa-se que os materiais e 

métodos utilizados, assim como os resultados obtidos, encontram-se descritos nas mesmas.
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Disponível em: http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2014.01.065. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

doi:10.1016/j.talanta.2014.01.065
http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2014.01.065


30 

 

 

 

 



31 

 

 
 



32 

 

 
 

 



33 

 

 

 

 
 

 

 

 

 



34 

 

 



35 

 

 
 



36 

 

 

 



37 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ARTIGO 2 

 

 

 

 

 

 

 

 



38 

 

4 ARTIGO 2 

 

4.1 – Ricardo B. Souto, Rafaela F. Perobelli, Bruna Xavier, Fernanda P. S. Maldaner, 

Francielle S. Silva and Sérgio L. Dalmora. Validation of a SE-HPLC Method for the Analysis 

of Recombinant Human Interleukin-11and its Correlation with RP-HPLC and CZE Methods. 

(Artigo submetido em 29/10/2015, na revista Journal of Chromatographic Science). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 

 

Validation of a SE-HPLC Method for the Analysis of Recombinant Human Interleukin-

11and its Correlation with RP-HPLC and CZE Methods 

 

 

Ricardo B. Souto
2
, Rafaela F. Perobelli

2
, Bruna Xavier

1
, Fernanda P. S. Maldaner

2
, Francielle 

S. Silva
2
 and Sérgio L. Dalmora

1*
 

 

 

1
Department of Industrial Pharmacy, 

2
PostGraduate Program in Pharmaceutical Sciences, 

Federal University of Santa Maria, 97105-900 Santa Maria-RS, Brazil 

 

 

*
Corresponding author. E-mail: sdalmora@terra.com.br 

 



40 

 

Abstract: A size exclusion high-performance liquid chromatography (SE-HPLC) method was 

validated for the assessment of recombinant human interleukin-11 (rhIL-11).  The SE-HPLC 

method was carried out on a BioSep-SEC-s2000 column (300 mm x 7.8 mm i.d.), maintained 

at 30ºC. The mobile phase consisted of 0.02 M 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid and 0.5 

M sodium chloride buffer, pH 6.0, run isocratically at a flow rate of 0.9 mL min
-1

, and using a 

photodiode array (PDA) detection at 220 nm. Chromatographic separation was obtained with 

a retention time of 8.12 min. Specificity and stability-indicating capability were established in 

degradation studies, which also showed that there was no interference of the excipients. The 

method was linear over the concentration range of 1.0-200 µg mL
-1

 (r
2
= 0.9996) and the 

detection limit (DL) and quantitation limit (QL) were 0.23 µg mL
-1

 and 1.0 µg mL
-1

, 

respectively. The accuracy was 99.81% with bias lower than 0.43%. Moreover, method 

validation demonstrated acceptable results for precision and robustness. The method was 

applied to the assessment of rhIL-11 and higher molecular weight forms in biopharmaceutical 

dosage forms, and the results of content/potencies were correlated to those of validated 

reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) and capillary zone 

electrophoresis (CZE) methods, showing non-significant differences (p> 0.05). These 

correlation studies represent a contribution to evaluate alternatives to monitor stability, 

improve quality control and to assure batch-to-batch consistency of the bulk and finished 

biotechnology-derived medicine.  

Keywords: Recombinant Human Interleukin-11, Size Exclusion High-Performance Liquid 

Chromatography, Reversed-Phase High-Performance Liquid Chromatography, Capillary 

Zone Electrophoresis, Validation. 
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Introduction 

Interleukin-11 (IL-11) is a multifunctional cytokine secreted from bone marrow stromal cells, 

which promotes megakaryocytopoiesis and platelet formation in mammals. Recombinant 

human IL-11 (rhIL-11) is expressed in Escherichia Coli and was approved to treat 

chemotherapy-induced thrombocytopenia (1-3). 

The polypeptide structure of rhIL-11 consists of 177 amino acids with a molecular mass of 19 

kDa. Differs from the naturally occurring protein by the presence of two residues of Met
58

 and 

Met
122 

and the absence of the amino-terminal proline (4).  

Currently, biological assays are required for the potency assessment of biotechnology-derived 

medicines. Early signals triggered by IL-11 were assessed in a multifactor-dependent human 

erythroleukemic cell line TF1, which showed that this protein stimulated cell proliferation (5) 

and was applied to assess the bioactivity of biopharmaceuticals formulations (6). However, a 

major concern of using a bioassay is its precision, and variability due to the use of living cells, 

which is generally inferior to the precision of physicochemical techniques (7). 

