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ABSTRACT

This report shows the stability test studies under accelerated and normal storage conditions carried out
with recombinant human alpha 2b interferon (hu-r alpha 2b IFN) in phosphate buffer 0.1M, pH 7.0, with
and without albumin, in order to establish its shelf-life at refrigerating and frozen conditions. According to
the accelerated study we concluded that no alterations will interfere the recognition of hu-r alpha 2b IFN in
ELISA in at least five years when stored at -70 or -20 °C. Otherwise, when stored at 4 °C, a loss of a 10 %
may occur in one year. We corroborated this when the presence of new structures which might affect the
protein immunological recognition were detected by RP-HPLC. No stabilizing properties of albumin on hu-r
alpha 2b IFN were observed at least when it is in phosphate buffer 0.1M, pH 7.0 and under accelerated
storing conditions.
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RESUMEN

Este trabajo presenta un estudio de estabilidad acelerada realizado al interferén alfa 2b humano recombinante
(IFN alfa 2b hu-r) en tampén fosfato 0,1M, pH 7,0 bajo condiciones reales de almacenamiento para determinar
su tiempo de durabilidad en condiciones de refrigeracién y de congelacién. Se probaron dos variantes de alma-
cenaje: en presencia o en ausencia de albomina humana. Del estudio acelerado se obtuvo que en el ensayo
ELISA después de cinco aiios almacenado a las temperaturas de -20 o -70 °C no ocurren alteraciones que impi-
dan el reconocimiento del IFN alfa 2b hu-r. Si se almacena a 4 °C la pérdida del 10 % puede ocurrir al cabo de
un afio aproximadamente. Esto se corroboré por almacenamiento a 4 °C en tiempo real monitoreado por HPLC-
RP donde se observé que al afo aparecen nuevas estructuras que pueden interferir en el reconocimiento. Los re-
_sultados mostraron que la albomina no posee propiedades estabilizantes sobre el IFN alfa 2b hu-r al menos

cuando este se encuentra en tampén fosfato 0,1M, pH 7,0 y bajo condiciones aceleradas de almacenamiento.
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Introduccién

El interferén alfa es conocido por su efecto antiviral y
antiproliferativo. Este se ha podido obtener por la via
del ADN recombinante (IFN alfa 2b hu-r). Con el ob-
jetivo de determinar el tiempo y la temperatura de
almacenamiento de esta proteina se realizé un es-
tudio de estabilidad bajo condiciones aceleradas (1).
La importancia de este estudio radica en que se ob-
tiene valiosa informacién en poco tiempo; en los
estudios de preformulacion, es el mas usado para
comparar la estabilidad de proteinas en presencia de
distintos tipos de estabilizantes, excipientes o aditi-
vos (2). Dado su caricter predictivo, es necesario
llevar a cabo un estudio de estabilidad en tiempo
real para verificar los resultados obtenidos. Este
estudio es el que ofrece una informacién mas exacta
del comportamiento del producto a la temperatura
de almacenamiento establecida (3). En este ultimo
caso, se hace necesario no solo determinar la pérdi-
da de la actividad, potencia o concentracién en el
tiempo a una temperatura dada de almacenamiento,
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sino también para detectar degradacion se deben
emplear otros métodos indicadores de la estabilidad
del producto, algunos de los cuales han sido descri-
tos para las proteinas recombinantes (4). Para ellas
es necesario emplear un gran niimero de analisis ri-
gurosos con vistas a asegurar que su estructura, pu-
reza, potencia y actividad de la proteina sean simila-
res a la inicial (5).

La funcién estabilizante de la albimina humana
sobre biomoléculas se ha destacado por diferentes
autores (6). Se ha empleado para la estabilizaciéon de
proteinas en la fase de investigacién y muchas veces
en los productos farmacéuticos, por ejemplo, un ex-
ceso de albumina en la formulacién final de inter-
leucina 2 recombinante producida por Cetus Corpo-
ration (EE. UU.) logré estabilizar la preparacién
liofilizada (7).

