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SINTESIS
En este trabajo se obtuvieron dos formulaciones de IFNa2b hum-rec, una proteina que de
manera comun se ha comercializado en forma liofilizada y con ASH como estabilizante. Las
formulaciones que se disefiaron en este trabajo son liquidas y no contienen ASH.
Previamente se realizé un estudio de preformulacion en el que se evalué la estabilidad de
esta proteina bajo la influencia de diferentes factores como el contacto con el material de
envase primario, la concentracion del ingrediente activo, la presencia de excipientes por
separado y en combinacion y las altas temperaturas. Como resultado se demostro, segun las
técnicas de SDS/PAGE y RP-HPLC, que los principales productos de modificacién consisten
en dimeros, y en una especie mas hidrofilica y otra mas hidrofobica que la especie nativa.
Las formulaciones se disefiaron con el objetivo de evitar la ocurrencia de estas
modificaciones. Se demostré que los bulbos 2R de borosilicato no inducen la adsorcion
rapida del IFNa2b hum-rec en solucion a las paredes de vidrio del envase desde 1 hasta 24
MUI/mL. Tampoco inducen otras vias de desestabilizacion en las interfases liquido/vial, en
un corto periodo de tiempo (24 h). Por otra parte, el EDTA Na. x 2H.0 y el polisorbato 80
resultaron los excipientes mas adecuados para mantener la estabilidad del IFNa2b hum-rec.
Una concentracion media (10 MUI/mL) de esta citoquina contribuy6 a su estabilidad fisica,
guimica y biolégica en las nuevas formulaciones. Las dos formulaciones que resultaron de
este estudio se almacenaron en condiciones refrigeradas (5 + 3°C) y aceleradas (28 + 2°C)
para evaluar su estabilidad. Ambas son estables durante 30 meses en condiciones de vida
de estante y durante 2 meses en condiciones aceleradas. El andlisis econdmico se baso6 en
la determinacion del valor actual neto, la tasa interna de rendimiento y el plazo de
recuperacion. Los resultados del mismo corroboraron que este proyecto resulta sumamente
atractivo desde el punto de vista econdmico. Por Ultimo, estas formulaciones se compararon
con el producto lider del mercado (INTRON A). Se demostré que las nuevas formulaciones
tienen una calidad similar al mismo aunque una estabilidad superior. Este trabajo constituye
uno de los primeros reportes en el mundo acerca del desarrollo de formulaciones liquidas de

IFNa2b hum-rec sin ASH.



INDICE



indice

TABLA DE CONTENIDO

GLOSARIO DE TERMINOS

INTRODUCCION

REVISION BIBLIOGRAFICA

Las proteinas COMO AgENIES tEIADEULICOS. ... .iien ittt sttt tete e setetteeeteee e serenteteesteteeeeeesterenstereesteresteerenses 8
Vias de inestabilizacién que afectan alas ProteiNaS. ....oouee.eiiiieeeiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 11
InestabilidAdes fISICAS. ....co.vvieeueiiiieiiiieiiiiieeiiiieii i ittt eeee et et eee ettt ettt et e et enieeeeeeeeeeiaaaes 12
Desnaturalizacion

AGregacion V PreCIDItACION. toueuueeeeiieiiiiiiiiiiiieeeeeeieeieeeeeeeeeeeeeeieteteeeeeeeeaeaieesseeeeeeeeeaaaansssseeeeeeeeaaaasessseeeeeeeeeanansssseeeesentseeeeeeeessrenns 12
AdSOTCION @ SUPEITICIOS. 1uiiiueeiiiiiueiiiiitiiiiitte ettt e e et et ettt e et e eeseeeeeseeeeeeaseeeeeseeeeeasseeeeasseeeeensseeeenssseeeisseeeeeeeeeeeeeeaass 12
INestabilidAdeS QUIMICAS. c...uuuereeeeeeeeeeiieeeeeeeeieeieee et eee ettt seeeeeeeeeeeeeteeeteseesaeaassss e s eeeeeeeeseeseeseeeeeeeenaeienaeeeseeerennnssss 12

HAATOIISES . 1ot etieeeetee ettt ettt ettt ettt e ettt ettt e e eeet e e eeataeeeeeateeeaat e et eenteeeaas e eea e eeesbeeeeansaeeeasaeeeeannnns 13
| BISSF: 1016 P Lol (o) s TSP 14
RACOMIZACTON. c1teeuieitteiteee ettt ettt ettt ettt et ettt e et e ettt ettt e et e et e et e et et e et e et e et e et e et e e e e e e e 14
BB liINACION. 11t ieusiieeee it eeee ettt eeee e e et s e e eete e et e eseeeseeete e et e eesseeeneeeeneeeenseeensseenesensseaneseaneseenesenesere s et reseeeeenrrrreeeeaan 15
Intercambio tiol-disulfuro. DestrucCion de CIStIMA........eeeeeueeeiiieiiiiiiieeieieeeieiiteeeeie e ettt eeie et eeeeeeeeeiaeeeeeeaeeeeeiseeeeeiseeeeeiseeeeeeeees 15

Oxidacién de residuos de CiSteina.........ceeeveeeeeinveeeeinneeeenne. et eteeeiiteeei e ree et e ittt ettt ettt eeeeeeeeeeae 15
Oxidacién de residuos de metionina e teeeeeeeeeeietieeiseeeeriiiiiiieiiierereeieeiiiaiiereeeeeeeaaaareanenes 16
Estrategias para el desarrollo de formulaciones estableS............eeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiicieiieeee e, 17
Liofilizacion 17

Empleo de excipientes eStADIliZANTES. ...........c.ooieeueeiiieiiiieiiiieiiiieeeiiieeiiiieeiiieeeiiieeieieee it eeieeieieeeiieeeeeeeeeiaeeeiineeeens 18
Sales, azicares, aminoacidos, polimeros y alcoholes polinidrOXIliCOS. c.ouuueeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiiiieeeeeeeeieeeieeeeeeeeeeeieieieeeeeeeeeeeennns 18
Detergentes

Influencia del material de envase en la estabilidad de las proteinas
Andlisis de las sefiales cromatogrdficas
Estudios CinétiCOS.....coueeeeeeeeeeereeereannne..
Estudios de estabilidad
Especificaciones de calidad de 10S productos terminadoS. .......ceeeeeeeiiiiiiieeeiiiiiiieie e,
INEITErON O 2D, .o iiieee ittt ettt ettt e e e e eeeeaaaans
Mecanismos de accion y efectos biol6gicOS de 10S IFINS.....cc..ecviieeeieeiiiiiiieiiireiieiiiieeeeeeeeeeeeieeeeeeeeseeereeeeeeaeeeeeennen
Aplicaciones terapeuticas de 10S TFINS. ........c..ccvieeuiieeiieeiiereiiieeeieiiitieeeeeee et eete et eite et eseeeeseeseeeeseeeseeeeseeeesaeeeennaeees
Obtencion de [0S IFNS Q €N CUDQG.......cc.uveiieueiiiiuiiiiiiiieiiiiieiiiieeiieeeiiee e eeeeeee et eeee et e eeteeceeeeeeeeeeeeeeennns
Desarrollo de formulaciones de IFNa2b hum-rec
MATERIALES Y METODOS......ccciiiiiiiiiiiniisiisiisiisiisisisisseiseississississisessssnsessissinsenessssssnssnsns

Y o= A= | [T T
Reactivos biolégicos
Reactivos quimicos.....................

OUrOS MALETTALOS. ....vveeiieisiiieeeiiiiiii ittt e ettt ettt e ettt ettt e eee et ettt e ees e eet e et e eeseeeesaeeaisteeeeeeeaeaens
Métodos 46

Influencia del material de eNVASe PIriMAITO. ......cueeeueeieiiiiieieiiiiiietieiteeieteeeet et et eeteeeeeeeeeeee et eeseeeseeseeeieeesseeeseeineee
Compatibilidad del IFNa2b hum-rec con los bulbos de borosilicato

Influencia de diferentes excipientes en la estabilidad del IENQ2b RUM-T@C...c.ooooeeeiiieiiiieeiiieiiiiiiieeiiieeeieeeenenns 49
Efecto de diferentes excipientes en la agregacion del IFNO2b NUM-TOC.......eeiiiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiie e eeeieee e eeeeeeeeeeeeeeeeees 49
Efecto de diferentes excipientes en la estabilidad del IFNa2b hurn ST ettt ettt ettt e et ettt et e e et e e e eeeeeeeeeeeeeeeeens 50

Estudios de eStaDilidAd..........c.cceuviieiieeiiiiiiiiiiiiiiiieeieetieee et eie ettt e et et e et e et et e st et e e e
Evaluacion de la estabilidad de las nuevas formulaciones liquidas de IFNa2b hum-rec
Establecimiento de las especificaciones de Calidad del producto terminado e introduccién en el sistema productivo 51
ANGLISIS @CONOMIICO vuviiueieeiietiiieeiee e eet ettt ettt ettt e et ettt et eesee et e et e et ees e et s et eeeseeeseeeseeesaeesseasaeeseaeeannns 53




indice

MEtOAOS ANQAITEICOS. . cuveeiieeiiieiiiiiiiieiiiiee e iee e e et eete et ee et ettt eee et e e eeiae e e eeeeeeeseeeeseeeenseeeeesseeeeseeeeneeees

Cromatografia liquida de alta resolUCION €N faSe TOVEISA. . .vueeureeriiitiietiiitieitieei ettt eee ettt eeeeeieeeieeieeeieeens
Determinacion de poliSOTDAtO 80.......ueeueeeuieitiiitiiiiiieie ettt ettt ettt ee et e et e e ee e
Determinacién de alcohol benciliCO. . coeueeeeeeeeiieeiiiiiiiiiiiiiieeeienes

Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS
Determinacion de PirOgen0S. . .ceuueeeeeeeeeieiiieeieiieeieiiieeeeieeeeeiteeeeeieeeeeieeeeeieeeeenaeeeens

Determinacion de la Inocuidad........ceeeueeeiieieeeiiiiiiiiiiiiieiiiiieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeen

Determinacion de 18 eSterilidad. .. ...eueueeereeeieieiiiiiiiiiiiiei ettt ettt e e teeeeeees
Determinacion de la efectividad de PreSEIVO.....eeeuueeeueeetiietiietiiitteie et ettt ettt et et e et e et et et e eete et e e e et e e eeeees
DeterminaCion del PH . .....eeouveeiiiitiiii ettt ettt e e eeeeeaaaees
Determmacmn de las Carartermnca% OFQHHO]PDHCEIS ..........................................................................................................................

Identificacién y cuantificacién del IFNO2b hum-rec por un ensayo inmMuNOeNZiMAtiCO....eerereeeieieeiiiieiiieiiiiieiiieiieieeeeaee 57
ANGLISIS @StAAISTICO. voevveeeiiisieieiieteeiieeeee et et eet ettt ettt ettt eet ettt e ettt eee e et eee e et eess e et e estseeseeatseeeseeesaeeseeenaeesaaeeeanseeee 58
RESULTADOS Y DISCUSION. ... cccoiitiiuiiniiiiiiiiitiieeiseiseississiseisseeseiseinsissessissssessssssensasssssissesessessnsssnsessnnans 59
Estudios de preformulaciON. ... ...eeeeeee ettt araeees 59
El IFNa2b hum-rec no se absorbe a los bulbos 2R de bOroSiliCAtO..........ccueeeeueeieeriiieiiiiiiieiiiiieiiiiiiiiieeiiiieeeeeeeeennen, 59
Los tapones de clorobutilo afectan la estabilidad del IEN a2b hum-rec en SOIUCION ........cccveerveieeeeeneieeiiieiecreeeeannnee... 60
La concentracion de proteinas afecta la influencia de los tapones de clorobutilo sobre la estabilidad del IEN a2b .
RUM-T@C 1N SOIUCION tevvveeeiiiiiiiiiiieiiiiiiei ettt ettt e ettt eeaeeet e et eete e et ees e et eeseeeseeeeesseeeeenniss 63
La adicién de polisorbato 80 y EDTA Na2 x 2H20 afecta la influencia de los tapones de clorobutilo sobre la
estabilidad del IFNaZb hum-rec en soluc10n ................................................................................................................. 66

TABLA 3.4. PARAMETROS CINETICOS DE LA AGREGACION DEL IFNa2B HUM-REC EN

PRESENCIA DE DIFERENTES ESTABILIZANTES.....cccceuutiieusiiieniieensiienniienniienniiensiiensieasianiaireniasens 71
| =ao) [IYe] 1 P\ (o I O T T T T T T 71

La adicidn de polisorbatos, EDTA Na2 x 2H20 y SDS disminuye la velocidad de agregacién del IFN a2b hum-rec en
solucién 71

La adicién de Cu2+ y Zn2+, GSH y DTT aumenta la velocidad de agregacién del IEN a2b hum-rec en solucion...... 74

El empleo de diferentes excipientes afecta la pureza del IENQ2b RUM-T@C........ccoccoveeereiieiiieiieiiirieeiiiieiiieeeieeiveenee 76

TABLA 4.8. PARAMETROS CINETICOS DE LA ESTABILIDAD DEL RHIFN-a2B HUM-REC, EN

CONDICIONES DE ESTRES A CUATRO CONCENTRACIONES DIFERENTES ..................................... 86

Definicién de dos formulaciones liquidas de IEFNO2b hUmM-reC.........ooeeieeiuuuveeeiiiiiiiieieeeieeeieiicieeeeeeeeieein 89

Estudios de estabilidad. . .......oiiiieuueiiiiiiiie ittt ei i eaaaans 90

Las nuevas formulaciones liquidas de IFNa2b hum-rec _permanecen estables durante 2 meses en condiciones _
aceleradas de alMACENAMIOIIEO. c..ccuueeeeeeeeeeeeeeeeeie i et eie et eeee et eieeeete e eeteeeeeeseeeteeseeeseesiseeeseessaeeeensaeeeaannes 90

Las nuevas formulaciones liquidas de IFNa2b hum-rec permanecen estables durante 30 meses en condiciones reales

e AIMACONAMIONEOD. oeeveeeeiiiiieeiiiie ettt ettt ettt ettt ee et et e ettt e eee e eeet e e et e eees e eeteeeetteeeiseeenasaaeeeaes 94

Establecimiento de las especificaciones de Control de la Calidad e introduccién en el sistema productivo 98
ANALISIS ECONOMICO . Leeiiiiiiieieii ittt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt eeeeeee et eeeea et eeeeeeeeens 99

Andlisis de SeNSIDIlIAAQ. ...........ccuveeeeriiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieiiieeeete ettt eeeee ettt ettt et eeie ettt eeee e et eeeeeeinaens 100

Las nuevas formulaciones liguidas de IFNa2b hum-rec son fisica-quimica y biolégicamente equivalentes al

INTRON ALttt ettt ettt et ettt ettt e e e ettt e ettt e et et et tee et e eret et eeraieeen 102

Tabla 3.19. Indicadores de comparacion de tres formulaciones liquidas de IFN a2b hum-rec, después de 18 meses de

AIMACONAMICNEO. . eeevseiiiiiiiiiieieei ettt ettt e e et et et ees ettt e et eete et eess e et e et e eeseesseeeseeeneeeasaennneees 103

Consideraciones fINAIES. .....uuuu ettt ettt e aeii 105

CONCLUSIONES........cccoceittimmmnniiiirnnmssseerisnnsssseesnnssssernnmsssssersnmssssereennssssseeennnssnes

RECOMENDACIONES



indice

REFERENCIAS BIBLI
AUTOBIBLIOGRAFIA

OGRAFICAS.....eiieiieeiieeiseeisniensisnssseseaseessissstanessnsssnssnsssnssansesseessssnstanesssssssssnssssnnesss



GLOSARIO DE TERMINOS



Glosario de términos

GLOSARIO DE TERMINOS

AcM: Anticuerpo monoclonal

ADN: Acido desoxirribonucleico

aFGF: Factor de crecimiento de fibroblastos en su forma &cida

ARN: Acido ribonucleico

ASB: Albumina sérica bovina

ASH: Albumina sérica humana

BIOCEN: Centro Nacional de Biopreparados

CECMED: Centro Nacional para el Control de la Calidad de los Medicamentos

CIGB: Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia

Da: Dalton

DTT: Ditiotreitol

EDTA: Acido etilendiaminotetracético

ELISA: del inglés “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” (Ensayo de inmunodeteccion)
EPO: Eritropoyetina

EROs: Especies reactivas del oxigeno

FCE: Factor de crecimiento epidérmico

FDA: Del inglés “Food and Drug Administration” (Administracién de Drogas y Alimentos de
los Estados Unidos de América)

G-CSF: del inglés “Granulocyte Colony Stimulating Factor” (Factor estimulador de colonias
de granulocitos)

GM-CSF: Del inglés “Granulocyte Macrophague colony stimulating factor” (Factor
estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos)

GSH: Glutation reducido

GSSG: Glutation oxidado

h: hora

hGH: Del inglés “human growth hormone” (hormona de crecimiento humano)

IFN: Interferén

IL-1b : Interleucina 1 b

IL-2: Interleuquina 2

kobs : Constante de degradacion observada

MHC : Del inglés “Major Histocompatibility System” (Sistema mayor de histocompatibilidad)

min : minutos

ii



Glosario de términos

MTT : Bromuro de 3'-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

NK: Del inglés “Natural Killers” (Células asesinas naturales)

p. €j.: Por ejemplo

PEG: Polietilenglicol

pl: Punto isoeléctrico

PM: Peso molecular

RP-HPLC: Del inglés “Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography”
(Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en Fase Reversa)

SDS: Dodecilsulfato de sodio

SDS-PAGE: Del inglés “SDS-Polyacrilamide Gel Electrophoresis” (Electroforesis en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS”

seg: Segundo

SE-HPLC: Del inglés “Size Exclusion High Performance Liquid Chromatography”
(Cromatografia Liquida de Alta Resolucién de Exclusion Molecular)

SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida

SUMA: Sistema Ultramicroanalitico

TFA: Acido trifluoroacético

tPA: Activador tisular del plasmindgeno

TR: Tiempo de retencion

USD: Del inglés “United States dollars” (Délares estadounidenses)

USP: Del inglés “United States Pharmacopoeia” (Farmacopea de los Estados Unidos de
Norteamérica)

WHO: Del inglés “World Health Organization” (Organizacién Mundial de la Salud)

iii
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INTRODUCCION

El advenimiento de la tecnologia del ADN recombinante contribuy6, de manera significativa,
al desarrollo de productos farmacéuticos de origen proteico durante las Ultimas dos décadas.
Es por ello que el desarrollo de formulaciones estables con estas biomoléculas como
ingredientes farmacéuticos activos ocupa un lugar muy importante dentro las Ciencias
Farmacéuticas.

En comparacién con las moléculas quimicas pequefias, los productos biofarmacéuticos
presentan actividad biolégica y especificidad de accién a concentraciones relativamente
bajas. Todo ello contribuye a disminuir los efectos colaterales y/o toxicos conocidos y
desconocidos que pueden presentar algunos farmacos para el uso humano (Bond y col.,
1998). Sin embargo, debido a su mayor inestabilidad fisico-quimica y biolégica, los productos
biofarmacéuticos que se basan en proteinas se almacenan en condiciones refrigeradas. Para
mayor garantia, muchas proteinas se liofilizan en presencia de estabilizantes como la ASH
para lograr un tiempo de vida de estante aceptable para su uso y comercializacion (Gross y
col., 1998).

Con el objetivo de entender y favorecer la estabilidad de los productos de origen
biotecnolégico como las proteinas, se han realizado numerosos estudios en los ultimos
veinte afos. Los mas significativos por su incidencia en este campo, han sido las
investigaciones sobre los factores que propician su inestabilidad fisica y quimica (Manning y
col., 1989), los mecanismos para prevenir estas inestabilidades (Cleland y col., 1993) y los
medios para estabilizar estas biomoléculas mediante la congelacién y la liofilizacién
(Timasheff, 1993; Arakawa y col., 2001). Estos estudios han garantizado el desarrollo de
formulaciones estables con un gran ndmero de proteinas como ingredientes activos, las
cuales han demostrado una estabilidad prolongada a bajas temperaturas.

Una de las proteinas de interés farmacéutico mas exitosas para las comparfias que la
producen y comercializan, el interferon a 2b humano recombinante (IFNa2b hum-rec), se
produce en el CIGB con calidad comparable al producto comercializado por la compaifiia
lider en el mercado (Schering Plough) (Beldarrain y col., 2001).

El IFNa2b hum-rec es una proteina que se emplea para el tratamiento de multiples
enfermedades como las Hepatitis C y B (Buti y Esteban, 2005), el mieloma mudltiple
(Kirkwood, 2002), las leucemias (Franceschini y col., 2004) y otras (Pang y col., 2005). La via
de administracion del IFNa2b hum-rec mas empleada es la parenteral y la mayoria de las

formulaciones que existen son inyectables. La compafiia lider de este producto es la
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Introduccion

Schering Plough cuyas ganancias ascendieron a 1851 millones de USD en el afio 2004

(Biobusiness: http://www.i-s-b.org/business/recombinant_f.htm).

Esta proteina es una molécula fragil, que requiere de condiciones especiales durante su
purificacién y formulacion, para lograr un producto aceptable desde el punto de vista de su
estabilidad (Yuen y Kline, 1998). Debido a esto, se ha comercializado histéricamente en
formas farmacéuticas liofilizadas, con ASH, lo que garantiza una gran estabilidad. Sin
embargo, la liofilizacion es un proceso caro por concepto de equipamiento y sistemas
auxiliares, limita la produccién a la capacidad del equipamiento y puede generar rechazos
considerables cuando las caracteristicas organolépticas del producto terminado son
deficientes (Wang, 1999). Ademas, el producto requiere de una mayor manipulacion
(reconstitucion en agua para inyeccion) previo a la aplicacion al paciente (Wang, 1999).

Por otra parte, la ASH es un producto derivado de la sangre y su uso como estabilizante de
productos biofarmacéuticos implica riesgos potenciales como la transmision de virus u otros
patdgenos provenientes de la sangre. Ademas, incrementa la probabilidad de formacion de
agregados ASH-farmaco que pueden aumentar la inmunogenicidad del principio activo, con
la consiguiente generacion de anticuerpos que disminuyen su efecto terapéutico (Gross vy
col., 1998).

Una alternativa para superar estas dificultades es el desarrollo de formulaciones liquidas sin
ASH (Yuen y Kline, 1998, 1999). Con estas formas farmacéuticas se incrementa la
capacidad de produccion, se eliminan los rechazos debido a la calidad organoléptica del
producto, disminuye la manipulaciéon y con ello el riesgo de contaminacién antes de la
aplicacion al paciente, y se garantiza un control de la calidad del 100 % del producto (Wang,
1999). Ademas, se excluye la ASH de la formulacién con lo que disminuye la posibilidad de
contaminacién del producto con virus u otros patdgenos que puedan infectar la sangre.
También disminuye la posibilidad de que se formen agregados que incrementen la
inmunogenicidad del ingrediente activo (Gross y col., 1998).

Si bien la compafiia Schering Plough cuenta con una formulacién liquida de IFNa2b hum-rec
(EDTA Na,, m-cresol, NaCl, polisorbato 80, en tampén fosfato de sodio) ninguna otra
empresa en el mundo posee esta forma farmacéutica con esta citogquina como ingrediente
activo. En particular las formulaciones que ha patentado esta compafiia presentan una

estabilidad reportada de 24 meses cuando se almacenan a 5 + 3°C. Sin embargo, cuando se

almacenan a una temperatura mayor (25 6 30°C) el contenido de IFNa2b hum-rec,

determinado segun la técnica de RP-HPLC, disminuye hasta menos del 90% antes de los
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tres meses de almacenamiento (Yuen y Kline, 1999). Ello demuestra lo complicado que
puede resultar la estabilizacion en solucion de moléculas tan fragiles como el IFN a2b hum-
rec (Wang, 1999, 2000).

Hasta la década de los afios 80, la ciencia de las formulaciones que contenian proteinas
como ingrediente activo se basaba en principios empiricos (Middaugh, 1990). En la
actualidad, y pese a los progresos en este campo, aun no existe una via simple para el
desarrollo de formulaciones de proteinas. Es por ello que para lograr una preparacion
estable de estas biomoléculas se deben tener en consideracion un conjunto importante de
factores que afectan este proceso (Wang, 1999).

La identificacién de los factores intrinsecos y extrinsecos que contribuyen a la estabilizacion
de algunas proteinas termdéfilas (proteinas que poseen gran estabilidad a temperaturas
elevadas) ha brindado una informacion importante para lograr la estabilizaciéon de productos
biofarmacéuticos (Jaenicke, 1996; Wang, 1999). Sin embargo, las diferencias estructurales
entre las proteinas son tan significativas que la generalizacion de estrategias de
estabilizacion resulta imposible. Por ello, las proteinas deben evaluarse de manera individual
y estabilizarse sobre la base de la prueba y el error (Wang, 1999).

Teniendo en cuenta las premisas que existen en este campo de la investigacion se formulé
la siguiente hipoétesis de trabajo:

Resulta posible la obtencién de formulaciones liquidas de IFNa2b hum-rec con una
composicion diferente al producto lider del mercado y con una estabilidad similar o
superior a éste.

A partir de esta hipotesis, y para lograr su demostracion, se plantearon los siguientes
objetivos generales:

1- Obtener al menos una formulacién liquida de IFNa2b hum-rec con estabilidad

prolongada en condiciones de vida de estante.

2- Comparar la nueva formulacion liquida con el producto lider del mercado: INTRON A.
Para la demostracion de la hiptotesis se trazaron ademas los siguientes objetivos
especificos:

1- Realizar los estudios de preformulacién, para evaluar la influencia del material de

envase, la concentracion de proteinas y los excipientes en la estabilidad de este
ingrediente farmacéutico activo.

2- Definir la nueva formulacién.
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3- Evaluar la estabilidad de la formulacion resultante en condiciones aceleradas de
almacenamiento.
4- Evaluar la estabilidad de la formulacion resultante en condiciones reales de
almacenamiento.
5- Establecer las especificaciones de calidad del nuevo producto e introducirlo en el
sistema productivo.
6- Realizar el analisis econémico de la nueva formulacion.
7- Comparar la formulacion resultante con otros productos comerciales.
Este trabajo constituye uno de los primeros reportes en el mundo acerca del desarrollo de
formulaciones liquidas de IFNa2b hum-rec sin ASH. De hecho, s6lo una compafiia en el
mundo comercializa un producto similar, sin embargo, su estabilidad reportada es inferior a
la estabilidad que se logr6 demostrar con las formulaciones que se obtuvieron en este
trabajo. De ahi su novedad cientifica, que corrobora ademas la posibilidad de desarrollar
formulaciones liquidas con el IFNa2b hum-rec, opcion muy poco utilizada dadas las
bondades de la liofilizacién en cuanto a estabilidad del producto terminado. Sin embargo,
esta opcion tendra que tenerse en cuenta con mas frecuencia en el futuro si se pretende
aumentar la capacidad productiva y disminuir los costos del producto.
Los resultados obtenidos aqui permiten contar con nuevos conocimientos sobre la
estabilidad de una de las proteinas mas empleadas clinicamente a nivel mundial y sobre la
influencia de diferentes factores que pueden afectar o no sus propiedades fisico-quimicas y
biolégicas. Este conocimiento podra emplearse en el desarrollo futuro de otras formulaciones
gue contengan estas citoquinas como ingredientes activos, por ejemplo, las formulaciones de
liberacion modificada. En esto radica la importancia tedrica de este trabajo.
Los resultados de este trabajo contienen ademas una importancia practica significativa. La
maxima autoridad regulatoria nacional (CECMED) aprob6 un estudio clinico de unos de los
productos que se obtuvieron en este trabajo y el registro sanitario del mismo.
Otras implicaciones practicas asociadas a la formulacién liquida de IFNa2b hum-rec con
alcohol bencilico como agente preservante son:
1- Sirvi6 como base para la firma de una empresa mixta con la Republica Popular
China.
2- El registro sanitario del producto en la Republica Popular China y en la Republica

Bolivariana de Venezuela.
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3- El empleo exitoso del medicamento en la Gltima epidemia de conjuntivitis hemorragica
en el 2003.

4- Se transfirio exitosamente la tecnologia de produccién de esta formulaciéon al
BIOCEN. Desde el 2004 este centro se mantiene produciendo este producto para la
comercializacion nacional e internacional.

La terapia con estos medicamentos resulta altamente costosa y su adquisicién para el
tratamiento de los enfermos cubanos resulta practicamente imposible. De modo que contar
con ellos, ademas de disminuir los costos de produccién, ahorra numerosas erogaciones al
pais y constituye, mediante su comercializacion internacional, una fuente para la obtencién
de divisas. En ello consiste su aporte socio-econémico.

La tesis consta de: sintesis, lista de abreviaturas, Introduccién, tres capitulos, conclusiones,
recomendaciones y la relacion de la bibliografia consultada. Para facilitar la lectura del
documento se intercalan en el texto 23 figuras, 25 tablas y se utilizan seis anexos.

Los resultados obtenidos en este trabajo han sido incluidos en cuatro articulos cientificos,
todos en revistas arbitradas, tres informes técnicos aprobados por la Comisién adjunta al
Consejo Cientifico del CIGB y un registro sanitario aprobado en Cuba, China y Venezuela.
Varios de los resultados han sido reconocidos como logros institucionales del CIGB (2001-
2005).

Pag. 6



REVISION BIBLIOGRAFICA



Revisiéon Bibliografica

REVISION BIBLIOGRAFICA

Las proteinas como agentes terapéuticos

El empleo exitoso de una proteina como agente terapéutico se produjo por primera vez el 11
de enero de 1922. En esa fecha Frederick G. Banting y Charles Herbert Best, del Instituto de
Fisiologia de Toronto, inyectaron un extracto purificado de pancreas de cerdo a un paciente
diabético. Este constituyo el inicio del uso de la insulina para el tratamiento de la Diabetes
mellitus (Sasson, 1998).

