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RESUMO
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VALIDAC;AQ DE BIOENSAIO POR CULTURADE CELUI:AS PARA
AVALIACAO DE POTENCIA DE RHEPO E CORRELACAO COM
BIOENSAIO IN VIVO E METODOS CROMATOGRAFICOS
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ORIENTADOR: SERGIO LUIz DALMORA
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A eritropoietina € um hormonio hematopoiético cuja principal funcéo fisioldgica é a inducéo
da eritropoiese. Através da tecnologia do DNA recombinante foi possivel a clonagem e expressdo do
gene para produzir a eritropoietina humana recombinante (rhEPO). E uma sialoglicoproteina composta
por cadeia de 165 aminoacidos e, aproximadamente, 40% da molécula é constituida de carboidratos,
importantes para a atividade biologica devido & presenga de residuos de acidos sialicos nas
extremidades das cadeias, que influenciam na meia-vida da biomolécula. No presente estudo foi
validado ensaio alternativo baseado na cultura da linhagem de células TF-1 in vitro, e método por
cromatografia liquida por fase reversa com deteccdo por fluorescéncia para determinacdo de &cidos
sidlicos, para avaliagdo em conjunto da poténcia de rhEPO. Determinaram-se teores de &cidos sialicos
acima de 126,83 ng/ug e os produtos biotecnologicos foram submetidos ao bioensaio por cultura de
células fornecendo poténcias 2,91% + 0,85 menores em relagdo ao ensaio biolégico em camundongos
normocitémicos, com correlacao significativa calculada pelo coeficiente de correlacdo de Pearson (r =
0,9947). Paralelamente, determinou-se o teor/poténcia dos produtos pelas metodologias validadas por
cromatografia liquida por fase reversa e por exclusdo molecular, que forneceram média de resultados
3,14% maior e 2,87% menor, respectivamente, em relacdo ao bioensaio in vitro. Demonstrou-se que 0
bioensaio por cultura de células in vitro, constitui-se em alternativa ao ensaio bioldgico in vivo para a
avaliacdo de poténcia de rhEPO, no contexto da redugdo e/ou substituicdo do uso de animais. Do
mesmo modo, a correlagdo com os resultados fornecidos pelos métodos fisico-quimicos, representa
avancos para caracterizacdo da biomolécula, que podem ser aplicados nas etapas do processo de
producdo e para o controle de qualidade, contribuindo para garantir a consisténcia lote-a-lote da

solucéo concentrada e dos produtos bioldgicos acabados de rhEPO.

Palavras-chave: Eritropoietina humana recombinante. Bioensaio em camundongos normocitémicos.

Bioensaio por cultura de células TF-1. Acidos Sialicos. Cromatografia Liquida. Validag&o.
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Erythropoietin is a hematopoietic hormone and the main physiological function is the
induction of erythropoiesis. Recombinant DNA technology enabled cloning and expression of rhEPO
gene to produce recombinant human erythropoietin (rhEPO). It is a sialoglycoprotein composed of 165
amino acids chain and about 40% of the molecule consists of carbohydrates, important for biological
activity due to the presence of sialic acid residues at the termini of chains affecting its half-life. In the
present study an alternative in vitro cell culture-based assay using TF-1 cell line was validated, to be
used in conjunction with a reversed-phase liquid chromatography method with fluorescence detection
(F-RP-LC) validated to determine the content of sialic acids. The values obtained for the sialic acids
were higher than 126.83 ng/ug, and the biotechnology-derived products were subjected to the cell
culture bioassay giving potencies 2.91% + 0.85 lower related to the bioassay in normocythaemic mice,
with significant correlation calculated by the Pearson coefficient (r = 0.9947). In parallel, it was
determined the content/potency of the products by the validated reversed-phase and size-exclusion
liquid chromatography methods that showed mean results 3.14% higher and 2.87% lower,
respectively, compared to the in vitro bioassay. It was demonstrated that in vitro cell culture bioassay
represent a valid alternative to the in vivo bioassay for the potency assessment of rhEPQO, in the context
of the reduction and/or replacement of animals. Likewise, correlation of the results obtained with the
physicochemical methods, represents advances for the characterization of the biomolecule, which can
be applied to the production steps and for the quality control, contributing to assure the batch-to-batch

consistency of the bulk and the finished biological products of rhEPO.

Keywords: Recombinant human erythropoietin. Normocythaemic mice bioassay. TF1 cell culture

bioassay. Sialic acids. Liquid chromatography. Validation.
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1 INTRODUCAO

A producdo de eritrdcitos é regulada pela eritropoietina humana (EPO), horménio
enddgeno produzido, principalmente, pelas células peritubulares fibroblasticas do cortex renal
de adultos, e, durante a vida fetal pelo figado. A EPO pertence a familia das citocinas e atua
sobre as células progenitoras eritroides da medula dssea, estimulando sua proliferagdo,
diferenciacdo e maturacdo, inibindo também a apoptose celular (DALLE et al., 2001, FRIED,
2009).

Estruturalmente, é composta por 165 aminoacidos com duas pontes dissulfeto e quatro
cadeias polissacaridicas, que constituem, aproximadamente, 40% da massa molecular sendo
fundamentais para a atividade bioldgica. Pesquisas demonstraram que a presenga de
carboidratos esta diretamente ligada a secrecdo celular, solubilidade, estabilidade da molécula
e formacdo de sitios de ligacdo com o receptor (HIGUCHI et al., 1992; SASAKI, 2003). A
presenca de residuos de &cidos sidlicos nas extremidades das cadeias é necessaria para que o
hormdnio alcance os sitios-alvo na medula 6ssea, evitando a rapida metabolizacdo hepatica,
influenciando assim a meia-vida biologica e a eficacia terapéutica (CHOI et al., 1996;
LUKOWSKY; PAINTER, 1972).

A EPO foi o primeiro fator hematopoiético a ser identificado, purificado e ter seu gene
clonado e expresso através da tecnologia do DNA recombinante em células de mamiferos
produzindo a eritropoietina humana recombinante (rhEPQO), que apresenta efeito bioldgico
equivalente ao horménio natural. A rhEPO encontra-se disponivel comercialmente desde
1988 como produto biofarmacéutico para injecdo subcutanea ou intravenosa, sendo usada na
terapéutica principalmente nas formas alfa e beta (HALSTENSON et al., 1991; LASNE et al.,
2002; BROXMEYER, 2013).

A rhEPO tem sido usada clinicamente por apresentar importantes beneficios na
terapéutica de pacientes com anemia associada a faléncia renal cronica, principalmente
aqueles sob dialise, restabelecendo os niveis de energia, reduzindo a fadiga e a depresséo.
Também é recomendada para o tratamento de anemias associadas ao céncer, infeccdo por
HIV, artrite reumatoide e transplante de medula déssea, pois eleva o nivel do hematdcrito,
reduzindo o numero de transfusfes sanguineas. Atualmente, estudos estdo sendo realizados
para tratamento de acidente vascular cerebral isquémico e infarto do miocéardio (FISHER,
2003; PEREZ — FERRER et al., 2003; TEHRANI; TAJIK, 2013).


http://ijnl.tums.ac.ir/index.php/ijnl/article/view/454.pdf
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A poténcia da rhEPO tem sido avaliada por ensaios bioldgicos baseados no aumento
da contagem de reticuldcitos, Ultimo estdgio da série eritrdide da medula 6ssea, determinados
no sangue periférico por métodos microscopicos ou citometria de fluxo. O bioensaio pode ser
realizado em camundongos policitémicos ou normocitémicos, com injecdo multipla ou Unica
(CHOI et al., 1996; RAMOS et al., 2003; BARTH et al., 2008; E.P., 2013).

As pesquisas direcionam-se no sentido de aprimorar, reduzir e/ou substituir os animais
de laboratdrio, com base nos conceitos dos 3Rs. Destacam-se 0s bioensaios por cultura de
células TF-1 e AS-E2 in vitro, que, entretanto necessitam estudos adicionais de validacéo e
correlacdo com o ensaio in vivo, para se constituirem em alternativas recomendadas para a
avaliacdo de poténcia desse produto biotecnologico (KITAMURA et al., 1989z;
HAMMERLING; SIODIN, 1998; LIEFOOGHE et al., 2005).

Por sua vez, os métodos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
viabilizaram a separacdo, identificacdo e quantificacdo de substancias biotecnolégicas, e
também tém sido estudados para uso em combinagdo com o0s bioensaios. Em especial, 0s
métodos por cromatografia liquida por fase reversa (CL-FR) com deteccdo no ultravioleta e
fluorescéncia tem sido amplamente utilizados na quantificacdo de biofarmacos, controle de
qualidade, separacdo e determinacdo das formas oxidadas e desamidadas de proteinas
(RIBELA et al., 2006; BARTH et al., 2007). A cromatografia liquida por exclusdao molecular
(CL-EM) tem sido usada para determinagdo da integridade das biomoléculas, possibilitando a
avaliacdo de dimeros e agregados, que podem causar efeitos imunogénicos e alterar a
atividade biolégica (GUNTURI et al., 2007; FERRETO et al., 2009).

Devido a estrutura molecular complexa, presenca de isoformas, e formas alteradas ou
degradadas oriundas dos processos de producéo e purificagdo, é preconizada a combinacao de
métodos fisico-quimicos, bioldgicos e imunologicos para a completa caracterizacao e controle
da qualidade de rhEPO. Ressalta-se que a avaliagdo de biomoléculas produzidas por
expressdao em sistemas celulares, por métodos eficientes e validados é fundamental para
assegurar que os lotes sucessivos de producdo tenham qualidade igual ou superior ao
submetido aos estudos pré-clinicos e clinicos (JEFFCOATE, 1992; MIRE-SLUIS et al.,
1996).

O presente estudo teve por objetivos a) validar bioensaio alternativo por cultura da
linhagem de célula TF-1 in vitro para avaliar poténcia; b) validar método por cromatografia
liquida por fase reserva com detecgdo por fluorescéncia para determinar o contetido de &cidos
sialicos; c¢) avaliar a poténcia pelo ensaio bioldégico em camundongos normocitémicos; d)

determinar o teor/poténcia por cromatografia liquida em fase reversa e por exclusdo
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molecular; e e) estudar correlacdo entre os resultados obtidos dos métodos. Neste contexto,
pretende-se contribuir para o estabelecimento de métodos alternativos de acordo com os 3Rs,
aprimorando o controle da qualidade, garantindo a seguranca e eficécia terapéutica da rhEPO

em produtos biotecnoldgicos.



REVISAO DA LITERATURA
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2 REVISAO DA LITERATURA

A eritropoietina humana (EPO) é uma glicoproteina &cida composta por cadeia Unica
de 165 aminoacidos com massa molecular de 30,4 kDa. Sua estrutura terciaria € globular
caracterizada por quatro a-hélices e duas folhas-B antiparalelas. Apresenta formula quimica
CaooH1301N2290240S5, contendo trés sitios de glicosilacdo N-ligados (Asn**, Asn® e Asn®) e

126y "além de duas pontes dissulfeto, sendo uma entre Cys’ e Cys™™ e outra

um O-ligado (Ser
entre Cys®® e Cys> representados na Figura 1. A carga negativa da molécula é devido a
presenca de residuos de acidos sialicos nas extremidades das cadeias glicidicas, apresentando
ponto isoelétrico (pl) entre 4,5 e 5,0 (DERBY et al., 1996; CHOI et al., 1996; GILG et al.,

1996; SANZ- NEBOT et al., 2003; YU et al., 2005; JELKMANN, 2013).
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FIGURA 1 — Estrutura priméria da eritropoietina humana recombinante com suas duas pontes dissulfeto e sitios
de insercdo das cadeias de carboidratos, trés N-ligadas (*Y*), uma O-ligada (-O-*), adaptada (GILG et al., 1996).

