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SUMMARY

This work present the control techniques and the quality
specifications that human recombinant alpha 2b interferon
expresed and produced in Escherichia coli cells have to pass, in
order to show its identity and security as a drug.

The results of 10 batches of Active raw material were shown as
an apirogenic and steril product, with a specific activity higher
than 1 x 10® UI/mg of proteins, levels of host strain contaminants
(E. coli) under the limits established by international
organizations for recombinant products and levels of purity higher
than 97%. Besides, the results from 10 batches of three million
unit, each of the final liofilized product, are shown here.

RESUMEN

Este trabajo presenta las técnicas de control y las especificaciones
de calidad a cumplimentar para demostrar la identidad y
seguridad en el uso como medicamento del interferon alfa 2b
humano obtenido por via recombinante, expresado en Escherichia
coli.

Se presentan los resultados de 10 lotes de materia prima activa
que mostraron un producto apirogénico, estéril, con una
actividad especifica superior a 1 x 108 Ul/mg de proteina, niveles
de contaminantes de la cepa hospedera (E. coli) por debajo de
los limites establecidos internacionalmente para productos
recombinantes y niveles de pureza por encima del 97%. Ademds
se muestran los resultados de 10 lotes de tres millones de unidades
del producto terminado en forma liofilizada.

INTRODUCCION

El interfer6n alfa humano constituye una familia
de cerca de 13 subtipos de interferones diferentes (1)
con actividad antiviral, inmunomoduladora y
antiproliferativa (2). Las herramientas de la
ingenieria genética han permitido la obtencién de
interferones humanos recombinantes, biol6gicamente
activos, expresados en microorganismos y células de
organismos superiores.

En nuestro proceso de purificacion, el interferén
alfa 2b humano recombinante (IFN « 2b hum-rec.)
aparece asociado al debris celular, desde donde es

solubilizado y renaturalizado después de un protocolo
de lavado del pellet celular. Este proceso incluye el
uso de anticuerpos monoclonales especificos que
reconocen el interferén « 2b humano activo de las
formas no activas (3). El IFN « 2b hum-rec. obtenido
a través de este proceso tiene una actividad
especifica superior a 1 x 108 UI/mg de proteina total,
es una cadena polipeptidica simple de 18 kDa
conteniendo 4 residuos de cisteina (4).

Para demostrar la consistencia y la pureza tanto del
ingrediente activo (materia prima activa) como del
producto final liofilizado se realizan diferentes
analisis de identificacién, potencia, pureza y
seguridad, avalados por las técnicas establecidas
internacionalmente, validados y calibrados contra
patrones de referencia, y recogidos en procedimientos
patrones de operacién (PPO).

MATERIALES Y METODOS

Reactivos
Todos los reactivos usados en estas técnicas fueron calidad
analitica, obtenidos de MERCK, BDH, Aldrich, GIBCO, OXOID,

Sigma y Boehringer.

Ensayos de Identificacion

- Cuantificacién de interferén alfa 2b humano recombinante
por un ELISA tipo sandwich. Se efectia segin la técnica
reportada por Pérez et al. (5).

Se utiliz6 un patrén de trabajo de IFN purificado, calibrado
contra el patrén internacional de IFN a 2b hum-rec. Ga
23-902-530 (6).

- Control de pureza por cromatografia liquida
de alta eficacia (HPLC-RP)

Se efectiia segin la técnica reportada por Moya et al. (7).

- Andlisis de aminodcidos por intercambio iénico
Se efectiia segiin la técnica reportada por Morera et al. (8).
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- Caracteristicas organolépticas
En la materia prima activa se verificé a contraluz la transparencia
y la ausencia de sélidos en suspensién.

Para el producto final liofilizado se verificaron tamaiio y color
de la pastilla de liofilizacién, ademds, afadiendo diluyente a 5
bulbos de la muestra de ensayo se verificaron a contra luz la
transparencia y color de la solucién.

Ensayos de Potencia

- Determinacion de la actividad antiviral por

hemaglutinacién

Se efectud segiin la técnica reportada por Ferrero et al. (9) para
cuantificar el titulo (actividad bioldgica) de la materia prima activa
y el producto final liofilizado del IFN a 2b hum-rec.

