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Resumen

Se caracterizo el lote de interferon gamma utilizado como material de referencia por diferentes técnicas analiticas y
se demostré mediante los diferentes analisis de varianza realizados para cada una de las técnicas ensayadas, que
el lote cumple con lo aceptado para ser usado como material de referencia. El estudio de homogeneidad realizado
por la técnica de cromatografia liquida de alta eficacia en fase reversa demostré que el material de referencia posee
el grado de homogeneidad requerido para su uso. El lote es estable por 2 afios a — 70 °C, segun estudios previos
realizados a los lotes de produccion de materia prima activa de interferon gamma humano recombinante.
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El interferbn gamma es una proteina producida por células T activadas y células NK que presentan entre sus
diversas funciones propiedades antivirales y una funcién importante en la regulacién de las infecciones bacterianas
y procesos inflamatorios, entre otras.}™ Esta proteina se producice en el Centro de Ingenieria Genética y

Biotecnologia (CIGB) por via recombinante; se expresa en E. coli de forma insoluble4 y se emplea en la formulacion
del Heberon gamma R.

Los productos obtenidos por los actuales métodos de recombinacion genética exigen la disponibilidad de materiales
de referencia (MR) que le ofrezcan a los usuarios un medio para asegurar la precision y veracidad de los métodos

de medicién que estos empleen, con el fin de garantizar un mejor control de la calidad de las producciones.>:6

El propdsito de este trabajo es la preparacion del MR para su uso en las técnicas de control de calidad del interferén
gamma humano recombinante que se produce en el CIGB.

Métodos

Como material de origen para preparar el MR se utilizo un lote de produccién de materia prima activa (IFA) de
interferon gamma humano recombinante obtenido en el CIGB, evaluado por la Direccion de Calidad, el cual cumple
con las especificaciones establecidas para este producto.

El material fue envasado en viales de cristal estériles a razén de 200 uL por vial para conformar el MR codificado
como IFNG-01-0497. Al MR preparado se le realizaron estudios de caracterizaciéon y homogeneidad para evaluar la
posibilidad de ser empleado en las técnicas de pureza por electroforesis y cromatografia liquida en fase reversa, asi
como en la determinacion del contenido de contaminantes de E. coli.

Caracterizacion
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El material se distribuyo en viales con volumenes adecuados para las técnicas analiticas. Esto evita sucesivas
congelaciones y descongelaciones que pudieran afectar los valores de las propiedades de interés.

Independientemente del uso al que seré destinado el MR, para su caracterizacion el lote fue sometido a andlisis
diferentes:

Pureza por electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE.”
Pureza por cromatografia liquida de alta eficacia en fase reversa (RP-HPLC).8

Determinacion del contenido de contaminantes de E.coli por inmuno-dot.®

Determinacion de la concentracion total de proteinas por el método de Lowry.10

Determinacion de la actividad antiviral por el método de inhibicién del efecto citopatogénico. Para calibrar el
ensayo, se empleé una preparacion de referencia internacional (Gxg 01-902-535, del NIH; Instituto Nacional
de Salud de los Estados Unidos).
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Para cada andlisis, diferentes viales fueron escogidos al azar y divididos en 2 porciones de ensayo antes de ser
congelados.

En el caso de la electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), el inmuno-dot y la actividad antiviral, fueron
ensayadas 3 muestras con 2 determinaciones cada una. Para la determinacion de la concentracién total de
proteinas se ensayaron 7 muestras. Las determinaciones de pureza por electroforesis en gel de poliacrilamida se
realizaron en 2 laboratorios.

Se realiz6 un andlisis de varianza de una sola via para evaluar las diferentes fuentes de variacion. En el caso de la
concentracion total de proteinas se evalud la diferencia entre bulbos y para la electroforesis en gel de poliacrilamida,
la diferencia entre ensayos y entre laboratorios.

Los resultados de la caracterizacion por RP-HPLC fueron empleados en el estudio de homogeneidad.
Homogeneidad

Este estudio se realizo en 5 viales, cada uno de los cuales se dividio en 2 porciones de ensayo para un total de 10
muestras que fueron analizadas por RP-HPLC. Los viales se muestrearon de forma sisteméatica durante la operacion
de llenado del lote.