En la década de los cincuenta, Isaacs y Lindenman descubrieron los IFNs en cultivos de
membrana coroalantoidea de embrion de pollo, tratados con el virus de la influenza (Isaacs y
Lindenman, 1957). Estas moléculas han mostrado una alta actividad antiviral, antiproliferativa
e inmunomoduladora, por lo que se han empleado en una gran variedad de enfermedades
hasta la fecha (Pang y col., 2005).

Otro gran paso en este sentido lo dio Stanley Cohen, quien realizé importantes trabajos con
relacién al descubrimiento del FCE (Sasson, 1998). Este polipéptido se ha empleado en el
tratamiento de quemaduras y otras lesiones de la piel (Chao y col., 2003; Grazul-Bilska y
col., 2003). Mas recientemente, se ha utilizado conjugado a la proteina P64K, de la bacteria
Neisseria meningitidis, en el tratamiento de varios tipos de cancer (Gonzalez y col., 1998,
2003; Crombet y col., 2001) y por via parenteral, para el tratamiento de quemados graves
(Berlanga, 2002).

En 1976 se identificé otra citoquina humana, la IL-2 (Morgan y col., 1976). Esta molécula se
proyectaba como una alternativa esperanzadora en la terapia contra el cancer (Cheever y
col., 1982; Eberlein y col., 1982). En los dltimos afios, esta proteina se ha utilizado de
manera satisfactoria con el objetivo de aumentar el conteo de linfocitos T CD4 en pacientes
con SIDA (Aboulafia, 2002).

En las dos ultimas décadas se han aislado y purificado otro gran nimero de proteinas. Entre
ellas tenemos el IFN 3 para el tratamiento de la esclerosis mdaltiple, la hGH para la deficiencia
de esta hormona en nifios y el enanismo pituitario, el tPA para el infarto agudo del miocardio
y la embolia pulmonar aguda, la EPO para el tratamiento de la anemia crénica provocada por
insuficiencia renal, el G-CSF para la neutropenia causada por quimioterapia y el GM-CSF
contra las infecciones relacionadas con el transplante autélogo de médula 6sea (Sasson,
1998).

La produccién de éstas y otras proteinas a partir de fuentes naturales presentd serias

desventajas. Las mas importantes, por su incidencia en la produccién y el uso, eran el alto
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costo, la baja pureza de los productos obtenidos y los contaminantes potenciales que podian
provenir del material de partida (sangre, orina y otros fluidos y tejidos) (Sasson, 1998).

Estos problemas se solucionaron en gran medida con los logros alcanzados en la biologia
molecular. En 1973, Stanley Cohen y colaboradores idearon un método para transplantar un
gen de un organismo a otro, sentando las bases de la tecnologia del ADN recombinante
(Cohen y col.,, 1973). Por otra parte Bolivar y colaboradores anunciaron en 1977 la
construccion y caracterizacion de un nuevo vehiculo de clonacion, el plasmido pBR322. A
diferencia de plasmidos anteriores, éste constituyo un vector sencillo, eficaz y potente para
expresar un ADN extrafio en bacterias (Bolivar y col., 1977).

Al principio de la década de los afios ochenta, a través de la técnica del ADN recombinante,
se comenz6 a producir IL-2 humana y de ratén (Devos y col., 1983; Taniguchi y col., 1983;
Fujita y col., 1983). Con esta técnica se obtuvieron grandes cantidades de estas citoquinas
con alta pureza lo cual permiti6 su empleo en numerosos ensayos preclinicos y clinicos
(Winkelhake y Gauny, 1990).

A partir del aflo 1982 comenz6 una nueva era en la industria farmacéutica con la aprobacion
en los Estados Unidos de América y el Reino Unido, del primer farmaco obtenido mediante la

tecnologia del ADN recombinante: la insulina humana recombinante con la marca comercial
Humulin”, de la compafiia Genentech Inc. (Eli Lilly & Co. EUA) (Sasson, 1998).

La Tabla 1.1 recopila las proteinas recombinantes mas importantes en el campo

biofarmacéutico, que estan en el mercado (biobusiness: http://www.i-s-

b.org/business/recombinant_f.htm).

Tabla 1.1. Proteinas recombinantes aprobadas para el uso en humanos.

ProteinaPrincipal indicacionCompaiiiaFecha de aprobacioninsulina humanaDiabetes Mellitus
tipo 1Lilly Deutchland GmbH
Lilly Industries
Novo Nordisk
Hoechst12/1987IL-2Cancer renalChiron GmbH12/1989hGHEnanismolLilly Deutchland GmbH
Pharmacia GmbH
Serono Pharma GmbH
Novo Nordisk02/1991GlucagénHipoglicemiaNovo Nordisk03/1992Epo BAnemia renalBoehringer

Mannheim05/1992IFN y 1bGranulomatosis crénicaDr. Kart Thomae 1992
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Tabla 1.1. Proteinas recombinantes aprobadas para el uso en humanos (continuacion).

ProteinaPrincipal indicaci6nCompaiiiaFecha de aprobaciénIFN o 2bLeucemia de células peludas,
carcinomas, verrugas por papilomaEssex Pharma GmbH03/1993Epo aAnemia renalJanssen-
Cilag04/1993GM-CSFNeutropeniaEssex Pharma GMBH
Sandoz AG04/1993IFN o 2aleucemia de células peludas, carcinomas, verrugas por
papilomaHoffmann-La Roche AG
Kohl pharma GmbH04/1993Factor VIlIHemofilia ABayer AG
Baxter Deutschl. GmbH
Armour Pharma GmbH07/1993G-CSF glicosiladoNeutropeniaRhéne-Poulenc
Rorer GmbH
Chugail0/1993tPATrombosisDr. Karl Thomae
GmbHO04/1994G-CSFNeutropeniaHoffmann-La Roche AG
Kohl Pharma GmbHO08/1994IFN B 1bEsclerosis multipleSchering AG11/1995Factor VIISangramientos
por hemofilia A y BNovo Nordisk02/1996Factor IXHemofilia BGenetics Institute
of Europe B.V.08/1997IFN 3 1aEsclerosis multipleBiogen France S.A.

Ares-Serono03/1997CalcitoninaOsteoporosisUnigene UK Ltd.01/1999PEG-IFN a 2bHepatitis
CSchering-Plough Europe05/2000TenecteplasaTrombosisBoehringer
Ingelheim02/2001Coriogonadotropina aEstimulacion de ovariosAres Serono02/2001Galactosidasa
aEnfermedad de FabryTKT Europe-5S AB
Genzyme B.V.08/2001Agonista del receptor de la IL-1Artritis reumatoideAmgen GmbHO03/2002PEG-
G-CSFNeutropeniaAmgen Europe08/2002Proteina morfogenética de los huesosTratamiento de
fracturas de tibia en adultosGenetics Institute Europe B.V.09/2002LaronidasaMucopolisacaridosis
IGenzyme Europe B.V.06/2003
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Vias de inestabilizaciéon que afectan a las proteinas

Gracias a la tecnologia del ADN recombinante, la produccion comercial de proteinas
biologicamente activas aumentdé en los dltimos afios (Biobusiness: http://www.i-s-
b.org/business/recombinant_f.htm). Sin embargo, a pesar de que muchos de estos nuevos
farmacos entraron al campo farmacéutico sin dificultad, otros mostraron serios problemas de
estabilidad (Wong y Parasrampuria, 1997). Esto atentd, en gran medida, en contra de su
mantenimiento en el mercado. Esta situacion estaba dada, fundamentalmente, porque la
estabilidad de las proteinas est4 estrechamente relacionada con su actividad biologica, y
ésta depende a su vez, de manera critica, de la estructura tridimensional que la proteina
puede alcanzar en un ambiente determinado (Wong y Parasrampuria, 1997). En la Tabla 1.2
se relacionan algunos ejemplos de productos de los cuales se han retirado varios lotes del

mercado debido a su inestabilidad.

Tabla 1.2. Ejemplos de productos comerciales que han presentado problemas de estabilidad.
Los lotes con baja estabilidad han sido retirados del mercado en la fecha sefalada (FDA:
http://www.fda.goc/).
Nombre comercialCompaiiaCaracteristicas de la moléculaUsoFecha de
remociénCausaDenileukin diftitoxSeragen, IncToxina diftérica (Met 1 a Thr 385) IL-2 (Ala 1 a Thr
133)Linfoma cutaneo persistente o recurrente de células T24/02/03Baja actividad
bioldgicaAlphaNine”Alpha Therapeutic CorporationFactor IX Hemofilia B19/02/03Baja estabilidad a
30°C por tres mesesMenomune”Aventis PasteurVacuna antimeningocécica (grupos A, C, Y, W-
135)Vacuna profilactical8/10/02Baja potencia durante los estudios de estabilidad a los 12

mesesKogenate”Bayer CorporationFactor VIII Hemofilia A28/03/02Baja actividad biolégicalNTRON
ASchering PloughlFNa2bHepatitis C, Leucemias, etc22/10/01Baja estabilidad después de 30 dias de
reconstituidosVAQTA"Merck & Co., IncVacuna antihepatitis AVacuna profilactica4/12/01Baja
potenciaRoferon-AHoffman-La RochelFNa2aHepatitis C, Leucemias, etc14/6/00Presencia de IFNa2a
degradadoTripedia”Connaught Laboratorios, Inc.Vacuna DPT libre de preservosVacuna
profilactica27/01/99Baja potencia del componente Difteria
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Inestabilidades fisicas

Existen varios ejemplos de transformaciones fisicas que conducen a la modificacion de las
proteinas. Entre éstos se incluyen la desnaturalizacion, la agregacion, la precipitacion y la
adsorcion a superficies (Wong y Parasrampuria, 1997).

Desnaturalizacion

La desnaturalizacion se refiere a cambios en el estado nativo de una proteina, los cuales
afectan su estructura secundaria y terciaria (Wong y Parasrampuria, 1997). Es decir, cuando
se produce un desbalance en las distintas fuerzas: puentes de hidrogeno, interacciones
hidrofébicas, i6nicas y dipolo-dipolo, que estabilizan la conformacién tridimensional de una
proteina (Voet y Voet, 1990).

Agregacion y precipitacion

La agregacion y la precipitacion dependen del grado de asociacién de las moléculas de
proteinas. Estas pueden formar dimeros, trimeros o polimeros y la formacion de agregados
depende de factores como el pH, la composicion del solvente, las interacciones idnicas, la
concentracion de la proteina y la temperatura. La precipitacion es un fenémeno similar que
se puede observar a escala macroscépica (Wong y Parasrampuria, 1997).

Adsorcion a superficies

La adsorcién a superficies puede ser un problema serio para la formulacion de proteinas. Las
proteinas pueden adsorberse a la pared del envase; con esto disminuye la cantidad de
proteinas en el seno de la formulacibn lo que puede provocar variaciones en la
concentracion y en la dosis que se entrega (Norde y Anusiem, 1992; Wong y Parasrampuria,
1997). Los materiales mas comunes que se asocian con la adsorcion a superficies son el
polietileno, el plastico y el cristal, entre otros (Wang, 1999).

Inestabilidades quimicas

La interaccién de los grupos funcionales de las cadenas laterales de varios aminoacidos,
puede conducir a la formacién o ruptura de enlaces covalentes, para dar lugar a una nueva
estructura quimica. Estas interacciones provocan la inestabilidad quimica de las proteinas
(Wong y Parasrampuria, 1997; Wang, 1999, 2000).

Las modificaciones covalentes in vivo de las proteinas constituyen un mecanismo natural de
sefializacion para su recambio. Estas modificaciones pueden ocurrir por vias enzimaticas y
no enzimaticas. Las reacciones no enzimaticas (espontaneas) incluyen la desamidaciéon de
residuos de asparagina, la racemizacion de residuos de &cido aspartico, la isomerizacion de

residuos de prolina, la glicosidacién de grupos aminos y la oxidacién catalizada por metales
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en sitios especificos (interaccion de H.O. y Fe (Il) en el sitio de enlace del metal en la
proteina). Las enzimas in vivo interactian especificamente con proteinas que se han
modificado covalentemente. Por ejemplo, la proteasa alcalina degrada las proteinas que han
sido oxidadas (Volkin y col., 1995).

Las modificaciones quimicas in vitro de las proteinas pueden ocurrir durante su purificacion,
manipulacién y almacenamiento. En estos procesos, las proteinas se exponen a condiciones
no fisiolégicas, como altas temperaturas y valores extremos de pH, lo que constituye un
estrés para su integridad quimica y estructural. Esto puede conducir a alteraciones
covalentes y no covalentes (Volkin y col., 1995).

Las transformaciones quimicas mas frecuentes son la hidrélisis, la desamidacién, la
racemizacion, la B-eliminacién, el intercambio de puentes disulfuro, la oxidacion y la
proteolisis (Wong y Parasrampuria, 1997).

Hidrdlisis

La hidrdlisis de péptidos o proteinas ocurre cuando se rompe un enlace peptidico. También
puede ocurrir cuando se desamidan la asparagina o la glutamina. La mayoria de los enlaces
peptidicos 0 amidas (RNH-CO-R) son mas resistentes a la hidrdlisis que un enlace éster (R-
0-CO-R) (Wong y Parasrampuria, 1997). La velocidad de hidrélisis de los enlaces amida o
peptidicos esta determinada por el tipo de aminoacido que lo conforme, ya que algunos de
ellos participan como estabilizadores en esta reaccién debido al efecto estérico o de
repulsién de cargas (Wong y Parasrampuria, 1997).

Los enlaces peptidicos mas susceptibles a la hidrélisis son aquellos que estan formados por
aminoacidos cuyas cadenas laterales son pequefias y no polares (p. €j. glicina, alanina, y
prolina) (Hill, 1965) y polares no cargadas (p. €j. serina, treonina, asparagina y glutamina)
(Tsuda y col., 1990). Sin embargo, residuos con cadenas laterales no polares y voluminosas
(p. €). valina y leucina) estabilizan el enlace peptidico adyacente e impiden el ataque del i6n
hidrégeno a dicho enlace (Hill, 1965). Un grupo cargado positivamente de uno de los
residuos que conforman el enlace, lo fortalece por la repulsidon que se establece entre este
grupo Yy los iones de hidrogeno (Hill, 1965; Wang y Hanson, 1988). No obstante, el efecto
contrario se produce cuando el grupo lateral esta cargado negativamente (p. ej. el grupo
carboxilo del 4cido aspartico) pues atrae iones de hidrégeno lo que contribuye a la ruptura
del enlace peptidico (Oliyai y Borchardt, 1993). Desde 1985, Marcus comprobé que el enlace
entre el acido aspartico y la prolina era sensible a la hidrélisis a elevadas temperaturas y en

condiciones acidas (Marcus, 1985).
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Desamidacion

La desamidacion es la hidrélisis del grupo amida de las cadenas laterales de los residuos de
asparagina y glutamina (Manning y col.,, 1989; Patel y Borchardt, 1990; Darrington y
Anderson, 1994). Este proceso puede ocurrir bajo condiciones &cidas, neutras o alcalinas,
aunque el mecanismo quimico de hidrdlisis es fuertemente dependiente del pH (Volkin y col.,
1995).

Bajo condiciones neutras o basicas la reaccién procede por un mecanismo intramolecular
(Geiger y Clarke, 1987) en el cual el nitrégeno del enlace peptidico ataca al grupo carbonilo
lateral de la asparagina y causa la formacién de un anillo de succinimida de cinco miembros,
con la liberacibn de amoniaco. El ciclo de succinimida que se forma es inestable y
susceptible a la hidrdlisis, tras lo cual se forma una mezcla de a y B residuos de acido
aspartico (Manning y col., 1989; Volkin y Klibanov, 1992). Bajo condiciones acidas, la
desamidacién procede por hidrélisis directa, con la sola formacién del residuo a del acido
aspartico (Volkin y col., 1995).

La secuencia aminoacidica parece tener una influencia notable en la velocidad de
desamidacion. Patel y Borchardt en 1990 analizaron esta dependencia en una serie de
hexapéptidos que contenian asparagina. Las secuencias asparagina-glicina y asparagina-
serina resultaron ser particularmente labiles a causa de la disminucién del impedimento
estérico frente a la formacién del anillo de succinimida por el C-terminal del residuo
aminoacidico (Patel y Borchardt, 1990). Se analiz4, ademas, si esta dependencia era
aplicable a proteinas con alta complejidad estructural, y se comprobé que las estructuras
secundaria y terciaria jugaban un papel fundamental en la velocidad de desamidacion, ya
gue la flexibilidad de la cadena polipeptidica en la regiéon cercana a la cadena lateral de la
asparagina susceptible, podia favorecer o inhibir la formacién del ciclo de succinimida (Volkin
y col., 1995).

La formacion de un intermediario ciclico de succinimida, ademas de favorecer la
desamidacién y la isomerizacion, también facilita la racemizacion (Geiger y Clarke, 1987;
Manning y col., 1989).

Racemizacion

La racemizacion es la inversion de la configuracion en un centro asimétrico. La mayoria de
los aminoacidos que conforman las proteinas presentan este centro asimétrico o quiral en el
carbono-a. Esta reaccion comienza cuando el hidrégeno-a se separa como un proton con lo

gue se forma un carbanién plano aquiral (6pticamente inactivo). Al retornar el proton al
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carbanién puede hacerlo por las dos caras del plano, de modo que se obtiene una mezcla de
enantiomeros: el isémero original L y el isomero invertido D (Wong y Parasrampuria, 1997).
El aminoacido méas susceptible a la racemizacion es el &cido aspartico, ya que forma el
intermediario ciclico de succinimida que cataliza esta reaccién (Friedman y Masters, 1979).
B-Eliminacion

La ionizacion de un proton-a puede producir un intermediario para la -eliminacion (Volkin y

col., 1995). Un grupo funcional o un sustituyente unido al carbono-f3 del mismo aminoacido

actian como grupo de salida. El primer paso es la formacién del a-carbanion. La velocidad
de esta reaccién se incrementa a pH alcalino. El siguiente paso que influye en la velocidad
es la capacidad del B-sustituyente de actuar como grupo saliente. La reaccién es ademas
dependiente de la temperatura. A pH neutro o acido y temperatura ambiente o menor, la
reaccion es poco frecuente (Volkin y col., 1995).

Intercambio tiol-disulfuro. Destruccion de cistina

Los residuos de cistina (disulfuros) aparecen naturalmente por la unién covalente de las
cadenas polipeptidicas, ya sea intra o intermoleculares. Los enlaces disulfuros se forman por
oxidacion del grupo tiol del residuo de cisteina, por intercambio tiol-disulfuro o por oxidacién
directa. La formacién de un enlace disulfuro dependera de la conformacion de la proteina y
de la estabilidad intrinseca del potencial de residuos de cistina, en comparaciéon con las
cisteinas libres (Volkin y col., 1995).

Las proteinas intracelulares usualmente carecen de enlaces cruzados tipo disulfuro, y su
presencia atipica esta relacionada con el mecanismo catalitico de una enzima o con la
regulacion de su actividad (Volkin y col., 1995). En contraste, las proteinas extracelulares
contienen frecuentemente enlaces disulfuro debido a la necesidad de incrementar su
estabilidad. Los residuos de cistina estabilizan directamente la forma plegada de una
proteina y reducen la entropia conformacional del estado desplegado. Sin embargo, el
enlace disulfuro es labil bajo ciertas condiciones, en especial cuando se expone a la acciéon
de agentes reductores, calor y pH alcalino (Volkin y col., 1995).

Oxidacion de residuos de cisteina

La estabilidad relativa de una cisteina reducida y su contraparte oxidada, el enlace disulfuro,
depende del potencial redox del ambiente que rodea a la proteina. In vivo, los donores y
aceptores de electrones que interactlan con grupos tioles y disulfuros de las proteinas, son
principalmente otros grupos tioles y disulfuros (p. ej. GSSG y GSH). Estudios in vitro de

plegamiento de proteinas, requieren una solucién tampo6n que contenga potenciales redox o
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mezclas de grupos tioles oxidados y reducidos para catalizar la oxidacién de residuos de
cisteina, con la formacion de enlaces disulfuros que conduzcan a la formacién de la proteina
nativa. También pueden utilizarse agentes reductores como el DTT para mantener residuos
de cisteina en su forma reducida activa (Volkin y col., 1995).

Los grupos tioles libres también reaccionan espontaneamente con el oxigeno disuelto para
formar enlaces disulfuros intra e intermoleculares, y productos monomoleculares como el
acido sulfénico. Esta reaccion de auto-oxidacion es catalizada por cationes divalentes como
el cobre y el hierro, y se incrementa a elevados valores de pH. La disminuciéon del pH a
valores acidos disminuye la reactividad oxidativa de los grupos tioles. Por otra parte, la
congelacion de soluciones de proteinas concentradas que pueden tener elevados niveles de
oxigeno disuelto conduce a la formacion irreversible de &cido cistéico (Volkin y col., 1995).

La formacion de puentes disulfuro durante la purificaciéon o almacenamiento de proteinas que
contienen residuos de cisteina reducidos, a menudo produce la disminucion de la actividad
biolégica (Volkin y col., 1995). En algunas proteinas como el aFGF que presentan dos o0 mas
cisteinas libres y no puentes disulfuros, se ha logrado reducir la susceptibilidad a la oxidacién
con polianiones. Aparentemente esto se debe al impedimento estérico que proporcionan las
cargas negativas a los grupos tioles sensibles. Otras técnicas como la mutagénesis dirigida
han permitido sustituir residuos de cisteina por residuos de treonina, valina o alanina (Volkin
y col., 1995). Esta técnica se empleé en nuestro pais, en el CIGB, para obtener la IL-2
humana recombinante (IL-2 hum-rec) mutada en la posicién 125 (cisteina por alanina) (Vispo
y col., 1997). Con esta mutacién se eliminé la posibilidad de que la cisteina libre interactuara
con la de otras moléculas de IL-2 hum-rec o se formaran enlaces incorrectos entre esta
cisteina y las otras dos que presenta la proteina.

Oxidacion de residuos de metionina

La oxidacion de la metionina se ha asociado con la pérdida de la actividad biolégica en
numerosos péptidos y proteinas (Wang, 1999). Sin embargo, la IL-2 hum-rec por ejemplo,
conserva completamente su actividad biolégica con la forma oxidada de este residuo en la
posicion 104 (Hora y col., 1992). El IFNa2b tampoco pierde su actividad biolégica tras la
oxidacién de la metionina en la posicion 101 (Bordens y col., 1997).

Esta reaccién consiste en la conversion reversible de un tioéter en su sulfoxido
correspondiente, ya que la metionina se puede regenerar enzimaticamente o por agentes
reductores. Las condiciones de oxidacion drastica conducen a la formacion irreversible de la
metionina sulfona (Wang, 1999, 2000).
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In vivo, las EROs como superéxido, hidroxilo y H.O, se producen en varias células (p. €j.,
neutréfilos). Estas especies pueden ocasionar la oxidacion de varios aminoacidos como la
metionina (Volkin y col., 1995).

In vitro, las EROs pueden ser generadas por compuestos que se usan en estudios de
plegamiento-desplegamiento de las proteinas. Por ejemplo, pequefias cantidades de cobre
en presencia de glucosa, pueden oxidar la metionina. Ademas la oxidacion del DTT puede
conducir a la generacion de H.O,y a la subsecuente oxidacion de proteinas (Volkin y col.,
1995).

La oxidacion de la metionina puede ocurrir también durante la purificacion y el
almacenamiento de las proteinas (Volkin y col., 1995).

Estrategias para el desarrollo de formulaciones estables

El desarrollo de formulaciones que incrementen la estabilidad del ingrediente activo,
especialmente cuando éste es una molécula de origen proteico, constituye un punto
neurdlgico en el campo biofarmacéutico. Las estrategias para acometer esta finalidad han
involucrado la afectacion de varios factores intrinsecos y/o extrinsecos a la proteina objeto
de estudio. Entre las estrategias mas importantes estan el uso de la liofilizacién, el empleo
de excipientes estabilizadores, la conjugaciéon a polimeros y la ingenieria de proteinas
(Wang, 1999, 2000).

Liofilizacion

La liofilizacion es un proceso relativamente simple, mediante el cual se elimina el agua de un
producto a bajas temperaturas y presiones (Carpenter y col., 1998).

En la actualidad se emplea para eliminar el agua de determinados productos, sin manipularlo
de forma excesiva, 0 para incrementar la estabilidad de un producto antes y durante su
almacenamiento. Los principales productos en los que actualmente se usa este
procedimiento son los medicamentos parenterales, juegos de reactivos para el diagndstico,
suero y plasma sanguineos, antibiéticos y vacunas (Carpenter y col., 1998; Wang, 2000).

El proceso de liofilizacion consta de tres etapas: congelacidn del producto, secado primario o
sublimacion, y secado secundario (Carpenter y col., 1998; Wang, 2000). Estas se
interrelacionan funcionalmente, por lo que un fallo en una de ellas implica un fallo en el
proceso completo. En general, varios factores en el proceso influyen de manera significativa
en la estabilidad fisica, quimica y biol6gica del producto final, por lo que se deben estudiar y

estandarizar cuidadosamente. Entre ellos estan la velocidad y la temperatura de
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congelacioén, la presién, el tiempo y las temperaturas de sublimaciéon y secado secundario
(Carpenter y col., 1998; Wang, 2000).

Empleo de excipientes estabilizantes

Los principales excipientes que se han empleado para estabilizar proteinas, tanto en estado
liquido como solido, son los azlcares, aminodcidos, detergentes no idnicos, polimeros, sales
y alcoholes polihidroxilicos (Arakawa y col., 2001; Timasheff, 1993; Wang, 1999, 2000).

La inestabilidad de una proteina en solucion se expresa por lo general como un equilibrio
simple de dos estados: nativo y desnaturalizado. La adicion de estabilizantes desplaza el
equilibrio hacia el estado nativo. Anteriormente se pensaba que el efecto estabilizante de un
aditivo se debia a su unién con las proteinas. Sin embargo, mediante experimentos de
equilibrio de dialisis se ha determinado que estabilizantes como la sacarosa, la glucosa y el
cloruro de sodio se excluyen preferencialmente de las proteinas. Estos experimentos indican
gue existe una zona de exclusién de los estabilizantes alrededor de las moléculas de la
proteina (Arakawa y col., 1991).

Durante la desnaturalizaciéon de una proteina se incrementa la zona de exclusién de los
estabilizantes. De esa forma, la superficie de contacto entre las proteinas y los excipientes
también se incrementa. Como la unién entre los estabilizantes y la proteina resulta
desfavorable termodindmicamente, el equilibrio se desplaza hacia el estado nativo lo cual
minimiza la interaccion entre la proteina y los excipientes (Timasheff y Arakawa, 1989).
Sales, azucares, aminodacidos, polimeros y alcoholes polihidroxilicos

Cualquier sustancia que incremente la tensién en la interfase entre la molécula proteica y el
solvente es excluida preferencialmente. Una vez que los excipientes se excluyen de la
superficie de la proteina, esta se hidrata y se estabiliza. Estabilizantes como los azucares,
aminoacidos, PEGs y algunas sales, estabilizan la estructura proteica y minimizan esa
tension en la superficie de la proteina (Wong y Paraspampuria, 1997; Wang, 1999, 2000).

En el caso de las sales, su efecto en la estabilidad de una proteina depende de su
concentracion y de su afinidad para unirse a la misma. Esos dos factores afectan
directamente el grado de hidratacion preferencial de la molécula proteica (Arakawa y col.,
1991).

Las proteinas se estabilizan cuando se hidratan preferencialmente, en cambio, cuando los
excipientes se unen a ellas desestabilizan su estructura tridimensional. Ello ocurre
fundamentalmente a concentraciones altas de estos excipientes, aunque existen sales que

desestabilizan las proteinas mediante su uniéon a éstas a cualquier concentracién. Entre
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estas Ultimas estan el tiocianato de potasio, el cloruro de calcio, el cloruro de magnesio y el
tiocianato de sodio (Wong y Paraspampuria, 1997). A pesar de que la union especifica entre
una proteina y la sal tiende a desestabilizar a la primera, hay casos en los cuales esta
interaccion puede estabilizarla (Wong y Paraspampuria, 1997).

El PEG es otro agente capaz de estabilizar las proteinas. Sin embargo, también puede
provocar su precipitacion mediante el efecto de precipitacion salina. Su efecto estabilizante
se basa en su exclusion de la superficie de la proteina por impedimentos estéricos. Esta
hipotesis se sustenta por el hecho de que el grado de hidratacion se incrementa con el
aumento del PM del polimero (Wong y Paraspampuria, 1997; Wang, 1999, 2000).
Detergentes

Los detergentes contribuyen al replegamiento de las proteinas que se han desnaturalizado
por medios quimicos, mediante la formacion de una asociacion transiente entre la proteina
desnaturalizada y las micelas del surfactante. Este proceso, mediante el cual las micelas
previenen la formacién de agregados debido al bloqueo de los grupos hidrofébicos que se
exponen en la proteina desnaturalizada, se nombra repleglamiento asistido por micelas. Sin
embargo, los detergentes también pueden prevenir las asociaciones intermoleculares de las
proteinas y de éstas con las superficies hidrofébicas (Wong y Paraspampuria, 1997; Bam y
col., 1998; Wang, 1999).

Se han descrito dos mecanismos fundamentales de estabilizacion de proteinas por medio de
detergentes. El primero se basa en la competencia con las moléculas de la proteina, por las
interfaces solucién-aire y solucion-material de envase, en las cuales se propician muchas de
las reacciones de desestabilizacién que se describen para estas biomoléculas. El segundo
de los mecanismos se basa en la interaccion con la biomolécula mediante el recubrimiento
de los grupos hidrofébicos de éstas a través de los cuales la agregacién puede ocurrir, 0
actuando como “chaperonas” para conducir a las proteinas parcialmente desnaturalizadas a
su estado nativo (Bamy col., 1998).

