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RESUMO 

 

 

AVALIAÇÃO DE POTÊNCIA DE INTERFERON BETA - 1B POR 

MÉTODOS CROMATOGRÁFICOS VALIDADOS E BIOENSAIO 

 

 
AUTORA: Francielle Santos da Silva 

ORIENTADOR: Sérgio Luiz Dalmora 

 
 

O interferon é uma citocina que apresenta ação antiviral, antiproliferativa e 
imunomoduladora, e influencia o metabolismo, crescimento e diferenciação das células. O 
interferon β 1b humano recombinante (rhIFNβ-1b) não-glicosilado, é produzido por 
engenharia genética, e expresso em Escherichia coli. Estruturalmente possui 165 
aminoácidos, massa molecular de 18,5 KDa e ponto isoelétrico de 9,2. O rhIFNβ-1b é 
indicado clinicamente para o tratamento de esclerose múltipla. No presente trabalho foram 
desenvolvidos e validados métodos por cromatografia líquida em fase reversa (CL-FR) e por 
exclusão molecular (CL-EM) para avaliação do rhIFNβ-1b em formulações de produtos 
biofarmacêuticos. No método por CL-FR, foi utilizada coluna Jupiter C4 (250 mm x 4,6 mm 
d.i), mantida a 30°C. A fase móvel A foi constituída de ácido trifluoracético (TFA) 0,1% (v/v) 
em água, e a fase móvel B por TFA 0,1% (v/v) em acetonitrila, eluídas em gradiente com 
fluxo de 1 mL/min. No método por CL-EM foi utilizada coluna BioSep-SEC-S 2000 (300 mm 
x 7.8 mm d.i), mantida a 25°C.  A fase móvel foi constituída de tampão fosfato de potássio 
monobásico 1 mM, fosfato de sódio dibásico 8 mM e cloreto de sódio 200 mM, pH 7,4, 
eluída em vazão isocrática de 0,8 mL/min. Para ambos os métodos utilizou-se detector de 
arranjo de diodos (DAD) a 214 nm. A separação cromatográfica foi obtida nos tempos de 
31,87 e 17,78 min, respectivamente, para os métodos por CL-FR e CL-EM. As curvas de 
calibração foram lineares na faixa de concentração de 1–200 µg/mL (0,032-6,4 MUI/mL) (r2 = 
0,9998) e 0,50–200 µg/mL (0,016-6,4 MUI/mL) (r2 = 0,9999), respectivamente, para os 
métodos por CL-FR e CL-EM. Os limites de detecção e quantificação foram 0,47 e 1,57 
µg/mL, respectivamente, para o método por CL-FR e 0,10 e 0,34 µg/mL por CL-EM. A 
especificidade foi avaliada em estudos de degradação, e também demonstrou-se que não 
houve interferência dos excipientes. A exatidão foi de 100,42 e 100,45% com bias inferiores 
a 0,69 e 0,82%, respectivamente. Além disso, realizou-se o teste de citotoxicidade in vitro 
das formas degradadas, as quais apresentaram diferença significativa em relação a forma 
intacta (p < 0,05). Os métodos propostos foram aplicados para avaliação da potência de 
rhIFNβ-1b em formulações biofarmacêuticas, e os resultados foram comparados com 
bioensaio, observando-se diferenças das médias de teor/potência de 1,61 e 1,05% 
superiores para os métodos por CL-FR e CL-EM. Conclui-se que a pesquisa representa 
contribuição para estabelecer procedimentos, para monitorar a estabilidade e aprimorar o 
controle de qualidade, garantindo a segurança e eficácia terapêutica do produto 
biotecnológico. 
 
 
Palavras-chave: Interferon β 1b humano recombinante. Cromatografia líquida em Fase 
Reversa. Cromatografia líquida por Exclusão Molecular. Validação. Bioensaio. Correlação. 
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 POTENCY ASSESSMENT OF INTERFERON BETA – 1B BY 

VALIDATED CHROMATOGRAPHIC METHODS AND BIOASSAY 
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ADVISER: SÉRGIO LUIZ DALMORA 

 
 

Interferon is a cytokine with antiviral, antiproliferative and immunomodulatory properties that 
influences cell metabolism, growth and differentiation. The recombinant human interferon β 
1b (rhIFNβ-1b) is a non-glycosylated protein produced by the expression in Escherichia coli 
by the recombinant DNA technology. Structurally, it is a polypeptide chain containing 165 
amino acids, molecular weight of 18.5 kDa and isoelectric point of 9.2. The rhIFNβ-1b is 
clinically used to treat multiple sclerosis. In the present work, reversed-phase liquid 
chromatography (RP-LC) and size exclusion liquid chromatography (SE-LC) methods were 
developed and validated for the evaluation of rhIFNβ-1b in biopharmaceutical formulations. 
The gradient RP-LC method was carried out on a Jupiter C4 column (250 mm x 4.6 mm i.d.) 
maintained at 30°C. The mobile phase A consisted of 0.1% (v/v) trifluoroacetic acid (TFA) in 
water and the mobile phase B was 0.1% (v/v) TFA in acetonitrile, run at a flow rate of 1.0 
mL/min. 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 1 mM monobasic potassium 
phosphate, 8 mM sodium phosphate dibasic and 200 mM sodium chloride buffer pH 7.4, run 
isocratically at a flow rate of 0.8 mL/min. Chromatographic separations were obtained with 
retention times of 31.87 and 17.78 min, and calibration curves were linear over the 
concentration range of 1-200 µg/mL (0.032 – 6.4 MIU/mL) (r2 = 0.9998) and 0.50-200 µg/mL 
(0.016 – 6.4 MIU/mL) (r2 = 0.9999), respectively, for RP-LC and SE-LC, with photodiode 
array (PDA) detection at 214 nm. The limits of detection and quantitation were 0.47 and 1.57 
µg/mL, respectively, for the RP-LC and 0.10 and 0.34 µg/mL for the SE-LC. The specificities 
were established in degradation studies, which also showed that there was no interference 
from the formulation excipients. Equally, the accuracy was 100.42 and 100.45%, with bias 
lower than 0.69 and 0.82%, respectively. 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 
rhIFNβ-1b in biotechnology-derived products, giving higher mean differences of the 
estimated content/potencies of 1.61 and 1.05% for the RP-LC and SE-LC, related to the in 
vitro assay. It is concluded that represents a contribution to establish new alternatives to 
monitor stability, improve quality control and thereby assure therapeutic efficacy of the 
biotechnology-derived medicine. 
 
 
Keywords: Recombinant human interferon β 1b. Reversed-phase liquid chromatography. 
Size-exclusion liquid chromatography. Validation. Bioassay. Correlation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Interferons são proteínas naturais produzidas pelas células do sistema imune 

que apresentam atividade antiviral, antiproliferativa e imunomoduladora. O Interferon 

β humano (hIFN-β) é uma glicoproteína constituída por 166 aminoácidos, produzida 

pelos fibroblastos, que regula respostas imunes inata e adaptativa (KARPUSAS et 

al., 1997). 

Os avanços na área de biotecnologia possibilitaram a produção de novas 

macromoléculas biológicas de interesse terapêutico, através da transferência de 

genes de um organismo para outro e viabilizaram a produção de interferon β 1b 

humano recombinante (rhIFNβ-1b) altamente purificado, em quantidades 

consideráveis. A biomolécula produzida por engenharia genética é composta por 

165 aminoácidos e apresenta massa molecular de 18,5 KDa. Difere da proteína 

humana natural pela presença de serina em substituição à cisteína na posição 17 e 

ausência da metionina-1. Atualmente é usada para o tratamento de esclerose 

múltipla, reduzindo a taxa de progressão e as recidivas da doença (MARK et al., 

1984; DENDROU et al.,  2015). 

Os ensaios biológicos têm sido usados para avaliação de potência de 

produtos biológicos, com avanços para bioensaios por cultura de células in vitro. 

Inicialmente, a atividade biológica do rhIFNβ-1b foi avaliada pelos ensaios da 

atividade antiviral, baseados na inibição do efeito citopático das linhagens virais da 

estomatite vesicular (VSV) e da encefalomiocardite (EMCV), sobre as linhagens 

celulares MDBK (ATCC:CCL-22) e WISH (ATCC:CCL-25). Atualmente, tem sido 

usado ensaio baseado no efeito antiproliferativo do rhIFNβ-1b na linhagem de 

células Daudi (ATCC:CCL-213) ou A-549 (ATCC:CCL-185), e avaliação das 

respostas com o corante MTT ou azul de alamar por espectrofotometria (BORDEN et 

al., 1982; MEAGER, 2002; BASU et al., 2006).               

O rhIFNβ-1b apresenta estrutura molecular complexa, heterogênea, e pode 

conter impurezas dos processos de expressão, purificação e produção. Além disso, 

estudos de estabilidade têm demonstrado alterações da integridade da molécula, 

com a presença de proteínas relacionadas e substâncias de alta massa molecular, 

que podem afetar sua bioatividade, causar imunogenicidade e toxicidade. Neste 

sentido, o estudo por métodos físico-químicos tem sido utilizado para demonstrar 
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estruturas correspondentes às formas ativas dos produtos biotecnológicos. Os 

métodos por cromatografia líquida em fase reversa (CL-FR) e por exclusão 

molecular (CL-EM), com detecção no ultravioleta (UV), viabilizam a separação, 

identificação e avaliação do teor/potência de substâncias biológicas, além de 

constituir-se em método alternativo, aplicados juntamente com ensaios biológicos 

para monitorar e caracterizar as formas relacionadas e degradadas (SILVA et al., 

2009; DALMORA et al., 2012; ALMEIDA et al., 2014; CARDOSO et al., 2017). 