Physicochemical techniques can produce information about structure and composition and are 

used to monitor content/potency, purity, and chemical stability of biopharmaceutical proteins 

obtained through recombinant DNA technology, and a combination of physicochemical, 

immunological, and biological methods has been applied inclusive to correlation studies (8, 

9). A gradient reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) method 

was developed and validated for the analysis of rhIL-11 in biopharmaceutical formulations 

using a C4 column with PDA detection at 214 nm, with retention time of 27.60 min and 

quantitation limit of 1.0 µg mL
-1

 (6). However, the typical RP-HPLC conditions could affect 

the conformation of the protein and the detector response does not necessarily represent the 

amount of bioactive compound. Size exclusion high-performance liquid chromatography (SE-

HPLC) has been performed to quantitate and determine the native size of the protein and to 
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reveal possible dimers and aggregates which have no or reduced activity, and altered 

immunogenicity (10-12). Chemical modifications combined with site-directed and deletion 

mutagenesis were analyzed by SE-HPLC using TSK G 2000 column and mobile phase with 

MES pH 6.0 (4). The aggregation was evaluated by SE-HPLC using a TSK 2000 SW column 

with UV detection at 225 nm (13). A stability-indicating capillary zone electrophoresis (CZE) 

method was validated using a fused-silica capillary (50 µm i.d.; effective length, 40 cm), with 

PDA detection at 196 nm, and retention time of 10.31 min. with quantitation limit of 1.0 µg 

mL
-1 

(14). No SE-HPLC validated method has been published for quality control analysis, and 

the validation is essential to show that the procedure is suitable for its intended purpose (15, 

16). 

The aim of the this research was to develop and validate a specific, sensitive and stability-

indicating size exclusion liquid chromatography (SE-HPLC) method for the content/potency 

assessment of rhIL-11 in biopharmaceuticals formulations; to correlate the results with 

validated RP-HPLC and CZE methods; thus contributing to the development of methods to 

monitor stability, improve quality control, and thereby assuring the therapeutic efficacy of the 

biotechnology-derived product. 
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Experimental 

 

Chemicals and reagents 

Biological reference substance of rhIL-11, (BRS-rhIL-11), for physicochemical assays was 

supplied by Amoytop Biotech Co., Ltd (Xiamen, Fujian, China). Reference reagent 

Interleukin-11, human rDNA derived, (R-rhIL-11 WHO 92/788), for bioassays was obtained 

from the National Institute for Biological Standards and Control-NIBSC (Herts, UK). A total 

of twelve batches of Plaquemax
®
 Bergamo (São Paulo, Brazil), and of Neumega

®
 Wyeth (São 

Paulo, Brazil), containing 5mg/vial of rhIL-11 were identified by numbers from 1 to 12. 2-(N-

morpholino)ethanesulfonic acid (MES), sodium dihydrogen phosphate, potassium phosphate 

monobasic, sodium chloride, polysorbate 80, glycine, acetonitrile  and trifluoroacetic acid 

used as reagents or excipients were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). All 

chemicals used were of HPLC or special analytical grade. For all of the analyses, ultrapure 

water was obtained using an Elix 3 coupled to a Milli-Q Gradient A10 system Millipore 

(Bedford, MA, USA).  

 

Apparatus  

Liquid Chromatography (LC) methods were carried out on a Shimadzu LC system (Kyoto, 

Japan) equipped with a SCL-10AVP system controller, a LC-10 ADVP pump, a DGU-14A 

degasser, a SIL-10ADVP autosampler, and a SPD-M10AVP PDA detector. Peak areas were 

integrated automatically by computer using a Shimadzu Class VP
®
 V 6.14 software program. 

Capillary Electrophoresis (CE) experiments were performed on an Agilent 
3D

CE apparatus 

Agilent Technologies (Waldbronn, Germany) consisting of a photodiode array (PDA) 

detector, a temperature-controlling system (4-60ºC) and a power supply able to deliver up to 
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30 kV. CE ChemStation
®
 software was used for instrument control, data acquisition and 

analysis.  

 

Size exclusion high-performance liquid chromatography method (SE-HPLC) 

Solutions preparation 

Stock solutions were prepared by diluting the BRS-rhIL-11 and the sample of 

biopharmaceutical formulation in water, to a final concentration of 500 µg mL
-1

.  The stock 

solutions were stored at 2-8°C protected from light and daily diluted with 0.05 M phosphate 

buffer (pH 7.4) containing 0.5 mg mL
-1 

of polysorbate 80, to working concentrations of 50 µg 

mL
-1

. 