Conjugacion a polimeros biocompatibles

La conjugacion a polimeros es otra alternativa para incrementar la estabilidad de las
proteinas. Esta estrategia no solo puede aumentar la estabilidad de moléculas de origen
proteico, incluso en medios altamente hidrofébicos (Wang, 1999), sino ademas, garantiza un
indice farmacocinético mejor, disminuye la velocidad de aclaramiento y aumenta el tiempo de

vida media en la sangre (Wang, 1999).
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Una gran variedad de polimeros se ha usado para la conjugacién a proteinas de importancia
terapéutica. Los requerimientos generales de cualquier polimero que se vaya a usar con
estos propésitos son: (i) alta solubilidad en agua, (i) biocompatibilidad, (iij) poca o ninguna
inmunogenicidad y (iv) no afectar la funcion biolégica de la proteina de interés. Por ello, la
conjugacion debe mejorar las propiedades de las proteinas (estabilidad y farmacocinética),
sin incrementar su toxicidad o reducir su actividad bioldgica (Katre, 1993).

El PEG ha sido, generalmente, el polimero de eleccién para estos fines (Katre, 1993). Esta
molécula se basa en la unidad —CH.CH,O- repetida n veces, en dependencia del PM del
polimero. Carpenter y colaboradores estudiaron la biocompatibilidad del PEG en perros,
luego de inyecciones intravenosas de este polimero, y demostraron que carece
absolutamente de toxicidad y/o bio-acumulacién en estos organismos (Carpenter, 1971). Sin
embargo, cuando se han utilizado PEGs de muy bajo PM como el de 200 Da, se ha
comprobado que puede ocurrir la lisis de los eritrocitos por un fendmeno de 6smosis (Rowe y
col., 2003).

Las proteinas recombinantes expresadas en E. coli se recuperan usualmente como cuerpos
de inclusién con baja solubilidad en solventes acuosos, lo que se favorece en el caso de
proteinas no glicosiladas. El empleo de la conjugacion ha logrado incrementar la solubilidad
de estas proteinas a pH fisiolégico, y permitido el disefio de formulaciones estables para su
uso clinico. Entre ellas tenemos la IL-2, el IFN B, IFN a, la hGH, la insulina y otras (Katre,
1993; Reddy, 2004; Yang y col., 2004). Otras proteinas como enzimas y anticuerpos también
se han modificado de forma covalente mediante la unién al PEG. Para la inmunoglobulina G
modificada de esta manera se observé un incremento en la estabilidad térmica y la
solubilidad; en el caso de la enzima gluconolactona oxidasa se observé un incremento en la
estabilidad térmica, y para la cadena A de la toxina de plantas denominada ricina, se observo
un aumento significativo en la solubilidad (Katre, 1993).

Otros polimeros también se han evaluado para estos fines. Abuchowski y colaboradores
revisaron una gran cantidad de estos compuestos capaces de mejorar las propiedades de
las enzimas. Entre éstos estaban la polivinilpirrolidona, el &cido polimaleico, la polialanina, la
ASH, varios oligosacaridos, el acido poliacrilico, el alcohol polivinilico, la carboximetilcelulosa
y la dextrana. Sin embargo, a pesar de que el tiempo de vida media en el plasma sanguineo
se incrementd en todos los casos, la inmunogenicidad con algunos de estos polimeros no se
redujo lo suficiente como para permitir esquemas de tratamiento prolongados y de dosis

repetidas (Abuchowski y col., 1981).
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No obstante, varios investigadores han enfocado sus estudios a estos polimeros para

demostrar sus posibilidades en cuanto a estabilizacion térmica y disminucion de la

inmunogenicidad. Alpin y Wriston encontraron que la union de la catalasa a la dextrana de

alto PM puede incrementar el tiempo de circulacion sistémica, la resistencia a la proteolisis y

la estabilidad térmica, al tiempo que disminuye su inmunogenicidad (Alpin y Wriston, 1981).

A pesar de las bondades encontradas en el empleo de estos métodos, se ha visto que

escoger un polimero y/o método de modificacion debe ser estudiado de manera intensiva e

independiente para cada proteina, pues en algunos casos se ha demostrado la disminucion

de la funcién biol6gica de algunas de estas macromoléculas, después de este tipo de union

covalente (Katre, 1993).

Ingenieria de proteinas

Otra estrategia para el mejoramiento de la estabilidad de las proteinas ha sido la

manipulacion de los factores intrinsecos que estan codificados generalmente por la

secuencia aminoacidica de dichas moléculas. Entre estos factores estan:

1- Incremento del contenido de pares iénicos;

2- Reduccion del nimero y volumen de las cavidades;

3- Reduccion de la flexibilidad a temperatura ambiente y de la longitud de los lazos
superficiales, en particular aquellos que conectan elementos de estructura secundaria;

4- Optimizacion de las interacciones hidrofobicas y electrostaticas;

ol
1

Intercambio de aminoacidos para incrementar la hidrofobicidad interna;

6- Intercambio de aminoacidos susceptibles a la degradacion como la cisteina, la
asparagina, la glutamina, la metionina, y otros.

Argos y colaboradores propusieron ciertas reglas para el transito de secuencias
aminoacidicas mesdfilas (estables a temperaturas medias), a secuencias termofilas (estables
a temperaturas altas). Sus estudios sugirieron que el incremento en las estructuras
helicoidales (mediante cambios de serina y valina por alanina), el aumento en la
hidrofobicidad (mediante cambios de glicina y serina por alanina, serina por treonina y acido
aspartico por asparagina o glutamina) asi como el cambio de lisina por arginina, pueden
favorecer la capacidad termdfila de las proteinas (Argos y col., 1979; Menéndez-Arias y
Argos, 1989).

En la actualidad se sugiere que una disminucién de la flexibilidad y un incremento de la
hidrofobicidad, ambos preferiblemente en regiones de hélices a, constituyen el principio de

estabilizacion fundamental a altas temperaturas (Menéndez-Arias y Argos, 1989).
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Un analisis aminoacidico de proteinas provenientes de organismos mesofilos y termdfilos
indic6 que los cinco cambios de aminoacidos més frecuente de enzimas mesodfilas a
termofilas son lisina por arginina, serina y glicina por alanina, serina por treonina e isoleucina
por valina (Menéndez-Arias y Argos, 1989). Ello ha dado origen a mutaciones dirigidas para
lograr el incremento de la estabilidad de varias proteinas (Menéndez-Arias y Argos, 1989).

La compactacién de las moléculas de proteina resulta otro de los factores importantes para
incrementar su estabilidad, y de hecho explica en parte la estabilidad de las moléculas
termdfilas. Un incremento en la compactacion de la estructura proteica induce un incremento
en las interacciones de van der Waals, lo que a su vez incrementa la estabilidad de las
proteinas.

Se ha comprobado ademas que la estabilidad térmica de las enzimas se incrementa con la
disminucion del volumen de sus cavidades (Chan y col., 1995; Spassov y col., 1995). En la
enzima glutamato deshidrogenasa, por ejemplo, se encontré un incremento significativo de
residuos de isoleucina. Este aminoacido puede adoptar numerosas conformaciones
rotdmeras y por ende puede “rellenar” varias cavidades en el nicleo de la proteina (Spassov
y col., 1995).

Otros estudios estructurales indican que las conformaciones todo-a, todo-f3 o a/f tienden a
un maximo de termoestabilidad (Tomizawa y col., 1995). Todos estos factores han impulsado
a numerosos investigadores a determinar la influencia que pueden causar algunos cambios
de aminodacidos en varias proteinas. Tomizawa y colaboradores evaluaron el efecto de
cambios aminoacidicos en la estabilizacion de la lisozima de huevo. En sus estudios,
prepararon mutantes de las secuencias acido aspartico—glicina en las posiciones 48—-49, 66—
67 y 101-102, y asparagina—glicina en la posicion 103—104, mediante el cambio de la glicina
por la alanina. Las mutaciones sitio-dirigidas se basaron en la tendencia que tienen estas
secuencias para favorecer algunas reacciones de modificacion como la isomerizacién del
acido aspértico y la desamidacion de la asparagina. Con estas modificaciones lograron un
incremento en la resistencia a la inactivacion irreversible a pH 4 y 100°C (Tomizawa y col.,
1995).

Otros experimentos en este sentido fueron realizados por Kosky y colaboradores (1999).
Estos investigadores evaluaron el efecto de la hélice a en la estabilidad de los residuos de
asparagina, y determinaron la velocidad de desamidacion en péptidos con diferentes grados
de estructura helicoidal. Para ello, sustituyeron residuos de alanina por glicina en las

posiciones 6 y 16 de un octadecapéptido con un alto contenido de alanina. Con ello,
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disminuyeron el contenido helicoidal de un 42 a un 9 %, y demostraron que la velocidad de
desamidacién en este péptido fue inversamente proporcional al contenido de hélice a (Kosky
y col., 1999).

A pesar de que la ingenieria de proteinas ha ofrecido un gran nimero de herramientas para
el mejoramiento de la estabilidad de las proteinas mediante la incidencia en los factores
intrinsecos a estas biomoléculas, los estudios elementales para el disefio de formulaciones
estables incluyen, principalmente, el estudio de los factores extrinsecos a éstas (Wang,
1999).

Desarrollo de formulaciones mediante la evaluacion de los factores extrinsecos a las
proteinas

Hasta el momento no existe un vehiculo farmacéutico universal capaz de garantizar la
estabilidad de cualquier proteina. Se han descrito vehiculos muy diferentes para un gran
namero de proteinas; por ejemplo, acetato de sodio-polisorbato 80-sorbitol para el G-CSF

(Herman y col., 1996), fosfato de sodio-polisorbato 80-EDTA-m-cresol para el IFN a-2b

(Yuen y Kline, 1999), acetato de sodio-alcohol bencilico-polisorbato 80 para el IFN a-2a
(Gross y col., 1998) y fosfato de sodio-ASH-polisorbato 20 para la EPO (Naughton y col.,
2003), entre otros. Sin embargo, el establecimiento de las mejores condiciones para lograr la
estabilidad de una proteina puede convertirse en un proceso extremadamente extenso y
dificil, sobre todo cuando se trata de una proteina nueva y los métodos de analisis presentan
poca capacidad de procesamiento. Ello se debe a que en esos casos resulta necesario
evaluar una serie de variables, entre las que se incluyen las especies tampones, molalidad,
pH, excipientes estabilizantes, material de envase, interaccién entre los excipientes,
interaccion de los excipientes con el ingrediente activo, proceso de liofilizacion, temperaturas
y agitacion. Ello hace necesario la realizacion de estudios multifactoriales que por lo general
hacen engorroso y extremadamente caro cualquier estudio de preformulacion.

Estudios de preformulacion

Segun Volkin y colaboradores la preformulacion se refiere al proceso mediante el cual el
ingrediente activo se caracteriza lo suficiente como para poder convertirlo en una sustancia
farmacéuticamente aceptable (Volkin y col., 2002).

En el caso de las moléculas convencionales pequefas, este proceso se puede simplificar
debido a su estructura mas sencilla. Por ejemplo, la estructura atébmica de estos compuestos

se puede determinar a partir de la combinacion de técnicas como la cristalografia, la
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difraccion de rayos X, la resonancia magnética nuclear y la espectrometria de masas (Volkin
y col., 2002).

En cambio, la gran complejidad de las proteinas, debido a la combinacion de su gran tamafio
y sus niveles estructurales (secundaria, terciaria y cuaternaria), no permite la aplicacién
simple de las técnicas analiticas que se utilizan para moléculas quimicas pequefias. Por ello,
los estudios de preformulacién para el andlisis de la estructura de proteinas consisten en el
uso de un gran numero de métodos para evaluar varios aspectos de la estructura de la
proteina. Por ejemplo, la estructura secundaria se puede determinar por dicroismo circular y
espectroscopia infrarroja con la transformada de Fourier. Por su parte, la estrucura terciaria
se puede comprobar por cristalografia y estudios de fluorescencia intrinseca (Volkin y col.,
2002). Ademas, el estado oligomérico de una proteina asi como los fenédmenos de
agregacion potenciales que pueden afectar su estabilidad, se pueden estudiar por
cromatografia, ultracentrifugacion diferencial y difusion dindmica de la luz. Otras técnicas
para este fin son la PAGE tradicional, el isoelectroenfoque y la PAGE capilar. Cuando se
combinan estas técnicas analiticas, se puede obtener un cuadro de la proteina lo mas
cercano a la realidad, de modo que cualquier alteracion en la estructura de ésta puede
detectarse con exactitud (Volkin y col., 2002).

Por otra parte, Wang sefial6 que para desarrollar una formulacion de manera exitosa, se
deben conocer las propiedades basicas de una proteina. Esto incluye la pureza de la
proteina, pl y solubilidad a diferentes pHs (Wang, 1999).

Otros aspectos criticos que se pueden revisar durante la preformulaciéon son los sistemas
tamponeadores, el pH, los modificadores de la tonicidad, los estabilizantes, los ciclos de
congelacién-descongelacion y la adsorcion a las interfases (Wang, 1999). Sin embargo, en la
literatura no existe un “protocolo” de preformulacion definido que se pueda llevar a la practica
para obtener una formulacién estable. Ello lo demuestra la abundancia en cuanto a estudios
de preformulacion diferentes que se han publicado hasta la fecha.

Fatouros y colaboradores investigaron la influencia de disacéridos no reductores y alcoholes
polihidroxilicos en la cinética de inactivacion del factor VIII obtenido por via recombinante, en
solucion acuosa. La estabilidad de esta biomolécula se determind mediante SE-HPLC a
diferentes temperaturas. Ademas, se evalud su estabilidad térmica mediante la calorimetria
diferencial de barrido (Fatouros y col., 1997).

Jain y colaboradores evaluaron diferentes variables de formulacién en el desarrollo de un

novedoso sistema de liberacion de drogas. Entre estas variables se encontraban la

Pag. 24



Revisiéon Bibliografica

concentracion de PEG 400, el excipiente hidrofilico, el tipo de droga encapsulada
(micromoléculas 6 macromoléculas como proteinas) y el vehiculo para la formacion del
sistema de liberacién. Ademas, evaluaron el efecto de la formulacion, del proceso y de las
condiciones de almacenamiento (Jain y col., 2000).

También en el afio 2000, Fatouros y Sjostrom investigaron la influencia de la temperatura, el
pH vy las interacciones idnicas, en la estabilidad estuctural y la adsorcion a superficies del
factor VIII del plasma sanguineo, obtenido por la via recombinante. En este estudio también
estudiaron la interaccion del ingrediente activo con las interfases solucién/vial y solucion/aire.
La estabilidad de la biomolécula se evalu6 mediante la determinacion de la actividad
biolégica, la estructura secundaria (dicroismo circular) y la tensién superficial (Fatouros y
Sjostrom, 2000).

Algo diferente acometieron Bedu-Addo y colaboradores en el afio 2002. Su objetivo
fundamental fue realizar un estudio de preformulacién de la estafiloquinasa unida
covalentemente al PEG. Para ello utilizaron disefios multifactoriales en los que evaluaron el
efecto de la fuerza idnica de las soluciones tampones, la concentracién de cloruro de sodio y
el pH, en la conformacién y la estabilidad de esta proteina. En este estudio emplearon el
dicroismo circular y la calorimetria diferencial de barrido para evaluar la estructura
secundaria y la estabilidad térmica de la proteina, respectivamente. Ademas, analizaron las
modificaciones en esta molécula como la ruptura de la unién con el PEG y la agregacion,
mediante la SE-HPLC (Bedu-Addo y col., 2002).

En el afio 2004, Kikwai y colaboradores evaluaron el efecto del pH, la temperatura, la
concentracion de sales y la concentracion del ingrediente activo en una solucion acuosa de
un péptido de 1668 Da, que se une especificamente al receptor de neurokinina-1 y que
posee importantes propiedades antinflamatorias. Para el andlisis de este péptido
desarrollaron un ensayo de RP-HPLC. La estabilidad de este ingrediente activo también se
evalu6 mediante el dicroismo circular y la espectrometria de masas (Kikwai y col., 2004).

En el aflo 2005, Na y colaboradores investigaron el potencial del KSL, un decapéptido
antimicrobiano, en un estudio de preformulacion. En este caso se desarroll6 un método
analitico de RP-HPLC para la determinacién del ingrediente activo y se analizo la estabilidad
guimica del péptido a varios valores de pH y temperatura asi como la interaccion del KSL
con la hidroxiapatita (Na y col., 2005).

En este mismo afio, Passot y colaboradores estudiaron el efecto de varios excipientes en la

caracterizacion fisica y la estabilidad fisica y quimica de dos proteinas. Con ese objetivo
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analizaron 13 formulaciones desde el punto de vista termo-fisico mediante la calorimetria
diferencial de barrido y la microscopia, analizando las temperaturas de transicién y de
colapso asi como la actividad inmunogénica (Passot y col., 2005).

También en el afio 2005, Reyes y colaboradores publicaron un estudio de preformulaciéon de
la IL-2 hum-rec en el que evaluaron la influencia de diferentes excipientes (detergentes,
antioxidantes y aminoacidos) en la estabilidad de esta citoquina cuando se encontraba e
solucion. La estabilidad de esta proteina se evalu6 por SDS-PAGE y RP-HPLC,
determinacion de la actividad biol6gica, la concentracién de proteinas por el método de
Lowry (Reyes y col., 2005).

Influencia del material de envase en la estabilidad de las proteinas

Una parte importante de los estudios de preformulaciébn est4 relacionada con la
compatibilidad de la proteina con el material de envase.

Segun la farmacopea britanica, los tapones de goma para preparaciones parenterales se
fabrican de materiales obtenidos por vulcanizacibn de sustancias organicas
macromoleculares (elastémeros), en presencia de excipientes apropiados. Los elastbmeros
se producen a partir de sustancias naturales o sintéticas por polimerizacion, poli-adicién o
poli-condensacion. La naturaleza de los principales componentes (elastbmeros,
catalizadores, estabilizadores y pigmentos), depende de las propiedades que se requieran
en el producto terminado (British Pharmacopoeia, 1998). Los principales extractables de los
tapones que recomienda cuantificar esta farmacopea son: amonio, metales pesados, zinc
soluble, sulfuros volatiles y sustancias reductoras (British Pharmacopoeia, 1998).

En 1992, Danielson identificé y cuantifico diferentes componentes de los tapones, en
soluciones parenterales (Danielson, 1992). También determiné su toxicidad potencial
mediante la comparacion del tipo y concentracion de estos componentes con lo reportado en
la literatura. Este autor detecté y cuantificé niveles considerables de algunos de estos
agentes como el benzaldehido, el 2-butoxietanol, la ciclohexanona, el etilbenceno y el
tetracloroetileno los cuales pueden provocar toxicidad o afectar la estabilidad de los
ingredientes activos de las soluciones parenterales (Danielson, 1992).

Algunos estudios apuntan a que los tapones siliconados pueden constituir una fuente de
contaminacion por particulas cuando se utilizan para productos parenterales (Liy col., 1993).
En un estudio, Li y colaboradores evaluaron cinco variables (pH de la solucién, composicion
de la solucién tampodn, teflon como recubrimiento de los tapones, ciclo de esterilizacion por

calor y variaciones en el proceso de siliconizacion de lote a lote) en los niveles de
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contaminacién por particulas debido a los tapones siliconados (Li y col., 1993). Sus
resultados mostraron que el pH de la solucién puede afectar de manera significativa el nivel
de contaminacion por particulas. De esta manera, un pH alcalino (pH 8) produce una mayor
carga de particulas que un pH &cido (pH 4) (Liy col., 1993).

Fatouros y Sjostrom estudiaron la adsorcion del factor VIl obtenido por via recombinante a
las superficies del material de envase primario (viales de vidrio y tapones de goma). Los
autores encontraron que esta proteina podia adsorberse al material de envase de manera
directamente proporcional a la velocidad de agitacion. Ello se debié a que la agitacién
incremento el area que estaba en contacto con el material de envase. Sin embargo, el uso
de detergentes no iénicos como el polisorbato 20 y el polisorbato 80, inhibié este efecto
(Fatouros y Sjostrom, 2000).

Bohrer y colaboradores investigaron la interaccion de diferentes soluciones comerciales para
la nutricion parenteral, con el material de envase después de la esterilizacién por calor a
121°C durante 30 min. La solucién resultante se analiz6 por espectroscopia de absorcion
atOémica para la posible deteccién de metales. Este estudio revel6 una liberacion de aluminio
a partir del cristal, el plastico y la goma (Bohrer y col.,, 2003). Los resultados de la
esterilizacion indicaron que aun el agua pura fue capaz de extraer aluminio del cristal y la
goma (Bohrer y col.,, 2003). Estos investigadores explicaron sus resultados por las
propiedades intercambiadoras de algunas sustancias presentes en las soluciones
parenterales como la lisina, la ornitina, el 4cido glutamico, el 4cido aspartico, la cisteina, los
iones fosfato y los iones bicarbonato. Sin embargo, concluyeron que solamente la afinidad de
los componentes de las soluciones por el aluminio presente en los diferentes materiales de
envase, podia explicar la alta concentracién de aluminio extraido. Otros experimentos con
agentes acomplejantes del aluminio permitieron concluir que mientras mayor es la constante
de estabilidad del complejo que se forma entre la sustancia presente en la solucion, y el
aluminio, mayor es la liberacion de este metal a la solucién (Bohrer y col., 2003).

Antes de la aplicacion al paciente, los productos farmacéuticos se mantienen en contacto
con diferentes superficies como jeringas y tapones (Jones y col., 2005). Estos materiales se
tratan con agentes protectores para inhibir la posible adsorcion de las proteinas a estas
superficies. En diferentes estudios se ha observado que uno de estos agentes protectores, el
aceite de silicona, induce la agregacion de las proteinas (Jones y col., 2005).

En el aflo 2005, Nassar y colaboradores investigaron el posible papel de los tapones

elastoméricos en la formacion de dos productos de degradacion en la formulacion liofilizada
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del BMS-204352, una molécula quimica compleja que actla sobre los canales de potasio
(Nassar y col.,, 2005). Una de estas degradaciones se identifico como un derivado
hidroximetilo, formado por la reaccion de esta molécula con el formaldehido. De acuerdo a
estos resultados, los autores sugirieron que el formaldehido podria originarse en los tapones
y migrar hacia el producto. De esta forma podria reaccionar con el ingrediente activo dando
lugar al producto de degradacién (Nassar y col., 2005). Aunque el formaldehido no es un
ingrediente de los tapones, algunas informaciones de los productores de tapones indican que
uno de los agentes utilizados en la formulacion de este material de envase primario (el
agente de reforzamiento) puede constituir una fuente de formaldehido (Nassar y col., 2005).
Por su parte, Jenke y colaboradores identificaron varios de los extractables asociados con la
poliolefina, un plastico utilizado para la elaboracién de contenedores para soluciones en la
industria médico-farmacéutica. Ademas, documentaron los niveles a los cuales estos
estractables se acumulaban en las soluciones de prueba en varios regimenes de
almacenamiento. Entre los extractables que encontraron estaban el acido octanoico, el acido
hexanoico, la p-toluenosulfonamida, la 2-oxohexametileneimina, la cis-13-docosenoamida, el
acido propanoico y antioxidantes (Jenke y col., 2005). Un paso importante para la mayor
comprension de este fendmeno seria el estudio de la influencia de estos extractables en la
estabilidad de diferentes ingredientes activos.

Todos estos reportes indican que uno de los factores mas importantes durante el desarrollo
de una formulacién es la evaluacién de la influencia del material de envase primario en la
estabilidad del ingrediente activo en cuestién.

Anadlisis de las sefales cromatogréficas

Una de las técnicas mas empleadas en los estudios de estabilidad es la cromatografia
liguida (Wang y col.,, 1999). Esta técnica proporciona importantes indicadores sobre la
estabilidad de las proteinas como la pureza y el area bajo la sefial de interés (Reyes y col.,
2005). El primero de estos indicadores relaciona el area bajo la sefial de interés con el area
bajo el resto de las sefiales en el cromatograma. El segundo de estos parametros es un
indicador del contenido proteico que existe en la muestra de andlisis (Reyes y col., 2005).

En la técnica de HPLC existe una serie de parametros que se deben tener en cuenta para
llegar a resultados confiables. Entre ellos estan la resolucion, el factor de capacidad, la
eficiencia y el nUmero de platos teoricos.

La resolucion es una medida cuantitativa de su capacidad para separar dos analitos. La

resolucion de cada columna queda definida como:
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R= 2(t, —t,)
W2 _Wl
donde:

R es la resolucion;

t; es el tiempo de retencion del analito 1;

t, es el tiempo de retencion del analito 2;

W; es la anchura del pico correspondiente al analito 1 a la mitad de su altura; y

W, es la anchura del pico correspondiente al analito 2 a la mitad de su altura.

Se puede mejorar la resoluciébn para una fase estacionaria determinada alargando la
columna, lo que incrementa a su vez el numero de platos. Sin embargo, una consecuencia
adversa de afiadir platos es un incremento en el tiempo necesario para la separacion de los
componentes.

El factor de capacidad se conoce actualmente como factor de retencion (k). Este es un
parametro experimental importante que se utiliza para describir las velocidades de migracion
de los solutos en columnas. Para el soluto 1, el factor de retencion, k; se define como:

—_ Kl |}/S

SV

k

1

donde K; es la constante de distribucion del soluto 1, Vs es el volumen del soluto en la fase
estacionaria y Vi, el volumen del soluto en la fase movil (USP 26, 2003).

La eficiencia de una columna cromatogréafica depende del ensanchamiento de banda que
ocurre cuando un compuesto pasa a través de la columna. Para las mediciones cuantitativas
de la eficiencia de las columnas cromatogréficas se emplean dos términos: (1) altura del
plato (H) y (2) cantidad de platos o numero de platos teéricos (N). Los dos estan
relacionados por la ecuacion:

N:£
H

donde L es la longitud del empaque de la columna (en cm).

Cuando se usan integradores electrénicos la ecuacion que se aplica es:

N = 5,56( %vy)z

donde t es el tiempo de retencién y Wi, es la anchura del pico a la mitad de su altura.
La eficiencia de las columnas cromatograficas aumenta a medida que es mayor el nhimero

de platos N y la altura H es menor. Se observan grandes diferencias en la eficiencia de las
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columnas como resultado de las diferencias en el tipo de columna y de las fases movil y

estacionaria. En términos de numero de platos tedricos, la eficiencia puede variar desde

unos centimetros hasta varios cientos de miles; la altura de los platos varia desde unas

décimas hasta milésimas de centimetro y son comunes incluso mas pequefias (USP 26,

2003).

Las pruebas de pureza por cromatografia se basan algunas veces en la determinacion de

sefiales de impurezas, y se expresan como el porciento de area la sefial nativa (sin

modificaciones). Sin embargo, para las pruebas de este tipo la USP 26 recomienda comparar
estos cromatogramas con un cromatograma a igual concentracion de manera que se

normalicen las areas bajo las sefales de interés (USP 26, 2003).

Existen dos vias generales para la integracion de las sefiales cromatogréficas: la via manual

y la via automatica (Quattrocchi y col., 1992).

La integracion manual puede llevarse a cabo mediante cuatro métodos diferentes:

a) Determinacién de la altura del pico: Consisten en determinar la distancia desde la linea
base al maximo del pico es, posiblemente, el método de integracién mas sencillo. Se ha
reportado que las cuantificaciones por altura de pico suelen dar resultados mas exactos
gue por area. En condiciones muy estables, también puede dar resultados mas
reproducibles.

b) Triangulacién: Consiste en trazar las tangentes a los puntos de inflexibn en ambos lados
del pico, de manera tal de formar un triangulo con la linea base. El area del pico se
obtiene multiplicando el valor de la base por la mitad de la altura. Si bien este método es
gue mejor se aproxima al valor real de la muestra es poco reproducible debido a las
imprecisiones que resultan de la medicién del ancho del pico, y muy dependiente de la
pericia del operador.

c) Determinacién del producto de la altura por el anchjo a media altura: Es uno de los
métodos mas empleados para medir el area manualmente. El area que se obtiene por
este método no resulta una medida tan exacta del area real como la que ofrece la
triangulacion pero es un método bastante preciso y sencillo de operar.

d) Corte y pesada: Es posiblemente el método mas complejo y laborioso. Con él puede
obtenerse el area edl pico y es el Unico método que ofrece resultados exactos cuando
los picos presentan cierto grado de asimetria. Su precision depende de la

homogeneidad del papel, y en gran medida de la habilidad del operador.
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La integracion automatica, por su parte, se realiza actualmente con el uso de los modernos
integradores electronicos o con computadoras, aunque existen otros dispositivos como los
planiferos y los integradores de disco (Quattrocchi y col., 1992).

Los integradores digitales procesan la sefial proveniente de los detectores de manera tan
gue se obtiene tanto el dibujo del cromatograma como las areas y las alturas de los picos
(Quattrocchiy col., 1992).

Quattrocchi y colaboradores consideran que el método mas mas correcto para determinar el
area de una sefial cromatogréafica es a partir de la linea base (Quattrocchi y col., 1992). Sin
embargo, otras variantes incluyen la deconvolucion de las sefiales, el método valle a valle y
el método de division vertical, que se pueden emplear indistintamente cuando el programa
de integracion lo permite (UNICORN 4.12. User Reference Manual).

Allen y colaboradores utilizaron la cromatpgafia liquida para la evaluacion de la estabilidad
de una forma hibrida de IFN a (Allen y col., 1999). En este estudio analizaron la estabilidad
de esta proteina mediante la determinacion de la pureza y del area bajo la sefal
correspondiente al ingrediente activo sin modificar. Estos datos fueron utilizados luego para
la determinacién de la velocidad de desestabilizacion y de diminucién de la concentracion
(Allen y col., 1999).

Tan y colaboradores también utilizaron esta técnica para el analisis de la estabilidad de una
formulacion extemporanea de saquinavir (Tan y col.,, 2003). Mediante la RP-HPLC
determinaron la concentracion de este ingrediente activo. Para ello, el area bajo la sefial de
interés se compard con el area de un estandar externo con una concentracion conocida (Tan
y col., 2003).