A EPO é um horménio enddgeno produzido principalmente nos rins, € em menor parte
por células hepaticas. Sua sintese é estimulada pela baixa concentracdo de oxigénio nos
tecidos (hipdxia), diminuigdo da concentracdo de hemécias (anemia de diferentes origens) e
maior demanda tecidual por oxigénio. Essas condic¢des acarretam estimulacdo da eritropoiese,
fazendo com que a maior concentracdo sanguinea de hemacias melhore a capacidade de
transporte de oxigénio para os tecidos (LACOMBE; MAYEUX, 1998; DALLE et al., 2001).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ez47.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Jelkmann%20W%5Bauth%5D
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Os avancos na area de biotecnologia possibilitaram a clonagem e expressdo do gene
humano da EPO em células de mamiferos, como ovario de hamster Chinés (CHO) e rim de
hamster jovem (BHK). A eritropoietina humana recombinante (rhEPO) apresenta sequéncia
de aminoé&cidos idéntica e efeito biologico semelhante ao horménio enddgeno, porém foram
observadas diferencas significativas na composicdo de isoformas, parametros
farmacocinéticos devido as diferencas nos padrdes de glicosilacdo (TAKEUCHI et al., 1988;
ZHANG et al., 1998).

A rhEPO encontra-se disponivel como produto farmacéutico para injecdo intravenosa
ou subcutanea. Suas principais formas sdo a alfa e a beta, produzidas em células de ovério de
hamster Chinés (CHO), e também a Omega epoetina, produzida em células BHK. Esta
denominacdo € utilizada para designar as preparacdes que diferem na composicéo e natureza
das estruturas glicidicas. As duas primeiras formas de rhEPO, sdo as mais usadas clinicamente
ndo havendo diferencas na terapéutica, porém observou-se que os lotes de EPO alfa diferem
significativamente da EPO beta na distribuicdo de suas isoformas, observando diferencas em
alguns sistemas analiticos, o que justifica padrdes internacionais diferentes para o cada tipo
(STORRING et al., 1998; LASNE et al., 2002; KAUSHANSKY;; KIPPS, 2006).

A eritropoietina humana recombinante tem sido utilizada nos ultimos 20 anos para
tratamento de anemias em pacientes com faléncia renal pré-dialise e sob dialise, bem como,
em anemias causadas pela quimioterapia do cancer, sendo que, com o seu uso, foi reduzida a
necessidade de transfusGes sanguineas. Estudos recentes tém demonstrado que além da
atividade hematopoiética, a rhEPO, também apresenta efeitos citoprotetores em variadas
células e tecidos, com capacidade de aumentar a regeneracdo das células tubulares renais e
reduzir o estresse oxidativo e peroxidacao lipidica (FISHER, 2003, PETERSON; KATUSIC,
2007; FOX et al., 2009, TEHRANI; TAJIK, 2013).

Pesquisas tém demonstrado que a eritropoietina e seu receptor também sao expressos
em outros tecidos e 0rgaos, como coracgdo e cérebro. O efeito protetor da rhEPO no cérebro
foi observado pela administracdo local que preveniu a morte neuronal induzida por isquemia.
O mesmo efeito esta sendo investigado em tecido do miocérdico, também apos inducéo de
isquemia (MASUDA et al., 1999; TRAMONTANO et al., 2003; CALVILLO et al., 2003;
NGUYEN et al., 2014).

A estrutura de carboidratos foi estudada e determinada a extensdo da micro-
heterogeneidade da rhEPO e do hormonio natural (SASAKI et al., 1988; TSUDA et al., 1988;
ELLIOTT et al., 2004). Evidenciaram-se as cadeias de carboidratos N-ligados, em que 0s

oligossacaridios podem conter duas, trés ou quatro ramificacbes, cada qual tipicamente
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terminada com uma molécula de &cido sidlico (N-acetilneuraminico) carregada
negativamente. Com excecdo desse, que é um glicidio com 11 carbonos, todas as outras
moléculas de agucares da EPO sdo neutras. Do mesmo modo, a cadeia Unica de carboidrato
O-ligada pode conter até duas moléculas de acidos sialicos. Considerando que cada um dos
trés oligossacaridios N-ligados pode apresentar até quatro residuos de &cidos sialicos e a
cadeia O-ligada Unica pode possuir dois, a molécula de EPO podera ter, no maximo, quatorze
residuos de acidos sialicos, conforme mostrado na Figura 2 (WASLEY et al., 1991; EGRIE;
BROWNE, 2001).
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FIGURA 2 — Cadeias de carboidratos e ramificacBes de &cidos sialicos ligados na eritropoietina humana,
adaptada (EGRIE; BROWNE, 2001).

A composicdo de carboidratos pode ter fungdes diversas nas diferentes glicoproteinas,
entre as quais se incluem efeitos sobre a biossintese e secre¢do, protecdo imunoldgica,
conformacdo, estabilidade, solubilidade e atividade bioldgica das moléculas (SKEHEL et al.,
1984; CUMMING, 1991). Para a rhEPO foi mostrado que a presenca de carboidratos é
necessaria para a secrecao celular, aumento da solubilidade, formacdo de sitios de ligacéo
com o receptor e aumento da estabilidade da molécula (DUBE et al., 1988; TSUDA et al.,
1990; DELORME et al., 1992; SASAKI, 2003). As pesquisas iniciais com EPO de origem
natural indicaram que os residuos de acidos sidlicos eram necessarios para a atividade
bioldgica in vivo (LOWRY et al., 1960; LUKOWSKY:; PAINTER, 1972).
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A remogéo dos &cidos sidlicos da EPO nativa ou recombinante resultou em moléculas
com maior atividade in vitro, porém reduzida e/ou inativa in vivo, devido a ligacdo da
galactose, exposta na auséncia dos residuos de acidos sialicos, aos hepatocitos, acelerando sua
metabolizacdo hepéatica (FUKUDA et al., 1989; GRIFFITHS, 1991).

Os éacidos sialicos sdo acucares carboxilados com nove carbonos, sendo que o mais
comum é o acido N-acetilneuraminico, considerado o precursor de outros membros da
familia, como o acido N-glicolilneuraminico (Figura 3). Eles estdo presentes em
glicoproteinas e estdo envolvidos em funcGes bioldgicas, como processos de reconhecimento
celular, na meia vida de células e proteinas plasmaticas. As sialidases ou neuraminidases sao
enzimas que catalisam a hidrdlise de cidos sialicos, e nos mamiferos modulam a distribuicéo
de &cidos sialicos na superficie celular (VARKI, 1992; SCHAUER, 2009; SZABO et al.,
2012).
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FIGURA 3 — Estruturas quimicas do &cido N-acetilneuraminico (NeubAc) e do &cido N-glicolilneuraminico
(Neu5Gc), adaptadas (SCHAUER, 2009).

A molécula de rhEPO foi desialilada e analisada por eletroforese em gel, focalizagao
isoelétrica, cromatografia liquida em fase reversa e por ensaios in vivo para avaliar a atividade
bioldgica, demonstrando a importancia dos acidos sialicos para atividade da biomolécula
(IMAI et al., 1990). Liu et al. (2012) pesquisaram a influéncia dos acidos salicos na
farmacocinética de eritropoietinas peguiladas, demonstrando maior tempo de meia-vida com o
aumento dos niveis de sialilagdo da molécula.

Anumula et al. (1995) realizaram a determinacdo de acidos sidlicos em glicoproteinas
por CL-FR com deteccdo por fluorescéncia atraves de derivatizacdo com O-fenilenodiamina
(OPD). Desse modo separaram o0s acidos N-acetil e N-glicolilneuraminico, presentes na
porcdo terminal, em 20 minutos. A fetuina foi utilizada como substancia de referéncia de

glicoproteina e a ovoalbunima como controle negativo. Por sua vez, Damiani et al. (2013),
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utilizaram o método descrito acima para a determinacao e quantificagdo de &cidos sialicos em
amostras de r-hTSH.

Yanagihara et al. (2010) analisaram quantitativamente a distribuicdo das isoformas de
rhEPO por metodologia de eletroforese capilar (EC) e correlacionaram com a bioatividade in
vivo, que é dependente dos residuos de cidos sialicos.

Szabo et al. (2012) desenvolveram método por EC com deteccdo por fluorescéncia
para quantificacdo de acidos sialicos presentes em glicoproteinas. Foi realizada derivatizacao
com 2-aminoacridona e 0 método apresentou vantagens se comparado a cromatografia
liguida. A 2-aminoacridona devido as suas propriedades fluorescentes foi utilizada também no
estudo de alguns derivados de polissacaridicos e os resultados demonstraram sua aplicacdo
para analise de cadeias polissacaridicas (HILL et al., 1998).

A partir da producdo de EPO pela tecnologia do DNA recombinante, observou-se a
necessidade de ensaios para avaliar a atividade dos produtos farmacéuticos comerciais. O
ensaio bioldgico de poténcia foi desenvolvido com base na contagem de reticulécitos
(eritrocitos imaturos, que correspondem ao ultimo estagio da série eritrdide da medula dssea)
no sangue periférico de camundongos policitémicos ou normocitémicos (BRISTOW et al.,
1997; RAMOS et al.,, 2003). O ensaio em camundongos policitémicos baseia-se na
incorporacdo de *°Fe as células sanguineas dos animais, previamente colocados sob pressdo
atmosférica reduzida. Esse procedimento utiliza radioisétopos, é de longa duragdo e seu custo
é elevado. Ja o bioensaio em camundongos normocitémicos, é realizado com animais
normais, a atividade é avaliada pelo estimulo da producdo de reticuldcitos e a contagem é
feita na maioria das vezes por citometria de fluxo (BARBONE et al., 1994; CHOI et al., 1996;
E.P., 2013).

Ramos et al. (2003) realizaram a avaliagdo de poténcia biolégica em camundongos
normocitémicos com 8 semanas de idade, utilizando protocolos de administracdo Unica e
maltipla. Empregando o protocolo de administragdo Unica, observaram a necessidade da
realizacdo de no minimo dois ensaios independentes para atingir precisdo preconizada
enquanto que para o protocolo de administracdo maltipla um unico ensaio foi suficiente.

Schmidt et al. (2003) pesquisaram o0 ensaio biolégico em camundongos
normocitémicos demonstrando que a aplicagdo de injecdes diarias durante quatro dias
sucessivos fornecia resultados com intervalos de confianga mais precisos (P=0,95).