- Determinacién de la Actividad Especifica

La actividad especifica se calculé como el cociente entre la
actividad antiviral (en unidades internacionales) y la cantidad de
proteinas totales presentes en la preparacién.

- Determinacion de la concentraciéon de proteinas

Se efectud segiin la técnica reportada por Lowry et al. (10).

Se utiliz6 como patrén de referencia una preparacién de Suero
de Albimina Bovina (BSA) (MERCK, Alemania), con un 90% de
pureza, y con el contenido conocido de nitrégeno proteico de
acuerdo al método de Kjeldahl (11). Las alicuotas del patrén
(conservadas a 4°C) fueron procesadas simultaneamente con las
muestras.

Ensayos de pureza

- ELISA para cuantificar las proteinas
contaminantes de la cepa hospedera en la materia

prima activa del IFN o 2b humano recombinante
Este inmunoensayo permitié cuantificar las proteinas
contaminantes de la cepa hospedera en la materia prima activa del
IFN a 2b hum-rec. El método se basa en la cuantificacién
inmunolégica de proteinas utilizando antisueros especificos contra
el patrén de proteinas de la célula hospedera. El reconocimiento de
las proteinas contaminantes se detecté por marcaje enzimdtico del
anticuerpo conjugado con peroxidasa, en presencia de un sustrato.
Los pocillos de una placa de microtitulacién de poliestireno
Maxisorp (Nunc, Alemania) se recubrieron durante 16 h a 4°C con
100 1L del anticuerpo policlonal anti proteinas de E. coli, disuelto
en solucién tampén de 0.1 M NaCO3 y 0.1M NaHCO3;, pH 9.6 a
una concentracién previamente determinada en un ensayo de
titulacién. Este anticuerpo se obtuvo por el método de inmunizacién
por cascada y se purific6 por afinidad. La placa se lavé con SSTF
conteniendo 0.05% Tween-20. El bloqueo se realiz durante 1 h a
37°C en 200 uL por pozo de 1% leche deslipidizada en SSTF. A
continuacién se adicionaron 100 4L del patrén, los controles y las
muestras previamente diluidas en 0.05% Tween-20 en SSTF y se
incub6 a 37°C durante 1 h, al cabo de la cual se realizaron 3 lavados
con SSTF y Tween-20. Se adicionaron 70 uL. por pozo del conjugado
(anticuerpo policlonal anti proteinas de E. coli-peroxidasa) diluido
convenientemente en 1% de leche deslipidizada y 0.05% de
Tween-20 en SSTF y se incubd a temperatura ambiente durante 1 h,
al cabo de la cual se repitieron 6 lavados. La reaccién se desarrollé
con 100 uL de 0.04% de ortofenilendiamina y 0.04% de H,0, en
tamp6n fosfato-citrato, pH $.5, en oscuridad durante 20 min y se

detuvo con 50 uL de una solucién de 2 M H,SO, y se leyd la
densidad éptica a 492 nm utilizando un lector de microplacas
Multiskan (Flow Laboratories, Alemania).

- ELISA para la determinacion cuantitativa de
inmunoglobulinas de ratén (12, 13)

Este es un ensayo inmunoenzimdtico de fase sélida, tipo
sandwich, donde el anticuerpo contenido en la muestra es
capturado por un anticuerpo policlonal contra la IgG de ratén en
conejo/carnero, acoplado a la fase sélida (placas de
microtitulacién de poliestireno Maxisorp [Nunc, Alemania]). El
reconocimiento de.las IgG de ratén se detecté por marcaje
enzimdtico del anticuerpo policlonal conjugado con peroxidasa en
presencia de un sustrato.