Procedure 

All experiments were performed out on a size-exclusion Phenomenex (Torrance, USA) 

BioSep-SEC-s2000 column (300 mm x 7.8 mm i.d., with a particle size of 5 µm and pore size 

of 150 Å) maintained at 30°C. A security guard holder was used to protect the analytical 

column. Mobile phase consisted of 0.02 M 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid and 0.5 M 

sodium chloride buffer (pH 6.0), run isocratically at a flow rate of 0.9 mL min
-1

 with 

photodiode array (PDA) detection at 220 nm. The mobile phases were filtered through a 0.45 

µm membrane filter Millipore (Bedford, MA, USA). The injection volume was 30 µL of a 

solution containing 50 µg mL
-1

. 

Validation of SE-HPLC 

The method was validated using samples of a biopharmaceutical formulation of rhIL-11 with 

a label claim of 5 mg/vial,  by determinations of the following parameters: specificity, 

linearity, range, precision, accuracy, detection limit (DL), quantitation limit (QL), robustness, 

stability, and system suitability test, following the guidelines (15, 16). 

Forced degradation studies 
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The stability-indicating capability of the SE-HPLC method was assessed by subjecting a BRS-

rhIL-11 solution (500 µg mL
-1

) and a biopharmaceutical formulation (500 µg mL
-1

) to 

accelerated degradation (17, 18). For a study under mixing condition, sample solutions were 

strongly mixed for 5 min. Thermal degradation condition was tested with sample solutions 

diluted in water and heated at 80ºC for 2 h. Then, the solutions were diluted with the mobile 

phase to final concentrations of 50 µg mL
-1

. The interference of the excipients of the 

biopharmaceutical formulations was determined by the injection of a sample containing only 

placebo (in-house mixture of formulation excipients), and by the standard addition method, 

where a calibration curve was constructed by the addition of known amounts of the reference 

substance to the placebo (15). Then, the specificity of the method was established by 

determining the peak purity of rhIL-11 in the samples using a PDA detector. 

 

Reversed-phase high-performance liquid chromatography method (RP-HPLC) 

The validated gradient RP-HPLC method was performed as described elsewhere (6). Briefly, 

the elution was carried out on a reversed-phase Phenomenex (Torrance, USA) Jupiter C4 

column (250 mm x 4.6 mm i.d., with a particle size of 5 µm and pore size of 300 Å) 

maintained at 25ºC. A security guard holder was used to protect the analytical column. The 

elution was performed using a linear gradient at a constant flow rate of 1 mL min
-1

 and using 

photodiode array (PDA) detection at 214 nm. Mobile phase A consisted of water with 0.1% 

trifluoroacetic acid (TFA) and mobile phase B was acetonitrile with 0.1% TFA, run as 

follows: time 0 to 0.1 min 40% of B; from 0.1 to 30 min linear up to 65% of B; from 30.01 to 

31 min linear down to 40% of B, maintained up to 40 min. The injection volume was 50 µL 

of a solution containing 50 µg mL
-1 

for both standard BRS-rhIL-11 and samples. 
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Capillary zone electrophoresis method (CZE) 

The validated CZE method was performed as described elsewhere (14). A fused-silica 

capillary (50 µm i.d.; effective length, 40 cm) was used at 25ºC; the applied voltage was 20 

kV. The Background electrolyte solution consisted of 50 mM L
-1

sodium dihydrogen 

phosphate solution at pH 3.0. Solution containing 40 µg mL
-1

 for both standard BRS-rhIL-11 

and samples were performed using a pressure mode at 50 mbar for 45 s, with PDA detection 

set at 196 nm. 

 

Analysis of rhIL-11 in biopharmaceutical formulations 

For the quantitation of rhIL-11 in biopharmaceutical formulations, the stock solutions were 

diluted with phosphate buffer or BGE solution to appropriate concentrations of 50 µg mL
-1

 

and 40 µg mL
-1

, respectively,  for the chromatographic and electrophoretic methods, injected 

in triplicate and the percentage recoveries calculated against the BRS-rhIL-11, that was 

calibrated against the R-rhIL-11 (WHO 92/788). 