Se selecciono la técnica de RP-HPLC para realizar el estudio de homogeneidad ya que es mas sensible, exacta 'y
precisa dentro de las técnicas que se van a evaluar, lo que garantiza la homogeneidad entre esta y el resto de las

técnicas analiticas.11.12

El disefio del experimento se baso6 en determinar la pureza de las diferentes porciones, que fueron ordenadas
aleatoriamente para el analisis. Se evaluo la variabilidad entre viales mediante un andlisis de varianza (ANOVA), con
el empleo del estadigrafo F de Fischer.

Estabilidad

Se realiz6 un estudio de estabilidad acelerado para el cual se sometieron diferentes muestras del MR a 37, 45, y 58
°C hasta 30 dias. Luego del calentamiento se evaluo la actividad bioldgica de las muestras tomando como
referencia una de ellas que no fue sometida al tratamiento térmico. Con los valores relativos de actividad biolégica
se predice la pérdida de actividad que puede sufrir el material en condiciones de refrigeracion.
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Métodos de ensayo

Pureza por electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Se realizd en geles de poliacrilamida al 12,5 %
en presencia de SDS. Las muestras se trataron con tampon de tratamiento calentandose durante 5 min a 75 °C. En
todos los casos se aplicaron alrededor de 20 pg de proteina en geles que posteriormente se tifieron con Coomassie
y 10 ug de proteina en geles para la tincion con plata. La cantidad porcentual de cada especie en las muestras se
determiné por densitometria a través del Imaging Densitometer Model GS-700 de la BIORAD y con la utilizacién del
SoftWare “Molecular Analyst”.

Pureza por cromatografia liquida de alta eficacia en fase reversa (RP-HPLC). Se aplicaron 60 ug de cada
muestra a una columna (Octyl, Baker, USA) de 4,6 x 100 mm, 5 um, con un flujo de 0,8 mL/min.,con la utilizacion de
un sistema HPLC Pharmacia. La elusion se realiz6 con un gradiente de acetonitrilo en presencia de acido
trifluoroacético del 15 al 60 % en 40 min. La deteccién fue a 226 nm.

Determinacion del contenido de contaminantes de E. coli por inmuno-dot. Esta técnica permitié determinar las
proteinas contaminantes de E. coli provenientes de la célula hospedera, mediante la semicuantificacion de estas a
través de la identificacion inmunolégica (dot-blot) con antisueros especificos dirigidos contra el patron de estas
proteinas provenientes de la célula hospedera.

Determinacion de la concentracion total de proteinas por el método de Lowry. El método empleado esta
basado en la reaccion con el reactivo alcalino de Biuret, el cual tiene iones cupricos, que forman un complejo con los
enlaces peptidicos reduciendo el Cu2* a Cul*, en los sitios de acomplejacion dentro de la molécula de proteinay la
intensificacion del color del complejo proteina-cobre, por residuos de tirosina y triptofano a azul-parpura cuando el
reactivo fenolado Folin-Ciocalteau (acido fosfomolibdico-fosfotungstico) es adicionado.

Determinacion de la actividad antiviral por el método de inhibicion del efecto citopatogénico. Este método se
basa en la capacidad del interferon gamma recombinante para prevenir la infeccion y destruccion de células Hep-2
(carcinoma laringeo humano, APCC No. ccL-23) por el virus Mengo, asi como la multiplicacion de dicho virus. La
cuantificacion se realizé6 mediante el método de absorcion del colorante a las células. Se utilizé para la
determinacion de las unidades internacionales un material de referencia secundario de interferon gamma
recombinante (L-1) con una actividad biologica de 11 825 Ul/mL. Para asignarle las unidades a este material de
referencia secundario, se utilizé un estandar internacional para interferon gamma recombinante (Gxg 01-902-535)
con una potencia de 70 000 UI.