Los pocillos de una placa de microtitulacién de poliestireno
Maxisorp (Nunc, Alemania) se recubrieron durante 16 h a 4°C
con 100 4L de anticuerpo policlonal contra la IgG de ratdn,
disuelto en solucién tampén de 0.1 M Na,CO3y 0.1 M NaHCO;3,
pH 9.6 a una concentracién previamente determinada en un
ensayo de titulacién. La placa se lavé con SSTF conteniendo
0.05% Tween- 20. El bloqueo se realizé durante 30 min a 37°C en
100 4L por pozo de 1% leche deslipidizada en SSTF. A
continuacién se adicionaron 100 uL del patrén, los controles y las
muestras previamente diluidas en 1% de leche deslipidizada y
0.05% Tween-20 en SSTF y se incub6 a 37°C durante 1 h, al cabo
de la cual se realizaron 4 lavados con SSTF y Tween-20. Se
adicionaron 100 u«L por pozo del conjugado (anticuerpo
policlonal contra la IgG de ratén-peroxidasa) diluido
convenientemente en 1% de leche deslipidizada y 0.05% de
Tween-20 en SSTF y se incub6 a temperatura ambiente durante
1 h, al cabo de la cual se repitieron 4 lavados. La reaccion se
desarrollé con 100 4L de 0.04% de ortofenilendiamina y 0.04%
de H,0, en tampén fosfato-citrato, pH 5.5, en oscuridad durante
15 min, se detuvo con 50 4L de una solucién de 2 M H,SO,y se
ley6 la densidad éptica a 492 nm utilizando un lector de
microplacas Multiskan (Flow Laboratories, Alemania).

Para el cdlculo de la concentracién de IgG presente en la
muestra se utilizé el programa Symphony (Lotus Development
Corporation, USA), donde se realiz6 un ajuste parabdlico a la
curva de calibracion.

- Deteccion de ADN de E.coli por la técnica de
hibridacién

Se aplic6 sobre un filtro de nylon Hybond N (Amersham,
Inglaterra), utilizando un equipo Manifold (BioRad, USA), ADN
de E. coli purificado segin Sambrook et al. (14) para la curva
patrén (1 ng, 500 pg, 250 pg, 125 pg, 62 pg, 31 pg, 16 pg, 8 pg),
100 ug de proteina de la muestra a ensayar, y 100 ug de BSA
Fraccién V como control negativo, previamente desnaturalizadas
durante 5 min a 95°C en un bloque térmico. El filtro de nylon se
tratd con una solucién desnaturalizante de 1.5 M NaCl, 0.5 M
NaOH, durante 5 min a temperatura ambiente y se dejé secar 30
min al aire antes de exponerlo a luz UV, (envuelto en saranwrap),
en un transiluminador (Bioblock, Francia) a 320 nm durante 3
min. Se colocé el filtro con solucién prehibridadora (0.9 M
NaCl, 0.12 M Citrato de Sodio, 0.1% Ficoll 400, 0.1%
Polivinilpirrolidona, 1 mg/mL BSA Fraccién V, 0.5% SDS, 50%
Formamida) y 100 ug/mL de tgna de levadura, durante 2 h a
42°C. La hibridacion se realizé utilizando una sonda marcada
con 3*P (CIGB, Cuba) a razén de 10° cpm/mL, en la solucién
de prehibridizacién durante 14-16 h a 42°C. El filtro se lavé
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dos veces durante 15 min con solucién de lavado conteniendo
0.3 M NaCl, 0.04 M Citrato de Sodio, 0.1% SDS y dos veces
con 0.03 M NaCl, 0.004 M Citrato de Sodio, 0.1% SDS. El
filtro se expuso, (envuelto en saranwrap) a un film de rayos
X a -70°C durante 48 h. La cantidad de ADN contaminante
presente en la muestra se determindé comparando la
intensidad de su sefial con los diferentes puntos de la curva
de ADN de E. coli.9

- Electroforesis en geles de poliacrilamida en
presencia de SDS (SDS-PAGE)

Se efectud segun la técnica reportada por Laemmli et al
(15), en sistema vertical con SDS en un gel de poliacrilamida
del 12.5%, a corriente constante de 30 mA y voltaje inicial de
120 V. Se aplicaron 20 ug de proteina en condiciones de
reduccién y no reduccién para los geles tefiidos usando el
método de tincién con Coomassie (16, 17) y 10 ug de proteinas
en condiciones de reduccién y no reduccién para los geles
tefiidos usando el método de tincién con nitrato de plata (18).
Se utilizaron patrones de peso molecular calibrados contra un
patrén de proteinas (Sigma) y un patrén de trabajo de IFN a

2bhum-rec. (0192) preparadoen el CIGB. Se evaluaronlos geles
tefiidos con azul de Coomassie por densitometria (L.aser 2202
Ultroscan, LKB- Bromma, Suecia).