 

Results  

 

Method development and optimization 

Some analytical parameters like composition and pH of the mobile phase were tested. MES 

buffer was evaluated with concentrations between 0.01-0.05 M MES and 0.2-0.7 M sodium 

chloride, at pH 6.0. Then, the optimum pH of MES buffer was investigated in the range of 

2.5-7.5.  The best wavelength was evaluated in the range of 190-400 nm. Then, the selected 

conditions of the SE-HPLC method were optimized and validated for the analysis of rhIL-11 

in biopharmaceutical formulations and correlation studies, with a migration time of about 8.12 

min, as shown in typical chromatograms (Fig. 1a; 1b). 
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Validation parameters of the SE-HPLC method  

Specificity 

The stability-indicating capability of the method was tested under forced mixing and thermal 

conditions which resulted in reduction of 17% and 18%, respectively, for the aggregates and 

dimmers, with retention times at 3.63 and 6.98 min, as shown in the typical chromatograms 

(Figs. 1c and 1d). The specificity of the method was established by determining the peak 

purity of the biomolecule and the BRS-rhIL-11 solutions, by overlaying the spectra captured 

at the apex, upslope and downslope using a PDA detector.  Additionally, the standard addition 

method was applied to evaluate the interference from formulation excipients showing non-

significant difference (p>0.05). The data, together with the peak purity index in the range of 

0.9999-1, showed that the peak was free from any co-migrating peak, with no interference of 

excipients, thus confirming that the proposed method is specific for the analysis of rhIL-11. 

Linearity 

The analytical curves constructed for rhIL-11 were found to be linear over the range 1.0-200 

µg mL
-1

.The value of the determination coefficient calculated (r
2
 = 0.9996, n=10, y = (40877 

± 229.122) x + (117510.30 ± 5181.112), where, x is concentration in µg mL
-1

 and, y is the 

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

Precision 

The precision was studied by calculating the relative standard deviation (RSD%) for eight 

analyses at a concentration of 50 µg mL
-1

, performed on the same day and under the same 

experimental conditions. The obtained RSD value was 0.39%. The intermediate precision was 

assessed by analyzing two samples of the biopharmaceutical formulation on three different 

days (inter-days), giving RSD values of 0.64 and 1.20%, respectively. Between-analysts 

precision was determined by calculating the RSD for the analysis of two samples by three 

analysts; the values were calculated as 0.78 and 0.86%, respectively, as given in Table I. 
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Accuracy 

The accuracy was assessed from three replicate determinations of three solutions containing 

40, 50, and 60 µg mL
-1

, respectively. The absolute means obtained with a mean value of 

99.81% and a bias lower than 0.43% (Table II). 

Detection  and quantitation limits 

The DL and the QL were calculated from the slope and the standard deviation of the intercept 

determined by a linear-regression line, by using the mean values of the three independent 

calibration curves. The obtained values were 0.23 and 1.10 µg mL
-1

, respectively.  

Robustness 

The results and the experimental range of the selected variables evaluated are given in Table 

III, together with the optimized values. There were no significant changes in the 

chromatographic pattern when 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 for 24 h in an auto sampler and 48 h when maintained 

at 2-8°C. 

System suitability 

A system suitability test was carried out to evaluate the resolution among aggregates, dimers 

and monomer and repeatability of the system for the analysis to be performed, using eight 

replicates injections of a BRS-rhIL-11 reference solution containing 50 µg mL
-1

 of rhIL-11. 

The obtained RSD values for the retention time, peak symmetry and peak area were 0.12, 0.95 

and 0.85%, respectively. The number of theoretical plates was about 6088, with RSD of 

1.15%. The parameters tested were within the acceptable range (RSD < 2.0%). 
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 Method Application 

The SE-HPLC method was applied for the determination of rhIL-11 in biotechnology-derived 

products, giving content/potencies within 4.81 mg and 5.31 mg of the stated potency. These 

results were compared to those obtained using validated RP-HPLC and CZE methods, 

showing mean differences of the estimated content/potencies of 0.80% and 0.40% higher, 

respectively, as shown in Table IV.  

 

Discussion 

The SE-HPLC method was optimized to obtain the best chromatographic conditions with 

appropriate selectivity and sensitivity. The MES buffer was selected with 0.02 M MES and 

0.5 M sodium chloride solution due to their significant effect on the separation performance 

through the influence on the peak width, and resolution. Lower pHs resulted in peak tailing, 

therefore pH 6.0 was selected since it showed better peak symmetry (about 1.17).  A 

wavelength of 220 nm was chosen using the PDA due to its better sensitivity and signal-to-

noise ratio.  