Reyes y colaboradores utilizaron esta técnica para determinar la pureza de la IL-2 en un
estudio de estabilidad acelerado. En el mismo se evalu6 la influencia de diferentes
excipientes en la estabilidad de esta proteina (Reyes y col., 2005).

Estudios cinéticos

La etapa de preformulaciéon de proteinas para el desarrollo de formulaciones estables se
basa, en muchos casos, en estudios cinéticos que describen la influencia de determinados
factores en la estabilidad de estos ingredientes farmacéuticos activos.

En 1988, Yu y colaboradores estudiaron la estabilidad fisica de la antitripsina a-1
recombinante mediante estudios cinéticos a 25, 35, 45, 60, 80 y 90°C (Yu y col., 1988). En

este trabajo ajustaron los resultados de concentracién de proteinas totales por el método de
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Biuret, a una cinética de primer orden. Con ello predijeron la estabilidad de esta molécula en
condiciones de vida de estante (5 + 3°C) (Yu y col., 1988).

La estabilidad de la IL-1 B en solucién acuosa también se ha estudiado desde el punto de
vista cinético (Gu y col., 1991). Esta evaluacion se desarrolld en funcion de la temperatura
(5-60°C), el pH (2-9), las soluciones tampones (acetato, citrato, tris y fosfato), y los
estabilizantes (azUcares y ASH). La degradacién e inactivacion de esta proteina a una
temperatura de 39°C o mayor, se atribuy6 a la autoxidacién de dos residuos de cisteina en la
proteina desnaturalizada, seguido por la agregacion por interacciones covalentes e
hidrofébicas y por la precipitacion. A una temperatura de 30°C o menor, los resultados de
este estudio sugirieron la posible desamidacion de la molécula. Con estos resultados, sin
embargo, no se pudo predecir la estabilidad en condiciones de vida de estante debido a las
diferencias en los mecanismos de degradacién en funcién de la temperatura (Gu y col.,
1991).

En 1994, Chen y col., reportaron un estudio similar con el factor de crecimiento de
gueratinocitos (Chen y col.,, 1994). Mediante este estudio evaluaron la influencia de
diferentes soluciones tampones y excipientes farmacéuticos en la agregacion de este
ingrediente activo. Con ello determinaron que los citratos a 0,5 mol/L, la heparina al 0,5 % y
el sulfato de dextrana de alto PM al 0,5 % diminuyeron la velocidad de agregacion de esta
proteina (Chen vy col., 1994).

En 1999, Allen y colaboradores publicaron un estudio de preformulacion de una forma
hibrida de IFN o (Allen y col., 1999). En este estudio se evalud la influencia del pH, las
soluciones tampones y la presencia de algunos excipientes en la velocidad de
desestabilizacion de esta molécula, de acuerdo a una cinética de pseudo-primer orden (Allen
y col., 1999). Los resultados de este estudio propiciaron la definicibn de una formulacion
liguida de esta proteina con la cual se realizaron estudios de estabilidad (Allen y col., 1999).
Oliva y colaboradores publicaron un estudio cinético similar (Oliva y col., 2003). Este se basé
en el efecto de la agitacion en la estabilidad de la (3 lactoglobulina bovina, la ASH y la ASB
(Oliva y col., 2003). Los principales resultados de este trabajo indicaron que la cinética de
degradacién de estas proteinas dependié de la molécula en cuestién y de la velocidad de
agitacion. Ademas, determinaron que la B lactoglobulina bovina mostré6 una cinética de
degradacion de pseudo-primer orden mientras que la ASH y la ASB mostraron una transicion
de mondmero a dimero de manera independiente a la velocidad de agitacion (Oliva y col.,
2003).
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Reyes y colaboradores reportaron un estudio parecido en el afio 2005 (Reyes y col., 2005).
Este estudio se bas6 en la evaluacion de diferentes excipientes en la estabilidad de la IL-2
humana recombinante. Con ello se determiné el efecto estabilizante o desestabilizante de
algunos excipientes farmacéuticos mediante la determinacion de la velocidad de
desestabilizacion de la molécula de acuerdo a una cinética de reaccion de primer orden
(Reyes y col., 2005).

Aunque en algunos casos los estudios cinéticos no permiten predecir la estabilidad de una
proteina en condiciones reales de almacenamiento (Gu y col.,, 1991; Wang, 1999),
constituyen una herramienta muy importante para definir la composiciéon de la formulacion
(Allen y col., 1999; Reyes y col., 2005).

Estudios de estabilidad

Para acelerar el disefio de una formulacion los estudios de estabilidad se llevan a cabo en
condiciones aceleradas o estresantes. Estas condiciones pueden incluir altas temperaturas,
alta humedad, luz intensa, valores extremos de pH, incremento de las interfases por
agitacion y ciclos consecutivos de congelacion-descongelaciéon. Por lo general, estos
estudios son cortos pero muy Utiles para la evaluacion de multiples formulaciones a la vez
(Wang, 1999).

Segun las regulaciones de la Agencia Europea para la Evaluacion de Medicamentos, los
estudios de estabilidad acelerados para productos que requieran refrigeracion como las
proteinas se deben realizar a 25 + 2°C, con una humedad del 60 £ 5 % (EMEA, 2002). Sin
embargo, la temperatura ambiente esta incrementandose a nivel global y de manera
bastante usual se mantiene en valores superiores a 25°C. De modo que esta regulacion
debera revisarse en los proximos afios.

Los parametros que se determinan en los estudios de estabilidad incluyen: actividad
biolégica, velocidad de desestabilizacion, formacién de nuevos productos, agregacion,
precipitacion, color de la solucién, pH, viscosidad, esterilidad y presencia de pirégenos
(Wang, 1999).

Los estudios de estabilidad en condiciones aceleradas se realizan, por lo general, a altas
temperaturas. La clave principal de estos estudios radica en como estos resultados se
pueden extrapolar a condiciones reales de almacenamiento mediante la ecuacién de

Arrhenius:

k = A[g (Ee/RD)
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donde k representa la velocidad de la reaccién, A es una constante, Ea es la energia de
activacion, R es la constante universal de los gases y T es la temperatura en grados Kelvin.
Desde el punto de vista cualitativo se observa que al aumentar la energia calorifica sobre el
sistema ésta produce un aumento de la energia cinética de las moléculas del mismo y por lo
tanto aumentara el nimero de choques totales. Con ello se propicia la obtencién del valor
minimo de energia necesario para que la reaccion se lleve a cabo. Esta energia se
denomina energia de activacion.

Desde el punto de vista cuantitativo la velocidad, k, varia con la temperatura en la forma
descrita por la ecuacion de Arrhenius.

Una derivacion de la ecuaciéon de Arrhenius proporciona una relacion lineal entre el logaritmo
neperiano de la velocidad de la reaccion, y la temperatura.

In(k) =In(A) —Ea/RT

donde In (k) y T son las variables.

Con esta expresion se puede predecir la estabilidad a temperaturas inferiores o superiores a
las estudiadas, mediante la respectiva extrapolacién en la pendiente de la recta resultante
(Kirkwood, 1977).

La extrapolacion de los datos que se obtienen a altas temperaturas (p. ej., > 25°C) casi
siempre esta limitada a un rango de temperatura en que la cinética de desestabilizacion es la
misma. De manera muy comun, los resultados de estabilidad a altas temperaturas (p. €j., >
25°C) no reflejan o predicen lo que ocurre en condiciones reales de almacenamiento (p. €j.,
4°C). Esto se debe a la enorme cantidad de vias de modificacion que afectan las proteinas.
Un ejemplo de esto lo tenemos en la IL-1b y la hGH. Para estas proteinas se ha determinado
gue los mecanismos de degradacion dependen de la temperatura (Gu y col., 1991; Pikal y
col., 1991).

La relacion no lineal de Arrhenius se observo también para la relaxina cuando su estabilidad
se estudi6 entre 5y 30°C (Nguyen y Shire, 1996).

La ausencia de linealidad puede sugerir al menos dos rutas de modificacion importantes en
estas proteinas. Sin embargo, la prediccion de la estabilidad de las proteinas sobre la base
de los estudios de estabilidad acelerada puede resultar satisfactoria si los procesos de
modificacion se describen por separado, o las etapas de estas modificaciones no cambian

con la temperatura (Yoshioka y col., 1994).
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A pesar de que la ecuacion de Arrhenius no se ha podido aplicar a muchas proteinas para
predecir su estabilidad, existen reportes que indican que otras variantes como la ecuacion de
Eyring, pueden resultar funcionales en algunos casos (Kirkwood, 1977).
Eyring desarroll6 la ecuacion de Arrhenius poniéndola sobre una base tedrica més rigurosa.
De esta manera obtuvo la siguiente ecuacion:
k = kB_Te(A%fN%zT)

h
donde k es la velocidad de reaccion, k, es la constante de Boltzmann, h es la constante de
Planck, AS es la entropia, AH es la entalpia, R es la constante de los gases y T es la temperatura
en grados Kelvin (Kirkwood, 1977).
Yoshioka y colaboradores estudiaron en el afio 1994 la cinética de desnaturalizacion y
agregacion de la enzima (3 galactosidasa del microorganismo Aspergillus oryzae, con el objetivo
de determinar si la estabilidad de algunas proteinas podia predecirse. La desnaturalizacion de la
enzima se evalué mediante la determinacion de su actividad enzimatica y demostré una cinética
de primer orden. Por otra parte, la agregacion de las formas desnaturalizadas se evalu6 por SE-
HPLC y mostré una cinética de reaccién superior al primer orden. De manera general este
estudio sugirié que la desnaturalizacion de las proteinas podia analizarse mediante la ecuaciéon
de Eyring de la misma forma que un producto quimico simple (Yoshioka y col., 1994).
Por otra parte, Roberts y colaboradores estudiaron en el afio 2003 la agregacion del G-CSF
bovino en funcién de la temperatura, el pH y la concentracion de esta proteina, tomando como
base una modificacion de la ecuacién de Eyring. Sus resultados demostraron que la cinética de
agregacion de las proteinas puede predecirse cuantitativamente a partir de los datos de
estabilidad acelerada (Roberts y col., 2003).
A pesar de la utilidad de los estudios de estabilidad acelerados, las agencias regulatorias
generalmente exigen la demostracion de la estabilidad de cualquier producto en condiciones
reales de almacenamiento (condiciones de estante o de anaquel) (EMEA, 2002). En estas
condiciones se deben evaluar la actividad biolégica, las propiedades fisico-quimicas, las
propiedades inmunoquimicas, la pureza y la concentracién del ingrediente activo dentro de la
formulacion (ICH, 1999).
En la literatura existen numerosos reportes sobre la evaluacion de la estabilidad de las proteinas
en estas condiciones.
En el afio 2001, Phillips y colaboradores reportaron los resultados del control de la calidad de
lotes representativos de la produccion de un anticuerpo monoclonal que se utiliza para abortar las

células T en los casos de transplante de células madres. Estos resultados demostraron que el
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anticuerpo era estable al menos 6 afios a -70°C. Sin embargo, los autores discuten que aunque
los principios de manufactura permanecen iguales, el nivel de documentacién, validacion vy
control de la calidad se ha incrementado considerablemente en los dltimos 20 afios lo que
incrementa enormemente las exigencias en los estudios de estabilidad en condiciones reales
(Phillips y col., 2001).

Vorauer-Uhl y colaboradores estudiaron en el afio 2002 la estabilidad prolongada de
suspensiones liposomales de la enzima superédxido dismutasa, en condiciones de anaquel. Estos
estudios se realizaron de acuerdo a las recomendaciones de la ICH. De esta manera analizaron
las alteraciones en el tamafio de las vesiculas y la liberacién y la actividad biolégica de la enzima.
Durante este estudio no se detectd alteracion en la morfologia de los liposomas ni degradacion
de la proteina (Vorauer-Uhl y col., 2002).

En el afio 2004, Golovanov y colaboradores demostraron que la adiciébn de aminoacidos
cargados como la arginina y el acido glutdmico a una concentracion de 50 mmol/L a
formulaciones con proteinas, incrementaba la concentracion maxima de proteinas solubles que
se podia alcanzar en estas preparaciones. Estos aminoacidos eran también efectivos en la
inhibiciébn de la agregacion y la precipitacion de las proteinas, protegian las proteinas de la
degradacion proteolitica e incrementaban la estabilidad real de las mismas. Estos autores
concluyeron que ambos aminoacidos eran particularmente apropiados cuando en la formulacion
se requerian altas concentraciones del ingrediente activo y estabilidad prolongada (Golovanov y
col., 2004).

En el mismo afio, Lopez y colaboradores evaluaron la estabilidad prolongada de una formulacién
liofilizada de estreptoquinasa. Las principales propiedades de esta proteina que se evaluaron en
este trabajo fueron la actividad biol6gica, la pureza, la inmunoidentificacion, la seguridad general,
la presencia de pirégenos, la esterilidad asi como otros parametros fisico-quimicos como el pH, la
humedad residual y las caracteristicas organolépticas. Ademas, demostraron la homogeneidad
de contenido de esta formulacion comparando estadisticamente los resultados que se obtuvieron
a partir de su evaluacion. Los resultados demostraron una estabilidad real de 30 meses a 5 + 3°C
y su comparacién con otras preparaciones liofilizadas mostr6 resultados organolépticamente
superiores (Lépez y col., 2004).

Especificaciones de calidad de los productos terminados

El establecimiento de las especificaciones de calidad de un producto determinado es una de las
etapas mas importantes de su desarrollo pues determina la calidad final que se le va a exigir, y
por consecuente, la seguridad del mismo.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud los principales parametros que se deben evaluar en

un producto terminado son la esterilidad, la identidad, la potencia (actividad bioldgica), la
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inocuidad, la presencia de pirégenos, los preservos, los excipientes, la humedad, el pH y las
caracteristicas organolépticas (WHO, 1988, 1992).

La Agencia Europea para la Evaluacion de los Medicamentos y la Conferencia Internacional de
Armonizacion coinciden con estos pardmetros, aunque incluyen ademas la determinacion de la
pureza del ingrediente activo (ICH, 1999; EMEA, 2002).

Las especificaciones de varios productos recombinantes estan descritas en las diferentes
farmacopeas. Por ejemplo, las especificaciones de la Epo se pueden encontrar en la Farmacopea
Europea (European Pharmacopoeia, 2002). Sin embargo, en la mayoria de los casos las
Farmacopeas indican que las especificaciones deben ser aprobadas por las agencias nacionales
competentes (British Pharmacopoeia, 1998). En todo caso, las especificaciones de calidad de un
producto deben ser muy rigurosas teniendo en cuenta que deben garantizar la seguridad del
producto que se aplicara finalmente al paciente (WHO, 1988, 1992; British Pharmacopoeia, 1998;
ICH, 1999; EMEA, 2002).

Interferon a 2b

Los IFNs son glicoproteinas, producidas por diferentes tejidos en respuesta a un agente inductor

(Finter, 1973). Segun sus propiedades se dividen en tres grupos: IFN o leucocitario y

linfoblastoide, IFN 3 fibroblastoide e IFN gamma inmune (Cantell, 1984) (Tabla 1.3).

Tabla 1.3. Tipos y subtipos de IFNs que se han comercializado hasta la fecha (Sasson, 1998).

TipoSubtipo (homenclatura)FuentePureza (%)aleucocitario (IFN-a[LE])Leucocitos de sangre
normal< 1Linfoblastoide (IFN-a-N1)Células linfoblastoides en cultivo< 1Recombinante a2a
(IFNo2a)Transformado en Escherichia coli.z 95Recombinante a2b (IFNa2b)Transformado en
Escherichia coli.= 95Recombinante a2arg (IFNa2c)Transformado en Escherichia coli.=
95BFibroblastoideFibroblastos de prepucio fetal, en cultivo< 1Recombinante BCys (rIFN-
BCys)Transformado en Escherichia coli.= 95Recombinante BSer (rIFN-Bser)Transformado en
Escherichia coli.= 95ylnmune (IFN-y)Linfocitos T de la sangre normal< 1Recombinante y (rIFN-
y)Transformado en Escherichia coli.= 95

El papel biolégico de estas moléculas se basa, en lo fundamental, en la actividad antiviral y
antiproliferativa de los IFNs a y B asi como en el efecto inmunomodulador del IFN y (Stewart,
1980). ElI PM de estas biomoléculas oscila entre 16000 y 27600 Da, aunque cada uno de
ellos esta formado por 165 6 166 aminoacidos. Esta diferencia de PM esta determinada por

los diversos patrones de glicosilacion u otras modificaciones post-transduccionales que
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presentan (Labdon y col., 1984). Los IFNs a tienen fundamentalmente funcién antiviral y
antiproliferativa, que difieren de acuerdo al subtipo (Stewart, 1980; Zoon y col., 1986).
Mecanismos de accidn y efectos bioldgicos de los IFNs

Los eventos que median entre la unidon de cada uno de los IFNs a su receptor y la activacion
de los genes que caracterizan cada una de las respuestas, se han dilucidado en los ultimos
afos. La sefial desde la membrana citoplasmatica al nacleo se transmite a través de
proteinas citosOlicas que al fosforilarse se asocian y se convierten en factores de
transcripcién que activan determinados conjuntos de genes, capaces de responder a los
distintos tipos de IFNs (Darnell y col., 1995).

La actividad antiviral se debe a la induccién de genes, entre los que se encuentra el que
codifica para la enzima 2’-5'cligoadenilato sintetasa, que cataliza la formacion de oligdmeros
de adenilato capaces de activar una endorribonucleasa que escinde el ARN mensajero
(Pestka y col., 1987). Otro de los genes que se inducen es el que codifica para la proteina
quinasa P68 que se autofosforila en presencia de ARN de doble cadena y fosforila el factor
de iniciacion de la transcripcion en eucariontes elF-2a. Esto provoca la inhibicién de la
sintesis de proteinas (Pestka y col., 1987).

En cuanto a su actividad antiproliferativa, no esta aun bien dilucidado el mecanismo por el
cual los IFNs ejecutan esta accion. No obstante, se conoce que inhiben la produccién de
elementos necesarios para el proceso de division celular y de algunos aminoacidos
esenciales para la subsistencia de las células (Yoshida y col., 1981; Sekar y col., 1983).
Ademés, modulan la expresion de proto-oncogenes a nivel celular (Einat y col., 1985).
Debido a estas propiedades, los IFNs han tenido un gran uso en la terapéutica, por lo que
constituyen uno de los principales materiales biotecnolégicos que se producen en el ambito
mundial (Borden y col., 1997).

Aplicaciones terapéuticas de los IFNs

Los IFNs a, tanto naturales como recombinantes, han demostrado ser eficaces en el
tratamiento de enfermedades virales, oncoldgicas y hematoldgicas, sin que existan
diferencias muy notables entre ellos. Particularmente se ha comprobado su efectividad en el
tratamiento de enfermedades virales como las Hepatitis C y B (Buti y Esteban, 2005).

Debido a la eficacia de los IFNs en el tratamiento de enfermedades virales, tumorales e
inmunolégicas se ha estimulado su empleo en el tratamiento de pacientes con SIDA. Hasta

la actualidad, los ensayos clinicos han demostrado la efectividad de estas moléculas en la
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terapia de las llamadas infecciones oportunistas, como el Sarcoma de Kaposi, mas que en la
propia infeccion (Rivero y col., 1990).

Los IFNs a pueden ademas ofrecer ventajas en cuanto a terapias menos toxicas y mas
especificas, que los medicamentos quimioterapéuticos tradicionales. Por ello se han
empleado en el tratamiento de las leucemias cronicas (Franceschini y col., 2004).

También se ha investigado su uso como agentes citostaticos con relativo éxito en la
aplicacion del IFN a leucocitario en el tratamiento de la neoplasia de pulmon (Selman y col.,
1989), cancer de recto y tracto anal (Villasana y Selman, 1989), cancer de es6fago (Suarez y
col., 1989) y otros, fundamentalmente como terapia colateral a otros tratamientos como los
guimioterapéuticos e inmunoterapéuticos, combinaciones que muestran actualmente los
mejores resultados.

Aunque los IFNs (especialmente los del tipo o) estan prescritos principalmente para
patologias virales y neoplasicas, su accién inmunomoduladora y el origen desconocido de
muchas enfermedades donde los virus o, al menos, el sistema inmune esta involucrado, ha
facilitado su uso en otras condiciones patoldgicas. El méas interesante de estos, debido a los
resultados que se han obtenido y su originalidad, es su aplicacién en casos de esquizofrenia.
Estos estudios se han basado en la hipotesis del origen viral de esta enfermedad (Lopez-
Saura, 1992).

Obtencion de los IFNs a en Cuba
En nuestro pais, existian dos producciones definidas de IFN a: la del IFN leucocitario a partir

de donaciones de sangre, y la del IFNa2b hum-rec, a partir de cultivos de bacterias
transformadas con la informacién genética que codifica para dicha proteina. Sin embargo,
desde hace algunos afos se abandond la primera de estas producciones por su alto costo e
irrentabilidad (Comunicacién personal, Fernando Porrero, CIGB, 21 de Julio del 2000).

El IFN leucocitario que se obtenia a partir de donaciones de sangre, enfrentaba desventajas
como la disponibilidad limitada de materia prima, la necesidad de utilizar la sangre antes de
las 48 h de extraida, y como todo hemoderivado, los rigurosos requisitos durante la
producion y comercializacion (Cantell y col.,, 1991). Los inconvenientes que implicaba la
produccion de este tipo de IFN fueron superados con el empleo de las técnicas del ADN
recombinante, que garantizan la produccion de grandes cantidades de proteina a un menor
costo, sin necesidad de sangre. Ademas se obtienen con una alta pureza (méas del 95 %) y
presentan similar potencia, comportamiento farmacocinético y efectos secundarios que los

gue los IFNs derivados de leucocitos (LOpez-Saura, 1992).
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Desarrollo de formulaciones de IFNa2b hum-rec

Para el desarrollo adecuado de una formulacién estable se deben estudiar las caracteristicas
fisico-quimicas y biolégicas de la proteina.

En el afio 2001, Beldarrain y colaboradores publicaron un estudio sobre las propiedades
conformacionales del IFNa2b hum-rec producido en el CIGB. En el mismo se determiné la
actividad especifica de la molécula (mayor de 10® Ul/mg de proteina) y su estabilidad
conformacional en funcion del pH y la temperatura, empleando la calorimetria diferencial de
barrido y el dicroismo circular. En este trabajo se encontrdé que el pH 7 y las altas fuerzas
iGnicas constituian las condiciones mas favorables para la estabilidad de la molécula
(Beldarrain y col., 2001).

Sobre este tipo de conocimientos se ha basado el desarrollo de formulaciones estables con
IFNa2b hum-rec como ingrediente activo.

En 1976, se encontrd que esta citoquina puede ser estabilizada con una combinacion de tres
reactivos: a) un agente para romper los enlaces no covalentes, como la urea o el cloruro de
guanidio, b) un agente reductor de enlaces disulfuros como 3 mercaptoetanol, y c) un agente
superficialmente activo, como el SDS o la dodecilamina de sodio. Después del tratamiento
con los tres reactivos, los IFNs humanos y de ratdbn se mantuvieron completamente estables
frente al calentamiento a 56°C y 100°C (Stewart y col., 1976). A pesar de la propiedad
estabilizadora del SDS contra la inactivacion térmica del IFN, este compuesto se enlaza
fuertemente a las proteinas y resulta casi imposible eliminarlo, lo cual disminuye su utilidad
clinica.

En 1981, Grossberg y Sedmak propusieron un nuevo método para aumentar la estabilidad
del IFN mediante el uso de sales de calcio y lantanidos. Con este sistema se logré la
estabilidad térmica del IFN a 37, 50 y 56°C, durante 4 dias, asi como la estabilidad mecéanica
por agitacién a 4°C durante 30 seg. Este método ademas incrementé la actividad biolégica
de los IFNs (Grossberg y Sedmak, 1981). Para asegurar la reproducibilidad de los efectos

terapéuticos deseados, es necesario emplear el IFN o con alta actividad especifica. Sin
embargo, las soluciones de IFN a con alta actividad especifica manifestaron inestabilidad
biolégica, lo que impidid proporcionar formulaciones biol6égicamente estables para el uso
clinico. Debido a esto se propuso que el IFN a se envasara en forma liofilizada para

reconstituir con agua para inyeccién en el momento de su uso (Grossberg y Sedmak, 1981).
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En 1985, se obtuvo una formulacion liofilizada de IFN a, la cual retenia la actividad biolégica
de esta citoquina durante el almacenamiento. Esta formulacion podia emplearse en la
preparacion de ungientos y soluciones inyectables, oftalmicas o nasales. Tal formulacion
contenia ASH como estabilizante. Sin embargo, aun utilizando este aditivo, los IFNs con alta
actividad especifica tenian una actividad bioldgica limitada (Kwan, 1985). Se encontré que la
adicion de glicina o alanina a las soluciones de IFN a mejoraba el mantenimiento de la
actividad biolégica del principio activo (Kwan, 1985). El uso de la glicina o la alanina
mejoraba ademas, la velocidad de reconstitucion de la formulacion liofilizada, y permitia

liofilizar a mayores temperaturas. Con esta nueva formulacién, el IFN a retuvo

completamente su actividad biolégica después del almacenamiento a 20 °C, durante seis
meses.

Sin embargo, el uso de la ASH como estabilizador implica riesgos potenciales como la
transmisién de virus u otros patégenos provenientes de la sangre. Ademas, incrementa la
probabilidad de formacibn de agregados ASH-farmaco que pueden aumentar la
inmunogenicidad del principio activo, con la consiguiente generacion de anticuerpos que
disminuyen su efecto terapéutico (Gross y col., 1998). En consecuencia es aconsejable
sustituir la ASH por otras sustancias auxiliares, como los detergentes no idénicos, para
mantener la estabilidad del IFN en estas formulaciones. Por ello se hizo necesario reformular
esta citoquina con el objetivo de obtener una formulacion libre de hemoderivados que
mantuviera la actividad biologica, quimica y fisica de la proteina.

En 1998 y 1999, la compafia Schering Plough patenté una formulacién de IFNa2b hum-rec
estable en solucidn, la cual preservaba la estabilidad del ingrediente activo y se encontraba
libre de ASH. Esta formulacion contenia IFNa2b hum-rec, un sistema tampdn que mantenia
el pH en el rango de 4,5-7,1, un agente quelante (EDTA), un surfactante (polisorbato 80)
para estabilizar el IFN a contra la pérdida de actividad, un agente isotonizante (NacCl), un
agente preservante antimicrobiano (m-cresol, fenol, parabenos o mezclas de estos) para
mantener la esterilidad del producto, y agua para inyeccion. En ella, el IFNa2b mantenia del
85 al 100 % de su integridad quimica, del 75 al 100 % de su actividad biologica y permanecia
sin precipitados o particulas visibles durante el almacenamiento de 2 a 8 °C, por 24 meses
(Yuen y Kline, 1998; 1999). En particular, las formulaciones que ha patentado esta compaiiia
presentan una estabilidad reportada de 24 meses cuando se almacenan a 5 = 3°C. Sin

embargo, cuando se almacenan a una temperatura mayor (25 6 30°C) el contenido de
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IFNo2b hum-rec, determinado segun la técnica de RP-HPLC, disminuye hasta menos del
90% antes de los tres meses de almacenamiento (Yuen y Kline, 1999). Ello demuestra lo
complicado que puede resultar la estabilizacion en solucién de moléculas tan fragiles como
el IFN a2b hum-rec (Wang, 1999 y 2000).

Recientemente la compafila Schering Plough patenté el IFNa2b hum-rec unido
covalentemente al PEG de 12 000 Da. Esta nueva forma incrementa el tiempo de circulacion
sistémica, la resistencia a la proteolisis y la estabilidad térmica, al tiempo que disminuye la
inmunogenicidad del ingrediente activo. Por ello la frecuencia de inyeccion diminuye
sustancialmente (Menkes, 2005).

Actualmente las ventas del IFNa2b hum-rec unido covalentemente al PEG de 12 000 Da
estdn aumentado a gran velocidad y se prevee que rapidamente desplacen las ventas de las

formulaciones que contienen el IFNa2b hum-rec convencional (Biobusiness: http://www.i-s-

b.org/business/recombinant_f.htm).
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Reactivos biolégicos

El IFNa2b hum-rec se obtuvo en el CIGB (Ciudad de La Habana, Cuba), con las
especificaciones de calidad que se describen en el Anexo |I.

Reactivos quimicos

Los reactivos quimicos que se utilizaron se resumen en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Reactivos quimicos utilizados en los diferentes estudios.

ReactivosCasa ComercialAcetonitriloCaledon, Georgetown, Ont., CanadaAcido
acéticoMerck, Darmstadt, AlemaniaAcido citricoMerck, Darmstadt, AlemaniaAcido
trifluoroacéticoPIERCE, Rockford, Illinois, EUAAlcohol bencilicoMerck, Darmstadt,
AlemaniaAzul brillante de Comassie G 250Merck, Darmstadt,
AlemaniaBenzaldehidoMerck, Darmstadt, AlemaniaCitrato de sodio mono-
hidratadoMerck, Darmstadt, AlemaniaCloruro de sodioMerck, Darmstadt,
AlemaniaDTTSigma, St Louis, Mo, EUAEDTA Na, x 2H OMerck, Darmstadt,

AlemaniaFosfato de sodio dibasico anhidroMerck, Darmstadt, AlemaniaFosfato de sodio
monobasico di-hidratadoMerck, Darmstadt, AlemaniaGSHSigma, St Louis, Mo,
EUAMetanolMerck, Darmstadt, AlemaniaMetil parabenoMerck, Darmstadt, AlemaniaPEG
400Merck, Darmstadt, AlemaniaPeroxido de hidrogenoMerck, Darmstadt,
AlemaniaPolisorbato 20Merck, Darmstadt, AlemaniaPolisorbato 80Merck, Darmstadt,
AlemaniaPropil parabenoMerck, Darmstadt, AlemaniaSDSMerck, Darmstadt,
AlemaniaSulfato de cobre pentahidratadoMerck, Darmstadt, AlemaniaSulfato de
zincMerck, Darmstadt, Alemania

Otros reactivos especificos se describen en los acapites relacionados con las técnicas
analiticas que requirieron de su uso.
Otros materiales

Otros materiales que se utilizaron se resumen en la Tabla 2.2.
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Tabla 2.2. Materiales empleados en los diferentes estudios.