Ensayos de seguridad

- Prueba de pirédgenos

La prueba de pirdgenos en conejos se realizé segin los
requerimientos de la USP XXII/90 (19), tanto a la materia prima
activa como al producto final liofilizado de IFN a 2b hum-rec. Se
aplic6 una dosis de 1.5 x 105 UI/Kg de peso del animal.

- Prueba de Esterilidad

La prueba de esterilidad se realizé segin los requerimientos
de la USP XXII/90 (19), tanto a la materia prima activa como al
producto final liofilizado de IFN a 2b hum-rec.

- Prueba de Toxicidad Anormal

La inocuidad se determind segin la Farmacopea Britdnica
(BP-88) (20). Se evalué cualitativamente la toxicidad mediante
una dosis unica de 6 x 105 Ul/animal. Se utilizaron ratones de la
Iinea OF-1 con 203 gy curieles con 250-350 g de peso.

Tabla 1
Pruebas, especificaciones de calidad y resultado de 10 lotes de materia prima activa de IFN a 2b hum-rec.

PRUEBAS Y

LOTES

ESPECIFICACIONES

3027 | 3028 | 3029 [ 3030 | 3031 | 3032 | 3033 | 3034 | 3035 | 3036

Caracteristicas Organolépticas
Liquido incoloro, Libre de
particulas en suspensién

CUMPLE

Inmunoidentificacién
Identificado

IDENTIFICADO

Actividad Especifica
Actividad bioflgégica/ Lowry 1.7 2.2 21
>1 x 10° Ul/mg

2.8 1.8 1.8 1.1 1.0 1.0 1.5

Composiciéon de aminoacidos
Correspondiente con la secuencia
aminoacidica conocida.

CUMPLE

RP-HPLC
Pico mayoritario correspondiente al
IFNa2b hum-rec., en el tiempo de
retencién esperado

CUMPLE

Determinacion de IgGcontaminante

% 100 pmm 15 23 19

23 22 22 15 14 13 15

Determinaciéon de ADN
contaminante
< 10 pg/dosis

<10 <10

<10

<10 <10 <10 <10 <10 <10 <10

Determinacién de proteinas
contaminantes de E. coli 18 6 5
< 100 ng/dosis

Pureza por SDS-PAGE
97% de pureza, < 3%oligémeros, 98
sin degradacién.

100 100

99 97 99 97 98 97 98

Esterilidad
Pasa la prueba.

PASA LA PRUEBA

Pirégenos
Pasa la prueba

PASA LA PRUEBA
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.

Fig. 1: Dot-blot para la deteccién de trazas de ADN contaminante poz hibridacién, empleando el marcaje con fésforo radiactivo 2p).
A- Curva patrén ADN de E.coli (1- 1 ng, 2- 500 pg, 3- 250 pg, 4- 125 pg, 5- 62 pg, 6- 31 pg, 7- 16 pg, 8- 8 pg). B- Muestra aplicada 100

g de proteina (6.6 dosis de IFN @ 2b hum-rec.).
Otros analisis

- Determinacion de pH

Se efectué segiin los requerimientos de la USP XXII/90 (19),
tanto para el ingrediente activo como para producto final
liofilizado.

- Determinacion de humedad

Se procedié segun lo establecido en la Farmacopeia Britdnica
BP- 88 (20) utilizando un equipo marca Karl Fisher (Radiometer,
Dinamarca).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se muestran los ensayos que se le
realizan a la materia prima activa de IFN « 2b hum-rec.
y las especificaciones de calidad que rigen la aprobacion
de los lotes, para fabricar la forma terminada del
medicamento.