Barth et al. (2008) validaram o ensaio biologico para a avaliacdo de poténcia de
rhEPO em camundongos normocitémicos com 8 semanas de idade, fémeas, da linhagem

BALB/c, utilizando protocolo de administracdo de doses multiplas do padréo e da amostra. Os
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parametros de validagdo demonstraram a validade do ensaio e sua aplicacdo para o controle
da qualidade dos produtos biofarmacéuticos.

O numero de animais de laboratério utilizado na industria farmacéutica para o controle
de qualidade de um biofarmaco é muito grande, principalmente nas etapas finais de seu
processo de produgdo. No intuito de reduzir o nimero de animais usados, aprimorar ou
substituir o ensaio bioldgico in vivo, tem sido pesquisadas alternativas, entre as quais se
destaca o bioensaio por cultura de células, baseado na avaliacdo do crescimento e
diferenciacéo celular (KITAMURA et al., 1989a; MIYAZAKI et al. 1997; HENDRIKSEN;
ATLA, 2004).

Pesquisas investigaram o0 bioensaio in vitro usando linhagem estabelecida e
caracterizada de eritroleucemia humana TF-1 (ATCC CRL-2003) demonstrando que a
proliferacdo era dependente de trés fatores hematopoiéticos, incluindo a eritropoietina. A
célula poderia ser Util para analise de receptores humanos, sinais de traducdo desses fatores ou
em bioensaio a ser desenvolvido. Pesquisas subseqlientes investigaram caracteristicas
bioldgicas e funcionais de receptores de EPO expressos nas células TF-1, identificaram que a
ligacdo era especifica, dependente do tempo e da temperatura (KITAMURA et al., 1989a;
KITAMURA et al., 1989b).

Hammerling et al. (1996) realizaram bioensaio in vitro baseado na proliferacdo da
linhagem eritrdide TF-1, que foi adotada para avaliar a influéncia da micro-heterogeneidade
dos carboidratos. Sugerem que o método descrito poderia ser adequado para a determinacao
de poténcia de formulagdes farmacéuticas.

Miyazaki et al. (1997) estudaram o uso da linhagem AS-E2 eritropoietina dependente,
proveniente de leucemia humana. Devido a dependéncia exclusiva da EPO para seu
crescimento, foi sugerida sua utilizagdo para estudos de respostas moleculares e bioldgicas
nas etapas finais da eritropoiese.

Grossi et al. (1998) observaram que a EPO regula a expressdo do seu proprio receptor
na linhagem celular TF-1 de eritroleucemia. Células mantidas em condi¢des padrdo com IL-3
conservam uma Unica classe de receptores de EPO. Por outro lado, cultura das células na
presenca de rhEPO apresentam numero elevado de receptores e dois sitios de ligacdo com
diferentes afinidades. Este modelo poderia ser adequado para a investigacdo da fungédo de
proteinas na regulacdo do numero e afinidade dos receptores de EPO.

Bioensaio in vitro foi desenvolvido e validado para avaliar a farmacocinética de duas
novas proteinas recombinantes (EP1 e EP2) com atividade eritropoiética em ratos. Os autores

utilizaram nos bioensaios o sub-clone da linhagem celular 32D de camundongo. O efeito
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proliferativo sobre a linhagem celular foi medido pela incorporacdo de timidina tritiada ao
DNA celular. O bioensaio apresentou linearidade significativa e exatiddo entre 90 — 110%,
demonstrando sua aplicabilidade para a determinacdo de biofarmacos com atividade
eritropoiética (WElI et al., 2007).

A atividade bioldgica in vivo da eritropoietina é dependente do seu grau de sialilacéo,
que é irrelevante para a sua atividade in vitro, razdo pela qual os resultados dos bioensaios
desenvolvidos in vitro ndo se correlacionavam com os in vivo. Nesse contexto, Liefooghe et
al. (2005) desenvolveram ensaio por cultura de células sensivel a sialilacdo. Executaram a
avaliacdo da atividade bioldgica in vitro com a linhagem celular AS-E2 e o ensaio bioldgico
em camundongos policitémicos. As amostras foram previamente incubadas em agarose
conjugada com a lectina Erythrina crista-galli, que mimetiza o mecanismo hepético de
primeira passagem. O ensaio in vitro, forneceu resultados comparaveis ao in vivo, podendo
constituir-se em alternativa para determinacdo da atividade bioldgica.

Schutkoski et al. (2013) realizaram identificacdo de isoformas por eletroforese e
ligacdo a lectinas, executaram o ensaio biologico com a linhagem TF-1, determinaram o nivel
de &cidos sialicos e correlacionaram os resultados com o ensaio bioldégico em camundongos
normocitémicos. Demonstraram a viabilidade do modelo de ensaio pela aplicacdo a analise de
produtos biofarmacéuticos, porém os métodos ndo foram validados.

A cromatografia liquida destaca-se entre os métodos usados para analise qualitativa e
guantitativa de farmacos, produtos acabados e amostras bioldgicas, apresentando-se como
método especifico, sensivel, robusto e reprodutivel, com custo e duracdo de analise adequados
(ALMEIDA et al., 2010). Os métodos por cromatografia liquida em fase reversa (CL-FR)
exploram as propriedades hidrofobicas das moléculas e tém sido amplamente utilizados na
quantificacdo de biofarmacos, separacdo e quantificacdo de formas oxidadas e desamidadas
das proteinas (RIBELA et al., 2006; AHRER; JUNGBAUER, 2006; BARTH et al., 2007).

Wilczynska et al. (2005) desenvolveram e validaram método por cromatografia liquida
em fase reversa para determinacdo de rhEPO em produtos farmacéuticos formulados com
diferentes estabilizantes. O método validado por CL-FR foi aplicado também para
identificacdo de compostos de alto peso molecular em amostras de solucdo padrdo de rhEPO
expostas a 75 °C durante 24 horas. Os resultados foram confirmados por método por
cromatografia liquida por exclusédo molecular.

Barth et al. (2007) desenvolveram e validaram método por CL-FR demonstrando ser
especifico, preciso, exato e robusto para analise dos produtos farmacéuticos. Analisaram

amostras por CL-FR e compararam o0s resultados com o bioensaio em camundongos
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normocitémicos, obtendo média da poténcia estimada, 11,2% maior para 0 método
cromatografico. O método foi proposto como alternativa ao ensaio bioldgico, sendo aplicavel
para 0s processos de purificacdo, bem como para o controle de qualidade de produtos
biofarmacéuticos de rhEPO.

Shaligram et al. (2012) desenvolveram e validaram métodos por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) e de ultra eficiéncia (CLUE) em fase reversa para determinacdo de
rhEPO em formulagbes biofarmacéuticas contendo albumina humana, demonstrando
separacao e quantificacao de rhEPO.

A rhEPO é uma glicoproteina relativamente estavel que permanece na forma
monomérica, quando armazenada sob refrigeracdo. Sua integridade é rotineiramente
monitorada por cromatografia liquida por exclusdo molecular (CL-EM). Porém, a baixa
concentracdo da glicoproteina na presenca de grandes quantidades de excipientes como
albumina humana, dificulta o desenvolvimento de métodos para analise direta por exclusdo
molecular de rhEPO em produtos farmacéuticos (LARA-QUINTANAR et al., 2006;
FERRETO et al., 2009).

Né&o foram detectados agregados na substancia bioldgica conservada a 4°C ou — 70°C,
mesmo apds quarenta e oito meses. De qualquer modo, temperaturas mais altas e algumas
condi¢gdes de formulacdo induzem a EPO a, inicialmente, formar dimeros, seguida da
formacéo de agregados de alta massa molecular (DEPAOLLIS et al., 1995). No mesmo sentido,
dimeros e trimeros de EPO foram produzidos por ligacdo quimica cruzada de formas
monomeéricas, que sao biologicamente ativos. Apresentaram meia-vida biologica maior, sendo
mais eficazes in vivo do que a forma monomérica convencional (DERBY et al., 1996;
SYTKOWSKI et al., 1998).

A formagéo de agregados de alta massa, em formas glicosiladas e deglicosiladas de
rhEPO, apo6s aquecimento, foi avaliada por CL-EM (ENDO et al., 1992). O aquecimento a
60°C em pH neutro resultou em agregados formados por aproximadamente 20 mondmeros. O
aquecimento a 50°C em pH &cido originou agregados de alta massa com tamanhos variados.
Os autores constataram que a concentragdo de sais aumenta a agregacao, além disso,
moléculas deglicosiladas de rhEPO foram mais suscetiveis a agregacdo apds agquecimento,
indicando que as cadeias de carboidratos sdo essenciais para a estabilidade de rhEPO.

Gunturi et al. (2007) desenvolveram e validaram método por cromatografia liquida por
exclusdo molecular e deteccéo por fluorescéncia para determinacdo de agregados de rhEPO
em produtos farmacéuticos contendo 0,03% de polissorbato 80. O método mostrou-se
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adequado para avaliar a estabilidade e quantificacdo de agregados presentes em concentragdo
de até 0,2%, em relagdo ao monémero.

Ferreto et al. (2009) desenvolveram e validaram metodologia por CL-EM em coluna
BioSep-Sec-S-2000 com deteccdo a 214nm, obtendo separacdo em 14,5 minutos. O metodo
foi aplicado para andlise de amostras de produtos biotecnoldgicos sem albumina (HSA), e
avaliada correlacdo dos resultados com o bioensaio da contagem de reticuldcitos em
camundongos normocitémicos.

A eletroforese capilar (EC) é uma técnica de separacdo usada para produtos
farmacéuticos e proteinas, e quando comparada com a cromatografia liquida, apresenta
vantagens como 0 menor volume de amostras e consumo de solventes, maior rapidez
analitica, versatilidade, eficiéncia e resolu¢cdo (HOLZGRABE et al., 2006). A literatura
descreve métodos desenvolvidos por eletroforese capilar com deteccdo no UV para a
separacgdo e quantificacdo de isoformas de rhEPO. Além disso, foi utilizado o acoplamento da
eletroforese capilar ao espectrometro de massas, que possibilitou resolucdo de um maior
numero de isoformas com melhor sensibilidade (SANZ-NEBOT et al., 2003; BENAVENTE
et al., 2006).

Zimmermann et al. (2011) desenvolveram método por EC para determinacdo de
isoformas de rhEPO sugerindo como alternativa ao ensaio biolégico em camundongos
normocitémicos. Foi empregado capilar de silica fundida de 70 cm de comprimento, tampéo
composto por acido 2-morfolinoetanosulfénico (MES) 70 mmol/L, uréia 7 mol/L e putrescina
2,5 mmol/L, pH 5,8, e deteccdo a 214 nm.

A quantifica¢do das formas a e P de rthEPO foi estudada por EC e andlise
multivariada dos dados de mobilidade eletroforética, sugerindo sua aplicacéo para os produtos
biofarmacéuticos (BENAVENTE et al., 2006). Método por EC também foi pesquisado com
deteccdo por fluorescéncia e aplicado para a forma alfa, em amostras biolégicas (SHEN et al.,
2010).

A estrutura de carboidratos de oito preparacdes de rhEPO foi avaliada por
espectrometria de massas no modo de ionizagdo/dessor¢do de matriz assistida por laser —
tempo de voo (MALDI-TOF). A atividade biolégica foi avaliada por bioensaios in vivo e in
vitro. Concluiram que as cadeias de carboidrato N-ligadas com quatro ramificacdes e quatro
residuos de acido sialicos influenciam significativamente a atividade bioldgica (YUEN et al.,
2003).