MaterialCasa comercialFiltros minisart de un tamafio promedio de poro de 0,2
umsSartorius, Goettingen, Alemania.Bulbos 2R de borosilicato, de calidad hidrolitica
clase INuova OMPI, Piombino Dese, Italia.Tapones de clorobutiloHelvoet Pharma,
Alken, Bélgica.Casquillos de aluminioHelvoet Pharma, Alken, Bélgica.Columna, con

cadena carbonada octil (C8), de tamafio de poro de 5 um y dimensiones de 250 x 4,6
mmVydac, Hesperia, EUAColumna, con cadena carbonada octadecil (C18), de tamafio
de poro de 5 um y dimensiones de 250 x 4,6 mmVydac, Hesperia, EUA

P4g. 45



Figura
formule

Materiales y Métodos

Métodos
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Cada uno de los pasos de esta metodologia general se describe mas adelante en este
capitulo.

En los diferentes estudios de este trabajo se tomaron en cuenta las siguientes
consideraciones:

1) En los estudios de estabilidad en condiciones de estrés, se compararon
cuantitativamente las diferencias en cuanto a la estabilidad de las diferentes variantes,
ajustando la inactivacion térmica de la citoquina a una cinética de primer orden, segun la

siguiente ecuacion:

In [A] = - kt + In [A],

Donde:

In A es el logaritmo neperiano de la variable dependiente que puede ser la pureza, la
actividad biol6gica o el area la sefal de interés;

In Ao es el logaritmo neperiano del intercepto de la recta (logaritmo neperiano del valor inicial
de la variable dependiente que puede ser la pureza, la actividad biol6gica o el area bajo la
sefal de interés);

k es la constante de velocidad de la reaccién (velocidad de desestabilizaciéon en nuestro
caso); y

t es el tiempo.

Esta ecuacién describe el siguiente grafico:
In (A) 1
In (A)g

Pendientes -k
J*

-y

De esta manera, la constante de degradacion cinética (kons) Se calculd a partir de la relacion
lineal entre el logaritmo de los parametros que se evaluaron (variables dependientes), y el
tiempo.

2) En el estudio de adsorcion a las paredes del bulbo de borosilicato, se escogio

el tiempo de 24 h para evaluar la adsorcion de la proteina a las paredes de vidrio teniendo en
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cuenta que este fendmeno transcurre de manera muy rapida; por lo general, en cuestion de
horas (Johnston, 1996; Tzannis y col., 1996; Roach y col., 2005).

3) Los tiempos relativamente cortos (p. ej. 30 6 72 dias) para evaluar la estabilidad de la
citoquina en los estudios de preformulacién se designaron teniendo en cuenta que la
desestabilizacion de las proteinas que no son termdéfilas, como es el caso del IFNa2b hum-
rec, transcurre de manera muy rapida; por lo general, en cuestién de dias, cuando se
almacenan a temperaturas altas como 37 = 2°C (Allen y col., 1999; Bedu-Addo y col., 2002;
Reyes y col., 2005).

4) En uno de los experimentos se utilizé la solucion tampdn de citrato de sodio teniendo
en cuenta que varios autores han reportado que los citratos pueden incrementar la
estabilidad de algunas proteinas (Chen y col., 1994; Chang y col., 1996; Bottomley y Tew,
2000; Keowmaneechai y Mcclements, 2002). De este modo se pretendié contraponer el
posible efecto estabilizante de la solucion citrato de sodio al posible efecto desestabilizante
de los excipientes utilizados.

5) En la mayoria de los experimentos se utilizd el IFNa2b hum-rec a una concentracion
de 3 6 10 MUI/mL debido a que son esas las dosis mas empleadas en la clinica y las de
mayor distribuciébn comercial.

6) Si bien no resulta comun que el IFNa2b hum-rec se use a 0,5 mg/ml en formulaciones
inyectables, en algunos experimentos se decidié usar esta concentracion para favorecer la
ocurrencia de la agregacion, y su analisis por SDS/PAGE.

7) En algunos experimentos se utilizaron condiciones poco favorables para la estabilidad
del IFNa2b hum-rec (p. €j., pH 6 y fuerza iénica de la solucién tampén de 50 mmol/L) para
incrementar las posibles modificaciones de la molécula.

Influencia del material de envase primario

Compatibilidad del IFNa2b hum-rec con los bulbos de borosilicato

El IFNa2b hum-rec se diluy6 a 1, 3, 6, 12, 18 6 24 millones de unidades internacionales por
mililitro (MUI/mL) en la solucion tampodn de fosfato de sodio 100 mmol/L, pH 7,4. La solucion
se dispenso a razén de 1 mL por vial en bulbos 2R de borosilicato y se almacené a 5 + 3°C
durante 24 h. La compatibilidad se determindé mediante la determinacion de la concentracion
del IFNa2b hum-rec presente en la solucion a las 24 h, en relacion con el resultado que se
obtuvo en el tiempo inicial, mediante un ensayo inmunoenziméatico desarrollado por Santana

y colaboradores, 1999a.

Pag. 48


https://hin-sweb.who.int/http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Tew+DJ%22%5BAuthor%5D
https://hin-sweb.who.int/http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Tew+DJ%22%5BAuthor%5D
https://hin-sweb.who.int/http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Bottomley+SP%22%5BAuthor%5D

Materiales y Métodos

Compatibilidad del IFNa2b hum-rec en solucién con los tapones de clorobutilo

La influencia de los tapones de clorobutilo en la estabilidad del IFNa2b hum-rec se evaluo en
funcion de la concentracion del ingrediente activo y la presencia de excipientes individuales.
Para evaluar el efecto de los tapones de clorobutilo en funcién de la concentracion del
ingrediente activo, el IFNa2b hum-rec se diluyé a 3 6 10 MUI/mL en tampén fosfato de sodio
50 mmol/L, pH 6. Las muestras se dispensaron a razon de 1 mL por vial en bulbos 2R, se
almacenaron a 37 £ 2°C con y sin contacto con los tapones de clorobutilo y se analizaron por
RP-HPLC en el tiempo inicial y a los 3, 6, 9, 15, 21 y 30 dias de almacenamiento.

Para evaluar la influencia de los excipientes en la estabilidad del IFNa2b hum-rec en
contacto con los tapones de clorobutilo, se diluyé el ingrediente activo a 3 MUI/mL en
solucién tampon de fosfato de sodio 50 mmol/L, pH 6, tras lo cual se adicion6 polisorbato 80
6 EDTA Na; x 2H.0, a 5 mmol/L en ambos casos. Las muestras se dispensaron a razén de 1
mL por vial, se almacenaron a 37 + 2°C con y sin contacto con los tapones de clorobutilo y se
analizaron en el tiempo inicial y después de 3, 6, 9, 15, 21 y 30 dias por RP-HPLC.
Influencia de diferentes excipientes en la estabilidad del IFNa2b hum-rec

Efecto de diferentes excipientes en la agregacion del IFNa2b hum-rec

El IFNa2b hum-rec se diluyé hasta 0,5 mg/mL en soluciéon tampon de fosfato de sodio 50
mmol/L, pH 6, y luego se afiadieron los siguientes excipientes a la solucion: polisorbato 20,
polisorbato 80, SDS y EDTA Na, x 2H,0. Todos los excipientes se emplearon a una
concentracion final de 0,5 mg/mL. Las muestras se dispensaron en bulbos 2R a razén de 0,5
mL por vial, se colocaron a 37 + 2°C y se analizaron por SDS-PAGE en condiciones
reductoras y no reductoras en el tiempo inicial y después de 3, 6, 9, 15, 21 y 30 dias de
almacenamiento. El IFNa2b hum-rec a la misma concentraciéon, en solucion tampoén de
fosfato de sodio 50 mmol/L, pH 6, se usé como control.

En otro grupo de muestras, el IFNa2b hum-rec se diluyé a 0,5 mg/mL en solucién tampon de
citrato de sodio 50 mmol/L, pH 6, y luego se afadieron los siguientes excipientes a la
solucién: sulfato de cobre penta-hidratado, sulfato de zinc, DTT y GSH. Los excipientes se
usaron a una concentracién de 0,01 mg/mL. Las muestras se dispensaron en bulbos 2R a
razén de 0,5 mL por vial, se almacenaron a 37 + 2°C, y se analizaron por SDS-PAGE en
condiciones reductoras y no reductoras en el tiempo inicial y después de 3, 6, 9, 15, 21y 30
dias de almacenamiento. Como control se utilizé el IFNa2b hum-rec a la misma

concentracion, en solucién tampdn de citrato de sodio 50 mmol/L, pH 6.
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Efecto de diferentes excipientes en la estabilidad del IFNa2b hum-rec

El IFNa2b hum-rec se diluydo a 3 MUI/mL en solucion tampon de fosfato de sodio 100
mmol/L, pH 7,4 y luego se adicionaron los siguientes excipientes a la solucion: polisorbato 80
(0,1; 0,2 6 0,5 mg/mL), EDTA Na, x 2H.0 (0,5; 1 6 5 mg/mL), PEG 400 (5, 10 6 20 mg/mL),
alcohol bencilico (5, 10 6 20 mg/mL), benzaldehido (0,01; 0,1 6 0,5 mg/mL), H,O, (0,01; 0,1 6
0,5 mmol/mL) y la mezcla de metil/propil parabenos (0,06/0,003 mg/mL, 0,12/0,012 mg/mL,
0,2/0,02 mg/mL, respectivamente). Las soluciones de IFNa2b hum-rec que se prepararon
con alcohol bencilico altamente puro se burbujearon con nitrégeno gaseoso. Todas las
muestras se dispensaron en bulbos de borosilicato a razén de 1 mL por vial, y se
almacenaron a 37 + 2°C. El contenido se analiz6 en el tiempo inicial y después de 3, 6, 9, 15,
21y 30 dias, por RP-HPLC. Las muestras con alcohol bencilico y la mezcla de metil y propil
parabenos se analizaron ademés por el método de determinacion de la efectividad del
preservo.

Influencia de la concentracion de proteinas en la estabilidad del IFNa2b hum-rec en
solucion

El IFNa2b hum-rec se diluyé a 1, 10, 50 y 100 MUI/mL en la solucién tampén de fosfato de
sodio 100 mmol/L, pH 7,4. Cada solucién se dispensé en bulbos 2R de borosilicato a razén
de 1 mL por vial. Los viales se almacenaron a 37 = 2°C y su contenido se analizé por RP-
HPLC, SDS-PAGE en condiciones reductoras y determinacion de actividad biolégica por
titulacion antiviral en el tiempo inicial y después de 3, 6, 9, 15, 21, 35, 48 y 72 dias de
estudio.

Estudios de estabilidad

Con los resultados que se obtuvieron a partir de los estudios de preformulacion se disefiaron

dos formulaciones liquidas de IFNa2b hum-rec (Tabla 2.3).

Tabla 2.3. Composicién de las formulaciones evaluadas en estudios de

estabilidad.
Componentes A B
IFNa2b hum-rec (MUI/mL) 10 10
Alcohol bencilico (mg/mL) 10 -
Polisorbato 80 (mg/mL) 0,2 0,1
Fosfato de sodio monobasico di-hidratado (mg/mL) 3,43 3,43
Fosfato de sodio dibasico anhidro (mg/mL) 12,68 12,68
Cloruro de sodio (mg/mL) 4,89 4,89
Metil parabeno (mg/mL) - 1,2
Propil parabeno (mg/mL) - 0,12
EDTA Na; x 2H,0 (mg/mL) - 1
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La estabilidad de estas formulaciones se evalug, segun se describe a continuacion.
Evaluacion de la estabilidad de las nuevas formulaciones liquidas de IFNa2b hum-rec
Para evaluar la estabilidad en condiciones reales y aceleradas de almacenamiento se
fabricaron tres lotes independientes y consecutivos de las formulaciones candidatas. Los
viales se almacenaron a 5 £ 3y 28 + 2°C y se analizaron por titulacion antiviral, RP-HPLC,
ELISA, y determinacién de la esterilidad, el contenido de pir6genos, la inocuidad, las
caracteristicas organolépticas, el volumen, el pH y el contenido de polisorbato 80 y alcohol
bencilico en el tiempo inicial y después de 3, 6, 9, 12, 18, 24 y 30 meses de estudio en el
caso de la estabilidad real. Para estudiar la estabilidad acelerada la formulacion se evalud en
el tiempo cero y luego de 1, 2, 3y 6 meses de almacenamiento.
Establecimiento de las especificaciones de Calidad del producto terminado e
introduccion en el sistema productivo
Las especificaciones de calidad para el producto terminado se establecieron de acuerdo a
los requerimientos de OMS, EMEA e ICH para productos de este tipo (WHO 1988, 1992;
ICH, 1999; EMEA, 2002). En general se tuvieron en cuenta los siguientes parametros:
caracteristicas organolépticas, pirégenos, seguridad general o inocuidad, actividad bioldgica,
inmunoidentificacion, pureza, esterilidad, pH, volumen, determinacion de preservos y
contenido de polisorbato 80 y alcohol bencilico.
Los primeros cinco lotes del producto terminado a escala industrial (tamafio del lote de
30 000 viales cada uno) se consideraron introductorios en el sistema productivo del BIOCEN.
Estos lotes se fabricaron segun el siguiente procedimiento:

1. Preparacion de la solucion tampén (15 L)
Se mezclan 1425 mL de una soluciéon de NaH,PO.; x 2H,O 0,2 mol/L, 6075 mL de una
solucién de Na;HPO,4 x 2H,0 0,2 mol/L y 390 mL de una soluciéon de NaCl 3 mol/L. Todas las
soluciones se preparan en agua para inyeccion. Se afiade agua para inyeccion hasta
completar un volumen de 14 L y se determina el pH que debe estar entre 7,0y 7,6. Luego se
enrasa a 15 L con el mismo tipo de agua. La solucién se filtra mediante un sistema de
filtracién al vacio y membranas de 0,2 um de tamafio de poro. Por Ultimo se esteriliza a 1
ATMy 121°C durante 20 minutos.

2. Preparacién de la formulacién (10,5L)
Se disuelven 105 mL de alcohol bencilico en 8 L de solucién tampdn con agitacién y
burbujeo de nitrdgeno constantes (la agitacion y el burbujeo de nitrégeno se mantienen

constantes hasta el final del proceso de formulacion). Luego se afiaden 21 mL de polisorbato
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80 al 10 %, se afiaden los 90 000 x 10° Ul mas 15 000 x 10° Ul de exceso por pérdidas en el
proceso de filtracion y llenado, y por ultimo se afiade la solucién tampoén para enrasar a 10,5
L. El proceso se debe realizar a bajas temperaturas (< 15°C).

La nitrogenacion para el paso de formulacién se realiza de la siguiente forma:

e Se toma un balén con nitr6geno gaseoso que disponga de un dispositivo regulador y de
un manometro. A la salida del regulador se le acopla una manguera de silicona
previamente despirogenizada durante 2 horas con una solucion de NaOH 0,2 mol/L,
lavada con abundante agua corriente y destilada, y esterilizada a 121°C durante 20
minutos.

» Al extremo libre de la manguera se le acopla un filtro estéril para aire de tamafio de poro
0,2 um. Al otro extremo del filtro se le acopla otra manguera de silicona preparada como
en el paso anterior.

 El extremo libre de la segunda manguera se introduce en el frasco que contiene la
solucién. La llave del regulador se abre hasta alcanzar 100 KPa y se mantiene el flujo de
nitrdgeno durante toda la etapa de formulacion. Si el flujo de nitrégeno provoca espuma
se debe reducir la presion.

3. Filtracién de la formulacion

Los materiales que se usan para el proceso de filtracion (tanques, mangueras Yy filtros) se

despirogenizan con NaOH 0,2 mol/L durante 2 h. Se enjuagan con abundante agua, y las

mangueras Yy los tanques se colocan a 180°C durante 6 horas, mientras que los filtros se
esterilizan a 121°C durante 20 minutos.

La filtracion se realiza por presion utilizando para ello nitrégeno gaseoso en lugar de aire.

4. Llenado de la formulacion

Durante el proceso de llenado se dispensan 0,35 mL de la formulacién en cada vial. La
formulacion se hace burbujear con nitrégeno durante todo el proceso de llenado. El bulbo se
nitrogena durante este proceso. El llenado, taponado y sellado de los bulbos se realiza en
una maquina llenadora automética de la firma Bausch Strébel (Alemania), de capacidad de
llenado de 4600 bulbos/h, con flujo laminar de techo en un éarea clase 100. El lote se
chequea por las diferentes técnicas analiticas establecidas en las especificaciones de
calidad, para implementar su liberacién.

A las muestras se le ponen etiquetas que indican el lote de formulacion, y se colocan a 4°C.

Los lotes introductorios se liberaron de acuerdo a las especificacions de calidad

establecidas.
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Anadlisis econémico

Anélisis econémico

El andlisis econémico se bas6é en la determinacion del valor actual neto (VAN), la tasa
interna de rendimiento (TIR) y el plazo de recuperacién (PBP) para la nueva variante de
formulacion de IFN alfa 2b. Para el analisis se tuvieron en cuenta los siguientes factores:
inversion, costos, ventas, ganancias, interés, tasa impositiva, depreciacion.

Anadlisis de sensibilidad

Los estimados de rentabilidad del proyecto se basaron fundamentalmente en el analisis del
valor actual neto en un horizonte de planificacion (10 afios), la tasa interna de rendimiento
del mismo, asi como el plazo de recuperacién. En este tipo de andlisis se tuvo un
componente alto de subjetividad, pues se estimaron los ingresos por las ventas, los costos,
la inversioén y el interés. Ademas se tuvo en cuenta la combinacion de todos estos factores.
El VAN, el TIR y el PBP se determinaron basicamente en los casos que: disminuyeran las
ventas en un 50 %, disminuyera el precio en un 50 %, aumentaran los costos en un 50 %,
aumentara el interés en un 50 %, aumentara la inversién en un 50 % y la combinacién de las
cinco variantes

Comparacion de las nuevas formulaciones liquidas de IFNa2b hum-rec con productos
comerciales

Las nuevas formulaciones liquidas de IFNa2b hum-rec se compararon con otra formulacion
comercial: INTRON A, de Schering Plough, Kenilworth, N.J. EUA.

Las muestras, con 18 meses de almacenamiento a 5 + 3°C, se analizaron por determinacion
de las actividades antiproliferativa y antiviral, ELISA y RP-HPLC.

Métodos analiticos

Cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa

El andlisis por RP-HPLC se realiz6 en una columna Vydac, con cadena carbonada octil (C8),
de tamafio de poro de 5 um y dimensiones de 250 x 4,6 mm. Los solventes que se
emplearon fueron [A: TFA al 0,1 % en agua de calidad bi-destilada y B: TFA al 0.05 % en
acetonitrilo]. La velocidad de flujo fue de 0,8 mL/min. La deteccion se realizé a 226 nm con
un procesador automatico de datos. Para la adquisicion de los datos y su analisis se emple6
el programa Unicorn, version 4.12 (Amersham Biosciences AB, Upsala, Suecia). El gradiente
gue se empled fue del 15 al 60 % de la solucién B, en 40 min.

Mediante esta técnica analitica se determing el area bajo la sefial correspondiente al IFNa2b

hum-rec sin modificaciones y la pureza de esta sefial. Estos dos parametros ofrecieron una
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idea real acerca del contenido de IFNa2b hum-rec sin modificaciones, y de su pureza,
respectivamente. Las areas se determinaron en todos los casos mediante el método valle-
valle.

En todos los casos las determinaciones se normalizaron en funcion del contenido de IFNa2b
hum-rec. De esta manera, el contenido de IFNa2b hum-rec que se analiz6 en cada tiempo
fue el mismo (de acuerdo al contenido en el tiempo inicial y al volumen de muestra aplicado)
y la intensidad de las sefales variaron en dependencia de la influencia del excipiente o la
condicion utilizados.

Con el objetivo de comparar los cromatogramas obtenidos en este trabajo con lo establecido
en las diferentes farmacopeas (andlisis del IFN alfa 2b mediante una columna de cadena
hidrocarbonada octadecil (C18)), la citoquina en solucion se analizé también mediante este
tipo de columna. En andlisis se realizé siguiendo el protocolo descrito previamente.
Determinacion de polisorbato 80

Este método se basé en la capacidad que tiene el polisorbato 80 de formar un complejo
coloreado con el tiocianato de cobalto, obteniéndose una coloracidon que va de azul claro a
intenso, en dependencia de la concentracion de polisorbato 80 que tenga la muestra (USP
26, 2003).

Determinacion de alcohol bencilico

La concentracion de alcohol bencilico en la forma terminada de rhIFN-a2b hum-rec se evaluo
con la ayuda de un cromatdgrafo de gases Pye Unicam PU 4550 (Cambridge, Reino Unido)
acoplado a un integrador Shimadzu CR 3A Chromatopac (Kyoto, Japdn). La temperatura de
trabajo fue de 230°C para la columna y 250°C para el inyector y el detector de ionizacion de
llama. El ensayo se raliz6 con una columna Porapak Q capillary (1,5 m x 4 mm) (VWR
Chromatography, Reino Unido). La concentracion de alcohol bencilico en las muestras se
determin6 comparando la sefial obtenida con las sefiales que se obtuvieron de una curva de
calibracién de este preservo (2,5; 5; 7,5y 10 mg/mL) en la solucion de formulacion.
Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS

Este método se realizé6 como describié Laemmli (Laemmli, 1970). La corrida se realizé en un
gel de poliacrilamida al 12,5 % en presencia de SDS al 0,1 %, con una intensidad de
corriente de 3 mA/cm. Para ello se utilizé una solucién de corrida compuesta por tris-
(hidroximetil) aminometano 0,025 mol/L, glicina 0,192 mol/L, SDS al 0,1%. En cada carrilera
se aplicaron 20 ug de muestra. Las muestras en condiciones reductoras se trataron con el

tampoén de tratamiento 2X (tris-(hidroximetil) aminometano 0,025mol/L, SDS al 4 %, glicerol
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al 20 %, B-mercaptoetanol al 10 % bromofenol azul 0,01 %). Las muestras en condiciones no

reductoras se trataron con el mismo tampdn sin -mercaptoetanol. La tincion se realizd con
azul brillante de Coomassie G-250, durante 2 h. La destincidon se llevé a cabo con una
mezcla de metanol al 10 % y acido acético al 10 %, en agua destilada, mediante cambios
sucesivos de la mezcla hasta que el fondo del gel perdié el color azul y qguedaron definidas
las bandas de proteinas.

Los geles se escanearon y se analizaron densitométricamente mediante el programa
Molecular Analyst (Bio-rad, Hercules, CA, EUA).

Determinacion de pirégenos

Esta determinacion se realizé segun los requerimientos de la USP 26/2003. Este ensayo
comprendié la medicién del aumento de la temperatura en conejos después de la inyeccién
intravenosa de 150 000 Ul de la muestra en analisis por Kg de peso del animal. Esta dosis
se corresponde con tres veces la dosis terapéutica equivalente en humanos, tomando como
referencia un paciente con 70 Kg de masa corporal como promedio. Se consideré que la
muestra no contenia pirébgenos si ningln conejo incrementaba su temperatura corporal en
0,5°C 0 méas, o si la sumatoria de los incrementos en la temperatura corporal de los ocho
conejos evaluados no excedia los 3,3°C (USP 26/2003).

Determinacion de la Inocuidad

Este ensayo se realiz6 segun los requerimientos de la Farmacopea Britanica (British
Pharmacopoeia, 1998) y comprendio la determinacion de reacciones toxicas y pérdidas de
peso en ratones y curieles después de la inyeccion intravenosa de 600 000 Ul de la muestra
en andlisis, por animal. Esta dosis corresponde a 140 veces la dosis terapéutica tomando
como referencia un paciente con 70 Kg de masa corporal como promedio. El producto
cumplio con los requisitos de inocuidad sélo cuando ningun animal present6 disminucion de
peso o sintomas toxicos.

Determinacion de la esterilidad

La prueba de esterilidad se realizé segln los requerimientos de la USP 26/2003 y se baso6 en
el crecimiento microbiano en medio de cultivo de tioglicolato y de triptona-soya agar. En los
casos donde no se observé contaminacién pasados catorce dias, se definid que la muestra
paso la prueba de manera satisfactoria (USP 26/2003).

Determinacion de la efectividad de preservo

Esta determinacion se realizé segun los requerimientos de la USP 26, 2003. Se basé en la

efectividad de los preservos empleados para inhibir el crecimiento de cinco microorganismos:
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Candida albicans ATCC 10231, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Aspergillus niger
ATCC 1640, Escherichia coli ATCC 8739 y Staphylococcus aureus ATCC 6538 (American
Type Culture Collection: http://www.atcc.org/) (USP 26/2003).

Para que el preservo sea efectivo las concentraciones de bacterias viables deben tener al
menos una reduccion logaritmica de la concentracion inicial a los siete dias, no menos de
tres reducciones logaritmicas de la inicial a los 14 dias, y los conteos obtenidos a los 14 dias
no se deben incrementar a los 28 dias. Por otra parte, las concentraciones de los hongos no
deben incrementarse con respecto a la concentracion inicial pasados los 7, 14 y 28 dias.
Determinacion del pH
Este método se efectud segun los requerimientos de la USP 26/2003 y se bas6 en la
determinacion potenciométrica de la concentracién de iones hidrogeniénicos en el producto,
mediante el empleo de electrodos y un equipo de medicién de pH (USP 26/2003).
Determinacion de las caracteristicas organolépticas
En la formulacién, se verific6 a contraluz la transparencia y la ausencia de sélidos en
suspension (British Pharmacopoeia, 1998).
Determinacion de la actividad biolégica del IFNa2b hum-rec por el método de
titulacion antiviral
La actividad antiviral del IFNa2b hum-rec se determiné segun describieron Pestka y Baron,
(1981), por la inhibicion del efecto citopatico que produce el virus Mengo en células HEp-2
(carcinoma laringeo humano, ATCC No. CCL23). En una placa de 96 pocillos se incub6 una
monocapa de células, en presencia de CO; al 3 % y un 95 % de humedad, con las muestras

de IFNa2b hum-rec (diluciones seriadas 1:2 en medio minimo esencial suplementado con

suero fetal bovino al 2 % y gentamicina 40 pug/mL), a 37 + 2°C durante 24 h. El virus, con una
dosis infectiva en cultivo de tejidos al 50 % (TCIDs, de 107), se afiadié a cada uno de los
pocillos y se incub6 bajo las mismas condiciones hasta que fue evidente el efecto citopatico
(90 % de lisis celular; aproximadamente 18-20 h) en el pocillo control (células que se
incubaron con el virus y sin IFNa2b hum-rec). El grado de destruccion de las células se midid
por fijacion y tincidbn con violeta cristal de las células que no se destruyeron. El efecto
citopatico se determindé con la ayuda de un fotometro de placa de un sistema
ultramicroanalitico (Tecnosuma, La Habana, Cuba). La unidad de actividad antiviral se
defini6 como el reciproco de la dilucion de la muestra que produjo el 50 % de proteccion de
las células contra el efecto citopatico del virus. La potencia de cada muestra se expresé en

unidades internacionales por comparacién con un material de referencia secundario que se
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calibr6 en funcion del estandar internacional de IFN 95/566 fijado por la OMS (NIBSC:
http://immunology.org/links/nibsc.pdf).

Determinacion de la actividad biologica del IFNa2b hum-rec por el método de
titulacion antiproliferativa
La actividad antiproliferativa del IFNa2b hum-rec se determiné mediante la inhibicién del
crecimiento de las células Daudi (Prummer y col.,, 1994). En un frasco de 25 cm? se
incubaron las células provenientes de un ampula del banco de trabajo (10° células), durante
4 h, a 37 +2°C con CO; al 5 % y un 95 % de humedad. Las células se observaron al
microscopio para comprobar la cantidad y la morfologia de las mismas, tras lo cual se
distribuyeron en dos frascos de 25 cm? y se incubaron durante 3-4 dias en iguales
condiciones a las que se describieron con anterioridad. Pasado ese tiempo, las células se
contaron, se centrifugaron a 1300 g en una centrifuga Hettich Mikroliter (Tuttlingen,
Alemania) y se resuspendieron en medio de cultivo RPMI 1640 con suero fetal bovino al 10
% y gentamicina 40 ug/mL y a cada pocillo se afiadieron 50 uL de células. Las muestras de

IFNo2b hum-rec se titularon en una placa de 96 pocillos de fondo plano. Como control

negativo se utiliz6 un pocillo con células que se incubaron sin IFNa2b hum-rec. Las placas
se incubaron durante 72 h en las condiciones que se describieron con anterioridad.
Transcurrido el tiempo de incubacién, se afiadieron a cada pocillo de la placa 20 pL de
bromuro de MTT, a una concentracién de 5 pg/mL, y se incubé durante 4 h, a 37 + 2°C. Por
ultimo, se adicionaron 100 pL de isobutanol. La lectura de las placas se realiz6 en un equipo
SUMA (Tecnosuma, La Habana, Cuba), a una longitud de onda de 578 nm. El titulo se
calculé mediante la relacion sigmoidal entre la absorbancia y la dilucién del IFNa2b hum-rec
(curva dosis-respuesta).