O desenvolvimento e validação de métodos para avaliação de produtos 

biofarmacêuticos é fundamental para assegurar que os lotes sucessivos de 

produção tenham qualidade igual ou superior ao submetido aos estudos pré-clínicos 

e clínicos, para registro do uso terapêutico. Além disso, são importantes para 

viabilizar possíveis estudos de similaridade de biomoléculas ativas. Destaca-se que 

não existem referências nas Farmacopeias sobre o rhIFNβ-1b e nem monografias 

disponíveis para o controle da qualidade (FDA, 2015; EP, 2017). 

O presente trabalho teve por finalidade: a) desenvolver e validar método por 

cromatografia líquida em fase reversa para a avaliação de proteínas relacionadas e 

da forma não-alterada de rhIFNβ-1b em produtos biofarmacêuticos; b) desenvolver e 

validar método por cromatografia líquida por exclusão molecular para avaliação de 

potência, determinação de dímeros e agregados; c) executar o bioensaio da 

atividade antiproliferativa; d) avaliar a bioatividade e citotoxicidade das formas 

degradadas e de molécula íntegra; e) estudar correlação entre os métodos 

cromatográficos e o bioensaio por cultura de células. Desse modo, objetivou-se 

pesquisar metodologias que pudessem contribuir para a avaliação de identidade, 

pureza e teor/potência, aprimorando o controle da qualidade, garantindo a 

segurança e eficácia terapêutica desse produto biotecnológico. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

Os interferons (IFNs) são citocinas naturais, produzidas por células do 

sistema imune em resposta a estímulos, incluindo antígenos de bactérias, 

micoplasmas, protozoários e ácidos nucléicos virais. Apresentam propriedades 

antivirais, antiproliferativas, antitumorais e imunomoduladoras (ISAACS; 

LINDENMANN, 1957; SÎRBU et al., 2017).  

Com base nas propriedades estruturais e funcionais, os IFNs são 

classificados em tipo I, II e III. Em humanos, os IFNs do tipo I são identificados como 

α e β, devido suas propriedades imunogênicas e sequencia de aminoácidos. O IFN-

α é produzido por leucócitos e pode ser induzido por células alogênicas, células 

infectadas por vírus, células tumorais, bactérias e envelopes virais que estimulam 

linfócitos B, células NK e macrófagos. O IFN-β, é induzido por ácidos nucléicos de 

vírus e outros microorganismos que infectam células como fibroblastos, células 

epiteliais e macrófagos. O IFN do tipo II, também denominado de IFN-γ ou IFN 

imune, é produzido principalmente por células T ativadas e células NK e induzido por 

linfócitos T estimulados e antígenos estranhos. Já o IFN tipo III (IFN-λ), foi 

descoberto mais recentemente e é produzido principalmente por células dendríticas 

e macrófagos após infeção viral ou bacteriana. Os IFN-λ desempenha papel 

importante em algumas infecções virais, sendo semelhante, nesse aspecto, aos IFN 

α ou β (PESTKA, 1983; FOSTER et al., 2003; WEERD et al., 2007; HERMANT; 

MICHIELS, 2014).  

O interferon β humano (hIFN-β) é uma glicoproteína produzida pelos 

fibroblastos, que regula respostas imunes inata e adaptativa, diferenciação de 

células da micróglia, suprime a ativação de linfócitos T e B, impede a migração de 

células do sistema imunológico da periferia ao SNC, e é potencialmente 

neuroprotetora (MURARO et al., 2000; DENDROU et al., 2015).  

O hIFN-β possui três resíduos de cisteína, localizados nas posições dos 

aminoácidos 17, 31 e 141. Uma ou mais destas cisteínas podem estar envolvidas na 

formação da ponte dissulfeto intramolecular. Além disso, as três cisteínas podem 

interagir aleatoriamente originando três tipos de moléculas na célula, cada uma com 

as três possíveis pontes dissulfeto intramoleculares. Entretanto apenas uma dessas 

formas apresenta a conformação natural biologicamente ativa, sendo que as demais 
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formam dímeros e oligômeros inativos. A cisteína 31 está envolvida na ponte 

dissulfeto com a cisteína 141, sendo assim, a cisteína 17, que permanece livre, foi 

escolhida para ser substituída por uma serina (MARK et al., 1984). 

A presença de uma serina na posição 17 preveniu a formação de pontes 

dissulfeto incorretas resultando em uma molécula de interferon humano 

recombinante estável e bioativa (RUNKEL et al., 1998). 

Os avanços na área de biotecnologia possibilitaram a produção de interferon 

β 1b humano recombinante (rhIFNβ-1b) na forma não-glicosilada, produzido por 

engenharia genética e expresso em Escherichia coli (E. coli). Estruturalmente o 

rhIFNβ-1b é uma proteína constituída por 165 aminoácidos, massa molecular de 

18,5 kDa e ponto isoelétrico (pI) de 9,2. Difere da proteína humana natural pela 

presença de serina em substituição à cisteína na posição 17 e ausência da 

metionina-1, conforme pode ser observado na Figura 1 (GOODKIN,1994).     

 

 

Figura 1 - Representação da sequência de aminoácidos do rhIFNβ-1b. 

 

Fonte: Adaptação de  BETAFERON, (2016). 
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O rhIFN-β1b encontra-se disponível no Brasil como produto biofarmacêutico 

denominado Betaferon®, sendo fabricado e distribuído no Brasil pelo laboratório 

Bayer Healthcare Pharmaceuticals, sob a forma farmacêutica de pó liófilo para 

solução injetável, na apresentação de 300 µg (9,6 milhões de UI). A dose 

recomendada é de 250 µg (8 milhões de UI), contida em 1 mL da solução 

reconstituída, devendo ser injetada por via subcutânea, em dias alternados. É 

clinicamente indicado para pacientes com um único evento clínico sugestivo de 

Esclerose Múltipla (EM) - para retardar a progressão à EM definida; Esclerose 

Múltipla Recorrente-Remitente (EMRR) (BETAFERON, 2016). 

Destaca-se que os produtos biofarmacêuticos de IFNs, aprovados pela FDA 

para o tratamento da EM são: a) IFN-β-1a (Avonex® - 2002, Rebif® - 2009), proteína 

recombinante glicosilada produzida em células CHO (ovário de hamster chinês), com 

seqüência de aminoácidos idêntica à do INF-β humano; b) IFN-β 1b (Betaseron® - 

1993), forma não glicosilada derivada de E. coli, contendo a mutação na serina 17; 

IFN-β-1b, biosimilar (Extavia® - 1993) derivado de E. coli; e d) peginterferon beta-1a 

(Plegridy® - 2014) conjugado com polietilenoglicol (INGWERSEN et al., 2016; 

EINARSON et al., 2017). 

Os IFNs α e β possuem 30% de semelhança em suas sequências de 

aminoácidos, portanto, se ligam a um receptor comum composto por duas cadeias 

distintas IFNAR1 e IFNAR2 (Receptor de interferon tipo I) (JAVED; REDER, 2006). 

Estes IFNs possuem a capacidade de ligar-se ao receptor com orientações 

diferentes, induzindo conformações distintas. Esse processo resulta no envolvimento 

de segundos mensageiros e consequente ativação de genes distintos, obtendo-se 

respostas biológicas específicas. Já o IFN-γ possui seu próprio receptor, composto 

por cadeias α e β (WALSH, 2004). 

A ligação do IFN-β no receptor IFNAR, promove a dimerização das  

subunidades do receptor e a associação com as Janus Kinases (JAK), pertencente à 

família de proteína tirosina quinase (IVASHKIV; DONLIN, 2014).  As subunidades 

IFNAR-1 e IFNAR-2 associam-se com as tirosinas quinases TYK2 e JAK1, 

respectivamente. Posteriormente ocorre uma fosforilação e ativação das tirosinas, e 

de seus resíduos, que promove a ligação direta entre um ou mais membros da 

família de proteínas citoplasmáticas STATs (transdutor de sinal e ativador de 

transcrição) nas fosfotirosinas especificas do receptor. Na sequência, as STATs são 

fosforiladas e ativadas pelas JAKs, e posteriormente dissociam-se do receptor, 
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dimerizam e migram para o núcleo (ARDUINI et al., 1999). No núcleo, as STATs 

interagem com proteínas reguladoras de genes e regiões específicas chamadas de 

ISREs (elemento de resposta ao estímulo de interferon), que leva a indução ou ao 

aumento da expressão de genes específicos e inicio da transcrição. A seguir, esses 

genes são traduzidos para proteínas efetoras responsáveis pelos efeitos antiviral, 

antiproliferativo e imunomodulador, indução de citocinas e regulação do MHC 

(Figura 2) (TAKAOKA, YANAI, 2006). 