Pesquisas estdo sendo realizadas pela conjugacdo quimica com o polietilenoglicol,

dando origem as suas formas peguiladas, com menor taxa de eliminacdo plasmatica, devido a
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menor degradacdo metabolica e a endocitose da proteina, com meia-vida mais elevada.
Estudos tém demonstrado os perfis farmacocinéticos de diferentes eritropoietinas
recombinantes peguiladas, assim como a melhora das propriedades farmacodinamicas e
imunoldgicas da biomolécula (HARRIS et al., 2001; CAQ et al., 2014).

Macdougall (2005) desenvolveu a EPO peguilada denominada CERA (Ativador
continuo do receptor de eritropoietina) com peso molecular de 60 kDa, contendo polimeros de
metoxi-polietilenoglicol incorporados nas N-terminagdes, bem como nas lisinas das posi¢oes
52 ou 45. Estas modificacbes prolongaram o tempo de meia-vida na circulacdo, em
aproximadamente 135 horas, ap6s administracdo subcutanea ou intravenosa. A administracao
subcutanea do CERA, uma ou duas vezes por més, é suficiente para manter niveis estaveis de
hemoglobina em pacientes sob dialise, reduzindo o nimero de aplicacdes em comparagao
com a rhEPO e Darbepoetina alfa (BUNN, 2007; JELKMANN, 2008).

A Darbepoetina alfa € um analogo hiperglicosilado que contém cinco cadeias de
carboidratos N-ligadas (nas posicdes 30, 32, 87, 88 e 90, duas a mais que a rhEPO) e foi
submetida a estudos pré-clinicos como uma nova proteina estimuladora da eritropoiese
(NESP). Tem peso molécula de 37 kDa e carga negativa mais elevada. Apresentou meia-vida
biol6gica no soro, aproximadamente, trés a quatro vezes superior (em torno de 25h) e maior
poténcia in vivo, podendo ser administrada com menor freqiiéncia para obter a mesma
resposta bioldgica (EGRIE; BROWNE, 2001; JELKMANN, 2002; EGRIE et al., 2003;
JELKMANN, 2008).

Os peptideos estimuladores da eritropoiese (ESA) pertencem a outra classe de agentes
que estimulam a eritropoiese. O Hematide consiste de um peptideo dimérico, peguilado,
obtido por sintese quimica com massa molecular aproximada de 5 kDa. Sua atividade foi
avaliada em diferentes sistemas celulares, demonstrando-se a ativacdo dos receptores
humanos da eritropoietina e a estimulacdo da eritropoiese em células precursoras eritréides
humanas in vitro, com respostas semelhantes a eritropoietina natural e recombinante, porém,
apresentou tempo de meia-vida superior a rhEPO e a Darbepoetina alfa, sugerindo uma menor
frequéncia de administracdes para o tratamento da anemia (FAN et al., 2006; BUNN, 2007).

O Centro Europeu de Validacdo de Métodos Alternativos (ECVAM) orienta sobre 0s
procedimentos para a validacdo de métodos alternativos, a comparacdo do novo ensaio com o
existente/classico, e a avaliacdo de correlacdo (HARTUNG et al., 2013). Desse modo, para
verificar a concordancia entre dois métodos se faz necessaria analise estatistica adequada.
Bland e Altman (1986) propuseram uma metodologia para avaliar a concordancia entre duas

variaveis (X e Y), no presente estudo identificada como bioensaio in vivo e in vitro
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respectivamente, que parte de uma visualiza¢do do grafico de dispersédo entre a diferenca das
duas variaveis (X - Y) e a média das duas (X + Y)/2.

A validacdo de métodos analiticos é um processo dindmico e constante que inicia nas
fases de selecdo, desenvolvimento e otimizacdo das metodologias, qualificacdo dos
instrumentos, pessoal e materiais (RIBANI et al., 2004; SHABIR et al., 2007). O processo de
validacdo bem definido e documentado, fornece evidéncias objetivas de que 0 método atende
as exigéncias das aplicacGes analiticas, sendo adequado para o uso pretendido. Os parametros
fundamentais avaliados na validacdo de um método sdo: especificidade, linearidade, preciséo,
exatiddo, robustez, teste de adequabilidade do sistema, limite de deteccdo e limite de
quantificacdo (ICH, 2005; ROZET et al., 2007). Esses parametros encontram-se
detalhadamente descritos em dissertacbes ja desenvolvidas no laboratério de produtos
bioldgicos da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) e no artigo (ARTIGO 3.1).
Desse modo, esses pardmetros demonstram que o método é adequado para a finalidade
pretendida, assegurando a confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados (SHABIR et al.,
2007; ROZET et al., 2007).

A combinacdo de métodos fisico-quimicos biolégicos e imunoldgicos é preconizada
para a caracterizacdo e analise de qualidade de produtos biotecnol6gicos. Assim, 0s estudos
de correlacdo entre os métodos validados com os bioensaios in vitro e in vivo, sdo importantes
para as analises qualitativas e quantitativas das proteinas relacionadas, das formas de alta
massa molecular e da atividade bioldgica, e podem contribuir pra o estabelecimento de
alternativas analiticas que aprimoram o controle da qualidade dos produtos biolégicos.

Atualmente, os métodos preconizados para as etapas pré-clinicas, avaliacdo de
identidade, pureza, poténcia e caracterizacdo das biomoléculas sdo também importantes para
fundamentar estudos de biosimilaridade conforme preconizam os guias internacionais, com 0s
avangos sucessivos na area de bioterapéuticos (CHMP, 2005; EMEA, 2005). As estruturas
moleculares tridimensionais complexas de alta massa molecular dos biofarmacos e sua
heterogeneidade dependente do processo de producdo de células vivas fazem com que as
biomoléculas sejam diferentes dos farmacos classicos. Assim, os métodos analiticos usuais
ndo conseguem caracterizar estas moléculas suficientemente para confirmar a sua
equivaléncia estrutural com o farmaco de referéncia. Consequentemente tem sido usada a
combinacdo de métodos para caracterizacao e estudos de comparabilidade. Os guias oficiais e
parametros de especificacdo tém sido avaliados e atualizados com destaque para o impacto na
seguranca e eficacia terapéutica (SCHELLEKENS, 2009; SCHELLEKENS; MOORS, 2010).
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A publicacdo cientifica efetuada no contexto da dissertagdo estd anexada a seguir,
destacando que os materiais e métodos utilizados, assim como os resultados obtidos,

encontram-se descritos na mesma.
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Abstract

Biotechnology-derived erythropoietin is a sialoglycoprotein which stimulates the
erythropoiesis, and it is clinically used for the treatment of anaemia related to chronic renal
failure. An reversed-phase liquid chromatography method with fluorescence detection (F-RP-
LC) was validated for the content/potency evaluation of sialic acids in biopharmaceutical
formulations giving values higher than 126.83 ng pg™. An alternative in vitro TF-1 cell
proliferation bioassay was validated and applied in conjunction with the sialic acids
evaluation, for the potency assessment of rhEPO in 50 batches of biopharmaceutical
formulations, and the results compared to those of the in vivo normocythaemic mice bioassay
showing a lower mean differences of the estimated potencies of 2.91% + 0.85 with non-
significant difference (p > 0.05). The same batches were also analyzed by validated reversed-
phase and size-exclusion liquid chromatography methods and the results compared to those of
the in vitro bioassay, showing higher of 3.14% and lower of 2.87%, respectively, mean
differences of the content/potencies. The validated TF-1 cell culture assay in conjunction with
the determination of sialic acids, represent an advance that can be correlated to the
normocythaemic mice bioassay and the physicochemical methods, allowing to recommend as
alternative assay, that can be applied to monitor the stability and quality, assuring the safety

and therapeutic efficacy of the biological medicine.

Keywords: Recombinant human erythropoietin. Normocythaemic mice bioassay.TF1 cell

culture. Sialic acids. Liquid chromatography. Validation.
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1. Introduction

Assessment of biological potency is essential to assure the therapeutic efficacy of biological
medicines. For this purpose mainly in vivo bioassays based on the animal models responses
have been performed. But, the bioassays can be more imprecise and are in general costly, and
due to the ethical and political pressure, efforts has been made in the context of the three Rs,
in attempts to develop new alternatives for the characterization and evaluation of
biotechnology-derived medicines (HENDRIKSEN et al., 2004). Erythropoietin (EPO) is the
main regulator of human erythropoiesis. The human erythropoietin produced by recombinant
technology (rhEPO) is now marketed world-wide for the treatment of anaemia associated with
chronic renal failure, cancer chemotherapy, and AIDS (KRANTZ, 1991; FRIED, 2009).

The sialoglycoprotein hormone consists of a 165 amino acids polypeptide chain, heavily
glycosilated at three N-linked and one O-linked glycosilation sites with two dissulfide bonds,
yielding a molecular mass of 30,4 kDa. About 40% of the fully glycosilated EPO molecule
consist of carbohydrate. These play an important role in determining the biological activity,
which appears to be dependent upon the number of sialic acids residues at the termini of the
tri- and tetra-antennary sugar chains (ELLIOTT et al., 2004; YANAGIHARA et al., 2010).
Biological potency of rhEPO is currently assessed by in vivo bioassays, which measure
relevant biological activity in polycythaemic or normocythaemic mice (E.P., 2013).
Polycythaemic assay involves the use of radioactive substance that is a limitation. The
normocythaemic mice bioassay has been performed in normal animals using single or
multiple daily injection protocols, collecting the blood on the 5™ day, and counting the
reticulocytes by flow cytometry (RAMOS et al., 2003; BARTH et al., 2008).

The human AS-E2 Epo-dependent cell line was used in a sialylation-sensitive bioassay
showing that correlates with the in vivo polycythaemic mice assay (LIEFOOGHE et al.,

2005). The in vitro cell culture bioassay has been investigated using the factor-dependent
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erythroleukemia cell line TF-1 (ATCC CRL-2003) established and characterized showing the
proliferation dependency on erythropoietin. The binding was specific, time- and temperature-
dependent, saturable and rhEPO upregulates the expression of its own receptor (KITAMURA
et al., 1989a; KITAMURA et al., 1989b). The cell line TF-1 was used for potency assessment
of rhEPO (HAMMERLING et al., 1996) and to evaluate the bioactivity of a new analog of
EPO (FARES et al., 2011). TF-1 cell line was also used for the potency assessment of rhEPO
in  biopharmaceutical formulations showing significant reduced bioactivity of
dimers/aggregates and deamidated/sulphoxides forms (SCHUTKOSKI et al., 2013).
Biotechnology laboratories are producing rhEPO for clinical purposes by the expression of
EPO in chinese hamster ovary (CHO) or baby hamster kidney (BHK) cells, and the current
achievements in the production with an emphasis on glycosylation control was described
(CHOI et al., 1996; YANAGIHARA et al., 2010). The dependence of the in vivo activity of
EPO upon the number of terminal sialic acids residues on the glycan chains has been
recognized and the content was estimated by capillary zone electrophoresis indicating that the
N-glycan moieties, as well as sialic acids have a significant impact on in vivo bioactivity and
as regulators of molecular and cellular interactions (LIEFOOGHE et al., 2005; SCHAUER,
2009; HASHII et al., 2014). The impact of sialic acids on the pharmacokinetics was evaluated
showing the influence of its glycosylation such as terminal sialylations (LIU et al., 2012).
Sialic acids were determined in glycoproteins and rhEPO by reversed-phase liquid
chromatography method (RP-LC) with o-phenylenediamine derivatization, and fluorescence
detection separating N-acetyl and N-glycolylneuraminic acids, and other N- and O-acetylated
sialic acids (ANUMULA, 1995; FUKUDA, 1989).