Ademias se muestran los resultados de 10 lotes de
produccién que permiten constatar la consistencia del
proceso productivo y la calidad de los ingredientes activos,
liquidos incoloros,-libres de particulas en suspension,
apirogénicos y estériles, reconocidos por el sistema de
anticuerpos especificos para el IFN « 2b hum-rec., con
una actividad especifica superior a 1 x 10® Ul/mg de
proteina, niveles de contaminantes de la cepa hospedera
(E. coli) por debajo de los limites establecidos
internacionalmente para productos recombinantes
(figura 1), con niveles de pureza por encima del 97%
(figura 2), un peso molecular aproximado de 18 kDa
(comprobado por SDS-PAGE) y una composicién
aminoacidica correspondiente con la secuencia
establecida para el interferén.

En la tabla 2 se muestran los diferentes ensayos que
se le realizan al producto final liofilizado de IFN « 2b
hum-rec. y las especificaciones de calidad que rigen la
aprobacién de los lotes para su aplicacién como

1 2 3 4

Fig. 2: Electroforesis en gel de poliacrilamida (12.5%) en
presencia de SDS. Tincién con azul de Coomassie brillante.
Cantidad de proteina aplicada 20 ug. 1-IFN a 2b hum-rec.
reducido, 2-IFN a 2b hum-rec. sin reducir, 3- Patrén de pesos
moleculares (67 kDa, 18 kDa, 14 kDa), 4-Patr6n de IFN @ 2b hum-rec.
(18 kDa).
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Tabla 2:
Prucbas, especificaciones de calidad y resultados de 10 lotes de Producto final liofilizado de 3 millones de unidades de
IFN « 2b hum-rec.

PRUEBAS Y

LOTES

ESPECIFICACIONES

3301 | 3302 | 3303 | 3305 | 3306 | 3307 [ 3308 | 3309 [ 3310 | 3311

Caracteristicas Organolépticas.
Pastilla uniforme de color blanco
que s¢ disuclve fdcilmente y no
presenta rasgos de formacién de
espuma durante ¢l proceso de
liofilizacidn.

CUMPLE

Inmunoidentificacion
Identificado

IDENTIFICADO

Actividad biolégica
1 M UI0.5-2 x10° U/mL

.0 3.2 2 3.0 3.2 3.0 3.6 34 3.2 3.6
3 M UI 1.5-6 x10° Ul/mL 3 3
10 M UI 27 x10° Ul/mL
Esterilidad PASA LA PRUEBA
Pasa la prucba.
1 A 3
Pirégenos PASA LA PRUEBA
Pasa la prucba
Toxicidad anormal PASA LA PRUEBA
Pasa la prucba
Homedad 1.4 3.1 14 11 0.0 0.0 11 0.9 0.4 0.0
< 5%
pH
6.8-72 6.8 6.9 6.8 6.9 6.9 6.8 7.6 6 6.8 6.9

medicamento en humanos. Ademads, se muestran los
resultados de 10 lotes del producto terminado de tres millones
de unidades, que presentan las siguientes caracteristicas:
pastillas uniformes de color blanco, de facil disolucidn,
apirogénicos, estériles ¢ inocuos, reconocidos por el sistema
de anticuerpos especificos para el IFN « 2b hum-rec, con una
actividad bioldgica superior alos 3 x 10° UI/mL, una liumedad
por debajo de 5% y un pH entre 6.8-7.2.

Resultados de la validacion de las técnicas analiticas

Las técnicas usadas en el control de los lotes del IFN
a 2b hum-rec. fueron validadas para demostrar que dichos
métodos son confiablcs y especilicos para su uso.

- Cuantificacion de IFN « 2b hum-rec. por un ELISA
tipo sandwich

El ensayo fue preciso y exacto (coef. variacion

interensayos 11.62% ¢ intracnsayos 8.08%) con porcientos
de recuperacion de 81.35-101.9%. El coeliciente de
correlacion lineal fue 0.99 y el ensayo altamente especifico
al dar valores en ¢l orden del fondo de la placa frente a
una muestra de interferén gamma.

- Control de pureza por cromatografialiquida de alta
eficacia (HPLC-RP)

El método fue selectivo para diferentes formas de la
molécula y degradaciones de éstas (7). El coeficiente de
variacion para el porciento del drea del pico principal fue

0.4% por dia y menor que 0.5% entre dias. Ambos
parametros fueron menores que 0.4% para los
tiempos dc retencion, no existiendo diferencias
significativas entre analistas. El método fue lineal entre 20 y
120 ug de proteinas con pendiente 1.45 y coeficiente de
correlacion 0.996.