Specificity and stability-indicating capability were established in degradation studies under 

mixing and thermal degradation conditions, which showed reduction of 17% and 18%, 

respectively, for the aggregates and dimers. Such determinations are now necessary, mainly 

due to the recent concerns related to possible human undesirable effects of the degraded forms 

(10-12). The method was linear over the concentration range of 1.0-200 µg mL
-1

 (r
2
= 0.9996), 

and the QL as also evaluated experimentally with a precision lower than 5% and an accuracy 

within ± 5%, (19, 20), and determined as 1.0 µg mL
-1

, which is suitable as an alternative 

comparable to the RP-HPLC and CZE, for quality-control analysis. The results of the 

accuracy showed also that the method is accurate within the desired range (21). Moreover, 

method validation demonstrated acceptable results for precision and robustness.  
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The results of the SE-HPLC method were compared statistically by analysis of the variance 

(ANOVA), to those obtained using validated RP-HPLC and CZE methods, showing 

significant correlation (p> 0.05), demonstrating the stability-indicating capability and the 

application of the method, able also to support biosimilarity studies of the biomolecule (22). 

 

Conclusions 

The results of the validation studies show that the SE-HPLC method is specific, sensitive with 

QL of 1.0 μg mL
-1

, accurate and possesses significant linearity (r
2
 = 0.9996) and precision 

characteristics without any interference from the excipients.  Therefore, it represents an 

alternative to current methods which can be applied for quantitative analysis during the 

biotechnology process and through subsequent purification steps, to monitor its stability and 

to assure the quality of the bulk and finished biotechnology-derived medicine. 
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Table I. Inter-days and between-analysts precision data of SE-HPLC for interleukin-11 in 

biopharmaceutical formulations 

 

 
Inter-days  Between-analysts 

Sample Day Recovery
a
 (mg) RSD

b
(%) 

 
Analyst Recovery

a
 (mg) RSD

b
 (%) 

        

1 

1 5.19 

0.64 
 

A 5.23 

0.86 2 5.22 B 5.15 

3 5.16 C 5.20 

2 

1 5.05 

1.20 
 

A 5.05 

0.78 2 5.02 B 4.97 

3 4.94 C 5.01 

a
Mean of three replicates.

 

b
RSD = Relative standard deviation. 
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Table II. Accuracy of SE-HPLC for interleukin-11 in formulations 

 

Nominal 

concentration 

(µg mL
-1

) 

Mean concentration 

found
a
 

(µg mL
-1

) 

RSD
b
 

(%) 

Accuracy 

(%) 

Bias
c
 

(%) 

     
40 39.83 1.30 99.58 -0.43 

50 50.07 0.56 100.14 0.14 

60 59.83 0.63 99.72 -0.28 

a
Mean of three replicates.

 

b
RSD = Relative standard deviation.

 

c
Bias = [(Measured concentration - Nominal concentration)/Nominal concentration] x 100. 
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Table III. Chromatographic conditions and range investigated during robustness testing 

Variable Values rhIL-11
a
 (mg) RSD

b
 % 

Optimized 

condition 

     

Flow rate (mL min
-1

) 

0.7 4.91 1.36 

0.9 0.9 5.00 0.63 

1.1 4.97 1.22 

     

Injection volume (µL) 

40 4.95 0.83 

50 50 5.01 0.30 

60 4.98 0.91 

     

Temperature (ºC) 

 

25 4.97 1.28 

30 

 

30 5.02 0.75 

35 

 

5.07 

 

1.34 

 

Mobile phase pH 

5.5 4.86 1.44 

6.0 6.0 4.98 0.54 

6.5 4.89 0.61 

     

Solution stability 

Autosampler 24 h 4.86 0.96 - 

2-8ºC 24 h 4.98 0.41 - 

2-8ºC 48 h 4.97 1.13 - 

     

Wavelength (nm) 210-320 - - 220
 

a
Mean of three replicates.

 

b
RSD = Relative Standard Deviation. 
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Table IV. Comparative content/potency evaluation of rhIL-11 in biopharmaceutical formulations by SE-

HPLC, RP-HPLC and CZE methods  

 

Sample 

Theoretical  

amount 

(mg) 

SE-HPLCa   RP-HPLCa  CZEa 

Monomer 

(mg) 

HMMb 

(mg) 

 Main peak 

(mg) 

Deamidated/Sulfoxides 

(mg) 
 

Content 

(mg) 

Degraded Forms 

(mg) 

1 5 5.19 0.20  5.13 0.01  5.18 0.01 

2 5 5.09 N.D.d  5.06 N.D.d  5.05 N.D.d 

3 5 4.81 0.05  4.80 0.19  4.86 0.18 

4 5 5.03 N.D.d  4.98 0.06  4.99 N.D.d 

5 5 4.91 0.16  4.97 0.01  4.96 0.06 

6 5 5.31 0.02  5.17 N.D.d  5.22 N.D.d 

7 5 4.84 0.19  4.80 0.17  4.83 0.16 

8 5 5.26 0.10  5.24 0.02  5.25 0.02 

9 5 4.86 0.03  4.84 0.23  4.86 0.19 

10 5 4.99 N.D.d  4.97 0.06  5.00 0.02 

11 5 5.21 0.20  5.11 N.D.d  5.16 N.D.d 

12 5 5.06 N.D.d  5.02 0.01  5.05 N.D.d 

Mean _ 5.05 0.11  5.01 0.08  5.03 0.09 

SDc _ 0.17 0.08  0.14 0.09  0.15 0.08 

   
  