Many analytical techniques have been reported as potential alternative methods for the
content/potency assessment of biotechnology-derived glycoproteins. RP-LC exploits the

hydrophobic properties of the biomolecules in the separation process and offers a high level
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of accuracy and sensitivity for the analysis of closely related protein variants which may have
reduced activity and altered immunogenicity (WANG et al., 2006; LARA-QUINTANAR et
al., 2007). A linear gradient RP-LC method using a C4 column and UV detection at 280 nm
was validated for the analysis of rhEPO in biopharmaceutical formulations and the results
compared to the bioassay showing differences 11.2% higher for the LC method (BARTH et
al., 2007). A size-exclusion (SE-LC) method was validated for the determination of rhEPO in
formulations without serum albumin, using a BioSep-SEC-S 2000 column and detection at
214 nm (FERRETO et al.,, 2009). Physicochemical techniques cannot yet predict the
biological activity of rhEPO, but they can produce information about structure and
composition and are used to monitor content, purity, and chemical stability. No single
technique can provide sufficient information about the glycoprotein, thus a combination of
physicochemical, immunological, and biological methods is recommended (LONGSTAFF et
al., 2009; DALMORA et al., 2009). Besides, a capillary zone electrophoresis method for the
quantification of the isoforms elucidating theirs substructures by N-glycan-mapping
techniques was developed as alternative model based on the percentage of isoforms and the
degree of sialidation (ZIMMERMANN et al., 2011).

The aim of this article was to validate an in vitro TF-1 cell culture assay and a F-RP-LC
method to be applied in conjunction as alternative method to determine sialic acids and the
potency/content assessment of rhEPO; compare the results with the in vivo normocythaemic
mice bioassay and validated reversed-phase and size-exclusion LC methods, and evaluate
correlations between methods. Thus contribute to establish alternative assays in the context

of the three Rs, and to assure the quality and efficacy of the biotechnology-derived medicine.
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2. Experimental

2.1. Chemicals and Reagents

European Pharmacopoeia Biological Reference Preparation (Ph. Eur. BRP) for erythropoietin
(250 po/35 280 IU/vial) was obtained from the European Directorate for the Quality of
Medicines — EDQM (Strasbourg, France). A total of fifty batches of biopharmaceutical
products, from different manufacturers, were obtained from commercial sources and used
within their shelf life period. Acrylamide, BIS-acrylamide, ampholytes pH range 2.5-6.5,
sucrose, riboflavin, N,N,N1,N1-tetramethyl-ethylenediamine were obtained from Bio-Rad
(Hercules, CA, USA). O-phenylenediamine, Sialic acid (N-Acetylneuraminic acid),
Neuraminidase were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Tetrahydrofuran,
phosphoric acid, 1-butylamine, acetonitrile and trifluoracetic acid HPLC grade were obtained
from Merck (Darmstadt, Germany). Reagents for automated reticulocytes counting were from
HORIBA ABX Diagnostics (Montpellier, France). For all the analyses, ultrapure water was
purified using an Elix 3 coupled to a Milli-Q Gradient A10 system Millipore (Bedford, MA,

USA). All other chemicals used were of HPLC grade or special analytical grade.

2.2. Apparatus

The LC method was carried out on a Shimadzu LC system (Shimadzu, Kyoto, Japan)
equipped with an SCL-10Ayp system controller, an LC-10 ADyp pump, a DGU-14A degasser,
an SIL-10ADyp autosampler, and an SPD-M10AVP PDA detector. The peak areas were

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

2.3. Samples and Standard Solutions
Working standard and sample solutions of rhEPO were prepared daily by diluting the Ph.Eur.

BRP for rhEPO (1 pug — 141.12 1U) and the samples of biotechnology-derived formulations in
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water, to a final concentration of 40 pg mL™, for the LC methods, and in phosphate buffered
saline containing 0.1% bovine serum albumin, to 600 U mL™ for the in vivo bioassay and, in

water for injection to 10 IU mL™ for the in vitro bioassay.

2.4. Degradation of Sample Solutions
Sample solutions of rhEPO containing 40 pg mL™ were incubated at 37 °C with 25 mIU of

neuraminidase during 5, 15 and 30 min, respectively.

2.5. Methods

2.5.1. SDS-PAGE, Isoelectric Focusing (IEF) and Immunoblotting

SDS-PAGE and IEF were performed by polyacrylamide slab gel electrophoresis on a Vertical
Gel Bio-Rad (Bethesda,USA), followed by immunodetection with specific antibodies, and as

described (STORRING et al., 1998; SCHMIDT et al., 2003).

2.5.2. Normocythaemic mice bioassay

The assay was carried out as previously published (BARTH et al., 2008; E.P. 2013). Female 8
week-old BALB/c mice weighing between 18 and 23 g were allocated to sample, standard,
and control groups in a fully randomized order and identified by color code for the assay, with
usually 6 mice per treatment group. The Ph. Eur. BRP for erythropoietin and test samples
were diluted to the concentrations of 4, 12, and 36 IU per mL, with phosphate buffered saline
(pH 7.2) containing 0.1% bovine serum albumin. Multiple injections of 0.2 mL rhEPO per
mouse were injected subcutaneously from day 1 to day 4. On day 5, peripheral blood was
collected. Reticulocytes were counted by the automated flow cytometry method and the

results were reported as the percentage of reticulocytes. Statistical analyses of the assay data
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were carried out by Combistats (EDQM). All the assays were conducted in accordance with

the National Protection Laws on Animal Welfare, and the UFSM ethical committee.

2.5.3. In vitro TF-1 cell culture assay

The bioassay was performed based on the growth-promoting activity of the factor-dependent
cell line TF-1 (ATCC CRL-2003) by modification of the method described elsewhere
(KITAMURA et al., 1989a; SCHUTKOSKI et al., 2013). The cells were maintained in
culture medium RPMI 1640 supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). In addition 3 ng mL™ of interleukin-3 (Sigma-Aldrich) was
added into the culture medium for cell proliferation in 75 cm? flasks for 5 days, seeding at
approximately 2.0 x 10° cells mL™. The assay was designed as a parallel line test, the cells
were seeded in 96-well cell culture plates (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) at a density
1.0 x 10° cells mL™ (3 x 10* cells well™) and dosed on seeding with five concentrations with
two fold dilutions series, between 0.10-1.60 IU mL™of rhEPO, in triplicate. The Ph. Eur.
BRP for rhEPO was used as standard and the negative control was RPMI 1640 culture
medium. Briefly, the plates were incubated at 37 °C, 5% CO for 48 h. Then 25 pL per well*
of tetrazolium sodium salt (XTT) solution 1 mg mL™, was added and the plates were
incubated for overnight. The absorbance was assessed at 450 nm, using a microplate reader

Thermo Scientific Multiskan FC (Vantaa, Finland).

2.5.4. Determination of sialic acids by F-RP-LC

The analysis was performed by validating the previously published method (ANUMULA,
1995; SCHUTKOSKI et al., 2013). The hydrolysis and derivatization were performed using
the reference substance of sialic acids and samples mixed with 0.1 mL of 0.5 M NaHSO4 in

1.6-mL screw-cap freeze vials and capped tightly. The vials were then heated at 80 °C
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(Reacti-Therm heating block, Pierce) for 20 min and allowed to cool to ambient temperature.
Then, was mixed with 0.1 mL of the OPD reagent (40 mg mL™ in 0.25 M NaHSO,) and
capped tightly, and heated again at 80 °C for 40 min. The vials were spun in a microcentrifuge
at 3.000 rpm for 5 min to obtain the supernatants for the analysis. The following settings were
used on the RF-10AXL spectrofluorometric detector: excitation wavelength, 230 nm;
emission wavelength, 425 nm. Excitation and emission maxima for the sialic acids derivatives
were determined by trapping the peak in the flow cell and observing its intensity change as a
function of wavelength. The experiments were carried out on a reversed-phase Agilent (Santa
Clara, CA, USA) Zorbax 300 SB Cyg column (150 mm x 4.6 mm i.d., with a pore size of 300
A) . A security guard holder was used to protect the analytical column. The LC system was
operated at controlled ambient temperature (25 °C), and run at a flow rate of 1.0 mL min™.
Mobile phase A consisted of 0.15% 1-butylamine, 0.5% phosphoric acid, and 1%
tetrahydrofuran (BHT inhibited) in water and mobile phase B consisted of 50% mobile phase
A in acetonitrile (50:50, v/v). The common N-acetyl- and N-glycolyneuraminic acid
derivatives were eluted isocratically with 10% mobile phase B. The mobile phases were
filtered through a 0.22 um membrane filter Millipore (Bedford, MA, USA). The injection

volume was 75 pL for both standard and samples.

2.5.5. Reversed-phase liquid chromatography (RP-LC).

The assay was carried out as described elsewhere (BARTH et al., 2007). The detector was set
at 280 nm for reversed-phase, and peak areas were integrated automatically by computer
using a Shimadzu Class VP® V 6.14 software program. The experiments were 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 um and a pore size of 300 A) and C4 Kit Security Guard Cartridges was

used to protect the analytical column. The LC system was operated at controlled ambient
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temperature (25 °C) and run at a constant flow rate of 0.5 mL min™. Mobile phase A
consisted of 0.1% trifluoracetic acid (TFA) in water, and mobile phase B consisted of 0.08%
TFA:acetonitrile (30:70, v/v). The gradient was linear from 0.1-60 min, with 0 to 100% of
mobile phase B, and then re-equilibrated with A during 15 min. The injection volume was 50

pL for both standard and samples.

2.5.6. Size-exclusion liquid chromatography (SE-LC).

The experiments were performed as described elsewhere (FERRETO et al., 2009) on a size-
exclusion Phenomenex (Torrance, USA) BioSep-SEC-S 2000 column (300mm x 7.8mm i.d.).
A security guard holder was used to protect the analytical column. The Shimadzu LC system
was operated isocratically at ambient controlled temperature (25 °C), using a phosphate
buffered saline mobile phase consisting of 0.001 M monobasic potassium phosphate, 0.008 M
dibasic sodium phosphate, and 0.2 M sodium chloride buffer, pH 7.4, run at a flow rate of 0.5
mL min™, and using PDA detection at 214 nm. The temperature of the autosampler was kept

at 5 °C and the injection volume was 50 pL for both standard and samples.