 

 

Figura 2 – Representação da sinalização de IFN do tipo I. 

 

Fonte: adaptação de IVASHKIV; DONLIN, (2014). 

 

 

A EM é caracterizada como doença autoimune, onde elementos do sistema 

imunológico principalmente Linfócitos T e macrófagos, atacam as proteínas da 

mielina levando à inflamação e desmielinização (FOX et al., 2006). É causada por 

uma interação de fatores genéticos e ambientais, prevalente em adultos jovens (20 a 

30 anos), sendo duas vezes mais frequente em mulheres (SAWCER et al., 2014). 

O processo de desmielinização ocorre quando células T precursoras (THP), 

são induzidas pela IL-12 à diferenciação em células TH1, reativas a mielina. As 
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células TH1 infiltram-se no sistema nervoso central (SNC) por meio da barreira 

hematoencefálica e reconhecem o antígeno específico unido às moléculas 

do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) presentes nos astrócitos, ou 

células da micróglia. Assim, as células TH1 são novamente estimuladas para iniciar 

uma cascata inflamatória mediada pela produção de citocinas pró-inflamatórias, 

ocasionando a destruição da mielina (Figura 3) (WEINER; SELKOE, 2002; MOHR; 

PELLETIER, 2006; GRIGORIADIS; PESCH, 2015). 

 

 
Figura 3 - Representação do processo de inflamação e mecanismos imunológicos na 
EM. 

 

Fonte: adaptação de WEINER; SELKOE, (2002) 

 
 

Embora o mecanismo de ação do rhIFN-β1b na EM não esteja totalmente 

elucidado, sabe-se que suas propriedades alteram significativamente a progressão 

da doença. O rhIFN-β1b diminui a expressão de MHC classe II pelas APC’s (células 

apresentadoras de antígeno), inibe a ativação das células TH1, diminui a secreção 

de citocinas inflamatórias e reduz a permeabilidade da barreira hematoencefálica, 

consequentemente, há redução da penetração de leucócitos no SNC e diminuição 

do processo de desmielinização (Figura 4). Acredita-se que, somado a estas 

http://neuroimunologia.com.br/glossary/antigeno/
http://neuroimunologia.com.br/glossary/complexo-maior-de-histocompatibilidade-cph/
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características, o efeito terapêutico do biofármaco também esteja relacionado com a 

ativação das células T do tipo CD8, as quais se apresentam diminuídas na EM 

(JIANG et al., 1995; ANNIBALI et al., 2015). 

 

 

Figura 4 – Representação da ação do IFN e IL na fisiopatologia da EM. 

 

Fonte: adaptação de ALI, et al., (2013) 

 

 

Jacobs e colaboradores (1986) realizaram estudo com 69 pacientes 

portadores de EM, para avaliar o efeito do IFN-β na terapia. Destes, 34 pacientes 

receberam as doses de INF-β e 35 pacientes receberam o placebo. A redução 

média na taxa de exacerbação dos 34 pacientes que receberam IFN-β foi 

significativamente maior durante o estudo do que a de 35 pacientes que receberam 

o placebo. Observaram efeitos colaterais como dor de cabeça, náusea, mialgia e 

letargia. 

 Cheng e colaboradores (2014) investigaram através de ensaios in vitro e in 

vivo os efeitos do IFN-β na encefalomielite auto-imune experimental (EAE). 

Concluiram que, devido à propriedade de inibir o acúmulo de células T no SNC, o 



21 

 

 

IFN-β causou redução da expressão e atividade das quimiocinas, sugerindo seu uso 

para o tratamento ao longo do processo da EAE. 

A atividade antiproliferativa dos interferons naturais α e β, foi comparada em 

43 modelos de ensaios in vitro, com 25 linhagens humanas, incluindo as linhagens   

A-549 (ATCC:CCL-185)  e Daudi (ATCC:CCL-213). Observaram  efeitos variáveis de 

acordo com as linhagens, dando suporte à hipótese de que os interferons podem 

diferir em sua atividade biológica, regulação celular e efeitos clínicos. Em especial, o 

IFN-β demonstrou maior efeito antiproliferativo pelo aumento do tempo de incubação  

(BORDEN et al., 1982). 

A avaliação de potência do IFN-β foi realizada por ensaios biológicos in vitro, 

baseados na inibição do efeito citopático das linhagens virais  VSV e EMCV, sobre 

as linhagens celulares  MDBK (ATCC:CCL-22) e WISH (ATCC:CCL-25), e 

determinação das respostas por leituras espectrofotométricas com corantes como 

MTT e azul de alamar (MEAGER et al., 2002). 

Rao e colaboradores (2009), estudaram estratégias para o controle do 

processo de expressão em E.coli , fermentação e recuperação com pureza de 99%, 

do rhIFN-β1b.  Determinaram a qualidade por CL-FR com coluna ZORBAX 300SB 

C18 (4,6 x 250 mm) sob fluxo de 0,5 mL/min e detecção a 214 nm,  e por CL-EM com 

coluna TSK gel G 2000 SW (7,5 x 300 mm) e vazão de 0,5 mL/min. A atividade 

biológica foi avaliada pelo ensaio da atividade antiproliferativa em células A-549 e 

leitura dos resultados com brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol 

(MTT).  

Bego e colaboradores (2012) desenvolveram bioensaio com a linhagem de 

célula modificada HEK293P (ATCC: CRL-1573) com ativação de promotor e 

expressão de marcadores enzimáticos como fosfatase alcalina aplicado para 

avaliação do IFN-β. 

No estudo colaborativo do padrão glicosilado do rhINFβ-1b foram realizados 

os bioensaios da atividade antiviral, antiproliferativa e da expressão gênica. 

Utilizaram as linhagens celulares e virais: A-549, Daudi, WISH, A-549/Mx-Luciferase 

e VSV, entre outras.  Com base nos resultados obtidos em cada laboratório, foi 

estabelecido pela OMS o Padrão de Interferon Beta Ser 17 Mutein (Human rDNA 

derived - WHO 00/574), com a potência de 64.000 UI (MEAGER; DAS, 2005). 

A estabilidade de longo prazo de formulação de hIFN-β foi avaliada por SDS-

PAGE, CL-FR com coluna 214TP C4 (250 x 4,6 mm d.i.) sob fluxo de 1,0 mL/min e 

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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detecção a 214 nm, e pelo bioensaio da atividade antiviral. Demonstraram 

estabilidade das amostras armazenadas em temperaturas que variaram de -70°C a 

4°C (GEIGERT et al., 1988).  

Van Beers e colaboradores (2011) estudaram os efeitos da oxidação da 

estrutura e a imunogenicidade do IFN-β por CL-FR, CL-EM, e em camundongos 

transgênicos. No método por CL-FR foi utilizada coluna Jupiter C4 (250 x 4.6 mm), 

fluxo de 1,0 mL/min e detecção a 214 nm. Para CL-EM foi utilizada a coluna TSKgel 

Super SW2000 sob fluxo de 0,35 mL/min e detecção a 280 nm. Observaram que a 

agregação mediada pela oxidação aumentou significativamente a imunogenicidade 

causada pelo IFN-β. 

Fazeli e colaboradores (2011) estudaram os efeitos da adição do agente 

oxidante ácido iodosobenzóico e a renaturação no processo de expressão e 

fermentação do rhIFN-β1b. Realizaram análises por CL-FR com coluna C4 (Vydac 

214T P54) mantida a 31°C. Observaram que baixas concentrações de ácido 

iodosobenzóico causavam pequeno aumento na produção de proteínas 

relacionadas.  

Os efeitos da arginina sobre a etapa de pré-núcleo da agregação do rhIFN-

β1b, foi avaliada por aquecimento, oxidação ou precipitação, com a finalidade de 

entender os mecanismos envolvidos, monitorando os resultados por técnicas 

analíticas. As formas oxidadas foram analisadas por CL-FR com coluna C4 (Vydac 

214T P54) e vazão de 1mL/min. Para CL-EM  foi usada a coluna Waters ACQUITY 

BEH450 SEC (150 mm x 4.6 mm) sob fluxo de 0,25 mL/min com detecção no UV por 

fluorescência. Demonstraram o efeito anti-agregante da arginina nas etapas iniciais 

do processo ( FAZELI et al., 2014). 

A influência da agregação proteica do rhIFN-β1b sobre a memória 

imunológica foi pesquisada usando  camundongos C57B1/6, transgênicos e imuno-

tolerantes. Os agregados foram analisados por técnicas de espectroscopia no UV e 

SDS-PAGE. O método por  CL-EM foi executado com coluna TSKgel SUPER 

SW2000 e vazão de 0,35 mL/min. Os animais foram injetados durante 3 semanas e 

a formação de anticorpos monitorada por ELISA. Observou-se a formação de 

anticorpos em niveis diferentes, de acordo com o grupo de animais selecionado, 

porém mais acentuado para os camundongos não-transgênicos (VAN BEERS et al., 

2010). 
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Formulação de rhINFβ-1b sem albumina foi desenvolvida e caracterizada por 

técnicas de eletroforese, CL-FR e CL-EM, entre outras, as quais foram aplicadas 

para avaliar o efeitos dos excipientes sobre a estabilidade. O método por CL-FR foi 

executado com coluna Jupiter C4 (250 x 4,6 mm d.i.) e vazão de 1mL/min com 

detecção a 214nm. O método por CL-EM foi executado com coluna Waters AQUITY 

BEH 450 SEC (150 x 4,6 mm) com vazão de 0,25 mL/min e detecção a 210 nm. 