 ANOVA   F calculatede 

   
  

 Between-methods   1.13 

a
Mean of three replicates. 

b
HMM = High Molecular Mass. 

c
SD = Standard deviation of the distribution. 

d
N.D. = Non detected. 

e
F critic for p = 0.05. 
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Figure caption    

 

Figure 1. Representative SE-HPLC chromatograms showing peak 1 = rhIL-11, peak 2 = 

excipient (glycine), peak 3 = dimers and peaks 4, 5 = aggregate. (a) BRS-rhIL-11, 

(b) Sample of biopharmaceutical formulation. BRS-rhIL-11 following degradation 

under: (c) forced mixing and (d) thermal conditions. 
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5 DISCUSSÃO  

 

Com os avanços na área da biotecnologia, principalmente com a tecnologia do DNA 

recombinante, possibilitou-se grande aumento na produção de proteínas bioterapêuticas. O 

desenvolvimento e validação de métodos físico-químicos que possam ser usados em 

combinação com ensaios biológicos e imunológicos se fazem necessários para garantir a 

completa caracterização dos produtos biotecnológicos, através avaliação da identidade, pureza 

e teor/potência. 

Os bioensaios são fundamentais para a avaliação da atividade dos biofármacos, pois 

expressam sua potência biológica in vivo ou in vitro. Especialmente, para a rhIL-11 a potência 

biológica tem sido avaliada por bioensaios in vitro, entre os quais destaca-se o ensaio da 

atividade proliferativa de células da linhagem TF-1 (YIN et al., 1993; SOUTO et al., 2012), 

aplicado no presente trabalho.  

Primeiramente, com o intuito de caracterizar a biomolécula de rhIL-11, executou-se 

teste de identificação por SDS-PAGE não-redutora e posterior transferência e detecção 

imunológica efetuada com anticorpos específicos em membrana de nitrocelulose. Obteve-se 

perfil eletroforético com banda relativa a rhIL-11 na região de 19 kDa, confirmada pelos 

marcadores moleculares e pelo padrão de referência na SDS-PAGE não-redutora e banda 

única na região de 19 kDa quando realizada a tranferência e imunodetecção  (CZUPRYN et 

al. 1995;  ZHANG et al., 2002; TAN et al., 2005).   

Métodos eletroforéticos e cromatográficos têm sido aplicados para o controle de 

qualidade de diversas proteínas bioterapêuticas. Através desses métodos é possível obter 

informações qualitativas e quantitativas das biomoléculas durante os processos de expressão e 

purificação, formulação, e estabilidade do produto farmacêutico acabado. Nesse sentido, 

pretendeu-se pesquisar, desenvolver e validar método por ECZ e procedimento por CL-EM 

para a caracterização e avaliação de rhIL-11 e suas formas degradadas em produtos 

biotecnológicos . 

A seguir é apresentada a discussão dos resultados desta tese, a qual está fundamentada 

nas publicações científicas identificadas como ARTIGO 1 e  ARTIGO 2. 

Inicialmente, no primeiro estudo, apresentado no ARTIGO 1, desenvolveu-se e 

validou-se método por ECZ para caracterização e avaliação de rhIL-11. A separação 

eletroforética foi obtida no tempo de corrida de 10,31 min (Figura 3). A geração de picos 

adicionais, relativos a formas degradadas, realizada sob condições de estresse e a análise de 
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amostra preparada com os excipientes da formulação, confirmaram a especificidade do 

método, conforme pureza do pico da rhIL-11 demonstrada com detector de arranjo de diodos 

(DAD). O método apresentou regressão linear significativa na faixa de concentração de 1 a 

300 µg/mL (r
2
 = 0,9992). Os dados obtidos para a repetibilidade e precisão intermediária 

forneceram CV% inferiores a 1,42% o que mostra a precisão do método proposto, 

destacando-se que a literatura preconiza CV% menor ou igual a 2% (ICH, 2005; SHABIR, 

2003). Na Tabela 2 podem ser observados os valores experimentais obtidos para o teste de 

exatidão, com média de 100,37%, confirmando a exatidão do método. Os teores/potências 

obtidos nas análises não apresentaram diferenças significativas nas condições testadas, 

comprovando a robustez do método proposto, conforme demonstra a Tabela 3. Por sua vez, 

parâmetros de adequabilidade do sistema foram avaliados, observando-se que os resultados 

obtidos cumpriram especificações preconizadas, além de CV% < 2, garantindo, assim, que as 

condições do método foram adequadas para assegurar a confiabilidade dos resultados (ICH, 

2005; USP 38, 2015).  