2.5.7. Validation of the Methods

The TF-1 cell culture bioassay (Bioassay) and the F-RP-LC method were validated using
samples of rhEPO biopharmaceutical formulations with the label claim of 4.000 U mL™, by
the determination of the following parameters: specificity, linearity, precision, accuracy, limit
of detection (LOD), limit of quantitation (LOQ) and robustness, following the ICH guidelines

(ICH, 2005).
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Specificity
Specificity is the ability of the method to measure the analyte response in the presence of its
potential impurities. To determine the specificity of the bioassay, biopharmaceutical samples
were independently spiked with known amounts of recombinant human growth hormone (4
IU mL™), recombinant human granulocyte colony-stimulating factor (800 IU mL™),
interleukin-11 (65 1U mL™) and neuraminic acid 6.4 ug mL™.
The stability-indicating capability of the F-RP-LC method was determined by subjecting a
rhEPO sample solution (40 ug mL™) to degradation by hydrogen peroxide, which generates
deamidated/sulphoxides, and to temperature and vortex-mixing that induce aggregates. Then,
samples were incubated and analyzed by the F-RP-LC method. Besides, the samples of
biopharmaceutical formulation of rhEPO were incubated with 25 mIU of neuraminidase
during 5, 15 and 30 min. and subjected to the in vitro and F-RP-LC analysis (IMAI et al.,
1990).
Additionally the ability of the method to measure the analyte response in the presence of its
potential impurities was determined by subjecting sample solutions of sialic acids and rhEPO
(40 pg mL™Y), respectively, to accelerated degradation by acidic, basic, neutral, oxidative, and
photolytic conditions. After the procedures, the samples were diluted in the mobile phase to a
final concentration of 40 pg mL™. A sample solution prepared in 1 M hydrochloric acid was
used for the acidic hydrolysis, and a sample solution in 0.1 M sodium hydroxide for the basic
hydrolysis evaluation. The solutions were refluxed at 100 °C for 60 min and 15 min,
respectively, cooled and neutralized with acid or base, as necessary. For the study under
neutral condition, the sample solution was diluted in mobile phase and heated at 80 °C for 2
h. Oxidative degradation was induced by exposing the samples to 20% H,O, for 24 h.
Photodegradation was induced by exposing the samples to 200 watt hours/square meter of

near ultraviolet light for 2 h. The interference of the excipients of the biopharmaceutical



44

formulation was determined by the injection of a sample containing only a placebo added

with rhEPO at a concentration of 40 pg mL™.

Linearity

Linearity was determined by constructing three analytical curves, each one with ten
concentrations of reference substance concentrations of rhEPO, including the LOQ, over the
0.0125 — 6.4 IU mL" range, and over the 0.4 — 51.2 pg mL™ range, respectively for the
Bioassay and the F-RP-LC method. The results were subjected to regression analysis by the

least squares method to calculate calibration equation and determination coefficient.

Precision and accuracy

The precision of the assay was determined by repeatability and intermediate precision.
Repeatability was examined by six evaluations of the same concentration sample of rhEPO,
on the same day, under the same experimental conditions. The intermediate precision of the
method was assessed by analyzing two samples on three different days (inter-days) and also
by other analysts performing the analysis in the same laboratory (between-analysts). The
accuracy was evaluated by the recovery of known amounts of the reference substance added
to sample solution to obtain solutions at concentrations of 20, 32, 40, 48 and 64 1U mL™,
equivalent to 50, 80, 100, 120 and 160% of the nominal analytical concentration, respectively,
for the Bioassay. Neuraminic acid was added to sample solution to obtain solutions at
concentrations of 5.1, 6.4 and 7.7 ug mL™, equivalent to 80, 100 and 120% of the nominal
analytical concentration. The accuracy was calculated as the percentage of the drug recovered
from the formulation and also expressed as the percentage relative error (bias %) between the

measured mean concentrations and added concentrations.
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Limit of detection and limit of quantitation

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

deviation of the intercept and the slope.

Robustness

The robustness of an analytical procedure refers to its ability to remain unaffected by small
and deliberate variations in method parameters and provides an indication of its reliability for
the routine analysis. For the bioassay, the robustness was determined by analyzing the same
samples (40 ug mL™) under a variety of conditions of the bioassay parameters, such as:
bovine fetal serum concentration, cells concentrations, incubation time and neuraminidase
incubation time. The stability of these solutions was studied by performing the experiment
and observing any changes in the potency evaluation, as compared with freshly prepared
solutions/incubations. For the F-RP-LC method the robustness was determined by analyzing
the same samples (40 pg mL™) under a variety of conditions of the method parameters, such
as: flow rate, pH of buffer in mobile phase, injection volume and different columns. To assess
the stability samples of rhEPO solutions, after incubation were tested after storage at 2-8 °C
for 48 h, and also placed in an autosampler at room temperature for 24 h. The stability of
these solutions was studied by performing the experiment and observing any changes in the

chromatographic pattern, as compared with freshly prepared solutions.
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System suitability test

The system suitability test was also carried out to evaluate the resolution and repeatability of
the F-RP-LC system for the analysis to be performed, using five replicates injections of a
reference solution containing 40 pg mL™ of rhEPO. The parameters measured were peak area,

retention time, theoretical plates and tailing factor (peak symmetry).

2.5.8. Statistical analyzes

The comparison between in vitro and in vivo bioassay data was made by linear regression
analysis and the agreement between the two methods was evaluated as described by Bland
and Altman (BLAND; ALTMAN, 1986). Differences between means were assessed by using

Student’s t-test, two-sided and correlation of Pearson.

3. Results and Discussion

SDS-PAGE of fifty samples of rhEPO followed by western blotting with a EPO-specific anti-
serum revealed the same general pattern with a single diffuse band in the molecular weight
range 30-40 kDa. The isoform compositions were revealed by IEF after immunoblotting
showing the number of components varying from 4 to 7, with the proportion and position of

the isoforms differing between preparations (Data not shown).

3.1 Optimization of chromatographic conditions

To obtain the best chromatographic conditions, the mobile phase was optimized to provide
sufficient selectivity and sensitivity in a short separation time. Acetonitrile and methanol were
tested as organic solvent, in different composition mixtures with water. Mobile phase A
consisted of 0.15% 1-butylamine, 0.5% phosphoric acid, and 1% tetrahydrofuran (BHT

inhibited) in water, with pH 2.0, and mobile phase B consisted of mobile phase A in
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acetonitrile (50:50, v/v). Then a mixture composed with mobile phase A and mobile phase B
(92:8, v/v) was selected due do peak symmetry (about 1.26), separation time, with appropriate
sensitivity. Cig columns with 250 and 150 mm length and different pore size were tested
showing for the 250 mm length, higher retention times. Then, due to the best chromatographic
performance and better resolution between the peaks of sialic acids, the column Zorbax was
selected. The optimized conditions of the LC method were validated for the analysis of sialic
acids in biopharmaceutical dosage forms.

A typical chromatogram obtained by the proposed F-RP-LC method, demonstrating the
resolution of two symmetrical peaks corresponding to sialic acids is shown in Figure 1a,b,c.
The retention times of 10 and 12 min, respectively, was adjusted to allow the determination of

the sialic acids, without interference, which is suitable for quality control laboratories.

3.2 Method validation

Specificity

A stability-indicating method is defined as an analytical procedure that accurately quantifies
the active ingredients without interference from degradation products, process impurities,
excipients or other potential impurities. Under the acidic, basic, neutral and photolytic
conditions, significant decrease of the areas was observed, without any additional peak,
indicating that the degradation products were not detected after derivatization. Besides,
biopharmaceutical formulations incubated with 25 mIU of neuraminidase for 5 min, 15 min
and 30 min, respectively, and analyzed by the F-RP-LC method, showed significant reduction
of the peaks equivalent to 26.45%, 38.11%, 88.20%, respectively, highly reducing the

biological activity as demonstrated in Table 1.
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Linearity
For the F-RP-LC method, the analytical curves constructed for sialic acids were found to be
linear over the 0.4 — 51.2 ug mL™ range. The value of the determination coefficient calculated
(r=0.9951),y = (101016.35 + 623.96) x + (1220.53 + 8.45), where, x is concentration and
y is the peak absolute area indicated the linearity of the analytical curve for the method.
Equally, for the bioassay, the analytical curves were found to be linear over the 0.0125 - 6.4
IU mL* range. The value of the determination coefficient calculated (r* = 0.9944),y =0.171

x + 0.806 indicated linearity of the dose-response curve of the assay.

Precision

The precision was studied by calculating the relative standard deviation (RSD%), for six
analyses at a concentration of 40 pg mL™ of rhEPO, (equivalent to 6.4 pg mL-1 of sialic
acids), performed on the same day and under the same experimental conditions. The obtained
RSD was 0.81% and 0.92%, respectively for the F-RP-LC method and bioassay. The
intermediate precision was assessed by analyzing two samples of the biopharmaceutical
formulation on three different days (inter-day), giving RSD values of 1.23 and 0.98% for the
F-RP-LC method and 0.55 and 0.70% for the bioassay. Between-analysts precision was
determined by calculating the mean values and the RSD for the analysis of two samples of the
pharmaceutical formulation by three analysts; the values were found to be 0.74 and 1.02%,

respectively, for the F-RP-LC method and 0.96 and 1.15%, for bioassay.

Accuracy
The accuracy of the F-RP-LC method was assessed from three replicate determinations of
three solutions containing 5.1, 6.4 and 7.7 pg mL™ of sialic acids, respectively. In addition,

the accuracy of the bioassay was assessed from five solutions containing 2000, 3200, 4000,
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4800 and 6400 IU mL™ of rhEPO. The absolute means obtained with a mean value of
100.69% and 98.93%, respectively, for the F-RP-LC and bioassay (Table 2), with bias lower

than 0.74% and 0.60%, show that the methods are accurate within the desired ranges.

Limits of detection and quantitation

The LOD and LOQ of the F-RP-LC method and bioassay were calculated from the slope and
the standard deviation of the intercept determined by a linear-regression model, by using the
mean values of the three independent calibration curves. The obtained values of sialic acids
were 0.15 and 0.48 ug mL™ respectively.

For the bioassay, the LOQ was determined from the slope and the standard deviation of the
intercept determined by a linear-regression model, by using the mean values of the three

independent calibration curves. The obtained value of rhEPO was 0.0125 IU mL™.

Robustness

The results of the bioassay and F-RP-LC methods and the experimental range of the selected
variables evaluated are given in Tables 3 and 4, together with the optimized values. There
were no significant changes in the chromatographic pattern when modifications were
introduced into the experimental conditions, thus showing the methods to be robust. The
stability of the rhEPO sample solutions was assessed and the data obtained showed non-
significant changes (RDS<2%), relative of freshly prepared samples, as recommended, after
the stability for 24 h in an auto sampler and for 48 h when maintained at 2-8 °C.

The growth of TF-1 cell line is dependent on either IL-3 or hGM-CSF and these factors have
synergistic effects on proliferation. Then, IL-3 was selected for the assay approach, with the
cells viability sustained only by rhEPO, giving the correlations and the advances none

previously achieved.


http://pubs.rsc.org/EN/content/articlehtml/2013/an/c2an36583a#tab2
http://pubs.rsc.org/EN/content/articlehtml/2013/an/c2an36583a#tab3
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System suitability

A system suitability test of the chromatographic method was performed and the RSD values
calculated for the retention time, tailing factor and peak area were 0.46, 0.37 and 0.23%,
respectively. The number of theoretical plates was about 4648, with RSD of 0.95%. The
experimental results show that the parameters tested were within the acceptable range (RSD <

2.0%), indicating that the system is suitable for the analysis intended.