El presente trabajo muestra los resultados de un
estudio de estabilidad del IFN alfa 2b hu-r bajo
condiciones aceleradas y bajo condiciones reales de

190

1. Kirkwood TBL. Predicting the stability
of biological standard and product
Biometrics 1970,33:736-742.

2. Waltersson Jan-Olof. Methodological
dies on the luation of drug sta-
bility in preformulation work. Com-
prehensive summaries of Upsala
dissertations from the Facully of Far-
macy, Upsala 1986.
3. Tydeman MS, Kirkwood TBL. Design
and lysis of lerated degradati
tests for the stability of biological stan-
dards |. Properties of maximum likeliho-
od 4300 . J | of Biological
Standardization 1984;12:195-206.

4. Geigert ). Overview of the stability
and handling of recombinant protein

drugs. J | of P | Sc and
Technology 1989.

5. Evens, RP, Wiicher M. Biotechnology:
An Introduction fo binant DNA fe-
chnology and produd lability. Ther

Drug Monit 1993;15 (6):514-520.
6. Shami. EY, Rothstein . A, Ramjee-
singh M. Stabilization of biologically
adive proteins. TIBTECH 1989;7.



Barberia, et al.

Estabilidad del IFN alfa 2b hu-r

almacenamiento (4, -20 y -70 °C) tanto en presencia
como en ausencia de albimina.

Materiales

IFN alfa 2b hu-r

Se estudi6 en tampén fosfato 0,1M, pH 7,0. El ma-
terial se dividi6 en dos partes, a una se le adiciond
albumina humana como preservante. El envase se
realiz6 en condiciones estériles.

Albimina humana
Solucién al 20 % en volumen (Infusion IV, IMEFA,
Cuba).

Métodos

Elisa

La concentracion del IFN alfa 2b hu-r en el tiempo
de estudio se analiz6é mediante ensayo inmu-
noenzimético tipo "sandwich" para la cuantificaciéon
del IFN alfa 2b hu-r. El ensayo emplea 2 anticuer-
pos monoclonales producidos en el CIGB (Anti-
Human Alfa 2 IFN CB-IFNA 2.3 y Anti-Human Alfa
2 IFN CB-IFNA HRP 2.4). La lectura de la placa se
realiz6 a 492 nm en un MULTISKAN PLUS-
ANTHOS (8).

Titulacion

Este método se basa en la capacidad de los IFNs pa-
ra prevenir la infeccion y destruccion de células
Hep-2 (Carcinoma laringeo humano, ATCC No. CCL
23) provocada por el virus mengo (9).

Electroforesis vertical con SDS en gel

de poliacrilamida

Se utiliz6 el gel a una concentracién de 12,5 % de po-
liacrilamida. Las muestras se procesaron en condiciones
reducidas. Se aplicaron 20 pg de proteinas totales. La
corrida electroforética se realizd bajo una intensidad de
corriente constante de 30 mA y voltaje inicial de 120
volt, en una fuente de alimentacion para electroforesis
(PHARMACIA, Suecia). La tincion del gel se realizd
con azul de Comassie G-250 (10).

Cromatografia liquida de alta resolucion

en fase reversa

Se llev6 a cabo segin la técnica reportada por Mo-
ya G, et al. (11). Se utiliz6 un sistema de HPLC
LKB (Bromma, Suecia). Las separaciones se efec-
tuaron en columna Wide pore C8 (4,6 x 100 mm,
5um) J.T. Baker (EE. UU.). Las soluciones emplea-
das fueron: A (4cido trifluroacético-TFA- 0,1 % en
agua para HPLC) y B (TFA 0,05 % en acetonitrilo),
utilizando un gradiente desde 15% de B hasta
60%B, en 40 min con un flujo de trabajo de
0,8 mL/min. La temperatura se mantuvo a 34°C y la
absorbancia fue monitoreada a 226 nm. La adquisicién
y procesamiento de los datos se realizaron emplean-
do el programa BIOCROM (CIGB, Cuba) (12).
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Estabilidad acelerada

El estudio se baso en exponer las muestras a eleva-
das temperaturas (28, 45 y 55 °C), determinar los
parametros cinéticos de la degradacién en cada tem-
peratura y usarlos para el ploteo de la ecuacién de
Arrhenius. Los pardmetros de esta Gltima, determi-
nados experimentalmente, fueron empleados para
predecir la velocidad de degradacion en condiciones
de refrigeracion (13).