- Anilisis de aminodcidos por intercambio i6nico

El cocficiente de variacidn para este ensayo fue 6.52%,
con una recuperacion composicional de un 9503%.

- Determinacion de la actividad antiviral por
hemaglutinacion

La exactitud del método la determind el uso en cada
placa de titulacion del patrén de laboratorio calibrado contra
el patron internacional. La especificidad de la técnica se
estudié realizando varios ensayos de actividad antiviral del
interferén, utilizando células de distintas especies (Hep-2,
WISH y un cultivo primario de prepucio fetal de origen
humano, Vero de mono, RK- 13 de conejo, BHK-21 de
hamster, L-929 de ratén, cultivo primario de embrién de pollo
y MDBK bovina). La precision del método se determin a
través de los criterios de repetibilidad y reproducibilidad,
al titular una muestra de IFN alfa leucocitario crudo
colocado a ciegas entre las muestras de control de la
producci6én de cada dia por un periodo de un aio.
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- Determinacion de la concentracion de proteinas.
(Método de Lowry)

Los pardametros de la validacién que caracterizan
la curva patrén para este ensayo son: el rango lineal
entre 10-500 ug/mL | el coeficiente de regresidn para
la curva de rango bajo (10 ug-100 ug) 0.998 y para la
curva de rango alto (100 ug-500 1g)0.996, la exactitud
del método estid entre un 98-103%, el limite de
deteccion es de 10 ug/m y el de cuantificacion es de
20 ug/mL, la precision exige no menos de 2 réplicas
por concentraciéon o muestra, los parametros de
repetibilidad y reproducibilidad estdn caracterizados
por un coeficiente de variaciéon de un 5% y una
desviacion estandard de 0.04.

- ELISA para cuantificar las proteinas
contaminantes de la cepa hospedera en la Materia
Prima Activa del IFN a 2b hum-rec.

El ensayo fue preciso y exacto (cocficientes de
variacidn interensayos menores de 15% para los tres
controles) con porcientos de recobrado entre
80-120%. La relacidn entre las concentraciones de la
curva patrén y las absorbancias se describié mediante
un modelo lincal de primer orden (r=0.995). Se
demostrd ademds la linealidad de la dilucién para
garantizar la condicion de exceso de anticuerpos que
se requicre en este tipo de ensayo, analizando tres
lotes de ingrediente activo a diferentes diluciones,
evidenciando que la respuesta fue directamente
proporcional a la concentracién del analito.

- ELISA para la determinacién cuantitativa de
inmunoglobulinas de ratén

Los pardmetros de la validacién que caracterizan
la curva patrén para este ensayo son: el rango de la
pendiente entre 0.005603-0.0104506, los coeficiente
de variacién intraensayo 7.8 ¢ interensayo 13.4, limite
de cuantificacién de 10.36 ng/mL y un coeficiente de
correlacion lineal 0.98.

- Deteccion de ADN de E. coli por la técnica de
hibridacién.

La especificidad de la técnica se estudio siendo de
un 100%, con un limite de deteccién de 7 pg de ADN
de E. coli.

- Electroforesis en geles de poliacrilamida en
presencia de SDS (SDS-PAGE)

La sensibilidad para este ensayo es de 0.2 ug, con
coeficiente de variacién intraensayo de 2% e
interensayo de 3.8%

CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos
concluimos que existe un cumplimiento de los
requerimientos establecidos por organizaciones

internacionales como la Organizaciéon Murdial de la
Salud (OMS) (21) para la produccién del interferon
por la tecnologia del ADN recombinante.

Los valores obtenidos para cada ensayo se
encuentran dentro de los limites establecidos para la
aprobacidn de los lotes de produccion.

El proceso productivo del IFN a 2b hum-rec. presenta
una alta consistencia, partiendo de la homogeneidad que
aporta cada uno de los ensayos practicados por lotes,
garantizando de forma significativa la produccion y
comercializacion del producto.

Los resultados de los ensayos realizados
(identificacion, potencia, pureza y seguridad) garantizan
la efectividad del producto y la seguridad para su
aplicacién en humanos.
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