Method application

The validated F-RP-LC method was applied for the determination of sialic acids in injectable
dosage forms of rhEPO, without prior separation of the excipients of the formulation, giving
concentrations higher than 126.83 ng ug™ (Table 1) meeting the specifications of minimum of
10 mol of sialic acids per mol of rhEPO, equivalent to 101 ng pg™. The results cannot be
directly correlated to the bioactivity, but the content assessment is necessary to assure the
therapeutic efficacy, which is dependent on its being adequately sialylated. Apart from being
essential for normal cellular secretion, intact carbohydrate moieties protect EPO from a rapid
degradation in vivo. Then, a correlation of an in vitro stimulatory effect of rhEPO to its
potency in vivo requires information about the carbohydrate configuration.

Subsequently, to the sialic acids determination, the same batches of biopharmaceutical
samples were subjected to the in vitro TF-1 assay and the in vivo normocythaemic mice
bioassay. The statistical analyses of the assays data were performed by a parallel line method,
giving the values shown for 15 batches in Table 1, which showed a mean lower difference of
2.31% = 0.79, related to the in vivo bioassay, with significant correlation as calculated by the
Pearson’s coefficient (r=0.9970). But both of the assays were performed using a total of 50
batches (data not shown), and the mean lower difference was calculated as 2.91% + 0.85,

related to the in vivo assay (r=0.9947). In addition, some samples were treated with 25 mIU of
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neuraminidase and incubated during 5, 15 and 30 min, and subjected to the in vitro and in vivo
assay, showing reduction of the in vivo biological activities as shown in table 1, but with non-
altered in vitro activity. These results, are according to previously published data, that
showed the in vivo activity was progressively abolished by controlled desialylation, whereas
the in vitro activity was essentially unaffected or increased. Thus, the conjunction of the
determination of the content of sialic acids with the in vitro TF-1 cell proliferation bioassay,
was studied and recommended as a valid alternative approach for the assessment of the
biotechnology-derived medicine (IMAI et al., 1990; HAMMERLING et al., 1998;
LIEFOOGHE et al., 2005).

To evaluate the potential of in vitro bioassay for accurately predicting the in vivo bioactivity
according to Bland-Altman analysis (BLAND; ALTMAN, 1986; ALMEIDA et al., 2011), a
comparison between the in vivo bioactivity estimated by in vitro bioassay from the equation
(y=1.0386x — 322.5388, R?=0.9925) with that estimated by the normocythaemic bioassay was
carried out. Thirty five samples that had not been used for the correlation analysis were
employed. This analysis revealed a mean percentage difference (d) between the predicted and
the mean of the bioactivities obtained by the two methods of — 2.41%, well within the 95%
confidence limits (d = 2SD) of —10.1 to + 6.2%. A Student's t-test performed on the average +
SD of the in vivo and predicted bioactivities indicated that the calculated t -value of 0.037 is
much smaller than the theoretical t -value of 2.14, at the 0.05 significance limit for 5 degrees
of freedom, indicating that the results of the two methodologies were not significantly
different. To evaluate how precise the determinations were, the standard error of d source,
defined as SD/n source and the standard error of d + 2DS source, defined as 3SD?/n source,
were determined as 1.48% and 2.35%, respectively. Then the 95% confidence interval for the
bias d + t SD%n source, for the lower limit of agreement (LL) and for the upper limit of

agreement (UL) were calculated. All of these statistical parameters are shown in Table 5.
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Moreover, the content/potencies of the samples were assessed by validated RP-LC and SE-LC
methods, giving mean higher and lower difference of 3.14% + 0.81, and 2.87% + 0.79 related
to the in vitro bioassay, with significant correlation as calculated by the Pearson’s coefficient
(r=0.9964) and (r=0.9981). The results demonstrated the stability-indicating capability and the
application of the methods, which could be useful for correlation studies trying to develop
alternatives in the context of the refinement, reduction and replacement of the animals (3Rs)
and, also to support biosimilarity studies of the biomolecule (HENDRIKSEN, 2004;

KRESSE, 2009).

4. Conclusions

An in vitro TF-1 cell proliferation bioassay was validated for the potency assessment of
rhEPO and used in conjunction with a validated F-RP-LC for the determination of sialic acids,
showing a lower mean difference of the estimated potencies of 2.91% * 0.85, compared to the
normocythaemic mice bioassay, with non-significant differences, as calculated by the
Student’s t-test (p > 0.05). Moreover, the same biopharmaceutical products were analyzed by
validated reversed-phase and size-exclusion liquid chromatography methods showing higher
and lower mean differences of the content/potencies of 3.14 and 2.87%, respectively,
compared to the in vitro bioassay. It is concluded that the TF-1 cell culture assay and the
correlation studies between bioassays and physicochemical methods represent contribution for
the establishment of alternative methods in the context of the 3Rs. Moreover, the combination
of methods allows a great improvement which can be applied for the characterization of
rhEPO, by monitoring its stability during the purification steps and by ensuring batch-to-batch

consistency of the bulk and finished biotechnology-derived products.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hendriksen%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12513650
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Table 1. Comparative potency assessment of rhEPO in biopharmaceutical formulations by in

vivo and in vitro bioassays, and determination of sialic acids by the RP-LC method.

Mice bioassay TF-1 proliferation bioassay®
aple Tl poeny MR gy G SEAEE
U mL* (%) (P=0,95) (%) (P=0,95)
1 10.000 98,10 83,90-114,80 97,50 94,10-101,80 168,50
2 10.000 95,70 74,90-122,10 95,20 91,30-100,50 15311
3 10.000 108,50 86,40-126,70 106,40 102,80-111,20 177,49
4 4.000 113,80 95,00-124,10 114,30 109,10-119,60 156,28
5 10.000 104,80 88,40-124,40 103,10 99,60-105,90 149,34
6 4.000 93,30 80,50-113,70 91,50 84,20-98,30 162,25
7 10.000 88,60 83,20-104,30 87,30 85,80-109,70 151.72
8 10.000 117,70 99,60-127,90 116,20 95,10-122,50 196,30
9 10.000 105,20 90,80-122,00 103,80 96,90-109,50 178,12
10 40.000 109,60 94,50-127,30 107,00 104,60-115,30 160,29
11 10.000 90,20 74,60-108,80 89,60 85,10-98,90 155,67
12 10.000 100,50 92,30-111,60 98,70 93,80-106,20 142,81
13 4.000 92,70 86,00-101,50 89,10 87,10-100,30 126,83
14 10.000 115,30 95,10-140,10 113,60 107,40-119,90 138,99
15 10.000 99,00 81,80-119,90 96,50 91,30-107,10 167,48
Mean - 102,43 - 100,15 - 156,28
SD® - 9,14 - 9,36 - 17,25
16* 10.000 72,70 - 102,20 - 89,75
16* 10.000 42,90 - 104,00 - 65,38
16* 10.000 16,90 - 101,90 - 37,03

a. Mean of three replicates. b. SD, standard deviation. c¢. Mean of two independent determination
* Desialylated erythropoietin.



Table 2. Accuracy of in vitro bioassay method for erythropoietin in the formulations.

Nominal Mean . b .
concentration concentration RSD Accuracy Bias
(U mL™Y) measured® (%) (%) (%)
(U mL™)

2000 1936 0.45 99.80 0.32
3200 3192 0.14 99.75 0.25
4000 3976 0.42 99.40 0.60
4800 4776 041 99.50 0.50
6400 6368 0.23 99.20 0.50

:Mean of three replicates.

RSD = Relative standard deviation.

Cc

Bias = [(Measured concentration - Nominal concentration)/Nominal concentration] x 100

55



56

Table 3. Conditions and range investigated during robustness testing by in vitro bioassay.

] Range b Optimized
Variable . _ rhEPO? (%)  RSD” (%)
investigated value
_ 0.5 95.90 0.97
Cell concentration
5 1.0 99.40 0.28 1.0
(x10°)
2.0 97.00 0.85
48 95.50 0.88
Incubation Time (h) 72 101.80 0.45 72
96 96.30 0.79
) 1.0 93.40 1.04
Fetal bovine serum
2.0 98.50 0.66 2.0
(%)
3.0 95.10 0.93
Wavelength (nm) 310-520 - - 450

#Mean of three replicates.
PRSD = Relative standard deviation.
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Table 4. Chromatographic conditions and range investigated during robustness testing F-RP-
LC sialic acids method.

. Range Sialic Acids® . Optimized
Variable ] _ RSD" (%)
investigated (%) value
0.6 97.45 1.24
Flow rate (mL min ™) 0.8 101.54 0.35 0.8
1.0 98.87 0.68
15 99.50 0.68
Mobile phase pH 2.0 100.31 0.49 2.0
2.5 98.14 0.83
50 98.36 0.98
Injection volume 75 99.14 0.54 75
100 101.88 0.86
Solution stability Autosampler 24 h 98.68 0.45 -
2-8°C 24 h 99.05 0.98 -

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



Table 5. Statistical parameters, determined according to Bland and Altman, comparing the

values of in vivo bioactivity with those predicted via in vitro bioassay.

Parameter

Determinate value (%)

Mean difference (d )
Standard deviation (SD)

Range (d £ 2SD)
w’m
w’m
Range (d +t qm)

Range (LI + ¢t+/3DP?/n)

Range (LS + t+/3DP?/n)

-2.41

3.85

-10.1to +6.2

1.48

2.35

-5.58t0 +0.76

-139t0-1.8

-0.43t0+9.2
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Figure 1. Chromatograms of F-RP-LC method showing: (a) peaks of N-acetylneuraminic
acid; (b) rhEPO biopharmaceutical product: peaks of sialic acids; (c) rhEPO pharmaceutical

product after incubation with neuraminidase.
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4 DISCUSSAO

A tecnologia do DNA recombinante possibilitou a expressdao de rhEPO em sistemas
celulares e seu amplo uso terapéutico. Nesse contexto, é necessario o desenvolvimento de
métodos para a avaliacdo da identidade, pureza, poténcia e estabilidade dos produtos
biotecnoldgicos, que se fundamenta na combinagdo de métodos bioldgicos, imunoldgicos e
fisico-quimicos.

Neste trabalho, realizou-se a validacdo do bioensaio por cultura da linhagem de células
TF-1 e do método por cromatografia liquida por fase reversa com deteccao por fluorescéncia
(F-CL-FR) para determinagdo de &cidos sialicos, para serem usados em combinacdo como
alternativa para avaliagdo de poténcia de rhEPO. Analisou-se correlagdo de resultados entre os
bioensaios in vitro e in vivo e com 0s métodos fisico-quimicos conforme apresentado no
ARTIGO 3.1.