Após, aplicaram-se métodos previamente desenvolvidos por CL-FR e bioensaio in 

vitro da atividade proliferativa em células TF-1 (SOUTO et al., 2012), que forneceram os 

resultados apresentados na Tabela 4. A seguir, correlacionaram-se os resultados fornecidos 

pelas amostras selecionadas através de análises pelos métodos por ECZ, CL-FR e o bioensaio 

em células TF-1, observando que os teores/potências por ECZ foram em média 0,60% e 

1,60% superiores em relação a CL-FR e ao bioensaio em células TF-1, respectivamente, com 

diferença não significativa, conforme calculado estatisticamente pela ANOVA (p> 0,05). 

Adicionalmente, executou-se o ensaio de citotoxicidade in vitro, no qual foram 

utilizadas amostras de rhIL11 submetidas previamente a condições de estresse e amostras 

íntegras, tendo em vista avaliar a toxicidade de formas degradadas em comparação com a 

biomolécula intacta. Os resultados obtidos demonstraram médias de CI50 = 18,71 ± 0,26 

µg/mL e CI50 = 22,23 ± 0,13 µg/mL, respectivamente, para as degradações formadas devido a 

condição de estresse ácida e fotolítica, com diferenças significativas comparadas à forma 

intacta da rhIL-11 que apresentou CI50 = 67,12 ± 0,06 µg/mL, conforme calculado pelo teste t 

de Student (p>0,05). 

Posteriormente, no ARTIGO 2, desenvolveu-se e validou-se método por CL-EM para 

caracterização e avaliação de rhIL-11. A separação por cromatográfica foi obtida com tempo 

de retenção de 8,12 min (Figura 1). A geração de picos adicionais, relativos aos dímeros e 

agregados, obtidos sob condições de estresse e a análise de amostra preparada com os 

excipientes da formulação, confirmaram a especificidade do método, conforme pureza do pico 
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da rhIL-11 demonstrada com detector de arranjo de diodos (DAD). O método apresentou 

regressão linear significativa na faixa de concentração de 1 a 200 µg/mL (r
2
 = 0,9996). Os 

dados obtidos para a repetibilidade e precisão intermediária forneceram CV% inferiores a 

1,20% o que mostra a precisão do método proposto, destacando-se que a literatura preconiza 

CV% menor ou igual a 2% (SHABIR, 2003). Na Tabela 2 podem ser observados os valores 

experimentais obtidos no teste de exatidão, com média de 99,81%, confirmando a exatidão do 

método. Os teores/potências obtidos nas análises não apresentaram diferenças significativas 

nas condições testadas, comprovando a robustez do método proposto, conforme demonstra a 

Tabela 3. Os dados da verificação da adequabilidade do sistema cromatográfico mostraram 

que o equipamento e as condições do método são adequados para assegurar a confiabilidade 

dos resultados, estando de acordo com a literatura (CV% < 2) (ICH, 2005; USP 38, 2015). 

Paralelamente, executou-se método por CL-FR e ECZ que forneceram os resultados 

apresentados na Tabela 4. Estudou-se então, a correlação entre os resultados fornecidos pelos 

métodos físico-químicos por CL-EM, CL-FR e ECZ com as amostras selecionadas, 

observando que os teores/potências por CL-EM foram em média 0,80% e 0,40% superiores 

em relação a CL-FR e a ECZ respectivamente, com diferença não significativa, conforme 

calculado estatisticamente pela ANOVA (p>0,05). Demonstrou-se, portanto, correlação 

significativa entre os métodos estudados.  

Adicionalmente, avaliou-se a estabilidade de longa duração e de acompanhamento do 

produto farmacêutico de rhIL-11 através de análises para determinação de teor/potência e 

produtos de degradação por CL-FR, CL-EM e EC. Os testes foram realizados de acordo com 

a RDC nº 50, de 15 de maio de 2013 que dispõe sobre os procedimentos e condições de 

realização de estudos de estabilidade para o registro ou alterações pós-registro de produtos 

biológicos. Os teores/potências obtidos variaram de 107,03% (tempo 0) a 91,37% (tempo 24 

meses); e os produtos de degradação obtidos foram de no mínimo 0,09% (tempo 0) e no 

máximo 4,38% (tempo 24 meses). Os resultados encontrados atendem as especificações 

farmacopeicas para avaliação de produtos biológicos por métodos físico-químicos, que 

recomendam teor/potência entre 90 a 110% e produtos de degradação no máximo 12% (USP 

38, 2015; EP, 2014). 