Concluiu-se que a formulação reduziu riscos de infecção viral, apresentou baixo 

potencial imunogênico em camundongos transgênicos e seria promissora para uso 

clínico (ABDOVAHAB et al., 2016a). 

A capacidade dos agregados de rhINFβ-1b, produzidos por oxidação com 

cobre e estresse térmico, de induzir imunogenicidade em camundongos 

transgênicos foi avaliada por ELISA, CL-FR e CL-EM, entre outros métodos, 

conforme descrito no tópico superior. Concluíram que a imunogenicidade está 

relacionada às características biofísicas dos agregados, envolvendo tamanho e 

estrutura (ABDOVAHAB et al., 2016b). 

A caracterização e quantificação de agregados em rhIFNβ-1b foi realizada por 

eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e CL-EM com coluna G2000 

SWXL (7,8 mm × 300 mm), combinada com métodos de microscopia. Os resultados 

demonstraram que os agregados da proteína e o conteúdo de partículas, são 

atributos de qualidade  que podem induzir resposta imune (BARNARD et al., 2013). 

O IFN-β também foi estudado observando-se que a proteína peguilada 

conservava a atividade antiviral, aprimorando os parâmetros farmacocinéticos, 

sendo sugerida sua adoção como modelo para teste de doenças humanas 

(ARDUINI et al., 2004). 

As proteínas requerem alto grau de especificidade estrutural para interagir 

com o sítio de ação. Por esta razão, é enfatizada a caracterização físico-química 

para demonstrar estruturas correspondentes às formas biologicamente ativas dos 

produtos biotecnológicos. A cromatografia Líquida (CL), destaca-se entre os 

métodos usados para análise qualitativa e quantitativa de fármacos, produtos 

acabados e amostras biológicas, apresentando-se como método específico, 

sensível, robusto e reprodutível, com custo e duração de análise adequada (QIAN et 

al., 2008; DALMORA et al., 2012; ALMEIDA et al., 2014). As técnicas por 

cromatografia CL-FR e por CL-EM, baseadas na hidrofobicidade e no tamanho das 

moléculas, respectivamente, são empregadas com freqüência no controle de 
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qualidade de proteínas. Possibilitam avaliar alterações físico-químicas e 

modificações pós-traducionais na estrutura da molécula, 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. Estas modificações podem reduzir a 

bioatividade do biofármaco e causar imunogenicidade e toxicidade (PARNHAM et 

al., 2007; FEKETE et al., 2014; PINEDA et al., 2016). 

Os procedimentos e especificações adotados para a validação de métodos 

analíticos estão descritos na literatura (ICH, 2005; FDA, 2015; USP 39, 2016). Os 

principais parâmetros a serem avaliados são a especificidade, linearidade, precisão, 

exatidão, limite de detecção e quantificação, robustez e adequabilidade do sistema. 

Desse modo esses demonstram que o método é adequado para a finalidade 

pretendida, assegurando a confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados (ROZET 

et al., 2007; SHABIR et al., 2007). 

 Por sua vez, as estruturas tridimensionais complexas de alta massa molecular 

dos biofármacos e sua heterogeneidade dependem do processo de produção de 

células vivas fazem com que as biomoléculas sejam diferentes dos fármacos 

clássicos. Assim, os métodos analíticos usuais não conseguem caracterizar estas 

moléculas suficientemente para confirmar a sua equivalência estrutural com o 

fármaco de referência. Consequentemente tem sido usada a combinação de 

métodos que representam a tecnologia do estado-da-arte para a caracterização e 

estudos de comparabilidade. Os guias oficiais e parâmetros de especificação têm 

sido avaliados e atualizados com destaque para o impacto na segurança e eficácia 

terapêutica (FDA, 2015; WEISE et al., 2014). 
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ABSTRACT 

Recombinant human interferon β 1b (rhIFNβ-1b) is clinically used to treat 

multiple sclerosis. Liquid chromatography (LC) methods were validated for the 

assessment of rhIFNβ-1b. The reversed-phase liquid chromatography (RP-LC) 

method was carried out on a Jupiter C4 column (250 mm x 4.6 mm i.d.). The 

mobile phase A consisted of 0.1% trifluoroacetic acid (TFA) in water, and the 

mobile phase B was acetonitrile with 0.1% TFA run at a flow rate of 1.0 mL/min. 

The size exclusion liquid chromatography (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 1 mM monobasic potassium phosphate, 8 mM sodium phosphate 

dibasic and 200 mM sodium chloride buffer pH 7.4, run isocratically at a flow 

rate of 0.8 mL/min. Retention times were 31.87 and 17.78 min, and calibration 

curves were linear over the concentration range of 1-200 µg/mL (0.032 – 6.4 

MIU/mL) (r2 = 0.9998) and 0.50-200 µg/mL (0.016 – 6.4 MIU/mL) (r2 = 0.9999), 

respectively, for RP-LC and SE-LC, with detection at 214 nm. LC methods were 

employed in conjunction with the in vitro bioassay for the content/potency 

assessment of rhIFNβ-1b, contributing to improve the quality control and to 

ensure the efficacy of the biotherapeutic. 

 

Keywords: Biotechnology-derived medicine / Recombinant human Interferon β 

1b / In vitro bioassay / Reversed-Phase Liquid Chromatography / Size-exclusion 

Liquid Chromatography 

 



 

 

 

 

1 Introduction 

Interferons (IFNs) are natural proteins produced by the cells of the 

immune system with antiviral, antiproliferative and immunomodulatory 

properties. Human interferon β (hIFN-β) is a hydrophobic glycoprotein that 

contains 166 amino acids produced by fibroblasts. Recombinant human 

interferon β 1b (rhIFNβ-1b), it is engineered as a non-glycosylated protein in 

Escherichia coli (E. coli), to carry a serine residue instead of a cysteine at the 

amino acid position 17, and also lacks the methionine at the N-terminus. The 

substitution at position 17 was made to eliminate the free sulfhydryl of cysteine 

to obtain a product that is more stable upon storage. The polypeptide structure 

is composed of 165 amino acids with a molecular mass of 18.5 kDa. It is 

currently being used worldwide to treat multiple sclerosis (MS) (Mark and others 

1984; Dendrou and others 2015). 

The biological potency of rhIFNβ-1b has been assessed by in vitro 

bioassays using a variety of cells/virus systems, also used in the collaborative 

study that established the 3rd international standard.  An in vitro cytophatic 

bioassay based on the effect of the VSV virus cell line against the sensitive 

WISH cell line (ATCC number CCL-25) has been widely used, evaluating the 

responses as viable protected cells stained with vital dyes such as alamar blue 

or tetrazolium salts. The antiproliferative assays using Daudi cell line (ATCC 

number CCL-213) or A-549 cell line (ATCC number CCl-185) were applied to 

evaluate the potency of the biomolecule, measuring the responses with MTT. A 

genetically modified cell line with promoter activation and expression of enzyme 

markers such as alkaline phosphatase was also developed (Borden and others 

1982; Meager 2002; Meager and Das 2005; Basu and others 2006).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  



 

 

 

 

Physicochemical techniques cannot yet predict the biological activity, 

but can produce information about structure and composition and are applied to 

monitor content, purity, identity and chemical stability of the biotechnology-

derived products. A combination of physicochemical, immunological and 

biological methods has been successfully applied in correlation studies in 

attempts to find methods for characterization and to monitor the stability of 

different biotherapeutics (Qian and others 2008; Dalmora and others 2012; 

Almeida and others 2014; Cardoso and others 2017). Reversed-phase liquid 

chromatography (RP-LC), offers a high level of accuracy and sensitivity for the 

analysis of closely related protein variants or degradation products which may 

have reduced activity. Moreover, size-exclusion liquid chromatography (SE-LC) 

has been performed 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 (Fekete and others 2014; Pineda 

and others 2016). A gradient RP-LC method was used to evaluate the long-term 

stability of hIFN-β with 214TP C4 column with detection at 214 nm (Geigert and 

others 1988). An RP-LC method was performed on a Jupiter C4 column, and 

together with a SE-LC method on a SEC UPLC column, with UV and 

fluorescence detection, to evaluate the effect of the excipients on the stability of 

the formulation, and to characterize and quantitate aggregates in preparations 

of rhIFNβ-1b, correlating the biophysical characteristics with immunogenicity 

(Abdolvahab and others 2016a; Abdolvahab and others 2016b). An RP-LC 

method using a C4 column and a SE-LC using a SEC UPLC column were 

applied to monitor the mechanism of aggregation of IFNβ-1b by heating, 

oxidizing, or seeding of unformulated monomeric solution (Fazeli and others 



 

 

 

 

2014). The SE-LC using a TSK G2000S column was applied for the 

characterization and quantitation of aggregates, evaluating potential link with 

immune response (Barnard and others 2013). At the moment, rhIFNβ-1b is not 

included in any Pharmacopoeia, but the biotherapeutic should meet the 

specifications and acceptance criteria for biotechnology-derived proteins (FDA, 

2015; E.P 2017). 