Identificacion y cuantificacion del IFNa2b hum-rec por un ensayo inmunoenzimético
Este procedimiento se realizé segun Santana y col., 1999a. El andlisis se realizé en una
placa de 96 pocillos. Cada pocillo se recubrié con 1 ug de AcM CBIFNA 2,3 que reconoce al

IFNa2b hum-rec, en 0,1 mL de solucion tampdn de recubrimiento (carbonato de sodio 0,05

mol/L, bicarbonato de sodio 0,05 mol/L, pH 9,6) y se incubd durante 3 h, a 37 + 2°C. A
continuacién, se lavo la placa dos veces con solucién de lavado (cloruro de sodio 137
mmol/L, cloruro de potasio 2,7 mmol/L, fosfato de sodio monobésico 1,4 mmol/L, fosfato de
sodio dibasico 4,3 mmol/L, pH 7,4, mas polisorbato 20 al 0,05 % (v/v)). Posteriormente, se

afadieron 100 uL de muestra por pocillo, a la diluciéon apropiada, en el tampon de ensayo
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(cloruro de sodio 137 mmol/L, cloruro de potasio 2,7 mmol/L, fosfato de sodio monobasico
1,4 mmol/L, fosfato de sodio dibasico 4,3 mmol/L, pH 7,4, mas leche descremada al 0,5 %
(m/v)) y se incubd a 37 + 2°C, durante 30 min. La placa se lavé cinco veces con solucion de
lavado. Después se aplicaron 70 pL del segundo anticuerpo (CBIFNA2-4 conjugado con
peroxidasa) a una dilucion de 1:6000 (v/v) en el tampdn de ensayo, y la placa se incubé a
temperatura ambiente (25°C) durante 1 h. La placa se lavé ocho veces con solucion de
lavado y se incub6 a 25°C durante 15 min, con 100 pL de la solucion sustrato (fosfato de
sodio dibasico anhidro 0,1 mol/L, citrato de sodio monohidratado 0,048 mol/L, pH 5,5; con
0,45 g/L de o-fenilendiamina y H.O. a 0,3 g/L). El desarrollo de la reaccion se detuvo con la
adicién de 50 uL de &cido sulfarico 2,5 mol/L. La absorbancia se midié a 492 nm mediante un
lector de placas convencional. Como material de referencia para la cuantificacion, se ensayé
en paralelo una muestra de IFNa2b hum-rec altamente puro (mas de 98 % de pureza segln
la técnica de RP-HPLC) que se prepard en diluciones seriadas (desde 0,625 hasta 12,5
ng/mL). Todas las muestras se analizaron por triplicado.

Anédlisis estadistico

La significacion estadistica entre dos muestras se determind mediante el test de Mann-
Whitney para un nivel de confianza del 95 %. Las diferencias entre los resultados se
consideraron significativas cuando el valor de P resulté menor de 0,05 (Sigarroa, 1985).

Las constantes de degradacion cinéticas (pendientes de cada experimento) se compararon
mediante el test de rangos multiples de Newman-Keuls (Sigarroa, 1985).

La significacién estadistica entre tres 0 mas grupos, se determiné mediante el test de Kruskal
Wallis (Sigarroa, 1985).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Estudios de preformulacion
El IFNa2b hum-rec no se absorbe a los bulbos 2R de borosilicato

Internacionalmente, se ha establecido que para la comercializacion de los productos de
origen biotecnolégico se deben emplear viales de vidrio de calidad hidrolitica clase | (USP
26).

Las proteinas pueden adsorberse a numerosas superficies incluyendo el vidrio (Wang,
1999). Este proceso afecta de manera significativa la estructura secundaria de estas
macromoléculas lo que puede dar lugar a la pérdida de su actividad biolégica. La velocidad
de adsorcion depende del material de la superficie asi como de la proteina adsorbida, pero
en cualquier caso es un proceso muy rapido (Johnston, 1996).

En este trabajo no se encontraron diferencias estadisticas entre la recuperacion del IFNa2b
hum-rec en los viales que contenian las soluciones de esta citoquina a las 24 h de

almacenamiento, con respecto al tiempo inicial (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Compatibilidad de los bulbos 2R de borosilicato con la solucion de
IFNa2b hum-rec.
Concentracién
(x 10°Ul/mL)Tiempo
(h)Concentracion (ELISA)
(ng/mL)Recuperacion
(%)P (a=0,05) 1 013,67 + 0,89-2413,43 £+ 0,9598,27 + 0,930,80 (NS)3 0 30,57
2,48-24 31,31 + 1,87102,44 + 1,980,78 (NS)60 47,57 + 3,75-24 45,02 + 1,7794,65 +
2,870,40 (NS)120 118,53 + 4,28-24 118,92 + 5,72100,33 + 4,890,96 (NS)18 0 168,20
+6,75-24 172,08 + 8,19102,31 + 7,090,09 (NS)240 236,83 + 9,48-24 236,28 +
7,1999,77 + 8,170,98 (NS)

Las muestras se dispensaron en bulbos 2R de borosilicato, se almacenaron a 5 +
3°C durante 24 h, y se analizaron por ELISA.

Los resultados se analizaron mediante el test de Mann-Whitney (Sigarroa, 1985).
Las diferencias entre los resultados obtenidos a las 24 h y el tiempo inicial se
consideraron significativas cuando P<0,05. Los experimentos se realizaron por
triplicado.
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Este resultado indico la ausencia de adsorcion rapida a las paredes de cristal de los bulbos o
de cualquier otra via de inestabilizacion de la proteina que pudieran inducirse en las
interfases solucién-vial y solucion-aire. Ademas, evidencié que no existe necesidad alguna
de emplear excipientes para inhibir este efecto como el polisorbato 80 u otros detergentes no
iGnicos.

Para llegar a esta conclusion se debi6 emplear una técnica analitica adecuada, que
permitiera la obtencion de resultados confiables. Mediante la técnica de ELISA se puede
cuantificar de manera eficiente solo la forma bien plegada y sin modificar del IFNa2b hum-
rec (Santana y col., 1999a). Esta eficiencia disminuye cuando la proteina se modifica, de
modo que el empleo de esta técnica incrementa la veracidad de los resultados que se
obtuvieron.

Otros autores han evaluado este efecto con otras proteinas. Reyes y colaboradores lo
estudiaron en funcion de la estabilidad de la IL-2 hum-rec, y encontraron que este fendmeno
no afectaba dicha citoquina (Reyes y col., 2005). Por otra parte, Fatouros y Sjostrom
evaluaron la adsorcion del factor VIII del plasma obtenido por via recombinante, a las
superficies del material de envase primario (viales de vidrio y tapones de goma). Los autores
encontraron que esta proteina podia adsorberse al material de envase de manera
directamente proporcional a la velocidad de agitacion. Sin embargo, el uso de detergentes no
ibnicos como el polisorbato 20 y el polisorbato 80, inhibi6é este efecto (Fatouros y Sjostrom,
2000). Ello demuestra la vital importancia de estudios como éste durante el desarrollo de una
formulacion. De hecho, una influencia negativa podria no sélo afectar la estabilidad del
ingrediente activo, sino ademas la dosis que se administrara al paciente (Wong y
Parasrampuria, 1997; Norde y Anusiem, 1992).

Los tapones de clorobutilo afectan la estabilidad del IFNa2b hum-rec en solucion

Segun las farmacopeas de los Estados Unidos de América y del Reino Unido, los tapones de
goma que se emplean para el sellado de los contenedores de preparaciones parenterales
acuosas Y liofilizadas se obtienen por vulcanizacién de sustancias organicas macromoleculares
llamadas elastémeros, con aditivos adecuados (USP, 26; British Pharmacopoeia, 1998). Los
elastobmeros se producen a partir de sustancias naturales o sintéticas por polimerizacion,
poliadicion o policondensacion (USP, 26; British Pharmacopoeia, 1998).

De acuerdo al tipo de estastdmero empleado en la elaboracién de los tapones, estos pueden
ser de caucho natural, silicona, clorobutilo, bromobutilo, acrilonitrilo, politetrafluoroetileno

(PTFE), etc. Sin embargo, internacionalmente, los tapones mas empleados en la elaboracién
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de formas terminadas parenterales con ingredientes activos de origen biotecnoldgico son los

de clorobutilo (FDA: http://www.fda.gov). Por ello, y porque segun las diferentes farmacopeas

sus principales extractables son iones metalicos y sustancias reductoras, resulta
imprescindible el estudio de su influencia en la estabilidad de la molécula que se quiera
formular.

Antes de evaluar la compatibilidad de los tapones de clorobutilo con el IFNa2b hum-rec, asi
como el efecto de varios excipientes (como se describe mas adelante) en la estabilidad de
esta citoquina en solucién, se determinaron cudles eran los principales productos
contaminantes correspondientes a sefiales con TR diferente al del control de IFNa2b hum-
rec, segun la técnica de RP-HPLC. Esta es una técnica analitica capaz de separar formas
modificadas de la proteina. En consecuencia, cualquier cambio en el TR o la aparicién de
sefales adicionales, en comparacién con la sefial correspondiente a la proteina nativa, se
considerd una evidencia de la ocurrencia de modificaciones en la molécula del IFNa2b hum-
rec. El andlisis y la evaluacion de estos productos pueden contribuir al disefio de una
formulacion adecuada.

La mayoria de las farmacopeas recomiendan el analisis del IFNa2b hum-rec por la técnica
de RP-HPLC mediante una columna de cadena hidrocarbonada octadecil (18 atomos de
carbono). En el CIGB, sin embargo, el andlisis se realiza actualmente con columnas con
cadena hidrocarbonada octil (8 atomos de carbono). Debido a su naturaleza menos
hidrofébica, las columnas de 8 atomos de carbono pueden ser menos resolutivas que
aquéllas de 18 atomos de carbono. Por ello, las sefiales que contaminan la sefial de interés
pueden tender a una menor separacion.

En este trabajo se determiné el perfil cromatografico del IFNa2b hum-rec con una columna
C8 y se compard con el obtenido con una columna C18.

Como se puede observar en la Figura 3.1, no se encontraron diferencias en los perfiles que
se obtuvieron para ambas columnas. Mediante las dos columnas cromatogréaficas se obtuvo
un perfil caracterizado por una sefial practicamente Unica, en el tiempo inicial. Sin embargo,
cuando la muestra se almacend a 37°C, en contacto con los tapones de clorobutilo, en los
cromatogramas obtenidos por ambas columnas aparecieron nuevas sefiales, probablemente
relacionadas con productos de modificacion de la proteina.

Como no se encontraron diferencias entre los perfiles que se obtuvieron con ambas
columnas cromatogréficas se decidié emplear la columna de 8 atomos de carbono para los

experimentos siguientes.
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Los productos de madificacibn mas importantes que se detectaron fueron una sefial
correspondiente a una especie mas hidrofilica (TR de 36,5 = 0,2 min) y otra correspondiente

a una especie mas hidrofébica (TR de 37,8 £ 0,1 min) que la sefal relacionada con la forma

nativa de la proteina (Fig. 3.1).
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Fi
gura 3.1. Andlisis por RP-HPLC del IFNa2b hum-rec, en condiciones estresantes de
almacenamiento (a 37°C, en contacto con los tapones de clorobutilo) empleando dos
columnas cromatogréficas.

En la figura se muestran los principales productos de modificacion del IFNa2b hum-rec
que se detectaron por RP-HPLC con el empleo de una columna de fase reversa de 18
atomos de carbono (B) y de 8 atomos de carbono (D), respectivamente. Como control se
utilizé el IFNa2b hum-rec con més de un 95 % de pureza (tiempo inicial) analizado en la
columna de 18 atomos de carbono (A) y de 8 atomos de carbono (C), respectivamente.
Las muestras (IFNa2b hum-rec a 3 MUI/mL en solucién tampén de fosfato de sodio 100
mmol/L, pH 7,4) se almacenaron a 37 * 2°C y se analizaron por RP-HPLC a los 15 dias
de almacenamiento en contacto con los tapones de clorobutilo.

Los picos corresponden a: 1) especie mas hidrofilica (TR de 36,5 + 0,2 min); 2) IFNa2b
hum-rec nativo (TR de 37,2 + 0,2 min); 3) especie mas hidrofébica (TR de 37,8 £ 0,1
min).
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El efecto de los tapones de clorobutilo se estimdé mediante la determinacion del area bajo la
sefial correspondiente al IFNa2b hum-rec sin modificaciones (TR de 37,2 £ 0,2 min) y la
pureza de esta sefial, segun la técnica de RP-HPLC. El almacenamiento de la proteina a 37
+ 2°C tanto en contacto como sin contacto con los tapones, dio como resultado una

disminucion de ambos parametros en el tiempo.

Con el objetivo de comparar cuantitativamente las diferencias en la estabilidad de
preparaciones de IFNo2b hum-rec a diferentes concentraciones o en presencia de varios
excipientes, se ajusto la inactivacion térmica a un modelo de primer orden, segun la ecuacion
descrita en el acapite 2.2 (Tabla 3.2, Fig. 3.2). De esta manera, la constante cinética (k) se

calculé mediante la relacion lineal entre el logaritmo de la pureza y del area bajo la sefial
correspondiente al IFNa2b hum-rec nativo, y el tiempo.

La concentracion de proteinas afecta la influencia de los tapones de clorobutilo sobre
la estabilidad del IFNa2b hum-rec en solucion

Como se muestra en la Fig. 3.2, la pureza (A) y el area bajo la sefal correspondiente al
IFNa2b hum-rec nativo (B) de las muestras de la citoquina en contacto con los tapones de

clorobutilo, disminuyeron en mayor proporcion al compararlas con las muestras que no se

almacenaron en contacto con este material de envase (Fig. 3.2, Tabla 3.2).
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Con el objetivo de evaluar cuanto disminuyeron estos parametros en las muestras a una
concentracion con respecto a las muestras preparadas a la otra concentracion, se determiné
la relacion entre la velocidad de disminucion de estos valores (pendientes de las rectas de
acuerdo a una cinética de degradacion de primer orden). Ello indicé las veces que
disminuyeron tanto la pureza como el &rea bajo la sefial correspondiente al IFNa2b hum-rec
nativo de una muestra, con respecto al control utilizado.
Las muestras de IFNo2b hum-rec a la menor de las concentraciones (3 MUI/mL),
almacenadas en contacto de los tapones de clorobutilo, mostraron una reduccion en la
pureza y el area la sefial correspondiente al IFNa2b hum-rec nativo en 1,82 + 0,09y 1,28 +
0,11 veces respectivamente, en comparacion con las muestras de esta citoquina que se
almacenaron sin contacto con el material de envase primario. De manera similar, en las
muestras de IFNa2b hum-rec a 10 MUI/mL y almacenadas a 37 + 2°C en contacto con los
tapones de clorobutilo, la pureza y el area bajo la curva de la sefial correspondiente al
IFNo2b hum-rec nativo disminuyeron en 1,86 + 0,17 y 1,25 + 0,14 veces respectivamente, en
comparacion con las muestras de esta citoquina que se almacenaron sin contacto con este
material de envase primario (Fig.3.2, Tabla 3.2). Estos resultados indicaron que el contacto
con este material de envase primario afecto la estabilidad del IFNa2b hum-rec.

Tabla 3.2. ParAmetros cinéticos de la estabilidad térmica del IFNa2b hum-rec con y sin contacto
con los tapones de clorobutilo.

ConcentracionEn contacto con los taponesPureza® (k x 10° (dias™))Area® (k x 10° (dias™))3 MUI/mL6,74

+1,2239,11 + 2,8410 MUI/mL9,92 + 0,9646,34 + 3,11Sin contacto con los taponesPureza® (k x 10° (dias’
Y)Area® (k x 10° (dias™))3 MUI/mL3,71 + 0,6230,47 + 3,6110 MUI/mL5,32 + 0,8537,12 + 3,14

®Determinacion de la pureza del pico principal, determinada por RP-HPLC.

PDeterminacion de la recuperacion del area bajo la sefial correspondiente al IFNa2b hum-rec nativo,
determinada por RP-HPLC.

Los resultados estan expresados como la media (n=3) + desviacion estandar.

Los resultados de este experimento indicaron ademas, que la concentracién de proteinas
afecto el comportamiento del IFNa2b hum-rec, tanto en contacto como sin contacto con los
tapones de clorobutilo, como se explica a continuacion.

Los resultados cinéticos de la comparacién entre las muestras a las dos concentraciones

indicaron que en las soluciones mas concentradas que no se colocaron en contacto con los
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tapones de clorobutilo, la pureza y el area bajo la sefial correspondiente al IFNa2b hum-rec

disminuyeron en 1,43 + 0,08 y 1,22 £ 0,11 veces, respectivamente, en comparacion con las
muestras mas concentradas sin contacto con este material de envase primario. Cuando las
soluciones se almacenaron en contacto con los tapones de clorobutilo se obtuvieron
resultados similares. En este caso, el andlisis cinético indicé que en las muestras a 10
MUI/mL, la pureza y el area bajo la sefial de interés disminuyeron 1,47 + 0,13y 1,18 £ 0,07
veces mas rapido, respectivamente, en comparaciéon con las muestras a 3 MUI/mL en las
mismas condiciones (Tabla 3.2).

La desestabilizacion de proteinas debido a los tapones de clorobutilo no se ha dilucidado
totalmente, sin embargo, existen dos factores que pudieran contribuir a este efecto: i) la
posible liberacion de metales pesados que normalmente se utilizan para la vulcanizacion de
la goma de los tapones (Ellin y col. 1985; British Pharmacopoeia, 1998), y ii) otras vias de
inestabilizacion que se pueden inducir en la interfase tapén-solucién (Wang, 1999). El
primero de estos factores pudo estar relacionado con la aparicion de la especie mas
hidrofilica (Fig. 3.1), que a su vez pudiera corresponder a la forma oxidada del IFNa2b hum-
rec en la metionina 101 segun Bordens y colaboradores (1997). El segundo de los factores
pudo estar relacionado con la aparicion de las especies mas hidrofébicas de la citoquina
como agregados moleculares (Fig. 3.1).

El efecto de los tapones de clorobutilo, en combinacion con la temperatura que se emple6 en
este experimento (37 £ 2°C), pudo incrementar el dafio al IFNa2b hum-rec debido a la
desestabilizacion que se pudo inducir a través de la adsorcion a la interfase solucién-tapén
(Wang, 1999). Este proceso es por lo general dependiente de la concentracion por lo que
podriamos esperar una mayor inestabilizacion en las interfases a mayores concentraciones
de la proteina.

Algunos autores han sugerido que el aumento en la concentracion de proteinas puede
facilitar la agregacion de estas biomoléculas (Manning y col.,, 1989, Ruddon y Bedows,
1997). Esta influencia puede explicarse debido al incremento en las interacciones
intermoleculares que a su vez pueden facilitar la ocurrencia de modificaciones que afectan
directamente la estabilidad de las proteinas (Manning y col., 1989, Rupley y Careri, 1991).
Nuestros resultados coinciden con reportes en la literatura sobre estudios similares. Lu y
colaboradores estudiaron el efecto del pH en la adsorcién de la lisozima a superficies de
Oxido de silicio (Lu y col., 1999). En este estudio encontraron que a pH neutro, la lisozima se

adsorbia a las superficies de 6xido de silicio formando bicapas cuando la concentracién de
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proteinas era alta, de modo que un mayor numero de

L 130A residuos estaba en contacto con esta superficie, y por ende
5105 expuestos a la maodificacion por el aumento de la tension
superficial (Fig. 3.3). En cambio, a bajas concentraciones

]ﬁu.ﬁ solamente se formaba una capa, por lo que el numero de

S, moléculas que se absorbian era menor. En ambos casos la

proteina se adsorbia con el eje mayor paralelo a la

) , . superficie.
Figura 3.3. Diagrama que ilustra ) . )
la adsorcién de la lisozima en las Otro mecanismo que podria explicar el efecto de los tapones
interfaces silica-solucién, cuando
se usan dos concentraciones de

esta proteina (Tomado de Lu y metales y su paso a la solucion, como se discute mas
col., 2001).

en la estabilidad de esta proteina, es la posible liberacion de

adelante. Sin embargo, la combinacion de ambos
mecanismos nos brinda una explicacidbn mas convincente a
la influencia de los tapones sobre esta citoquina.
La adicion de polisorbato 80 y EDTA Na; x 2H,0 afecta la influencia de los tapones de
clorobutilo sobre la estabilidad del IFNa2b hum-rec en solucidén
Con el objetivo de contribuir a la comprensién de los mecanismos que explican el efecto de
los tapones de clorobutilo en la estabilidad del IFNa2b hum-rec, se evalu6 la influencia de
dos excipientes. Estos excipientes se escogieron de entre los solutos que actualmente han
demostrado ser funcionales en la estabilizacion de las proteinas (Wang, 1999) y teniendo en
cuenta los dos factores que pudieron contribuir al efecto de los tapones: i) la posible
liberacion de metales pesados que normalmente se utilizan para la vulcanizacion de la goma
de los tapones (Ellin y col. 1985; British Pharmacopoeia, 1998), y i) otras vias de
inestabilizacion que se pueden inducir en la interfase tapon-solucion (Wang, 1999).
Uno de estos excipientes, el EDTA Na. x 2H,0, es un agente quelante que se ha empleado
con frecuencia para estabilizar proteinas debido a su capacidad para capturar trazas de
metales que pueden afectar la estabilidad de estas biomoléculas (Wang, 1999). El otro
aditivo, polisorbato 80, es un detergente no i6nico que disminuye la tension superficial en las
soluciones de proteinas, lo cual disminuye las fuerzas que promueven la agregaciéon de
estos ingredientes farmacéuticos activos por interacciones hidrofébicas (Wang, 1999).
En este experimento, el EDTA Na, x 2H.0 incrementé la pureza y el area bajo la curva de la
sefial correspondiente al IFNa2b hum-rec nativo, en 2,09 + 0,17 y 1,36 + 0,08 veces

respectivamente, en las muestras de esta citoquina sin contacto con los tapones de
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clorobutilo. Para ello se tomaron como referencia las muestras de la proteina que se
almacenaron en contacto con este material de envase primario en presencia del EDTA Na. x
2H,0O (Fig. 3.4, Tabla 3.3).

Por otra parte, los resultados que se obtuvieron con el empleo del polisorbato 80 indicaron
gue este detergente incremento la pureza y el area bajo la sefial correspondiente al IFNa2b

hum-rec nativo, en 2,11 + 0,14 y 1,63 + 0,11 veces respectivamente, en las muestras de

IFNa2b hum-rec sin contacto con los tapones de clorobutilo. En este caso se comparo con el
respectivo control (muestras de esta proteina en contacto con el material de envase primario

en presencia de polisorbato 80) (Tabla 3.3, Fig. 3.4).

Tabla 3.3. Parametros cinéticos de la degradacion térmica del IFNa2b hum-rec
en presencia de EDTA Na, x 2H O o polisorbato 80, con y sin contacto con los

tapones de clorobutilo. e A b .
XcipientesEn contacto con los taponesPureza® (k x 10° (dias™))Area’ (k x 10

(dias™))EDTA Na, x 2H 05,01 + 0,3225,51 + 3,57Polisorbato 804,24 + 0,2113,37 *

2,82Control6,74 + 1,2239,11 + 2,84Sin contacto con los taponesPureza® (k x 10°
(dias?))Area” (k x 10° (dias™))EDTA Na, x 2H,02,39 + 0,2218,72 +

2,71Polisorbato 802,01 + 0,148,21 + 3,25Control3,71 + 0,6230,47 + 3,61

®Determinacioén de la pureza del pico principal, determinada por la técnica de RP-
HPLC.

PRecuperacion del area bajo la sefal correspondiente al IFN alfa 2b nativo,
determinada por la técnica de RP-HPLC.

Los resultados estan expresados como la media (n=3) + desviacion estandar.

Los resultados de este experimento (Fig. 3.4, Tabla 3.3) indicaron que el polisorbato 80 tuvo
un mayor impacto en la estabilizacion del IFNa2b hum-rec en ambas condiciones de
almacenamiento: en contacto y sin contacto con los tapones de clorobutilo, que el EDTA Na:
x 2H.0.

El comportamiento que se observé con el empleo del EDTA Na; x 2H,O parece indicar que
uno de los posibles mecanismos que explican la desestabilizacién del IFNa2b hum-rec tras
el contacto con los tapones de clorobutilo, pudiera ser la liberacion de iones metéalicos desde
los tapones hacia la solucion. Esta hipétesis se refuerza si tenemos en cuenta que entre los
principales extractables que recomienda cuantificar la Farmacopea Britdnica para los
tapones de clorobutilo se incluyen los metales pesados y el zinc soluble (British

Pharmacopoeia, 1998). Ademas, existen reportes sobre la liberacién de aluminio hacia la
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solucién a partir del cristal, el plastico y la goma (Bohrer y col., 2003). Sin embargo, se
considerd que esta posibilidad no podia ser la Unica que explicara el efecto de los tapones

dada la ineficacia del EDTA Na x 2H,0 para eliminar completamente la desestabilizacion de

la citoquina en contacto con este material de envase.
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A partir de los resultados que se obtuvieron con el empleo del polisorbato 80, parece
evidente que este detergente no i6nico no fue del todo efectivo para eliminar la
desestabilizacion que causaron los tapones de clorobutilo. Esto pudiera explicarse por la
posible presencia de trazas de metales en las sales de la solucion tampén de fosfato de
sodio (Fransson y Hagman, 1996), y la posible contaminacion del polisorbato 80 con
peréxidos (Ha y col., 2002). Ambos factores pueden acelerar la desestabilizaciéon del IFNa2b
hum-rec.

En cualquier caso, el polisorbato 80 fue mas efectivo que el EDTA Na. x 2H,0 para disminuir
la desestabilizacion de la proteina provocada por el contacto con los tapones (Fig. 3.4, Tabla
3.3). En este sentido se debe sefialar que los detergentes contribuyen a la estabilizacion de

las proteinas disminuyendo la tensién superficial de las soluciones con estas
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macromoléculas (Wang, 1999). Con ello, inhiben las fuerzas que contribuyen a la agregacion
de estas biomoléculas por interacciones hidrofébicas (Wang, 1999).

Ello sugiere que las vias de desestabilizacion que se inducen en las interfases tapoén-
solucion constituye otro de los mecanismos que explican el efecto de los tapones de
clorobutilo en la estabilidad del IFNa2b hum-rec. Esto, unido a la posible liberacion de
metales hacia la solucién, indica que para el desarrollo de una formulacion liquida de IFNa2b
hum-rec se debe considerar el uso de un detergente no ibénico y un agente quelante.
Mediante el uso de estos excipientes se inhibirian los mecanismos de desestabilizaciéon de la
molécula, e incluso podrian actuar de manera sinérgica.

La agregacion constituye una de las principales modificaciones del IFNa2b hum-rec
Otra de las madificaciones que afectan la estabilidad de los IFNs es la agregacion (Allen y
col., 1999). Esta modificacion se puede determinar por SDS-PAGE y su aparicion puede
constituir un problema desde el punto de vista clinico. Ello se debe a que los agregados de
IFNo2b hum-rec pueden favorecer la inducciébn de anticuerpos neutralizantes contra el
ingrediente farmacéutico activo y disminuir la eficacia de la terapia (Gross y col., 1998,
Wang, 1999).

En condiciones reductoras, la migracion electroforética en los geles de poliacrilamida de los
agregados que se formaron, fue de aproximadamente 40 KDa (Fig. 3.5, 3.6). Teniendo en
cuenta el PM del IFNa2b hum-rec producido en el CIGB (19 500 Da segun la técnica de

espectrometria de masas (Padrén y col., 1989)), ello sugiere la formacién de dimeros.
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No se encontraron evidencias que indicaran la formacién de agregados de PM mayor a 40
KDa, o la formacion de bandas de menor talla que 18 KDa, que indicaran la degradacion de
la molécula.

Cuando el IFNa2b hum-rec se analizé por SDS-PAGE en condiciones no reductoras los
resultados fueron similares (Fig. 3.6). Estos resultados indicaron que durante la agregacion

del IFNa2b hum-rec se forman tanto agregados reducibles como no reducibles. Si bien el

SDS vy el B-mercaptoetanol, dos de los agentes que se utilizan en la SDS/PAGE (el primero
en condiciones reductoras y no reductoras, y el segundo en condiciones reductoras
solamente) deberian desagregar los dimeros de IFNa2b hum-rec, los resultados fueron
diferentes (Fig. 3.6). En la técnica de SDS-PAGE, el SDS se utiliza como desnaturalizante
para separar los agregados unidos por interacciones no covalentes, eliminando cualquier
interaccion hidrofébica entre las moléculas (Wang, 1999). El B-mercaptoetanol es un agente
reductor que destruye los puentes disulfuro, principal interaccién que contribuye a la
formacién de los agregados covalentes en las proteinas (Wang, 1999). De modo que su

empleo contribuye a separar los agregados unidos por puentes disulfuro.

Figura. 3.6. Andlisis por SDS-PAGE en condiciones no reductoras del IFNa2b hum-rec en el
tiempo inicial (A) y después de 15 de dias de almacenamiento a 37 + 2°C (B). Las muestras de

IFNa2b hum-rec a 0,5 mg/mL se almacenaron a 37 = 2°C y se analizaron por SDS-PAGE en i

condiciones reductoras. Carrileras 1-5: IFNa2b hum-rec en solucién tampon fosfato de sodio 50 —
mmol/mL, pH 6; carrilera 6: control. Los agregados del IFNa2b hum-rec estan sefialados con
una saeta. El control se corresponde con el material de referencia IFNa2-05-0701 suministrado
por la Direccién de Calidad del CIGB.
e _1 |

e W T e RN

31 KD =

21 KDa =
18 KDa ==

14 KDa =

31 KDa =

21 KDa
T S e S S s 18 KDa
14 KDa ==
1 2z 3 4 5 b 1

Pag. 70



Resultados y Discusion

Segun los resultados del analisis por densitometria de los geles obtenidos en este
experimento, la agregacion se detecté en mayor proporcién cuando se utilizaron condiciones
no reductoras (Tabla 3.4). Ello es indicativo de que fuerzas covalentes, probablemente
puentes disulfuro, operaron para lograr la formacion de los dimeros de IFNa2b hum-rec.