Os procedimentos desenvolvidos e validados por ECZ e CL-EM cumpriram com os 

requisitos preconizados pelos compêndios oficiais, podendo ser empregados para 

caracterização e determinação de teor/potência da rhIL-11 em produtos biofarmacêuticos.  

Até o presente momento, não existe monografia farmacopeica para a caracterização e 

avaliação da rhIL-11, e na literatura estão descritos alguns métodos analíticos para avaliação 
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da rhIL-11, porém não validados. Neste contexto, os métodos validados por ECZ e CL 

aplicados para rhIL-11 são os apresentados nesta tese e desenvolvidos por esse grupo de 

pesquisa. A validação de métodos é necessária no contexto da produção e caracterização de 

produtos biológicos recombinantes, sendo preconizada por órgãos reguladores na área de 

medicamentos (ICH 2005; FDA 2015a). 

Observa-se que os métodos estudados foram aplicados para análise de sucessivos lotes 

do produto biotecnológico de rhIL-11 em uso terapêutico no Brasil. Desse modo, sugere-se, 

que os métodos desenvolvidos e validados por ECZ e CL-EM, sejam adotados em 

combinação com a CL-FR e o bioensaio em células TF-1 para a avaliação de teor/potência e 

pureza da rhIL-11, durante as etapas de expressão e purificação de novos lotes de produção, 

para o controle da qualidade do produto biofarmacêutico acabado e para viabilizar possíveis 

estudos de comparabilidade (BRASIL 2011a; BRASIL 2011b; EMA, 2014; FDA, 2015b). 

Neste contexto, os resultados alcançados contribuem para aprimorar o controle da 

qualidade através da melhor caracterização da biomolécula, ampliando os procedimentos 

disponíveis e contribuindo para garantir a eficácia terapêutica e segurança do produto 

biotecnológico de rhIL11 disponível no país. ddddddddddddddddddddddddddddddddd ddd 
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6 CONCLUSÕES  

 

 Aplicou-se método por cromatografia líquida em fase reversa, previamente 

validado, que forneceu teor/potência dos produtos biotecnológicos selecionados, e 

foi adotado para viabilizar estudos de correlação. 

 

 

 Adicionalmente, aplicou-se o bioensaio da atividade proliferativa em células TF-1 

que mostrou a potência dos produtos biotecnológicos selecionados, e foi adotado 

para viabilizar estudos de correlação com os métodos físico-químicos. 

 

 

 Desenvolveu-se e validou-se método por eletroforese capilar de zona específico, 

preciso, exato e robusto para avaliação da interleucina-11 humana recombinante, 

que forneceu resultados de acordo com os parâmetros preconizados, para 

identificação e avaliação de produtos de degradação e da forma não-alterada. 

 

 

 Desenvolveu-se e validou-se método por cromatografia líquida por exclusão 

molecular específico, preciso, exato e robusto para avaliação da interleucina-11 

humana recombinante, que forneceu resultados de acordo com os parâmetros 

preconizados, para identificação e avaliação de agregados, dímeros e monômero. 

 

 

 Avaliou-se correlação entre os resultados fornecidos pelos métodos validados por 

ECZ, CL-FR e o bioensaio em células TF-1 para as amostras selecionadas, 

observando-se correlação significativa (p> 0,05). 

 

 

 Estudou-se a correlação entre os resultados fornecidos pelos métodos físico-

químicos validados por CL-EM, ECZ, CL-FR para as amostras selecionadas, 

observando-se correlação significativa (p> 0,05). 
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 Recomenda-se a aplicação dos métodos físico-químicos validados para avaliação da 

interleucina-11 humana recombinante em combinação com o bioensaio da atividade 

proliferativa em células TF-1, pois representa contribuição para análise do produto 

farmacêutico, devido à determinação de formas relacionadas e proteínas de alta 

massa molecular, especificidade e tempo de execução em relação ao ensaio 

biológico in vitro.  

 

 

 Os métodos desenvolvidos e validados no presente trabalho estabelecem bases para 

progressivos trabalhos científicos de correlação físico-química e biológica, e de 

comparabilidade de biomoléculas, contribuindo assim para aprimorar o controle da 

qualidade e avanços na área de produtos biotecnológicos disponíveis e em pesquisa 

no País.  
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