The aim of this research was to validate specific and stability-indicating 

RP-LC and SE-LC methods for the content/potency assessment of rhIFNβ-1b in 

biopharmaceutical formulations; to correlate the results with the in vitro 

bioassay, and to evaluate the bioactivity and the cytotoxicity of the related 

proteins and higher molecular weight forms; thus contributing to the 

development of alternative methods to improve quality control, and thereby 

assure the therapeutic efficacy. 

 

2 Materials and methods 

2.1 Chemicals and reagents 

The standard Interferon Beta Ser17 Mutein, human rDNA derived (BRS-IFNβ-

1b), WHO 00/574, for bioassay, was obtained from the National Institute for 

Biological Standards and Control − NIBSC (Hertz, UK) with 64,000 IU per vial. 

Recombinant human biological reference substance of Interferon beta 1b (Rec-

IFNβ-1b), for physicochemical assays, was supplied by United States Biological 

(Swampscott, Massachusetts, USA) with 2 µg/mL. A total of six batches of 

Betaferon® Bayer HealthCare (São Paulo, Brazil), containing 300 µg/vial 

(9.600.000 IU/vial = 9.6 MIU/vial) of rhIFNβ-1b, were labeled from 1 to 6. The 

samples were acquired from commercial sources within their shelf life period. 



 

 

 

 

Monobasic potassium phosphate, sodium phosphate dibasic, sodium chloride, 

acetonitrile, trifluoroacetic acid (TFA), human serum albumin (HSA), mannitol 

were used as reagents or excipients and were supplied by Merck (Darmstadt, 

Germany). Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM), fetal bovine serum 

(FBS) and alamarBlueTM cell viability reagent were acquired from Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, USA). All the chemicals used were of HPLC grade or special 

analytical grade. For all the analyses, ultrapure water was purified using an Elix 

3 coupled to a Milli-Q Gradient A10 system from Millipore (Bedford, MA, USA). 

All solutions were degassed by ultrasonication Tecnal (São Paulo, Brazil) and 

filtered through a 0.22 µm Millex filter Millipore. 

 

2.2 Apparatus 

RP-LC and SE-LC analyses were carried out on a Shimadzu LC system (Kyoto, 

Japan) equipped with a SCL-10AVP system controller, an LC-10 ADVP pump, a 

DGU-14A degasser, a SIL-10ADVP autosampler, and an SPD-M10AVP 

photodiode array (PDA) detector. Peak areas were automatically integrated in 

the computer by using a  Shimadzu Class VP® V 6.14 software program. The 

absorbances of the in vitro cell culture bioassay were measured on a Varioskan 

Flash microplate reader Thermo Scientific® (Vantaa, Finland). 

 

2.3 Samples and standard solutions 

A commercial batch of Betaferon® with the label claim of 300 µg/vial equal to 

9.6 MIU/vial, was calibrated against the BRS-IFNβ-1b and the Rec-IFNβ-1b, 

and used as an in-house biological reference substance of rhIFNβ-1b (BS-

IFNβ-1b) for the LC methods. Stock solutions were prepared by diluting the BS-



 

 

 

 

IFNβ-1b and samples of biopharmaceutical formulations in ultrapure water, to 

final concentration of  50 µg/mL (1.6 MIU/mL) and 25 µg/mL (0.8 MIU/mL), 

respectively for RP-LC and SE-LC; and to a range concentrations starting with 

1000 IU/mL of BRS-IFNβ-1b and of  BS-IFNβ-1b in culture medium DMEM 

containing 2% (v/v), fetal bovine serum, for the cell culture bioassay. 

 

2.4 Procedures 

2.4.1 Reversed-phase Liquid Chromatography (RP-LC) 

The experiments were performed on a reversed-phase Phenomenex (Torrance, 

USA) Jupiter C4 column (250 mm × 4.6 mm i.d., with a particle size of 5 µm and 

pore size of 300 Å) maintained at 30°C. A security guard holder was used to 

protect the analytical column. The mobile phase A consisted of 0.1% TFA in 

water and mobile phase B was 0.1% TFA in acetonitrile, run as follows: time 0 

to 0.01 min 38% of B; from 0.01 to 35 min linear up to 60% of B; from 35.1 to 38 

min linear down to 38% of B maintained up to 42 min. The flow rate was 1 

mL/min, with PDA detection at 214 nm. The injection volume was 50 µL. 

 

2.4.2 Size-Exclusion Liquid Chromatography (SE-LC) 

The experiments were accomplished on a size-exclusion Phenomenex 

(Torrance, USA) BioSep-SEC-S 2000 column (300 mm × 7.8 mm i.d., with a 

particle size of 5 µm and pore size of 145 Å) maintained at 25°C. A security 

guard holder was used to protect the analytical column. The mobile phase 

consisted of 1 mM monobasic potassium phosphate, 8 mM sodium phosphate 

dibasic; 200 mM sodium chloride buffer, pH 7.4. The flow rate was 0.8 mL/min 

with PDA detection at 214 nm. The injection volume was 30 µL. 



 

 

 

 

2.4.3 Antiproliferative assay 

The bioassay was performed as described elsewhere (Basu and others 2006), 

adjusted. The A-549 cell line of human alveolar adenocarcinoma (ATCC number 

CCL-185) was maintained in DMEM culture medium supplemented with 10% 

(v/v) FBS in 75 cm2 flasks.  The cells were seeded in 96-well microplates BD 

Biosciences (San Jose, CA, USA) at a density of 1 × 104 cells/mL and dosed 

upon seeding with four concentrations (nine-fold dilution series) range starting 

with 1000 IU/mL of rhIFNβ-1b. The BRS-IFNβ-1b was used as standard, also to 

calibrate the BS-IFNβ-1b, and the control was DMEM. Briefly, the plates were 

incubated at 37°C, 5% CO2 for 120 h. Then 20 µL of alamarBlue was added per 

well, and the plates were incubated for a further 4 h. The response was 

calculated as the difference between the absorbances measured at 570 and 

600 nm. The biological activity was calculated by the parallel line statistical 

method by using the CombiStatsTM software developed by the European 

Directorate for the Quality of Medicines & Healthcare (EDQM) of the Council of 

Europe (Strasbourg, France). 

 

2.3.4   In vitro Cytotoxicity Test 

The assay was performed as described elsewhere (Maldaner and others 2017) 

based on the neutral red uptake (NRU) assay, with the exposure of NCTC clone 

929 cell line of mammalian fibroblasts (ATCC number CCL-1) to the intact 

molecule, and altered samples of rhIFNβ-1b. The pH of the samples was 

adjusted to 7.0. The BS-IFNβ-1b was used as standard and the control was 

DMEM. The NRU assay was performed on the 96-well microplates maintained 

at 37ºC in a CO2 incubator for 24 h, with a cell suspension density of 



 

 

 

 

approximately 3.5 × 105 cells/mL. The neutral red released was evaluated by 

the addition of extractant solution, and the absorbance was measured at 540 

nm. 

 

2.5  Validation of LC methods 

Validation of both RP-LC and SE-LC methods was performed by using samples 

of biopharmaceutical formulation with a label claim of 300 µg/vial (9.6 MIU/vial). 

Specificity, linearity, range, precision, accuracy, limit of detection (LOD), limit of 

quantitation (LOQ), robustness and system suitability test, were assessed 

following the guidelines (ICH, 2005; FDA, 2015). 

 

2.5.1  Specificity 

The specificity of the RP-LC method was assessed by subjecting a BS-IFNβ-1b 

solution and a sample of the biopharmaceutical formulation (300 µg/mL) to a 

photodegradation exposing the sample to 200 Wh/m2 near-UV light in a 

photostability chamber for 24 h. Also, the oxidative condition induced by 

hydrogen peroxide 3% for 3 h was studied. Then, the solutions were diluted with 

ultrapure water to a final concentrations of 50 µg/mL. For the SE-LC, a BS-

IFNβ-1b solution and a sample of biopharmaceutical formulation (300 µg/mL) 

were subjected to a neutral hydrolysis (60°C for 2h) and shaken for 30 min.  

Solutions were then diluted with ultrapure water to the final concentrations of 25 

µg/mL. In addition, possible interference from excipients of the 

biopharmaceutical formulation was determined by analyzing a sample that 

contained placebo (in-house mixture of formulation excipients) only. The 



 

 

 

 

specificity of the LC methods was established by determining the peaks purity 

with a PDA detector.  

 

2.5.2  Linearity 

The linearity of the RP-LC and SE-LC methods was determined by 

constructing three independent analytical curves, each one with eight 

concentrations of the BS-IFNβ-1b solution,  over the 1-200 µg/mL (0.032 – 6.4 

MIU/mL) and 0.50-200 µg/mL (0.016 – 6.4 MIU/mL) range, respectively. Three 

replicate of 50 µL and 30 µL injections of the reference solutions were prepared 

to verify the repeatability of the detector response. The peak areas were plotted 

against the respective concentrations of BS-IFNβ-1b solution to obtain the 

analytical curve. The results were subjected to regression analysis by the least 

squares method to calculate the calibration equation and the determination 

coefficient. 