Resultados
Caracterizacion

Para el andlisis de los resultados de la pureza por la técnica de SDS-PAGE,se estudié primeramente la variacion
entre ensayos. Luego se analizo la variacion entre laboratorios. En ambos casos se hizo un analisis de varianza de
una via; no hubo diferencias entre los 2 ensayos realizados por un laboratorio ni entre los laboratorios. El valor de la
propiedad se calculé como la media aritmética de todos los resultados individuales; la pureza obtenida fue del 98,80
% con un intervalo de confianza entre el 97,89 y 99,71 %, para un nivel de significacion de 0,05 (tabla ). El resultado
del analisis de uno de los viales se presenta en la figura 1.

TABLA . Propiedades de interés y su incertidumbre

Incertidumbre
Propiedad Unidades Valor Método
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Limite bajo Limite alto
Conc. total de prot. (mg/mL) 0,912 0,888 0,937 Lowry
Pureza (%) 98,80 97,89 99,71 SDS-PAGE
Pureza (%) 99,08 98,97 99,19 RP-HPLC
Inhibiciéon del
Actividad antiviral (Ul/mL) 6,48 x 106 5,54 x 106 7,58 x 106 efecto
citopatogénico
Contaminantes de E. coli (ng/mL) <1,78 Inmuno-dot

Conc. total de prot. (método de Lowry): concentracion total de proteinas; pureza (método SDS-PAGE): se refiere a la
cantidad relativa proporcion que representa la banda correspondiente al interferbn gamma con respecto al resto de
las bandas de la muestra, al evaluar el gel de poliacrilamida por densitometria; pureza (método RP-HPLC): se
refiere a la cantidad relativa que representa el area bajo el pico correspondiente al interferén gamma con respecto al
area total de las especies encontradas; actividad antiviral (método de inhibicion del efecto citopatogénico): actividad
antiviral de la preparacion evaluada contra el MR. Internacional: Gxg 01-902-535, del NIH (Instituto Nacional de
Salud de los Estados Unidos); contaminantes de E. coli (inmuno-dot): contaminantes provenientes de la cepa
hospedera (E. coli) evaluados contra un patrén de trabajo de proteinas de esta cepa por un ensayo
inmunoenzimético.

1, 3, y 5: muestras de IFNG-01-0497 reducidas con (3-mercaptoetanol para el analisis por electroforesis; 2, 4, y 6:
muestras de IFNG-01-0497 en condiciones no reducidas; 7: muestra del MR de IFN alfa, codificado como IFNa2-02-
0294, en condiciones reducidas.

La banda correspondiente al MR de IFN gamma se encuentra a la altura de 18 kDa. Se puede comparar con la
banda que corresponde al interferon alfa recombinante que tiene un peso molecular de 19 kDa.

FIG. 1. Analisis electroforético del MR codificado como IFNG-01-0497.

En el ensayo de determinacion de proteinas contaminantes por inmuno-dot todos los bulbos analizados tuvieron <
de 1,78 p g/mL (tabla 1).
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El valor de determinacion de la concentracion total de proteinas se calculé como la media aritmética de los 14
resultados individuales;esta fue de 0,912 mg/mL y los limites de confianza se encontraron entre 0,937 y 0,888 mg/

mL13 para el 95 % de probabilidad de la media. (tabla 1).

El valor de la actividad antiviral se determiné como la media geométrica sopesada de las 6 determinaciones
realizadas. El resultado obtenido es de 6.48 X 106 Ul/mL y el intervalo de confianza de la media se extendi6 desde
5.54 X 106 hasta 7,58 X 108 Ul/mL para un nivel de significacion de 0,05 (tabla ). De acuerdo con los valores
promedio de concentracion de proteina y de actividad antiviral obtenidos para este MR, su actividad especifica fue
de 7,1 x 106 Ul/mg.

El valor de pureza por RP-HPLC se calcul6 como la media aritmética de los 10 resultados individuales obtenidos; el
valor de esta propiedad es del 99,08 % y los limites de confianza oscilan entre el 98,97 y 99,19 %14.15(tabla ).

Homogeneidad

Se realiz6 un varianza de los resultados de pureza obtenidos mediante la técnica de RP-HPLC para evaluar las
diferencias entre los viales. El perfil cromatografico tipico de las muestras ensayadas se muestra en la figura 2. No
se encontraron tendencias de variacion entre los viales en funcién del orden de llenado.