Estabilidad bajo condiciones reales

de almacenamiento

Se llevd a cabo bajo condiciones controladas de
temperatura (4, -20 y -70 °C), para corroborar los
requerimientos de almacenaje propuestos en el es-
tudio de estabilidad acelerado. Se emplearon méto-
dos validados para detectar variaciones de la activi-
dad bioldgica y la estructura y pureza de la molécula
durante el tiempo de almacenamiento (14).

Resultados y Discusién

El estudio de estabilidad acelerada se realizo al IFN alfa
2b hu-r en presencia o en ausencia de albimina huma-
na. Las concentraciones de IFN alfa 2b hu-r determina-
das en las muestras durante el almacenamiento se pro-
cesaron por el programa BIOEST2 (15). Este programa
calcula las constantes de la velocidad de degradacion
para cada temperatura estudiada a partir del grafico In
de la concentracion vs. tiempo (Figura 1) con las cuales
ajusta graficamente la ecuacion de Arrhenius (3). Extra-
polando en este grafico se estima la constante de veloci-
dad de degradacion de la temperatura de almacenamien-
to propuesta para predecir el tiempo de vida util del
producto. Segiin el BIOEST? la cinética de degradaci6n
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Figura 1. Variacién de la concentracién (ug/ml) del interferén alfa humano recombinante en
tampdn fosfato (0,1M) para cada temperatura con respecto al tiempo (dias). Temperaturas: (x)
28 °C (k = 0,0154 dias™), (*) 45 °C (k = 0,0827 dias’'), () 55 °C (k = 0,7795 dias™").

Eje x: Ln de la concentracién
Eje y: Tiempo expresado en dias
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comrespondié a una reaccién de primer orden. Esto
implica que la velocidad con que decrece el nimero de
moléculas que no sufren cambios es proporcional al
nimero de ellas que permanecen intactas, es decir, el
pardmetro evaluado decae de forma exponencial con el
tiempo (1).

Para la temperatura de refrigeracion (2 -8 °C) se
predijo que el producto puede perder un 10 % de su
concentraciéon al cabo del afio aproximadamente.
Los resultados fueron similares para el material en
presencia de albimina.

Igualmente no hubo diferencias para ambas con-
diciones de almacenamiento al hacer la prediccion
en condiciones de congelacién (-70 °C). En este caso
el almacenamiento se puede extender hasta cinco aifos.

La comparacion estadistica mediante analisis de
varianza bifactorial (16) utilizando el estadigrafo F
de Fisher se realiz6 utilizando los valores de veloci-
dad de degradacion de cada temperatura en ambas
variantes de almacenamiento (Tabla 1) y demostrd
que no existen diferencias significativas entre las
dos formulaciones estudiadas. En el estudio se to-
maron como factores la temperatura y la presencia
de albumina, el primero con tres niveles y el se-
gundo con dos. El andlisis de varianza bifactorial
(Tabla 2) demostrd que:

. no existe diferencias significativas entre las
constantes de degradacion para cada temperatu-
ra en las dos formulaciones;

- las constantes de degradacion son diferentes pa-
ra cada temperatura, independientemente de la
presencia de albimina;

. la interaccion albimina-temperatura no ejerce
efecto significativo sobre la estabilidad.

Para el analisis de la estabilidad bajo condiciones
reales de almacenamiento (4, -20 y -70 °C) se utili-
zaron los valores reportados por actividad bioldgica
(Tabla 3). Estos valores fueron analizados estadisti-
camente por andlisis de varianza (Tabla 4) y se de-
mostré que a pesar de las variaciones propias del
ensayo de actividad biologica la degradacion en el
tiempo no es significativa.

En la electroforesis (SDS-PAGE) no se observa-
ron bandas de degradacion en ambas formulaciones
hasta 29 meses de almacenamiento (Figura 2).