 

2.5.3  Precision and accuracy 

Precision was determined by means of repeatability (intra-day) and intermediate 

precision. Repeatability was examined by six evaluations of a sample of rhIFNβ-

1b, on the same day, under the same experimental conditions. The intermediate 

precision of the methods was assessed by analysis of two samples of the 

biopharmaceutical formulations on three different days (inter-days) and also by 

submitting the samples to analysis by other analysts in the same laboratory 

(between-analysts). The accuracy was assessed by applying the proposed 

methods to the analysis of the in-house mixture of the excipients with known 

amounts of the biomolecules, to obtain solutions at concentrations of 40, 50 and 



 

 

 

 

60 µg/mL for the RP-LC, and 20, 25 and 30 µg/mL for the SE-LC methods, 

equivalent to 80, 100 and 120% of the working concentration solutions, 

respectively. The accuracy was calculated as the percentage of the drug 

recovered from the formulation; it was expressed as the percentage relative 

error (bias%). 

 

2.5.4 Limits of detection and quantitation 

The limit of detection (LOD) and the limit of quantitation (LOQ) were calculated, 

as defined by (ICH, 2005), 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 LOD and LOQ, respectively, were multiplied by the ratio from 

the standard deviation of the intercept and the slope. The LOQ was also 

evaluated in an experimental assay. 

 

2.5.5 Robustness 

The robustness of an analytical procedure refers to its ability to remain 

unaffected in the robustness by small and deliberate variations in method 

parameters; it provides an indication of its reliability for routine analysis. The 

robustness of the RP-LC and SE-LC methods was determined by analyzing the 

same samples containing 50 µg/mL and 25 µg/mL, respectively, under one-

variable-at-a-time (OVAT) conditions: mobile phase concentration (mM), mobile 

phase pH, flow rate (mL/min) and wavelength (nm). To assess the stability of 

the rhIFNβ-1b samples, analysis was performed after their storage at 2-8ºC for 

24 and 48h, and also placed into the auto sampler, at room temperature, for 24 

h. To study the stability of these solutions, the experiment was run and any 



 

 

 

 

changes in the chromatographic pattern as compared with the freshly prepared 

solutions were recorded. 

 

2.5.6 System Suitability Test 

A system suitability test was also carried out to evaluate the symmetry and 

repeatability of both the RP-LC and SE-LC methods. Five replicate injections of 

50 µg/mL and 25 µg/mL BS-rhIFNβ-1b, were used. The peak area, retention 

time, theoretical plates, and tailing factor (peak symmetry) were measured 

using CLASS-VP® V 6.12 software. 

 

2.6 Analysis of rhIFNβ-1b in biopharmaceutical formulations 

For the quantitation of rhIFNβ-1b, commercial biopharmaceutical samples 

available for clinical use, with the potency claimed expressed in µg/mL and 

MIU/mL, were identified in comparison with the Rec-IFNβ-1b. For the RP-LC 

and SE-LC methods, the respective solutions were diluted to appropriate 

concentration of 50 e 25 µg/mL in ultrapure water, injected in triplicate, and the 

percentage recoveries calculated against the BS-IFNβ-1b. 

 

3 Results and discussion 

3.1 Development and optimization of chromatographic conditions 

For the RP-LC method, tests were carried out to determine which mobile phase 

would lead to satisfactory selectivity and sensitivity within a short separation 

time. TFA in water and TFA in acetonitrile resulted in higher sensitivity related to 

phosphate buffer and lower retention time compared to sodium phosphate 

buffer. Resolution was improved, using as mobile phase containing 0.1% TFA in 



 

 

 

 

water and 0.1% TFA in acetonitrile. For the SE-LC method, 1 mM monobasic 

potassium phosphate, 8 mM sodium phosphate dibasic buffer and 200 mM 

sodium chloride resulted in higher sensitivity compared to phosphate buffer and 

phosphate buffered saline. Optimum wavelength was selected using a PDA 

detector.  The optimized conditions for the LC methods were used to obtain the 

typical chromatograms, demonstrating the resolution of the symmetrical peaks 

corresponding to rhIFNβ-1b with retention times of 31.87 min, and 17.78, 

respectively, as shown in Figs. 1 (a,b) and 2 (a,b). 

 

3.2 Methods validation 

Specificity of the RP-LC method for the biological product was evaluated 

under oxidative conditions and photodegradation generating the main peak at 

31.87, and additional peaks of related proteins with retention times at 27.74 and 

28.62 min (Fig. 1c), and 27.44 and 30.07 min (Fig. 1d) respectively. Specificity 

of the SE-LC method was evaluated by degradation under neutral hydrolysis. 

The results indicated that, beside the main peak of the monomer detected at 

17.78 min, and additional peaks, high molecular weight (HMW), with retention 

times at 16.58 and 17.69 min (Fig. 2c). Moreover, the injection of a sample 

containing only the in-house mixture of the formulation excipients showed only 

one peak of HSA with a retention time at 9.78 min. Then, the specificity of RP-

LC and SE-LC methods was established by determining the purity of the 

rhIFNβ-1b with a PDA detector. The studies showed that the peaks of rhIFNβ-

1b in the BS-IFNβ-1b and in the samples peaks were free of any co-eluting 

peak, with the peak purity index higher than 0.9999-1, thus demonstrating that 



 

 

 

 

the proposed methods are specific for the analysis of rhIFNβ-1b in 

biopharmaceutical formulations.   

The linearity was determined for the RP-LC method by constructing the 

analytical curves for rhIFNβ-1b, that were linear over the range of 1-200 µg/mL 

(0.032 – 6.4 MIU/mL). The value of the determination coefficient was calculated 

as r2 = 0.9998, y = (31936 ± 919.76) x - (11051 ± 8647.04), where x is 

concentration and y is the peak absolute area, indicating the linearity of the 

analytical curve for the method. Equally, for the SE-LC method, the analytical 

curves were found to be linear over the range of 0.50-200 µg/mL (0.016 – 6.4 

MIU/mL). The value of the determination coefficient was calculated as r2 = 

0.9999, y = (231645 ± 165037.74) x – (2182 ± 1001.77), indicating the linearity 

of the analytical curve for the method. 

The precision of the RP-LC and SE-LC methods was studied by 

calculating the relative standard deviation (RSD %) for six analyses at a 

concentration of 50 µg/mL and 25 µg/mL, respectively, performed on the same 

day and under the same experimental conditions. The obtained RSD values 

were 0.10% and 0.04%. To assess the intermediate precision two samples 

were analyzed on three different days (inter-days), giving RSD values of 0.40 

and 0.71%, respectively for the RP-LC and 0.83 and 0.94%, for the SE-LC 

methods. Between-analysts precision was determined by calculating the mean 

values and the RSD after analysis of two samples by three analysts; the mean 

values were found to be 0.57 and 1.19%, respectively, for the RP-LC and 0.25 

and 0.35%, for the SE-LC methods. 

The accuracy of the RP-LC method was assessed from three replicate 

determinations of three solutions containing 40, 50 and 60 µg/mL. In addition, 



 

 

 

 

the accuracy of the SE-LC method was assessed from three replicate 

determinations of three solutions containing 20, 25 and 30 µg/mL, respectively. 

The absolute means were obtained with a mean value of 100.42 and 100.45% 

and a bias lower than 0.69 and 0.82% (Table 1), respectively, showing that the 

methods are accurate within the desired ranges. 

The LOD and LOQ of the LC methods 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 0.47 and 1.57 µg/mL, for the RP-LC and 0.10 and 0.34 

µg/mL, for the SE-LC. The evaluated experimental LOQ with a precision lower 

than 5% and accuracy within ± 5% (Shabir and others 2007) was found to be 1 

µg/mL (0.032 MIU/mL) and 0.50 µg/mL (0.016 MIU/mL), respectively, suitable 

for the quality control analysis of biopharmaceutical formulations. 

The results and the experimental range of the selected variables 

evaluated in the robustness by OVAT approach are given in Tables 2 and 3, 

together with the optimized values, demonstrating that they are within the 

acceptable deviation (RSD ≤ 2%), with non-significant differences (p > 0.05), as 

calculated by analysis of the variance. The stability of sample solutions was 

assessed, and data showed the stability for 24 h in autosampler and for 48 h 

when maintained at 2-8°C.  

A system suitability tests was performed and RSD values calculated for 

the retention time, peak symmetry and peak area were 0.01, 0.40 and 1.96%, 

respectively for the RP-LC and 0.04, 0.28 and 0.22%, for the SE-LC methods. 

The number of theoretical plates was about 107554, with a RSD of 0.81% and 



 

 

 

 

9579, with a RSD of 0.88%, respectively. The parameters tested were within an 

acceptable range (RSD < 2%). 