™ 300

Pico 1: corresponde al IFN gamma recombinante.
FIG. 2. Perfil cromatografico tipico del MR codificado como IFNG-01-0497.

Estabilidad

La actividad biologica relativa de las muestras calentadas fue entre el 90 y 110 % de la actividad de la muestra de
referencia, dado lo cual se considera que se mantienen estables en las diferentes condiciones de almacenamiento.

DiscusiOn

En el estudio de caracterizacion por electroforesis, como no se encontraron diferencias significativas entre los 2
ensayos realizados por cada laboratorio ni entre los laboratorios, el valor de la propiedad se calcul6 como la media
aritmética de todos los resultados individuales.

En resultado del ensayo de determinacidn de proteinas contaminantes por inmuno-dot demostré que es posible el
empleo del material como control negativo en este analisis, ya que presenta un nivel inferior al que se acepta para el
interferon gamma humano recombinante. El valor obtenido representa el 0,2 % de contaminantes y el limite de
aceptacion es del 0,8 % segun lo establecido por la Direccion de Calidad.

No hubo diferencias significativas entre los bulbos en el caso de la determinacion de la concentracion total de
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proteinas. Aunque el MR no se emplea como tal en el ensayo de determinacién de la concentracion de proteinas, la
caracterizacion por este método es necesaria para su uso en las restantes técnicas analiticas establecidas como
control de calidad y otras que se realizan de modo experimental.

La actividad especifica fue ligeramente inferior a la que se ha reportado para el interferén gamma humano

recombinante en la literatura, que oscila entre 1y 3 x 107 UI/mg-16'19 En ocasiones otras fuentes brindan otros

rangos entre 0,5y 2 x 107 UI/mg20 para este parametro. La actividad especifica obtenida para el MR se encuentra
dentro del rango del valor histérico para los lotes producidos en el CIGB. Por esta razén y considerando que este
MR no esté destinado para ser utilizado para la técnica de determinacién de actividad antiviral, es que se acepta su
uso. La elevada pureza del MR avala su utilizacion en las técnicas cromatograficas y electroforética.

El estudio de homogeneidad se realiza para demostrar que no existe diferencia entre los viales que componen el
MR. El muestreo sistemético utilizado para esta prueba ayudé a detectar las tendencias de variacion en el lote. El
analisis de varianza de los resultados de pureza obtenidos mediante la técnica de RP-HPLC demostrd que no
existen diferencias entre los viales. Esto unido a que no existe tendencia de variacion entre los viales en funcién del
orden de llenado, hace que se considere que el MR posee el grado de homogeneidad requerido para su uso.

En el estudio de estabilidad acelerado no se encontré afectacién del material por el almacenamiento a temperaturas
elevadas, lo cual indica su estabilidad. Debido a esto no se pudo hacer una prediccién mediante la ecuacion de
Arrhenius. Sobre la base de estos resultados se declara que el MR presenta una adecuada estabilidad.

Segun los resultados mostrados en este trabajo, el MR obtenido puede emplearse también en el establecimiento de
un sistema ELISA para la cuantificacion de interferon gamma. Ademas puede ser adaptado para su empleo en
técnicas cuantitativas de determinacién de contaminantes, por ejemplo, en la sustitucion del inmuno-dot por un
ensayo inmunoenzimatico tipo ELISA.

Teniendo en cuenta los valores de cada propiedad, el grado de homogeneidad del material y los estudios de
estabilidad realizados, se concluye que el MR preparado puede utilizarse para los analisis fisico-quimicos en el
Control de Calidad de los lotes de interferon gamma humano recombinante producidos en el CIGB, lo que garantiza
la liberacion de los lotes de MPA.
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Summary
Establishment of a reference material for human recombinant gamma interferon

A production batch of human recombinant gamma interferon was characterized as reference material for different
analytical techniques, and it was demonstrated by the different varianze analyses made for each of the assayed
techniques that the batch fulfills the requirements to be used as reference material. The homogeneity study
conducted by High Performance Liquid Chromatography technique in reverse phase showed that the reference
material has the homogeneity required for its use. The batch is stable for 2 years stored at -70 °C, according to
previous studies conducted in the production batches of active raw material of human recombinant gamma interferon.
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