El anélisis del IFN alfa 2b hu-r mediante croma-
tografia liquida de alta resolucion en fase reversa
(RP-HPLC) mostr6 dos especies principales, un pico
mayoritario que corresponde a la molécula intacta y
otro minoritario del IFN alfa 2b hu-r acetilado (17).

En los perfiles cromatograficos de los materiales
almacenados a 4 °C por 16 meses se observd un
cambio en el pico que corresponde al IFN alfa 2b
hu-r acetilado (Figura 3) que se mantiene a los 28
meses. A diferencia de este resultado en las mues-
tras almacenadas en condiciones de congelacion
(-20y -70 °C), el perfil cromatografico se mantuvo
invariable hasta los 28 meses de almacenamiento
(Figura 4), sin embargo se detect6 la formacion de
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Tabla 1. Valores de las constantes de la velocidad de degradacién para
las variantes de formulacién con y sin albémina.

Temperaturas 1/7 k (variante 1) k (variante I1)
(°C) (K) ‘

28 301 0,00332 -0,01542 -0,01653
45 318 0,00314 -0,08274 -0,15279
55 328 0,00304 -0,77950 -1,12040

k: constantes de la velocidad de degradacién expresado en dias™
variante : sin albomina

variante Il: con albomina

Tabla 2. Andlisis estadistico bifactorial realizado mediante un test de Anova.
Este andlisis se llevé a cabo emgleando la F de Fisher.

Fuente Suma GL CM F F tabulada
de variacién de cuadrados
Temperatura 2,650911 2 1,3254 18,821 5,143
AlbUmina 0,33624 1 0,33624 4,7745 5,987
Interaccién 0,585414 2 0,2927 4,1564 5,143
Error 0,422536 6 0,0704 - -
Total 3,9951 11 - - -

Suma de cuadrados = ¥ (Yii,‘)2
GL: grados de libertad
Suma de cuadrados

GL

CM: cuadrado medio:

F: estadigrafo de Fisher: CM de cada fuente de variacién
CM del error

Tabla 3. Valores de actividad biolégica correspondientes a las muestras
almacenadas a 4, -20 y -70 °C en presencia y ausencia de albdmina.

Actividad biolégica inicial: 10,8 x 10° Ul/mL

Tiempo 4°C -20 °C -70°C
(meses) SA CA SA CA SA CA
1 2,41 3,16 6,39 8,27 5,04 4.9
2 3,28 3,95 2,76 2,56 3,57 5,69
3 12,24 11,22 12,60 9,00 12,90 16,50
9 3,20 4,52 2,26 2,26 3,26 3,26
12 9,40 6,40 7,40 9,90 7,30 8,00
17 5,48 591 4,05 5,74 6,32 5,21
29 6,77 7,36 6,38 713 7,18 5,70

Act. B: actividad biolégica determinada por ensayo de titulacién (funcién antiviral del IFN alfa)
expresado en Ul/mL.
SA: sin albomina

CA: con albumina

una nueva especie menos hidrofobica que la especie
principal (con menor tiempo de retencion). Esta
nueva especie aparecio tanto en el IFN alfa 2b hu-r
almacenado a -20 °C como almacenado a -70 °C.

La aparicion de esta nueva especie puede ser de-
bido a transformaciones ocurridas en los residuos
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Tabla 4. Andlisis de varianza de los valores de actividad bioldgica reportados en la tabla 3.