La estructura del IFNa2b hum-rec sugiere que la principal via para la formacién de
agregados covalentes en esta proteina es la unidn por puentes disulfuro. Ello se debe a que
en su estructura estan presentes dos enlaces de este tipo que se podrian intercambiar a
altas temperaturas (Wang, 1999). Sin embargo, cuando se emple6 el B-mercaptoetanol en la
SDS-PAGE (Fig. 3.6) la agregacion también se detectd, si bien, en menor proporcion, segin
el andlisis por densitometria de los geles obtenidos (Tabla 3.4). Todo parece indicar que este
agente reductor no resulté del todo eficaz para separar este tipo de agregados,
probablemente por la poca accesibilidad a las interfaces donde las moléculas de IFNa2b

hum-rec forman sus enlaces covalentes (Wang, 1999).

Tabla 3.4. Parametros cinéticos de la agregacion del IFNa2b hum-rec en presencia de
diferentes estabilizantes.

Excipientes S_D_S/PAG E® _S_DS/PAG E®

(en condiciones reductoras) (en condiciones no reductoras)
k x10° (dias™) k x10° (dias™)

Polisorbato 20 0,71 + 0,06 0,84 £0,04

Polisorbato 80 0,85 + 0,05 1,12 + 0,05

SDS 1,48+ 0,11 1,67 £ 0,07

EDTA Na; x 2H,0 0,52 + 0,03 0,75 £ 0,03

Control 1,54 +0,11 1,82 +0,08

2Determinacion de la pureza de la banda principal de IFNa2b hum-rec.
Los resultados estan expresados como la media (n=3) + desviacion estandar.

A continuacion se presenta un analisis cinético mas detallado de los resultados obtenidos con
cada uno de los excipientes empleados para modificar la velocidad de agregacién de esta
proteina.

La adicién de polisorbatos, EDTA Na. x 2H.O y SDS disminuye la velocidad de
agregacion del IFNa2b hum-rec en solucion

EDTA Na; x 2H-0: este agente quelante redujo la velocidad de agregacién del IFNa2b hum-
rec en una mayor extensiéon que el resto de los excipientes (Tabla 3.4, Fig. 3.7). El andlisis
cinético mostré que este excipiente disminuyd la velocidad de agregacion del IFNa2b hum-
rec en 2,96 + 0,09 y 2,43 + 0,08 veces en condiciones reductoras y no reductoras,
respectivamente, y tomando como comparacion las muestras controles de IFNa2b hum-rec

en la solucion tampon de fosfato de sodio 50 mmol/L, pH 6 (Tabla 3.4, Fig. 3.7).
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mfﬁi.ples de Ngwman-Keuls (Sigarroa, 1985). Las diferencias significativas entre las pendien@s estan
representadas Jpor diferentes letras. Cuando no se encontraron diferencias significati\fa’é. a las

En las presentes condiciones experimentales, el papel del EDTA Na. x 2H,O pudiera
relacionarse con la captura de las trazas de metales en las soluciones de proteinas, que de
otra forma podrian acelerar varias reacciones de modificacion. Estas trazas de metales
podrian provenir de las sales de las soluciones tampones, como se ha reportado
previamente (Fransson y Hagman, 1996). Entre las reacciones mas importantes que pueden
catalizar estas trazas de metales se incluyen la oxidaciéon y la agregacion (Wang, 1999;
Cholewinski y col., 1996).

De acuerdo a estos resultados, la agregacion del IFNa2b hum-rec parece estar relacionado
con la oxidacién de residuos, catalizada por metales como se ha reportado para otras
proteinas. Liy colaboradores lograron inhibir completamente la agregacion y la oxidacion de
la relaxina en un sistema altamente oxidante (acido ascorbico-cloruro de cobre-oxigeno).
Este resultado se logré con la adicién de EDTA 0,1 mmol/L (Li y col., 1995). También Allen y
colaboradores reportaron una reduccion significativa de la oxidacion de los residuos de
metionina en una forma hibrida del IFNa con la adicién de EDTA (Allen y col., 1999).

Los resultados obtenidos con el empleo del EDTA Na. x 2H.O en este experimento
demuestran la necesidad de su uso para disminuir la agregacion indirecta del IFNa2b hum-

rec.
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Polisorbatos 20 y 80: estos detergentes no iénicos incrementaron la estabilidad del IFNa2b
hum-rec mediante la disminucion de su velocidad de agregacion (Tabla 3.4, Fig. 3.7). Sin
embargo, este efecto fue menor que el del EDTA Na; x 2H,0. El andlisis cinético mostré que
estos dos detergentes disminuyeron la velocidad de agregacion de la proteina entre 1,63 +
0,12y 2,17 + 0,15 veces, en comparacion con el IFNa2b hum-rec sin excipientes (Tabla 3.4,
Fig. 3.7).

Debido a la naturaleza hidrofébica de la interaccién proteina-detergente, estos compuestos
podrian estabilizar al IFNa2b hum-rec cubriendo los sitios hidrofébicos de la superficie
proteica lo que reduciria la posibilidad de formacién de agregados no covalentes.

En general, los detergentes disminuyen la tension superficial de las soluciones de proteinas
y con ello inhiben las fuerzas que contribuyen a la agregacion de estas biomoléculas por
interacciones hidrofébicas. El uso de estos compuestos a bajas concentraciones resulta, por
lo general, suficiente para prevenir o reducir la agregacion de las proteinas, debido a su baja
concentracion micelar critica (Wang, 1999).

Hay numerosos reportes en la literatura acerca del uso de los polisorbatos en la
estabilizacion de proteinas. Sebeka y colaboradores encontraron que tanto el polisorbato 20
como el polisorbato 80 protegian la actividad antiviral del IFNa2b contra la inactivacién por
calor (Sebeka y col., 2001). Otras proteinas como la hGH, la hemoglobina y el factor XIll han
mostrado una disminucion en la velocidad de agregacion tras el empleo del estos
detergentes no ionicos (Wang, 1999).

Sin embargo, los polisorbatos fueron menos efectivos que el EDTA Na. x 2H.O en la
reduccion de la velocidad de agregacion del IFNa2b hum-rec. Esto se podria explicar por la
posible contaminacion de estos detergentes con peréxidos de alquilo, los cuales pueden
acelerar las reacciones de modificacion de las proteinas, como la oxidacion (Ha y col., 2002).
De hecho, algunos autores han reportado la desestabilizacion de algunas proteinas tras la
adicién de polisorbatos. Herman y colaboradores encontraron una relacion directa entre el
nivel de peroxidos en el polisorbato 80 y la oxidacién del G-CSF (Herman y col., 1996). Por
otra parte, Allen y col., encontraron que el polisorbato 20 inducia la oxidacion de un residuo
de metionina en una forma hibrida de IFNa (Allen y col., 1999). Sin embargo, este efecto se
puede inhibir con el empleo de antioxidantes como la cisteina, la metionina y el glutation
(Knepp y col., 1996).

SDS: a pesar de los reportes que existen sobre el efecto estabilizante del SDS con algunas

proteinas como la ASH (Giancola y col., 1997), el factor de crecimiento de fibroblastos en su
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forma acida (Won y col., 1998) y la ARNasa (Tsai y col., 1998), con este detergente anionico
se obtuvo el menor impacto en la estabilizacion del IFNa2b hum-rec. El andlisis cinético
indicé que este aditivo redujo la velocidad de agregacion de la citoquina sélo en 1,04 + 0,06 y
1,09 + 0,05 veces, en condiciones reductoras y no reductoras, respectivamente. En este caso
se tomaron como referencia las muestras controles de IFNa2b hum-rec en la solucion
tampoén de fosfato de sodio 50 mmol/L, pH 6 (Tabla 3.4, Fig. 3.7).

El bajo impacto de este detergente en la estabilizacion del IFNa2b hum-rec puede explicarse
debido a su capacidad para unirse a las proteinas, de manera que se rompen tanto las
interacciones hidrofébicas como los puentes de hidrégeno. Ello reduce el potencial quimico
de las proteinas y la energia libre de desnaturalizacién (Wang, 1999).

De hecho, este resultado indicdé que el SDS no es una buena opcidn para la estabilizacion
del IFNa2b hum-rec, al menos en las condiciones que se evaluaron en este trabajo.

Con los resultados precedentes, se pudo concluir que el EDTA Na, x 2H,O tuvo un mayor
impacto en la inhibicion de la agregacion del IFNa2b hum-rec. Ello sugiere que los iones
metalicos tienen cierta relevancia en la formacion de agregados de esta molécula, quizas de
manera indirecta, por oxidacién de residuos aminoacidicos, como en el caso de la relaxina
humana (Li y col., 1995).

Para corroborar esta hipotesis se evalud el efecto de dos metales en la velocidad de la
agregacion de esta proteina. Adicionalmente, se comparé su efecto con el que produjeron el
DTT y el GSH, dos compuestos que pueden acelerar la agregacion de las proteinas
mediante reacciones covalentes como el intercambio de puentes disulfuro (Wang, 1999;
Rajesh y Chang, 2003, Reyes y col., 2005).

La adicién de Cu** y Zn**, GSH y DTT aumenta la velocidad de agregacion del IFNa2b
hum-rec en solucién

Cu?* y Zn**: estos dos metales incrementaron la velocidad de agregaciéon del IFNa2b hum-
rec en una proporcion mayor que el resto de los excipientes que se evaluaron. Los
resultados primarios y el andlisis cinético de este experimento (Tabla 3.5, Fig. 3.8) mostraron

gue estos compuestos incrementaron la velocidad de agregacion del IFNa2b hum-rec entre

3,4 +£0,15y 6,03 + 0,38 veces, en comparacion con el control (IFNa2b hum-rec en solucion
tampon de citrato de sodio 50 mmol/L, pH 6, sin excipientes).

Estos resultados indican que la oxidacion puede incrementar la velocidad de formacion de

agregados de IFNa2b hum-rec.
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En correspondencia con esto, otros autores han estudiado la oxidacion de proteinas debido a
la presencia de trazas de estos metales (Wang, 1999). La oxidacion de esos residuos puede
incrementar la probabilidad de agregacion de estas biomoléculas. Especificamente, los
residuos libres de cisteina pueden oxidarse facilmente para formar enlaces disulfuro entre
dos 0 mas moléculas. Aun cuando la proteina no contenga residuos de cisteina libres, puede
tener lugar el intercambio de puentes disufuro lo que causa la agregacion de la molécula
(Wang, 1999).

Li y colaboradores estudiaron la agregaciéon y la precipitacion de la relaxina humana
inducidas por reacciones catalizadas por metales (Li y col., 1995). Estos autores concluyeron
gue la oxidacion de algunos aminoacidos puede estar indirectamente involucrada con la
agregacion de las proteinas. En particular, la relaxina humana se agrega tras la oxidacién de

los residuos de histidina y metionina (Li y col., 1995). Otros autores han reportado la
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modificacion como el intercambio de puentes disulfuro, las cuales pudieron incrementar la
velocidad de agregacion de la IL-2 hum-rec (Reyes y col., 2005).

No obstante, el incremento en la velocidad de agregacion que produjeron el DTT y el GSH

Tabla 3.5. Parametros cinéticos de la agregacién del IFNa2b hum-rec en
presencia de otros excipientes.

ExcipientesSDS/PAGE?
(en condiciones reductoras)SDS/PAGE?
(en condiciones no reductoras)k x 10° (dias)k x 10® (dias™)Cu?'6,21 + 0,266,77 +
0,22Zn**4,54 + 0,445,54 + 0,51DTT2,96 + 0,724,02 + 0,72GSH1,92 + 0,113,18 +
0,25Control1,03 £+ 0,051,63 £+ 0,08

#Determinacién de la pureza de la banda principal de IFNa2b hum-rec.
Los resultados estan expresadas como la media (n=3) + desviacion estandar.

fue menor que el obtenido con el uso de metales. Ello parece indicar que a pesar de que el
intercambio de puentes disulfuro puede acelerar la agregacion del IFNa2b hum-rec, las
reacciones que son catalizadas por metales tienen un impacto mayor en esta via de
modificacion. Debido a la capacidad de los iones metdlicos para oxidar los residuos de
cisteina, estas reacciones pueden incluir no sélo la oxidacion de los residuos labiles, sino
ademas el intercambio de puentes disulfuro.

El empleo de diferentes excipientes afecta la pureza del IFNa2b hum-rec

La evaluacién cromatogréfica (similar a Fig. 3.1) del efecto de diferentes excipientes en la
estabilidad del IFNa2b hum-rec resulté necesaria para determinar cuan efectivos fueron

estos compuestos en la inhibicién de los productos de modificacion que se detectaron.
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Polisorbato 80: en este experimento, la incorporacién del polisorbato 80 incrementé la
estabilidad del IFNa2b hum-rec 2b, a 37 + 2°C, cuando se compard con los resultados que
se obtuvieron a partir de las muestras controles (Tabla 3.6, Fig 3.9).

Tabla 3.6. Parametros cinéticos de la estabilidad térmica del IFNa2b hum-rec en
presencia de diferentes aditivos, segun la técnica de RP-HPLC.
CondicionConcentracion (mg/mL)PurezaArea®k x 10° (dias?)k x 10° (dias’
HPolisorbato 800,12,6 + 0,611,8 + 0,7Polisorbato 800,22,2 + 0,18,2 + 1,4Polisorbato
800,53,1 £0,114,4 + 2,1EDTA Na, x 2H,00,52,5 + 0,222,8 + 2,8EDTA Na, x 2H,012

+0,318,7 £ 0,7EDTA Na, x 2H,051,8 £ 0,217,2 + 3,5PEG 400518,3 + 0,942,6 +

2,1PEG 4001028,1 = 2,055,5 + 2,8PEG 4002060,8 + 2,784,9 + 3,5Control-4
0,328,8+2,1

% Determinacion de la pureza o el area bajo la curva de la sefial correspondiente al
IFNa2b hum-rec sin modificar, segun la segun la técnica de RP-HPLC.
El IFNa2b hum-rec se prepar6 a 3 MUI/mL en presencia de polisorbato 80, EDTA Na,

x 2H,0 o PEG 400 a las concentraciones que se indican en la tabla. La solucion se
dispenso en bulbos 2R, se almacend a 37 + 2°C y se analizd por RP-HPLC.

Las constantes cinéticas se calcularon mediante la relacién lineal entre el logaritmo de

la pureza o el area bajo la curva de la sefal correspondiente al IFNa2b hum-rec sin

modificar, segun la técnica de la técnica de RP-HPLC, y el tiempo.

Los resultados estan expresados como la media (n=3) + desviacion estandar.
El impacto de este detergente en la estabilizacion del IFNa2b hum-rec fue mayor cuando se
emplearon las menores concentraciones del mismo (0,1-0,2 mg/mL). A estas
concentraciones el polisorbato 80 increment6 la pureza y el area bajo la sedal
correspondiente al IFNa2b hum-rec sin modificar entre 1,5 + 0,02 y 3,5 + 0,05 veces, en
comparacion con el control.
Los resultados mostraron ademas, que el polisorbato 80 al 0,5 mg/mL tuvo el menor impacto
en la estabilizacién del ingrediente farmacéutico activo (Tabla 3.6, Fig. 3.9). Sin embargo,
incluso a esta concentracion, este detergente incremento la pureza y el area bajo la curva de
la sefial correspondiente al IFNa2b hum-rec sin modificar en 1,3 £ 0,04 y 2 + 0,07 veces,

respectivamente, en comparacion con las muestras controles.
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Se han descrito dos mecanismos que explican el efecto de los detergentes no ibnicos como
el polisorbato 80, en la estabilizacién de las proteinas. El primero de estos mecanismos se
basa en la competencia con las proteinas por adsorberse a varias interfases (p. ej., aire-
solucién y vial-solucién). De esta manera, pueden proteger contra la desnaturalizacion o la
agregacion en estas interfases. El segundo mecanismo involucra interacciones especificas
con la superficie de las proteinas, donde cubren los sitios hidrofobicos a través de los cuales
puede favorecerse la agregacidon, o actuando como “chaperonas” para catalizar la
renaturalizacion de proteinas que se han desnaturalizado parcialmente (Bam, 1998; Wang,
1999).

Muchas proteinas han sido estabilizadas con este detergente no i6nico (Wang, 1999). Sin
embargo, aunque el polisorbato 80 constituye un estabilizante de proteinas, parece evidente
gue este detegente puede contener peréxidos que aumentan la desestabilizacién de estas
biomoléculas. Hora y colaboradores (1992) y Ha y colaboradores (2002), evaluaron la
influencia de este detergente en la oxidacién de la IL-2 (Hora y col., 1992; Ha y col., 2002).

Estos resultados indicaron a medida que aumentaba la concentracion de este excipiente
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aumentaba la oxidacion de la citoquina. Resultados similares mostraron Reyes Yy
colaboradores con la misma proteina (Reyes y col., 2005). Estas evidencias, conjuntamente
con los resultados precedentes, indicaron que el uso de concentraciones altas de polisorbato
80 puede resultar dafiino para la estabilidad de las proteinas. Por ello se determiné que las
mejores concentraciones para el desarrollo de una formulacién liquida de IFNa2b hum-rec
eran 0,1y 0,2 mg/mL.

EDTA Na, x 2H.O: En este estudio, la inclusién del EDTA Na. x 2H,O garantizé una
proteccién contra la formacion de los productos de modificacion de esta citoquina (Tabla 3.6,
Fig. 3.10).

A

4,4

4,6
aatc
b %
o
E 4,1 -
c o
S
£
| I I 3.5 I
0 10 20 30 0 10
Tiempo (dias) Tie

Contrario a lo obtenido con el polisorbato 80, la estabilidad del IFNa2b hum-rec aumenté con
el incremento de la concentracion de este compuesto. Los resultados indicaron que a la

concentracion de 5 mg/mL la velocidad de inestabilizacién del ingrediente farmacéutico
activo disminuyé en 2,2 + 0,09 y 1,7 + 0,04 veces de acuerdo a la pureza y el area bajo la

sefial correspondiente al IFNa2b hum-rec sin modificaciones, respectivamente.

Pag. 79



Resultados y Discusion

En las condiciones experimentales que se evaluaron aqui, el efecto del EDTA Na. x 2H,0
puede explicarse por la captura de iones metalicos presentes en la solucién, los cuales
pueden acelerar las reacciones de modificacion del ingrediente activo y disminuir su
estabilidad (Fransson y Hagman, 1996). Este efecto se incrementé con el aumento de la
concentracion de este aditivo, lo cual esta en total acuerdo con este mecanismo.

Este agente quelante se ha usado para la estabilizacién de proteinas, incluido el IFNa2b
hum-rec (Allen y col.,, 1999, Yuen y Kline, 1999), basicamente por inhibicion de las
reacciones de oxidacién debido a la captura de iones metalicos que pueden estar presentes
en la solucion.

PEG 400: A diferencia de los resultados que se obtuvieron con el polisorbato 80 y el EDTA
Na; x 2H.0, en presencia de este aditivo no se incremento la estabilidad del IFNa2b hum-rec
(Fig. 3.11).

o A 48
*2

4.6

b ——
=
c -
3:?”” 3.11. Influencia del PEG 400 a tfeés®sQncentraciones en la estabilidad del IFNaih Cd
grdfico representa la relacion lineal entre e aritmo de la pureza (A) o el area bd@ la ¢urval

de la] sefial de interés correspondiente al IFNa
acuerfo a una cinética de primer orden). Los valores d

um-rec nativo (B), y el tiempoffajuste de
variaron entre 0,923 y 0,97@

In {pureza %)

IFNa}
IFNa}

b hum-rec con PEG 400 5 mg/mL (), IFNa2b hu
b hum-rec con PEG 400 al 20 mg/mL (), control ().

Las p

endientes representan la media de tres réplicas y se compara

ec con PEG 400 al 10€ng/mL (),
S

mediante el tee&e rangos

multigles de Newman-Keuls (Sigarroa, 1985). Las diferencias significati
estan] representadas por diferentes letras. Cuando no se encontraron dife

s entre las pendientes
cias significativas a

las pgndientes se les asignaron la misma letra.

2,5 1 T T 1

0 10 20 30 0 10
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El IFNa2b hum-rec se desestabilizdé en presencia de este polimero mediante la formacién de
una sefal correspondiente a una forma mas hidrofilica y otras sefiales relacionadas con
formas mas hidrofébicas que la sefial correspondiente al IFNa2b hum-rec nativo (Fig. 3.12).

De acuerdo a los resultados de este experimento, la velocidad de inestabilizacion de la
proteina, por disminucion de la pureza y del area bajo la sefial correspondiente al IFNa2b
hum-rec sin modificaciones fue de 1,5 £ 0,07 a 14,8 + 0,14 veces mayores que los que se

obtuvieron para el control de este experimento.

400 '| Este polimero se ha utilizado
c | para estabilizar las proteinas
= . :
= 300 - mediante el mecanismo de
s exclusion preferencial. De
E acuerdo a esto, el PEG 400 se
== 200 - .
== excluye preferencialmente de la
% |’ ‘| superficie de la proteina lo cual
= - | 1 i
= 100 } ! afecta la energia libre del
= . .
oL ) \ sistema vy contribuye al

e S . -
0 . . . T | desplazamiento del equilibrio de

30 a2 34 36 38 40 las moléculas desnaturalizadas
Tiempao {min) ] i ]

hacia las moléculas nativas

Figura 3.12: Influencia del PEG 400 a 5 mg/mL en el perfil

cromatografico del IFNa2b hum-rec. Las muestras se

almacenaron a 37 + 2°C y se analizaron por RP-HPLC. El Y col., 1992).

cromatograma corresponde a la evaluaciéon después de 15 dias
de estudio.

(Arakawa y col., 1991; Carpenter

Sin embargo, estos resultados
indican que pudieron estar
presentes otros factores, ademas de la simple presencia del PEG 400, en la solucion de
IFNo2b hum-rec. Considerando la alta relacién excipiente-IFNa2b hum-rec utilizada,
podriamos esperar que el polimero pudiera estar contaminado con trazas de perdxidos que a
su vez podrian afectar la estabilidad de la proteina en solucién. Johnson y Taylor estudiaron
el efecto del PEG 400 en la oxidacién del fenprostaleno (Johnson y Taylor, 1984). Ellos
encontraron que la degradacion de este medicamento estaba relacionada directamente con
la autoxidacion del PEG 400 en presencia de oxigeno, y determinaron la efectividad de
varios antioxidantes en la inhibicion de la velocidad de la degradacién. Por su parte, Knepp y
colaboradores encontraron que el PEG 400 indujo la pérdida total de la actividad del factor IX

del plasma fraccionado asi como su estado soluble (Knepp y col., 1998). También Sharma 'y

Pag. 81



Resultados y Discusion

Kalonia reportaron un efecto desestabilizante del PEG 400 sobre una proteina. Estos autores
demostraron que el IFNa2a precipita en presencia de ciertas concentraciones de este

polimero (Sharma y Kalonia, 2004).
Debido a estos resultados, se descarto el uso del PEG 400 para el desarrollo futuro de una

formulacion liquida con IFNa2b hum-rec como ingrediente farmacéutico activo.
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Alcohol bencilico: En este trabajo se encontr6 que algunos lotes de este excipiente

produjeron un efecto adverso en la estabilidad del IFNa2b hum-rec y causaron la formacion
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de una especie mas hidrofilica que la especie correspondiente al IFNa2b hum-rec sin
modificaciones (Fig. 3.13A).

El benzaldehido, principal contaminante del alcohol bencilico, provoco el mismo efecto en el
perfil cromatografico de esta citoquina (Fig. 3.13B). El origen oxidativo de la especie mas
hidrofilica se comprobd mediante la incubacion con H,O.. Este agente oxidante provoco el
mismo cambio en el perfil cromatografico (Fig. 3.13C). Ademas, el TR de esta especie
coincidio con el TR de la especie mas hidrofilica que aparecio tras el uso del PEG 400 (Fig.
3.12). De esta manera, este experimento constituyé una confirmacion de que la oxidacion es
la causa de la formacion de la especie mas hidrofilica que se obtuvo en estudios
precedentes.

La concentracién del alcohol bencilico tuvo una influencia notable en las caracteristicas
organolépticas y en la efectividad del preservo. Por una parte, las muestras a 5y 10 mg/mL
se disolvieron totalmente y se mantuvieron incoloras y transparentes. Sin embargo, cuando
la concentracion aumentd al 20 mg/mL, el alcohol bencilico presenté una pobre disoluciéon y
la muestra se comporté como una emulsion que se separ6 en dos fases cuando se elimino la
agitacion manual. Este comportamiento puede estar asociado a la alta concentracién de
sales en las muestras (solucidon tampoén de fosfato de sodio 100 mmol/L) lo cual puede
comprometer la solubilidad de excipientes poco solubles en agua, como es el caso del
alcohol bencilico (Mbah, 2005).

Por el contrario, las soluciones de este preservo a las mayores concentraciones fueron
efectivas en la inhibicién del crecimiento de los microorganismos que se evaluaron mientras
gue a la menor concentracion (5 mg/mL) esta efectividad disminuyé (Tabla 3.7).

Este agente preservante se ha utilizado en formulaciones con proteinas como la EPO (St

Peter y col., 1998), un anticuerpo monoclonal humanizado (Gupta y Kaisheva, 2003) y la

Tabla 3.7. Resultados del test de efectividad de preservo para el alcohol bencilico y la mezcla de
parabenos.

Preservot
(dias)C. albicans ATCC 10231Ps. aeruginosa ATCC 9027A. niger ATCC 1640E. coli
ATCC 8739St. aureus ATCC 6538Alcohol bencilico
(5 mg/mL)01,1 x 10° ufc1,1 x 10° ufc1,4 x 10° ufc1,9 x 10° ufc1,9 x 10° ufc282,6 x 10* ufcl,1 x 10°
ufcl,6 x 10* ufcl,1 x 10° ufcl,3 x 10° ufcAlcohol bencilico
(10 mg/mL)02,1 x 107 ufc1,0 x 107 ufcl,1 x 10° ufc4,4 x 10° ufc2,9 x 10° ufc28< 1 ufc< 1 ufc< 1 ufe< 1
ufc< 1 ufcAlcohol bencilico
(20 mg/mL)01,1 x 10° ufc1,1 x 10%ufc1,3 x 10° ufc2,6 x 10° ufcl,6 x 10° ufc28< 1 ufc< 1 ufc< 1 ufe< 1
ufc< 1 ufcParabenos
(0,06/0,003 mg/mL)02,1 x 107 ufc9,1 x 10°ufc1,1 x 10° ufc6,7 x 10° ufc2,9 x 10° ufc281,4 x 10° ufcl,1 x
10° ufc1,9 x 10° ufcl,1 x 10° ufcl,9 x 10° ufcParabenos
(0,12/0,012 mg/mL)01,2 x 10° ufc1,3 x 10° ufc1,2 x 10° ufc1,4 x 10° ufcl,7 x 10° ufc28< 1 ufc< 1 ufc< 1
ufc< 1 ufe< 1 ufcParabenos
(0,2/0,02 mg/mL)01,9 x 10" ufc1,1 x 10" ufcl,1 x 10° ufc8,5 x 10° ufc2,1 x 10° ufc28< 1 ufc< ﬁég9<§5

t: tiempo. ufc< 1 ufe< 1 ufc
ufc: unidades formadoras de colonias.

Solo se tabulan los resultados correspondientes al tiempo inicial y al dia 28 del ensayo.
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hGH (Kappelgaard y col.,, 2004), debido a su capacidad para inhibir el crecimiento de
microorganismos, pero hunca a concentraciones inferiores a 9 mg/mL.
La Farmacopea Britanica establece que el alcohol bencilico que se utiliza para la produccion
de formas farmacéuticas parenterales debe contener menos del 5 mg/mL de benzaldehido
(British Pharmacopoeia, 1998).
En este trabajo se observé la modificacion del IFNa2b hum-rec incluso a muy bajas
concentraciones de benzaldehido (0,01 mg/mL) (Fig. 3.13B). Por ello, resultdé evidente que
un punto critico en el desarrollo de una formulacion liquida de IFNa2b hum-rec era el uso de
del alcohol bencilico puro, de manera que se obtuviera un perfil cromatografico como el de la
Fig. 3.13D. Por ello se considerd que el alcohol bencilico puro, a una concentracion del 10
mg/mL, podia constituir un componente de la formulacion.
Metil y propil parabenos: A diferencia de lo que se observé para el alcohol bencilico en
estado oxidado, los parabenos no mostraron ningun efecto desestabilizante en el IFNa2b
hum-rec, en ninguna de las concentraciones que se evaluaron. Sin embargo, en presencia
de estos excipientes el perfil cromatogréafico estuvo caracterizado por dos picos, adicionales
1007 1 2 al correspondiente al IFNa2b
hum-rec (Fig. 3.14).
3 Al igual que en el caso del
300 7 alcohol bencilico, la
concentracion de estos

excipientes tuvo una influencia
200

notable en las caracteristicas
organolépticas y en la
efectividad que mostraron para

100 inhibir el crecimiento

microbiano. Por una parte las
J L L menores concentraciones

0 1 75 T (0,06/0,003 mg/mL, 0,12/0,012
Tiempo {(min)

Figura 3.14: Influencia de la mezcla de metil/propil parabenos en el
perfil cromatografico del IFNa2b hum-rec. Las muestras se colocaron
a 37 = 2°C y se analizaron por RP-HPLC en el tiempo inicial y después
de 3, 6, 9, 15, 21 y 30 dias. El cromatograma corresponde a la
evaluacién de la influencia de la mezcla de preservos a una
concentracién de 0,12/0,012 mg/mL, respectivamente, después de
tres dias de almacenamiento.

Los picos corresponden a: 1) metil parabeno; 2) propil parabeno; 3)
IFNa2b hum-rec.

mg/mL, de metil y propil
parabenos, respectivamente)
se disolvieron totalmente en la
solucion. Estas soluciones se

mantuvieron incoloras y
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transparentes. Sin embargo, a las mayores concentraciones (0,2/0,02 mg/mL de metil y

propil parabenos, respectivamente), estos excipientes no se disolvieron totalmente y se

observd un precipitado blanco en estas soluciones. Por otra parte, la mezcla de estos

preservos a las mayores concentraciones fue efectiva en la inhibicién del crecimiento de los

microorganismos. Pero a la menor concentracién (0,06/0,003 mg/mL) esta efectividad

disminuyé (Tabla 3.7).