Incialmente executou-se a identificacdo por SDS PAGE e separacdo das isoformas de
rhEPO por focalizacdo isoelétrica (IEF) em gel de poliacrilamida utilizando anfolinas na faixa
de pH 2,5 — 6,5. Apds a separacdo das isoformas efetuou-se a transferéncia e ligacdo com
anticorpos especificos. Os perfis obtidos das amostras e do Padrdo de rhEPO demonstraram
similaridade de ponto isoelétrico, compreendido entre 4,4 e 5,2, porém com variagdo no
namero de isoformas entre 4 e 7, na proporcao (intensidade de coloragdo) e na posicdo dos
componentes (refletindo a natureza basica/acida) de cada produto biofarmacéutico de
diferentes laboratorios produtores. Evidenciam-se assim, diferengas existentes nas cadeias
glicidicas, provenientes provavelmente, dos diferentes processos de expressdo em células de
mamiferos, e purificacdo, adotados pelos laboratorios.

As estruturas de carboidratos intactas protegem a EPO da rapida degradacédo in vivo
(FUKUDA et al., 1989). Modificagdes que resultam em menos acido N-acetilneuraminico no
penultimo residuo de galactose, podem suprimir a acdo fisioldgica desse hormonio
(BROWNE et al., 1986). Por conseguinte, a analise da configuragdo de carboidratos e do
nivel de sialilacdo é importante para os estudos de correlagdo da atividade bioldgica in vitro e
in vivo.

Desse modo, validou-se método cromatografico para determinacdo do conteudo de
acidos sialicos nos produtos biotecnologicos de rhEPO. Elaborou-se a curva padréo utilizando

como substéncia de referéncia o acido N-acetilneuraminico, conforme descrito por Anumula
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et al. (1995). Os resultados obtidos apresentaram concentracfes superiores a 126,83 ng/ug e
estdo de acordo com a especificacdo (E.P., 2013), que preconiza o teor minimo de 10 moles
de acido sialico por mol de EPO, equivalente a 101 ng/ug. Resultados prévios demonstraram
gue amostras com teor mais elevado de &cidos sialicos, podem apresentar maior numero de
isoformas e atividade bioldgica superior (SCHUTKOSKI et al., 2013).

Os é&cidos sialicos sdo essenciais para a atividade bioldgica in vivo e as isoformas
contendo nivel mais elevado de &cidos sidlicos poderiam apresentar atividade bioldgica maior,
meia-vida prolongada e eliminacdo mais lenta. Porém, as estruturas de carboidratos
juntamente com os residuos de acidos sialicos sdo os que tém impacto significativo sobre a
bioatividade, conforme observado (GOLDWASSER et al., 1974; LIEFOOGUE et al., 2005;
YANAGIHARA et al., 2010). Neste contexto, amostras de rhEPO foram tratadas com
neuraminidase para retirar os acidos sidlicos da estrutura, demonstrada pela analise pelo
método por F-CL-FR. Realizou-se, entdo, a avaliacdo de poténcia pelo bioensaio por cultura
de células TF-1 e pela contagem de reticuldcitos em camundongos normocitémicos.
Observou-se que a de-sialilacdo resulta em perda da atividade bioldgica in vivo, mas ndo pelo
bioensaio in vitro, que fornece resultado de quantificacdo como sendo completamente ativa,
de acordo com a Tabela 1 do artigo. Desse modo, estudou-se como procedimento alternativo
ao bioensaio in vivo, a combinacdo do método cromatografico para determinacgdo do contetido
de acidos sialicos e bioensaio por cultura de células TF-1 in vitro.

A pesquisa de métodos alternativos esta sendo sucessivamente recomendada devido ao
aspecto ético relacionado ao uso de animais, custo dos ensaios e variabilidade das respostas
biologicas (HENDRIKSEN; ALTA, 2004). Neste sentido, selecionou-se a linhagem de
células eritroleucémicas humanas TF-1, e planejou-se o bioensaio baseado no crescimento em
meio enriquecido com interleucina-3, diferentemente do uso de rhGM-CSF previamente
descrito (HAMMERLING et al., 1996). Aprimorou-se também a avaliacdo da proliferacdo
celular pela reacdo com corante azul de tetrazdlio (XTT) e leitura de respostas em
absorbéancias. O bioensaio foi validado com base na adaptacdo do GUIA do ICH (ICH, 2005)
avaliando parametros de especificidade, linearidade, precisao, exatidao e robustez (ARTIGO
3.1). Elaborou-se a curva dose-resposta selecionando trés a quatro doses em progressao
geométrica, com fator 2, e os ensaios foram executados em triplicata. Analisaram-se 50 lotes
de produtos biofarmacéuticos provenientes de trés laboratorios obtendo resultados de poténcia
entre 87,30 e 116,20%, observando que a Tabela 1 (ARTIGO 3.1), ilustra os resultados de 15
lotes.



67

Os mesmos lotes de produtos biofarmacéuticos foram submetidos & avaliacdo de
poténcia bioldgica pelo bioensaio in vivo em camundongos normocitémicos, da linhagem
BALB/c, com administracdo de doses mdltiplas do padrdo e da amostra e contagem dos
reticulocitos por citometria de fluxo. A poténcia foi calculada em relagdo a Substancia
Bioldgica de Referéncia da Farmacopéia Européia de Eritropoietina Humana Recombinante
(rhEPO-SBR). Os valores encontrados variaram entre 88,60% e 117,70%, cumprindo as
especificacbes (E.P., 2013) que preconiza poténcias de 80 — 125% e intervalos de confianca
(P= 0,95) de 64 — 156%. Avaliou-se entdo a correlacdo dos dados observando que o
bioensaio em células TF-1 in vitro, apresentou diferencas médias de 2,91% =+ 0,85 menores
em relacdo ao bioensaio em camundongos normocitémicos. Calculou-se a correlagdo pelo
coeficiente de Pearson, que foi significativo em relacdo ao bioensaio in vivo (r = 0,9947).

Paralelamente, realizou-se a comparacdo dos dados fornecidos pelo bioensaio in vitro
e in vivo, por regressdo linear, segundo o modelo de Bland-Altman (1986), utilizando 15
amostras dos lotes de produtos biofarmacéuticos e efetuando o célculo da equagdo para
avaliar a concordancia dos dados in vitro com os do bioensaio in vivo. Observou-se diferenca
percentual média (d), entre a bioatividade predita pela equacio estabelecida e a média da
bioatividade obtida pelos dois métodos de -2,41% com intervalos de confianca de 95% (d +
2DP) de -10,1 — 6,2%. Calculou-se também a diferenca entre as duas metodologias pelo teste
“t-Student”, que foi ndo significativa (p>0,05) (ARTIGO 3.1). Portanto, a validagdo do
modelo de regressdo utilizando amostras integras e alteradas de lotes de produtos
biofarmacéuticos de rhEPO, que ndo tinham sido utilizadas para construir a curva de
correlagdo, mostrou um acordo aceitavel entre os dois bioensaios. A poténcia estimada pelo
método alternativo in vitro variou de 85% a 120% da poténcia estimada pelo bioensaio in
vivo, estando de acordo com os limites farmacopéicos que preconizam limites entre 80 —
125%. Os resultados obtidos permitem concluir que o bioensaio por cultura de células TF-1 in
vitro pode se constituir em alternativa ao bioensaio em camundongos normocitémicos para a
avaliacdo da poténcia de rhEPO.

A avaliacdo do teor/poténcia de rhEPO foi também realizada por CL-FR, previamente
validada por Barth et al. (2007). As analises foram efetuadas em relacdo & rhEPO-SBR, e 0s
resultados foram expressos em percentagens obtendo valores entre 90,74% e 118,59% para o
teor/poténcia, e 0,39% a 1,51% para formas oxidadas e desamidadas, em relacdo ao pico
principal. Por sua vez, a metodologia por CL-EM permite separar e quantificar agregados de
alta massa molecular, como dimeros, agregados e monémeros de diferentes glicoproteinas,

porém a rhEPO e a HSA apresentam pesos moleculares proximos, o que dificulta sua
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separacdo por CL-EM. Optou-se por analisar amostras de rhEPO, que ndo apresentam HSA
em sua formulagéo, conforme Ferreto et al. (2009), que forneceram resultados entre 88,54% e
116,10%. As formas diméricas e agregadas foram calculadas e expressas como percentagem
da area total obtida no cromatograma, apresentando valores inferiores a 1,25%.

Avaliou-se correlacdo entre os resultados fornecidos pelos ensaios bioldgicos e
métodos cromatogréficos por CL-FR e CL-EM, observando que apresentam diferencas
médias de 3,14% £ 0,81 maior e 2,87% = 0,79 menor, respectivamente, em relacdo ao
bioensaio in vitro. Calculou-se a correlacdo entre os métodos pelo coeficiente de Pearson,
mostrando correlacéo significativa para CL-FR (r = 0,9964) e para CL-EM (r = 0,9981).

A substéncia bioldgica de rhEPO esta descrita na literatura oficial (E.P., 2013). Porém,
0s estudos que visam o estabelecimento de bioensaio por cultura de células in vitro,
constituem-se em avanco importante no contexto de alternativas para a avaliacdo de poténcia.
Paralelamente, os estudos de correlacdo dos resultados das diferentes metodologias
contribuem para as analises de comparabilidade das novas biomoléculas, garantindo sua

seguranca e eficacia terapéutica.



CONCLUSOES




70

5 CONCLUSOES

v Validou-se método por cromatografia liquida por fase reversa, com deteccdo por
fluorescéncia para quantificacdo do conteddo de &cidos sialicos em formulacéo

biofarmacéutica de rhEPO.

v Desenvolveu-se e validou-se bioensaio por cultura de células TF-1 in vitro,
demonstrando sua especificidade, precisdo, exatiddo e robustez para avaliacdo da

poténcia de eritropoietina humana recombinante.

v Avaliou-se a poténcia de rhEPO pelo ensaio em camundongos normocitémicos da
linhagem BALB/c in vivo, utilizando protocolo de administracdo de doses multiplas

do padrdo e da amostra.

v Correlacionaram-se os resultados fornecidos pelo bioensaio por cultura de células,
que apresentou, para os 50 lotes selecionados, poténcia média 2,91% menor na

comparagdo com o bioensaio em camundongos normocitémicos.

v Os resultados do bioensaio in vitro foram comparados com os fornecidos pelos
métodos por cromatografia liquida por fase reversa e por exclusdo molecular,
observando que apresentou poténcia/teor 3,14% maior e 2,87% menor,

respectivamente.

v" Recomenda-se 0 uso do bioensaio por cultura de células in vitro combinado com a
determinacdo de &cidos sialicos, por F-CL-FR, como método alternativo para

avaliacdo de poténcia dos produtos biotecnologicos de rhEPO.

v A avaliacdo de correlagdo dos resultados dos bioensaios in vitro e in vivo com 0s
métodos por cromatografia liquida em fase reversa e por exclusdo molecular,
demonstram concordancia significativa (p > 0,05), sugerindo que podem ser
aplicados em estudos visando seu uso em combinagcdo com os métodos existentes,

aprimorando o controle da qualidade.
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v O presente estudo constitui-se em contribuicdo para o estabelecimento de métodos
alternativos no contexto dos 3Rs, aprimorando o controle da qualidade, garantindo a
seguranca e eficacia da biomolécula viabilizando também, estudos de

comparabilidade de produtos bioldgicos.
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