4 °Csin Suma GL CM F Significacién
albémina de cuadrado de F
Regresién 0,2675 1 0,267 0,0162 0,9027
Residuos 98,8898 6 16,481 - -

Total 99,1573 7 - - -

4 °C con Suma GL CM F Significacion
albomina de cuadrado deF
Regresién 0,1549 1 0,154 0,0147 0,9027
Residuos 63,0718 6 10,511 - -

Total 63,2268 7 - - -
-20 °C Suma GL CM F Significacién
sin albomina  de cuadrado de F
Regresién 6,5053 1 6,505 0,4438 0,5300
Residuos 87,9476 6 14,857 - -
Total 94,4533 7 - - -
-20 °C Suma GL CM F Significacién
con albmina  de cuadrado deF
Regresion 0,8206 1 0,820 0,0689 0,8016
Residuos 71,4134 6 11,902 - -
Total 72,2341 7 - s -
-70°C Suma GL CM F Significacion
sin albomina  de cuadrado deF
Regresién 1,3581 1 1,358 0,1043 0,7575
Residuos 78,0536 6 13,008 - -
Total 79,4117 7 - - -
-70 °C Suma GL CM F Significacién
con albémina  de cuadrado deF
Regresién 15,1344 1 15,134 0,8004 0,4054
Residuos 113,4508 6 18,909 - -
Total 125,5852 7 - - -

Suma de cuadrados = T (Yiik)2
GL: grados de libertad

Suma de cuadrados
GL

CM: cuadrado medlo:

F: estadigrafo de Fisher: CM de cada fuente de variacién
CM del error

aminoacidicos con caracteristicas hidrofobicas lo
cual conllevé a una disminucién de la hidrofobici-
dad de la molécula como tal. No obstante, la activi-
dad biologica del IFN alfa 2b hu-r no se afectd, pro-
bablemente debido a que no ocurrieron transfor-
maciones en los residuos de cisteina que intervienen
en la formacion del puente disulfuro el cual est in-
volucrado en la funci6n biologica de la molécula.

Conclusiones

El IFN alfa 2b hu-r en solucién de fosfato de sodio
debe ser conservado preferiblemente en condiciones
de congelacién (20 o -70 °C) por un tiempo no ma-
yor de un afio, tiempo en el cual no ocurren cambios

estructurales que modifican el perfil cromatografico
de la molécula en cuestién. No obstante ello se pre-
dice por el método de almacenamiento acelerado que
no ocurriran alteraciones que impidan el reco-
nocimiento del IFN alfa 2b hu-r en el ensayo ELISA
hasta alrededor de cinco afios almacenado a las tem-
peraturas de -20 o -70 °C. Si se almacena a 4 °C la
pérdida del 10 % puede ocurrir al cabo del afio
aproximadamente. Esto se corroboré por almace-
namiento en.tiempo real monitoreado por cromato-
grafia donde se observé que al afio a 4 °C, aparecen
nuevas estructuras que pueden interferir en el reco-
nocimiento inmunolégico de la molécula por sus an-
ticuerpos especificos. Ademds con estos resultados
se reafirmé la importancia de utilizar otros métodos
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para monitorear la estabilidag de un producto bio-
16gico.

En cuanto al IFN alfa 2b hu-r, por los resultados
obtenidos, no se observd propiedades estabilizantes
de la albimina al menos cuando se encuentra en
tampén fosfato 0,1M, pH 7,0 y bajo condiciones
aceleradas de almacenamiento.
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Figura 3. IFN alfa 2b hu-r almacenado a 4 °C. (A)
cambios estructurales a nivel de IFN acetilado. (B)
hombro que aparece entre el pico principal y el aceti-
lado.
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Figura 4. IFN alfa 2b hu-r almacenado a -70 °C. (A)
nueva especie menos hidrofébica y que antecede al
-pico principal con menor tiempo de retencién.
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Figura 2. Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS del interferén alfa
‘humano recombinante almacenado a temperaturas de refrigeracién y congelacién du-
rante 29 meses.
(1) Patrén de peso molecular
a- Fosforilasa B (94000)
b- Albomina bovina (67000)
c- IFN alfa 2b hu-r (18000)
d- Lisozima (12000)
(2) Patrén de trabajo de interferén alfa confeccionado en el Centro de Ingenieria Genéti-
ca y Biotecnologia.
(3) y (4) IFN alfa 2b hu-r almacenado a 4 °C sin y con albomina
(5) y (6) IFN alfa 2b hu-r almacenado a -20 °C sin y con albdmina
(7) y (8) IFN alfa 2b hu-r almacenado a -70 °C sin y con albémina
(A) Albdmina humana
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