 

3.3 Application of the methods 

The validated LC methods were applied to the determination of rhIFNβ-1b in 

biopharmaceutical formulations, giving the content/potencies shown in Table 4, 

with mean values 1.61% and 1.05% higher for the RP-LC and SE-LC, 

respectively, compared to the in vitro bioassay, with significant correlation (p < 

0.05). In addition, samples subjected to photodegradation, oxidative 

degradation and neutral hydrolysis were evaluated by the same methods, 

showing significant effects (p < 0.05) on the content/potencies (Table 4),  which 

demonstrated their capacity and application, also to support biosimilarity studies 

of the biomolecule (Kálmán-Szekeres and others 2012). Biopharmaceutical 

samples artificially degraded, as described under the specificity tests were 

analyzed by the LC methods, and subjected to the in vitro bioassay, showing for 

the sulphoxides/deamidated and higher molecular weight forms, bioactivities 

reduced by 6.50% ± 3.40 (n=3) and 44.30% ± 2.15 (n=3) respectively, excluding 

the oxidative condition due to the possible interference of H2O2. The results 

show the capability of each method, and that the combination may represent an 

improvement, in attempts to develop alternative assays.   

 

3.4 Cytotoxicity Evaluation  

The cytotoxicity test was performed on the degraded forms giving mean IC50 = 

8.68 ± 0.71 MIU/mL, IC50 = 12.17 ± 0.20 MIU/mL, for photolytic and neutral 

hydrolysis conditions, respectively. Differences calculated by the Student’s t-test 



 

 

 

 

(p < 0.05) were significant as compared to the intact molecule, which gave IC50 

of 6.89 ± 0.13 MIU/mL. Such evaluations are now necessary, mainly due to the 

recent concerns about possible human undesirable effects resulting from the 

instability of the samples during storage (Singh and others 2015). 

 

4 Conclusions  

The results of the validation studies show that RP-LC and SE-LC methods are 

specific, accurate, and sensitive with mean values of the estimated 

content/potency 1.61 and 1.05% higher, compared to those of the in vitro 

bioassay, respectively. The LC methods represent an improvement that can be 

applied in combination with the bioassay, during the biotechnology process, to 

monitor the stability, improve quality control, and to assure the batch-to-batch 

consistency of the bulk and finished biotechnology-derived medicine.  
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TABLE 1. Accuracy of RP-LC and SE-LC for rhIFNβ-1b in biopharmaceutical 

formulations 

Method 
Nominal 

concentration 

Mean concentration 

measureda 
RSDb Accuracy Biasc 

 (µg/mL) (µg/mL) (%) (%) (%) 

 
40 40.00 0.03 99.99 -0.01 

RP-LC 50 50.30 0.85 100.59 0.59 

 60 60.41 0.50 100.69 0.69 

 
     

       20 20.16 0.08 100.80 0.82 

SE-LC 25 25.04 0.06 100.16 0.16 

 30 30.12 0.19 100.40 0.40 

a
Mean of three replicates.

 b
RSD = Relative standard deviation. 

c
Bias = [(Measured concentration - Nominal 

concentration)/Nominal concentration] × 100. 

 



49 

TABLE 2. Chromatographic conditions and range investigated during robustness test for 

the RP-LC method 

 

Variable Range investigated 
rhIFNβ-1ba 

(%) 

RSDb 

(%) 

Optimized 

value 

 0.05 98.97 1.08  

TFA (%) 0.10 

0.15 

100.16 

99.13 

0.94 

1.24 

0.10 

     

 28 99.35 0.23  

Temperature (ºC) 30 

32 

100.16 

99.35 

0.04 

0.36 

30 

     

 

Flow rate (mL/min) 

0.9 

1.0 

1.1 

99.79 

99.39 

99.31 

0.19 

0.14 

0.28 

 

1.0 

     

 Autosampler 24 h 100.47 0.56 – 

Solution stability 
2-8 ºC 24 h 

2-8 ºC 48 h 

100.05 

100.68 

0.16 

0.83 

– 

– 

     

Wavelength (nm) 190 – 320 – – 214 

a
Mean of three replicates. 

b
RSD = Relative standard deviation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

TABLE 3. Chromatographic conditions and range investigated during robustness test 

for the SELC method 

Variable 
Range 

investigated 

rhIFNβ-1ba 

(%) 

RSDb 

(%) 

Optimized 

value 

 7.0 99.27 1.33  

Mobile phase pH 7.4 

7.8 

99.30 

100.55 

0.60 

1.21 

7.4 

     

 0.9 99.25 1.20  

Monobasic Potassium Phosphate (mM) 1.0 

1.1 

99.59 

100.03 

0.78 

0.85 

1.0 

     

 7.5 99.56 0.89  

Sodium Phosphate Dibasic (mM) 8.0 

8.5 

100.33 

98.24 

0.78 

0.84 

8.0 

     

 180 99.86 0.94  

Sodium Chloride(mM) 200 

220 

100.10 

100.22 

0.54 

1.09 

200 

     

 

Flow rate (mL/min) 

0.7 

0.8 

0.9 

99.95 

99.99 

99.94 

0.90 

0.78 

0.89 

 

0.8 

     

 Autosampler 

24 h 

99.46 1.06 – 

Solution stability 2-8 ºC 24 h 

2-8 ºC 48 h 

99.35 

99.45 

0.59 

0.91 

– 

– 

     

Wavelength (nm) 190 – 320 – – 214 

a
Mean of three replicates. 

b
RSD = Relative standard deviation. 

 



 

 

 

TABLE 4. Comparative content/potency evaluation of rhIFNβ-1b in biopharmaceutical 

formulations by the bioassay and the LC methods 

 

Sampl

e 

 Bioassay
a
  RP-LC

a
  SE-LC

a
 

Theoretical 

Amount  
Potency  

Confidence 

intervals 

 Main 

peak 

Deamidated/ 

sulfoxides 

 
Monomer HMW 

(µg) (%) (P = 0.95)  (%) (%)  (%) (%) 

1 300 99.70 (94.20 – 105.60)  102.83 0.81  100.58 0.68 

2 300 100.20 (94.20 – 106.70)  100.41 0.59  100.12 0.49 

3 300 98.80 (92.90 – 105.00)  100.31 0.46  100.98 0.39 

4 300 102.40 (96.90 – 108.10)  104.05 0.36  103.90 0.47 

5 300 98.70 (93.30 – 104.50)  99.87 0.78  99.16 0.89 

6 300 95.60 (90.20 – 101.30)  97.57 0.99  96.96 0.84 

Mean – 99.23 –  100.84 0.73  100.28 0.68 

SD
b
 – 2.22 –  2.29 –  2.27 – 

2
c
 – 93.70 (85.60 – 102.50)  89.34 7.36  – – 

2
d
 – 55.90 (50.80 – 61.60)  – –  65.40 11.36 

2
e
 – Nt

f
 –  72.08 25.47  – – 

a
Mean of three replicates. 

b
SD = Relative standard deviation. Content of altered samples: 

c
UVdegradated. 

d
Neutral 

hydrolysis. 
e
Oxidative condition. 

f
Nt = Not tested. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 Representative RP-LC chromatograms showing: peak 1 = rhIFNβ-1b; peak 2 = albumin; peaks 3 and 4 = 
related proteins; peak 5 = hydrogen peroxide. (a) Biological reference substance of BS-IFNβ-1b. (b) Sample of 
biopharmaceutical formulation; and after: (c) degradation by hydrogen peroxide; (d) photodegradation; (e) 
placebo.   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2  Representative  SE-LC chromatograms showing: peak 1 =  rhIFNβ-1b; peak 2 = albumin; peaks 3 and 4 
= high molecular weight. (a) Biological reference substance of BS-IFNβ-1b. (b) Sample of biopharmaceutical 
formulation; and after:  (c) neutral hydrolysis; (d) placebo.   
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4 DISCUSSÃO 

 

O domínio das técnicas de engenharia genética viabilizou avanços na 

expressão e produção de proteínas de interesse terapêutico em larga escala, entre 

as quais se destaca o rhIFNβ-1b não glicosilado, que apresenta atividade biológica 

comparada ao hormônio natural glicosilado. A não glicosilação contribui para 

aumentar a estabilidade da molécula. Nesse contexto, é importante desenvolver 

métodos para a avaliação de identidade, pureza, potência e estabilidade, que tem 

sido realizada pela combinação de técnicas biológicas, físico-químicas e 

imunológicas, para a completa caracterização do produto biotecnológico de uso 

clínico. 

Os ensaios biológicos expressam a atividade biológica e sua execução é 

essencial para a avaliação da potência de biomoléculas, para as quais em geral não 

se dispõem de metodologias analíticas para o controle de qualidade. Especialmente 

para o rhIFNβ-1b, a potência biológica tem sido determinada por bioensaios in vitro, 

entre os quais atualmente destaca-se o ensaio da atividade antiproliferativa com a 

linhagem de células A-549 otimizado e adotado no presente trabalho, com base em 

observações prévias da literatura (BORDEN et al., 1982). 

Por sua vez, os métodos cromatográficos têm sido usados para diferentes 

produtos biológicos recombinantes nas etapas de expressão, purificação, análise 

qualitativa, quantitativa, e para estudos de correlação com os bioensaios in vitro. 

Desse modo, optou-se por pesquisar e validar procedimentos por cromatografia 

líquida em fase reversa e por exclusão molecular para a determinação de rhIFNβ-1b, 

suas proteínas relacionadas e formas de alta massa molecular em produtos 

biofarmacêuticos. 

Observa-se que não se dispõe de Padrão Internacional para métodos físico-

químicos. Deste modo, optou-se por utilizar lote comercial de rhIFNβ-1b com 

potência expressa em 300 µg/frasco (9.600.000 UI/frasco = 9.6 MUI/frasco), que foi 

submetido ao bioensaio em relação ao Padrão de Interferon Beta Ser 17 Mutein 

(Human rDNA derived - WHO 00/574), para confirmar a potência declarada. O lote 

foi então usado para as análises por cromatografia líquida expressando os 

resultados em microgramas. 
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No método por CL-FR, a separação foi alcançada com tempo de corrida de 

31,87 min (Figura 1). Os picos adicionais relativos aos desamidados e sulfóxidos, 

foram obtidos por tratamento de amostras sob condições oxidativas e análise dos 

excipientes da formulação, confirmando a especificidade do método. A pureza dos 

picos do rhIFNβ-1b foi avaliada com detecção de arranjo de diodos (DAD), que 

forneceu valores (> 0,9999), comprovando a ausência de substâncias interferentes e 

a especificidade do método. O método apresentou regressão linear significativa na 

faixa de concentração de 1 a 200 µg/mL (0,032 - 6,4 MUI/mL) (r2=0,9998). Os dados 

obtidos para a repetibilidade e precisão intermediária forneceram CV inferiores a 

0,10%, o que mostra a precisão do método proposto, destacando-se que a literatura 

preconiza CV≤ 2% (SHABIR, 2003). Na tabela 1 podem ser observados também os 

valores experimentais obtidos, com média de 100,42%, confirmando exatidão 

significativa. Além disso, foi executado o teste de robustez que forneceu as 

potências descritas na tabela 2, com diferenças não-significativas nas condições 

analisadas, comprovando a robustez do método proposto. Por sua vez, os dados da 

verificação da adequabilidade do sistema cromatográfico mostram que o 

equipamento e as condições do método são adequados para assegurar a 

confiabilidade dos resultados, estando de acordo com a literatura, pois os valores de 

CV% foram inferiores a 2% (ICH, 2005; USP 39, 2016). 

O método por CL-EM também foi estudado e propiciou a separação com 

tempo de retenção, de aproximadamente, 17,78 min (Figura 2). A geração de picos 

adicionais, atribuídos provavelmente a proteínas de alto peso molecular, foi realizada 

sob condições de aquecimento e agitação, bem como, análise de amostra preparada 

somente com os excipientes da formulação, que confirmaram a especificidade do 

método. A pureza dos picos do rhIFNβ-1b foi demonstrada pela análise com detector 

de arranjo de diodos (DAD), que forneceu valores (> 0,9999), comprovando assim a 

especificidade do método. O método por CL-EM apresentou também regressão 

linear significativa na faixa de 0,50 a 200 µg/mL (0,016 - 6,4 MUI/mL) (r2=0,9999). Os 

dados obtidos para a repetibilidade e precisão intermediária forneceram CV 

inferiores a 0,04%, demonstrando a precisão do método. Na tabela 1 podem ser 

observados os valores experimentais obtidos, com média de 100,45%, confirmando 

exatidão significativa.  Por sua vez, no teste de robustez, as potências obtidas não 

apresentaram diferenças significativas nas condições testadas, comprovando a 

robustez do método proposto, de acordo com a tabela 3.  Além disso, os dados da 
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verificação da adequabilidade do sistema cromatográfico mostraram que o 

equipamento e as condições dos métodos são adequados para assegurar a 

confiabilidade dos resultados, estando de acordo com a literatura, pois os valores de 

CV% foram inferiores a 2% (ICH, 2005; USP 39, 2016).  

Demonstrou-se, portanto, que os métodos propostos forneceram parâmetros 

que cumprem os requisitos preconizados pela literatura oficial, podendo ser 

empregados para análise de rhIFNβ-1b em produtos biofarmacêuticos.  

Estudou-se então, a correlação entre os resultados fornecidos pelos métodos 

cromatográficos e o bioensaio em células A-549 com as amostras selecionadas, 

conforme demonstrado na tabela 4. Observou-se que os teores/potências por CL-FR 

e por CL-EM foram em média 1,61% e 1,05% superiores, em relação ao bioensaio 

da cultura de células, respectivamente, com diferença não significativa, conforme 

calculado pelo teste t de Student (p>0,05).  

Realizou-se também análises por CL-FR para determinar proteínas 

relacionadas, se presentes nas amostras, e proteínas de alta massa molecular por 

CL-EM, respectivamente. Calcularam-se os resultados pela soma das áreas dos 

picos com tempo de retenção menor que o principal, em relação à área total. Os 

valores foram expressos em percentagem com valor máximo encontrado de 0,73% 

para desamidados/sulfóxidos e 0,68% para proteínas de alta massa molecular.  

Observa-se que geralmente as farmacopéias preconizam limite máximo de 12% para 

os desamidados/sulfóxidos, e de 6% para os compostos de alta massa molecular 

nas amostras de proteínas recombinantes, porém os dados aqui demonstrados 

constituem-se em contribuição para o estabelecimento destes limites, ainda não 

preconizados para o rhIFNβ-1b (BP, 2015; USP 39, 2016). 

Acrescenta-se que amostras de produtos biofarmaceuticos foram submetidas 

à condições de degradadação forçada, analisadas por CL-FR e por CL-EM, 

respectivamente,  e avaliadas pelo bioensaio in vitro. Os resultados obtidos para 

desamidados/sulfóxidos e compostos de alta massa molecular demonstram, 

respectivamente, diminuição significativa da atividade biológica de 6,50%  ± 3,40 

(n=3) e 44,30% ± 2,15 (n=3),  em relação à forma intacta do rhIFNβ-1b, conforme 

calculado pelo teste t de Student (p<0,05). Convém observar que os resultados do 

bioensaio foram comparáveis aos obtidos com os métodos físico-químicos. 

Os produtos biotecnológicos podem apresentar degradações devido à sua 

estabilidade durante as etapas do processo de produção, transporte e/ou 
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armazenamento, razão pela qual se avaliou também a citotoxicidade in vitro. As 

amostras foram analisadas por CL-FR e CL-EM, estabelecendo-se o teor de 

degradação de cada forma, conforme descrito na especificidade. As amostras foram 

então preparadas nesta condição e o ensaio realizado comparativamente com a 

molécula íntegra. Os resultados obtidos apresentam médias de IC50 = 8,68 ± 0,71 

MUI/mL e IC50 = 12,17 ± 0,20 MUI/mL, respectivamente, para proteínas relacionadas 

e proteínas de alta massa molecular, com diferenças significativas em relação à 

forma intacta do rhIFNβ-1b que apresentou IC50 = 6,89 ± 0,13  MUI/mL, conforme 

calculado pelo teste t de Student (p< 0,05). Observa-se que as degradações não 

aumentaram a citotoxicidade da molécula. 

Até o presente momento, o rhIFNβ-1b não está descrito em nenhuma 

farmacopéia. Além disso, não há métodos cromatográficos validados publicados, o 

que é necessário no contexto da produção e caracterização de produtos biológicos 

recombinantes. Sugere-se, então, que os métodos por CL-FR e CL-EM sejam 

adotados em combinação com o bioensaio da atividade antiproliferativa, para 

avaliação de potência/teor do rhIFNβ-1b, com intuito de estabelecer métodos 

alternativos. Além disso, os procedimentos aqui estudados podem ser usados 

durante as etapas do processo de expressão e purificação, para monitorar variações 

estruturais e conformacionais que podem causar efeitos significativos sobre a 

atividade biológica (KAISER et al., 1997). 

Os resultados alcançados contribuem para aprimorar o controle da qualidade 

através da melhor caracterização da biomolécula, garantindo sua eficácia 

terapêutica e segurança. Além disso, estabelece tecnologias analíticas e bases para 

sucessivos estudos de comparabilidade do biofármaco.  
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5 CONCLUSÕES 

 

 

 Desenvolveu-se e validou-se método por cromatografia líquida em fase 

reversa específico, preciso, exato e robusto para avaliação do interferon β 

1b humano recombinante, que forneceu resultados de acordo com os 

parâmetros preconizados, para identificação, avaliação de proteínas 

relacionadas e da forma não-alterada. 

 

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

molecular específico, preciso, exato e robusto que forneceu resultados de 

acordo com os parâmetros preconizados, para avaliação do interferon β 1b 

humano recombinante, e de suas proteínas de alta massa molecular. 

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

cromatográficos e o bioensaio da atividade antiproliferativa em células A-

549, para as amostras selecionadas. Observou-se que os teores/potências 

por CL-FR e por CL-EM foram em média 1,61% e 1,05% superiores, em 

relação ao bioensaio, respectivamente. 

 
 Demonstrou-se que as formas degradadas ou agregadas, identificadas 

pelos métodos cromatográficos, apresentam atividade biológica reduzida.  

 
 Sugere-se a aplicação dos métodos cromatográficos para avaliação do 

interferon β 1b humano recombinante, em combinação com o bioensaio, 

pois representa contribuição para aprimorar a caracterização do produto 

biotecnológico, viabilizando a determinação de proteínas relacionadas e 

das formas de alta massa molecular. 

 

 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 
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biotecnológicos, em especial do interferon β 1b humano recombinante, 

disponíveis ou em pesquisa no País.  
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