Los parabenos pertenecen a la clase de los ésteres del acido benzoico y han tenido un

amplio uso en preparaciones inyectables, oftalmicas, topicas y orales (Martindale, 1996).

Tabla 4.8. Parametros cinéticos de la
estabilidad del rhlIFN-a2b hum-rec, en
condiciones de estrés, a cuatro
concentraciones diferentes.

Concentracion k x10°% (dia™)

Actividad Bioldgica

1 MUI/mL 16,54 + 1,44

10 MUI/mL 14,55+ 1,15

50 MUI/mL 11,61 + 0,98

100 MUI/mL 9,23+1,25
Pureza (RP-HPLC)

1 MUI/mL 3,21 +0,15

10 MUI/mL 3,35+0,19

50 MUI/mL 4,16 £ 0,22

100 MUI/mL 4,63 +0,15
Pureza (SDS/PAGE)

10 MUI/mL 0,71 £0,02

50 MUI/mL 1,13+£0,01

100 MUI/mL 1,64 £ 0,02

. Determinacion de la pureza del pico de
IFNa2b hum-rec sin modificar, segun la
seguln la técnica de RP-HPLC.

®: Determinacion de la pureza de la banda
principal de IFNa2b hum-rec.

El IFNa2b hum-rec se prepar6 a 1, 10, 50 y
100 MUI/mL, se dispensé en bulbos 2R, se
almacené a 37 + 2°C y se analiz6 por
determinacion de la actividad biologica, RP-
HPLC vy SDS/PAGE en condiciones
reductoras.

Las constantes cinéticas se calcularon
mediante la relacion lineal entre el logaritmo
de la actividad bioldgica o la pureza, y el
tiempo.

Los resultados estan expresados como la
media (n=3) + desviacion estandar.

Estos excipientes se utilizan en combinacion

lo que puede incrementar su efecto
antimicrobiano (Hart, 1984).

Teniendo en cuenta los resultados de este
experimento se consider6 que la mezcla de
metil y propil parabenos a una concentracion
de 0,12/0,012 mg/mL, respectivamente, podia
constituir un componente de la formulacion.

La concentraciéon de proteinas afecta la
estabilidad del IFNa2b hum-rec en
solucion

La concentracion constituye un factor muy
estudiado en relacién con la estabilidad de las
proteinas.

En este estudio la actividad biologica del
ingrediente activo disminuyé en todas las
concentraciones evaluadas, probablemente
debido a la temperatura de almacenamiento
(87 £ 2°C) (Tabla 3.8, Fig. 3.15). Sin embargo,
se encontr6 que en las mayores
concentraciones de IFNa2b hum-rec (50 y
100 MUI/mL) la actividad biolégica disminuyo
mas lentamente que en las menores
concentraciones de esta citoquina (1 y 10

MUI/mL) (Fig. 3.15).
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?4‘? E Los resultados mostraron que las muestras
2 a 10, 50 y 100 MUI/mL incrementaron la
% + actividad biolégica del IFNa2b hum-rec en
% 391 : 1,34 + 0,08, 1,42 + 0,04 y 1,79 + 0,06 veces,
ig hd : respectivamente, en comparacion con las
% *q muestras que se prepararon a 1 MUI/mL
Y . . , (Tabla 3.8, Fig. 3.15).
0 24 48 72

) _ De acuerdo a estos resultados, el uso del
Tiempo (dias)

Figura 3.15. Influencia de la concentracién de IFNa2b hum-rec a altas concentraciones

proteinas en la actividad biologica del IFNa2b hum- resyita conveniente para mantener la
rec. El gréfico representa la relacion lineal entre el o ) ) ) )
logaritmo de la actividad biologica y el tiempo (ajuste actividad biologica de esta citoquina en
de acuerdo a una cinética de primer orden). Los
valores de R? variaron entre 0,974 y 0,987.

IFNa2b hum-rec a 1 MUI/mL (#), IFNa2b hum-rec La pureza fue otro de los parametros que se
a 10 MUI/mL (%), IFNa2b hum-rec a 50 MUI/mL (m),
IFNa2b hum-rec a 100 MUI/mL (&).

Las pendientes representan la media de tres por RP-HPLC mostr6 un perfil similar al de
réplicas y se compararon mediante el test de rangos . .
maltiples de Newman-Keuls (Sigarroa, 1985). Las |&@ Figura 3.1. Por su parte, el perfil
diferencias significativas entre las pendientes estan g|ectroforético se  caracterizd por la
representadas por diferentes letras.

formulaciones liquidas.

evaluaron en este experimento. En analisis

formacién de dimeros y mondémeros, de

manera similar al resultado que muestran
las Figuras. 3.5 y 3.6. Sin embargo, a diferencia de lo ocurrido para la determinacion de la
actividad biologica, las altas concentraciones del ingrediente activo (50 y 100 MUI/mL)
contribuyeron a la disminucion de la pureza del IFNa2b hum-rec en una mayor proporcion
gue las muestras a las menores concentraciones (1 y 10 MUI/mL) (Tabla 3.8, Figs. 3.16,
3.17).

De acuerdo a estos resultados, el IFNa2b hum-rec a 10, 50 y 100 MUI/mL disminuyé la
pureza de la citoguina segun la técnica de RP-HPLC, en 1,03 + 0,04, 1,28 + 0,09y 1,44 £

0,11 veces, respectivamente, en comparacion con las muestras a 1 MUI/mL (Fig. 3.16).

Por otra parte, la proteina a una concentracion de 50 y 100 MUI/mL disminuyd su pureza
segun la técnica de SDS/PAGE entre 1,59 + 0,14 y 2,30 + 0,11 veces, en comparacion con
las muestras a 10 MUI/mL (Fig. 3.17, Tabla 3.8).

Las muestras de IFNa2b hum-rec a 1 MUI/mL no se analizaron por SDS/PAGE debido a la

baja concentracién de la proteina.
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Figura 3.16. Influencia de la concentracion de
proteinas en la estabilidad fisico-quimica del IFNa2b
hum-rec. El gréfico representa la relacion lineal
entre el logaritmo de la pureza segun la técnica de
RP-HPLC, y el tiempo (ajuste de acuerdo a una
cinética de primer orden). Los valores de R? variaron
entre 0,977 y 0,997.

IFNa2b hum-rec a 1 MUI/mL (#), IFNa2b hum-rec
a 10 MUI/mL (%), IFNa2b hum-rec a 50 MUI/mL (m),
IFNa2b hum-rec a 100 MUI/mL (&).

Las pendientes representan la media de tres
réplicas y se compararon mediante el test de rangos
multiples de Newman-Keuls (Sigarroa, 1985). Las
diferencias significativas entre las pendientes estan

Teniendo en cuenta estos resultados, el uso
del IFNa2b

concentraciones resulta conveniente para

hum-rec a bajas
mantener la pureza de esta citoquina en
Sin

general

formulaciones liquidas. embargo,
del

experimento, las concentraciones medias

del IFNa2b hum-rec (p. €j., 10 MUI/mL)

haciendo un balance

puede incrementar la estabilidad fisica,
quimica y biolégica de la molécula en
formas farmacéuticas liquidas.

El efecto de la concentracion en la actividad
biolégica de las proteinas se ha estudiado
por otros autores (Lecker y Khan, 1996;
Wang, 1999).

Lecker y Khan lograron

incrementar la actividad de la enzima o

amilasa mediante el incremento en su

representadas por diferentes letras.

y Khan, 1996).

y  colaboradores

concentracion (Lecker

También  Carpenter
estudiaron el efecto de la concentracion de proteinas en la enzima lactato deshidrogenasa y
encontraron que un aumento en su concentracion la hace mas resistente a la pérdida de la
actividad tras la congelacién (Carpenter y col., 1992). El consenso general es que las
concentraciones altas contribuyen a mantener la actividad biolégica de estas
macromoléculas (Wang, 1999). La explicacién de este fendmeno se basa en i) la inhibicion
de la desnaturalizacion por repulsiones estéricas de las moléculas vecinas (Allison y col.,
1996), y en ii) los cambios en la conformacion monomérica de la proteina hacia dimeros y
multimeros mas estables que retienen la actividad biolégica con més efectividad (Mozhaev y
Martinek, 1984).

La influencia de este pardmetro en la pureza de las proteinas también se ha abordado en la
literatura (Wang, 1999). Se ha sugerido que concentraciones mayores de 0,02 mg/mL

contribuyen a la agregacién de estas biomoléculas (Wang, 1999). Este fenbmeno se ha
encontrado en proteinas como la IL-1 3 (Gu y col., 1991), la apomiogloblina (Wang, 1999), la

B lactoglobulina (Wang, 1999) y el factor de crecimiento de fibroblastos en su forma acida
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(Won y col.,, 1998). En algunos casos, la desestabilizacion que causan las altas

46 . . .,
concentraciones de proteinas también

3

afecta su estabilidad quimica. Un ejemplo

a de ello es la insulina, que en estas

=
tn
o

condiciones puede agregarse formando
e oligbmeros unidos por fuerzas covalentes

(puentes disulfuro) (Brange y col., 1992).

In (pureza %) (SDS/PAGE)

Esta influencia se explica por el incremento

£ =9
=N

0 24 48 72 en las colisiones intermoleculares que
Tiempo {dias)

Figura 3.17. Influencia de la concentracion de
proteinas en la pureza del IFNa2b hum-rec segin la biomoléculas (Rupley y Careri, 1991).
técnica de SDS/PAGE. EIl grafico representa la D q itad |
relacion lineal entre el logaritmo de la pureza del e acuerdo a estos resultados, |la
IFNo2b hum-re(; dgterminada por electroforesis en concentracion  recomendable para el
geles de poliacrilamida en condiciones reductoras, y L
el tiempo (ajuste de acuerdo a una cinética de desarrollo de una formulacién liquida de

) 5 .
grgnigrygrggg?' Los valores de R variaron entre IFNo2b hum-rec podria ser de 10 MUI/mL.

IFNa2b hum-rec a 1 MUI/mL (#), IFNo2b hum-rec A esta concentracion, la citoguina mostré un
a 10 MUI/mL (#), IFNa2b hum-rec a 50 MUI/mL (M),

IFNa2b hum-rec a 100 MUI/ML (). comportamiento que garantizé un

Las pendientes representan la media de tres jncremento en su estabilidad fisica, quimica
réplicas y se compararon mediante el test de rangos

mdltiples de Newman-Keuls (Sigarroa, 1985). Las Y  biologica, a diferencia de las
diferencias significativas entre las pendientes estan
representadas por diferentes letras.

contribuyen a la modificacibn de estas

concentraciones menores (1 MUI/mL) o
mayores (50 y 100 MUI/mL).

Definicion de dos formulaciones liquidas
de IFNa2b hum-rec

En algunos casos se requieren multiples excipientes para lograr el disefio eficaz de una
formulacion liquida con proteinas como ingredientes activos. El tipo y la concentracién de
estos excipientes pueden afectar la estabilidad de las proteinas (Wang y col., 1999).

Estos excipientes incluyen soluciones tampones, estabilizantes, modificadores de la
osmolalidad y preservos (Wang y col., 1999).

De acuerdo a los resultados que se obtuvieron durante la etapa de preformulacion, se
disefiaron dos formulaciones liquidas de IFNa2b hum-rec compuestas por i) IFNa2b hum-rec
a 10 MUI/mL, solucién tampdn de fosfato de sodio 100 mmol/L, pH 7,4, alcohol bencilico a
10 mg/mL, polisorbato 80 a 0,2 mg/mL y cloruro de sodio a 4,9 mg/mL, y por ii) IFNa2b hum-

rec a 10 MUI/mL, solucion tampén de fosfato de sodio 100 mmol/L, pH 7,4, metil parabeno a
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1,2 mg/mL, propil parabeno a 0,12 mg/mL, polisorbato 80 a 0,1 mg/mL, EDTA Na: x 2H,0 a
1 mg/mL y cloruro de sodio a 4,9 mg/mL (Tabla 3.9).

Ademads, y dada la importancia del uso del nitrégeno gaseoso durante la preparacion de la
formulacion y su distribucion en viales 2R, se decidié usar un alcohol bencilico con més de
un 99 % de pureza y emplear la nitrogenacion como paso imprescindible durante los

procesos de preparacion y llenado de la formulacion que contenia este preservo.

Tabla 3.9. Composicion de las formulaciones que se disefiaron en este trabajo, en comparacion
con la formulacion de INTRON A.

ComponentesFormulacion IFormulacién HINTRONIFNa2b hum-rec10 MUI/mL10 MUI/mL6 6 10
MuUI/mLAlcohol bencilicol0 mg/mL--Polisorbato 800,2 mg/mL0,1 mg/mL0,1 mg/mLFosfato de sodio
monobasico di-hidratado3,43 mg/mL3,43 mg/mL-Fosfato de sodio dibasico anhidro12,68
mg/mL12,68 mg/mL1,8 mg/mLFosfato de sodio monobéasico mono-hidratado--1,3 mg/mLCloruro de
sodio4,67 mg/mL4,67 mg/mL7,5 mg/mLAcido etilendiaminotetraacético sal disédica dihidratado-1
mg/mL1 mg/mLMetil parabeno-1,2 mg/mL-Propil parabeno-0,12 mg/mL-m-cresol--1,5 mg/mL

Formulacién I: Formulacién con alcohol bencilico como preservo desarrollada en este trabajo.
Formulacién Il: Formulacién con parabenos como preservos desarrollada en este trabajo.
INTRON: Formulacion de INTRON A, de la compafiia Schering Plough (Los datos de la
composicién de INTRON A se tomaron de Yuen y Kline, 1999).

Estudios de estabilidad

Las nuevas formulaciones liquidas de IFNa2b hum-rec permanecen estables durante 2
meses en condiciones aceleradas de almacenamiento

La evaluacion de la estabilidad acelerada (28 + 2°C) de las formulaciones de IFNa2b hum-
rec, mostré6 que estas preparaciones se mantuvieron estables durante 2 meses en estas
condiciones de almacenamiento (Tablas 3.10, 3.11). Durante ese tiempo la actividad
biolégica vari6 entre el 64 y el 156 % de valor nominal, segun lo descrito previamente por
Ferrero y colaboradores, (1994). Esto coincide con valores que oscilan entre 6,4 y 15,6

MUI/mL, dada la concentracién de IFNa2b hum-rec (10 MUI/mL)
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Usualmente los métodos de determinacion de la actividad biolégica (ensayos bioldgicos)
presentan gran variabilidad. De ahi que los limites establecidos para este producto oscilen
entre el 64 y el 156 % de valor nominal. Ello se debe al nimero de factores relacionados con
el sistema establecido y con la manipulacién de las muestras que intervienen en la
determinacion. Por ello la mayoria de las farmacopeas han establecido limites amplios para

este parametro (USP 26, British Pharmacopoeia, 1998).

Tabla 3.10. Estabilidad acelerada de la formulacion liquida de IFNa2b hum-rec que contiene

metil y propil parabenos como preservos.

Actividad Biologica
(x 10° Ul/mL)

RP-HPLC

(pureza en %)

ELISA

(concentracion en pug/mL)

Meses Lotel Llote2 lote3 lotel Llote2 Llote3 Lotel Lote2 Lote3
0 8,54 9,17 10,75 96,59 98,42 98,13 59,48 56,47 57,49
1 9,18 9,66 9,49 95,75 97,18 97,55 57,51 55,39 54,94
2 10,77 9,14 10,28 95,18 96,29 95,03 56,97 56,24 56,48
3 9,79 9,21 9,37 93,61 92,42 94,15 58,64 57,48 55,79
6 9,94 9,18 9,89 71,84 8385 7193 56,74 5568 54,94

La formulacién se envas6 en bulbos 2R. Las muestras se almacenaron a 28 + 2°C y se
analizaron en la Direccién de Calidad del CIGB mediante las siguientes técnicas analiticas:
titulacion antiviral, (actividad bioldgica), RP-HPLC, ELISA y la determinacion de pir6genos,
inocuidad, pH, caracteristicas organolépticas, esterilidad, volumen y contenido de polisorbato
80.

Tabla 3.11. Estabilidad acelerada de la formulacion liquida de IFNa2b hum-rec que contiene
alcohol bencilico como preservo.

Actividad Biologica RP-HPLC ELISA
(x 10° Ul/mL) (pureza en %) (concentraciéon en pg/mL)
Meses Lotel Lote2 Lote3 Llotel Lote2 lote3 Lotel Lote2 Lote3
0 10,83 9,81 10,42 98,43 98,52 98,26 62,48 65,72 60,75
1 10,57 10,81 9,23 96,89 96,37 96,07 6058 6691 59,77
2 9,43 9,72 10,15 95,02 9545 95,03 62,71 63,77 52,75
3 11,35 11,34 1194 9156 92,58 92,36 59,47 68,77 60,48
6 9,41 9,82 9,86 83,09 8380 83,08 6578 6578 58,17

La formulacién se envas6 en bulbos 2R. Las muestras se almacenaron a 28 + 2°C y se
analizaron en la Direccién de Calidad del CIGB mediante las siguientes técnicas analiticas:
titulacion antiviral, (actividad bioldgica), RP-HPLC, ELISA y la determinacion de pir6genos,
inocuidad, pH, caracteristicas organolépticas, esterilidad, volumen y contenido de polisorbato
80 y alcohol bencilico.

Por otra parte, la pureza (RP-HPLC) se mantuvo por encima del 95 %. Ademas, las
formulaciones permanecieron apirogénicas, atOxicas, estériles y con las caracteristicas
organolépticas adecuadas para este tipo de preparado (incolora, transparente y sin
particulas en suspension). El pH se mantuvo entre 7,2 y 7,6 y el ingrediente farmacéutico

activo se identificé y cuantificé por ELISA en todos los puntos de control del estudio (Tablas

3.10, 3.11).
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De acuerdo a estos datos, estas formulaciones son robustas contra pérdidas potenciales de
estabilidad, debido a eventos inesperados como fallos cortos en la cadena de frio,
durante el almacenamiento o la transportacion del producto.

El estudio de estabilidad en condiciones aceleradas de almacenamiento permitié conocer el
periodo durante el cual estas formulaciones mantuvieron sus principales parametros dentro
de los limites que establecen algunas agencias regulatorias como la OMS, la ICH y la EMEA
(WHO, 1988, 1992; ICH, 1999; EMEA, 2002).

La estabilidad de estas formulaciones puede explicarse por la propia composicién de las
mismas. Por una parte, una de las formulaciones contenia alcohol bencilico, polisorbato 80 y
cloruro de sodio en solucion tampon de fosfato de sodio 100 mmol/L, pH 7,4. La solucion
tampoén de fosfato de sodio se utilizé para mantener el pH estable dentro de la formulacion.
La funcién del alcohol bencilico fue preservar la formulacién de posibles contaminaciones
microbianas. El papel del polisorbato 80 fue proteger el ingrediente activo contra posibles
inestabilidades. Por ultimo, el cloruro de sodio se utilizO como agente isotonizante, para
obtener una osmolalidad en la formulacion similar a la de los fluidos corporales. Los
resultados de este estudio indicaron que estos excipientes fueron efectivos para la
estabilizacion del IFNa2b hum-rec durante un tiempo que permite la toma de decisiones en
caso de eventos imprevistos como los fallos en la cadena de frio.

Por otra parte, la segunda formulacion estuvo compuesta por metil y propil parabenos, EDTA
Na; x 2H:0, polisorbato 80 y cloruro de sodio en solucion tampoén de fosfato de sodio 100
mmol/L, pH 7,4. El papel de los fosfatos se enmarcé en la manutencion de un pH estable y
adecuado para la estabilidad del ingrediente activo. La funcién de los parabenos, al igual que
el alcohol bencilico, fue preservar la esterilidad de la formulaciéon. Se ha reportado que la
accion de estos excipientes se potencia con la presencia del EDTA (Hart, 1984). El
polisorbato 80 y el EDTA Naz x 2H:0, por su parte, debian estabilizar el IFNa2b hum-rec en
el medio acuoso. Finalmente, el cloruro de sodio se empleé como agente isotonizante. Esta
formulacion, al igual que la anterior, demostrd gran robustez ante condiciones adversas que
no pueden prevenirse durante el almaceamiento o la transportacion.

La compafia Schering Plough también ha desarrollado una formulacién liquida con el
IFNo2b hum-rec como ingrediente activo (Yuen y Kline, 1999). A pesar de ello, ain se
comercializan formas farmacéuticas liofilizadas de esta citoquina, con ASH como
estabilizante (Gross y col., 1998) lo cual aumenta considerablemente su estabilidad. Sin

embargo, la liofilizacibn es un proceso caro (por concepto de equipamiento y sistemas
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auxiliares), limita la produccién a la capacidad del equipamiento y puede generar rechazos
de producto cuando sus caracteristicas organolépticas no son adecuadas (p. ej., mala
calidad de la pastilla). Por otra parte, el producto requiere de una mayor manipulacion
(reconstitucion en agua para inyeccion) previo a la aplicacion al paciente (Wang, 1999).

El uso de la ASH en estas formulaciones también constituye un problema ya que implica
riesgos potenciales como la transmision de virus u otros patdégenos provenientes de la
sangre, y la formacion de agregados ASH-farmaco que pueden aumentar la
inmunogenicidad del principio activo. Este dltimo inconveniente puede favorecer la
generacion de anticuerpos que podrian disminuir el efecto terapéutico del ingrediente activo
(Gross y col., 1998).

Las nuevas formulaciones liquidas desarrolladas en este trabajo eliminan ambos
inconvenientes.

En comparacion con las formulaciones patentadas por la compafia Schering Plough, las
nuevas formulaciones liquidas desarrolladas en este trabajo tienen una estabilidad superior

cuando se almacenan a altas temperaturas. En condiciones aceleradas, Yuen y Kline
evaluaron la estabilidad de sus formulaciones a 25 £+ 2 y 30 £ 2°C (Yuen y Kline, 1999)
(Tabla 3.12).

Tabla 3.12. Comparacién de la pureza en condiciones aceleradas, de las formulaciones
gue se disefiaron en este trabajo, en comparacion con la formulacion de INTRON A.

MesesINTRON a
25+ 2°CINTRON a

30 % 2 °CFormulacion | a 28 + 2°CFormulacion Il a 28 + 2°C1 -95,50 %96,44 %96,83 %3
84,40 %-91,98 %93,39 %

Form.ulacic')n I: Formulacién con alcohol bencilico como preservo desarrollada en este
tlirg?rijl?lécién II: Formulacién con parabenos como preservos desarrollada en este trabajo.
INTRON: Formulacion de INTRON A, de la compafiia Schering Plough (Los datos de
estabilidad de INTRON A se tomaron de la patente de Yuen y Kline, 1999).
Si bien en esas condiciones las formulaciones mantuvieron el 100 % de su actividad
biolégica durante los tres meses del estudio (Yuen y Kline, 1999), el contenido de IFNa2b
hum-rec determinado por RP-HPLC (presumiblemente referido a la pureza), comenzé a
disminuir rapidamente (Tabla 3.12), y ya a los tres meses presentaba sélo el 84,40 % del
valor inicial cuando se almacenaba a 25 £ 2°C (Yuen y Kline, 1999).
Para explicar las diferencias en el comportamiento de las formulaciones que se desarrollaron

en este trabajo, con relacion a las de la compafiia Schering Plough, resulta necesario acudir
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a un estudio publicado por Beldarrain y colaboradores en el afio 2001. Estos autores
evaluaron las propiedades conformacionales del IFNa2b hum-rec producido en el CIGB, en
funcion del pH y la temperatura. Para ello emplearon la calorimetria diferencial de barrido y el
dicroismo circular. Sus resultados evidenciaron que los valores de pH cercanos a la
neutralidad contribuyen a la estabilizacion de la molécula ya que la temperatura de fusion
presenta un maximo en estas condiciones experimentales. Esto indica que a valores de pH
cercanos a la neutralidad, la desnaturalizacién del IFNa2b hum-rec se logra a temperaturas
superiores (cerca de 10°C mas) en comparacion con otros valores de pH. O lo que es lo
mismo, que a pH neutro el IFNa2b hum-rec es més resistente frente a la desnaturalizacion
por calor (Beldarrain y col., 2001).

Por otra parte, las altas fuerzas i6nicas (= 100 mmol/L) de la soluciébn tamponeadora,
constituyen las concentraciones mas favorables para la estabilidad de la molécula
(Beldarrain y col., 2001). En ese sentido, fuerzas i6nicas superiores a 100 mmol/L
contribuyen al aumento de la temperatura de fusién (Tm). Es decir, que a fuerzas i6nicas
iguales o superiores a 100 mmol/L se necesita una mayor temperatura (cerca de 2°C mas)
para desnaturalizar el IFNa2b hum-rec, que a fuerzas ionicas inferiores a este valor.

Por otra parte, la inclusion de cloruro de sodio no contribuye de igual forma a la estabilidad
térmica de esta proteina. De hecho, el incremento en la temperatura de fusién es de sélo
1°C, y el comportamiento se mantuvo inferior al que se observo para las muestras en las que
sé6lo se incrementd la fuerza iénica de la solucion tamponeadora (Beldarrain y col., 2001).

Si tenemos en cuenta que las formulaciones de la compafia Schering Ploug tienen una
concentracion de iones fosfato de cerca de 20 mmol/L, y una concentracién de cloruro de
sodio dos veces superior a la que se utilizé en este trabajo (7,5 mg/mL), y tomando como
referencia las investigaciones de Beldarrain y colaboradores (2001), podemos esperar que la
estabilidad a altas temperaturas de estas formulaciones sea inferior a la que demostraron las
nuevas formulaciones liquidas de IFNa2b hum-rec que se desarrollaron en este trabajo.

Las nuevas formulaciones liquidas de IFNa2b hum-rec permanecen estables

durante 30 meses en condiciones reales de almacenamiento
El examen visual de las formulaciones en el estudio de estabilidad real indic6 la ausencia de

cambios en el color o la formacion de precipitados durante los 30 meses de almacenamiento.

Ademas, la pureza del IFNa2b hum-rec permanecié superior al 95 % a través de todo el
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estudio y no se encontraron pérdidas en la actividad biolégica, la cual oscil6 entre 6,4 y 15,6
MUI/mL (Tablas 3.13, 3.14), de acuerdo a las especificaciones de calidad (ANEXOS Il y IlI).

Ambas formulaciones se mantuvieron apirogénicas, atoxicas y estériles, el pH se
mantuvo entre 7,2y 7,6 y el contenido del polisorbato 80 y alcohol bencilico permanecio
en el rango que se estableci6 en las especificaciones de calidad de estas preparaciones
(ANEXOS Il y IlIl). Ademas, no se detectaron signos de benzaldehido en la formulacion
gue contenia alcohol bencilico como agente preservante. Todos los resultados se
encontraron dentro de los limites que establece la Organizacion Mundial de la Salud
(WHO, 1988, 1992).

Tabla 3.13. Estabilidad acelerada de la formulacion liquida de IFNa2b hum-rec que contiene
metil y propil parabenos como preservos.

Actividad Biologica RP-HPLC ELISA
(x 10° Ul/mL) (pureza en %) (concentracion en pug/mL)
Meses Lotel lote2 lote3 lotel lote2 lote3 Llotel Lote2 Lote3
0 8,84 9,19 10,15 96,59 98,42 98,13 57,84 61,08 62,18
3 9,15 10,28 8,59 96,43 98,39 98,73 59,54 59,87 59,84
6 8,59 10,48 11,54 95,77 98,13 9752 5542 59,81 60,48
9 9,48 9,38 8,69 9531 97,98 96,23 58,36 62,64 61,55

12 11,15 11,28 10,27 96,83 97,92 96,19 5591 60,44 62,35

18 10,28 10,87 10,58 95,21 9527 9597 57,39 59,87 59,88

24 9,58 9,79 9,87 9539 9571 9542 61,09 62,18 61,09

30 8,97 8,97 9,08 95,61 96,97 96,31 58,75 62,01 62,17
La formulacion se envasé en bulbos 2R. Las muestras se almacenaron a 5 + 3°C y se
analizaron en la Direccion de Calidad del CIGB mediante las siguientes técnicas analiticas:
titulacion antiviral (actividad bioldgica), RP-HPLC, ELISA y la determinacion de pirégenos,
inocuidad, pH, caracteristicas organolépticas, esterilidad, volumen y contenido de polisorbato
80.

Tabla 3.14. Estabilidad acelerada de la formulacion liquida de IFNa2b hum-rec que contiene
alcohol bencilico como preservo.

Actividad Biologica RP-HPLC ELISA
(x 10° Ul/mL) (pureza en %) (concentracion en ug/mL)
Meses Lotel Lote2 Lote3 Lotel Lote2 Lote3 Lotel Lote2 Lote3
0 11,84 9,52 9,82 96,15 97,32 9553 69,48 71,55 68,44
3 12,61 11,91 12,64 9492 96,34 95,34 68,44 70,48 69,18
6 10,52 9,43 9,54 96,33 96,11 9591 63,75 69,75 65,27
9 12,34 10,40 10,93 94,31 9594 96,64 7548 67,22 68,48

12 11,14 8,82 10,72 94,52 9592 9455 65,78 69,08 67,03

18 12,12 11,04 9,82 96,61 97,21 97,23 69,41 65,18 64,99

24 10,31 10,91 11,24 96,53 97,82 97,41 67,09 69,78 68,43

30 12,02 8,32 10,21 95,05 9561 95,13 68,07 71,57 68,11
La formulacion se envasé en bulbos 2R. Las muestras se almacenaron a 5 + 3°C y se
analizaron en la Direccion de Calidad del CIGB mediante las siguientes técnicas analiticas:
titulacion antiviral (actividad bioldgica), RP-HPLC, ELISA y la determinacion de pirégenos,
inocuidad, pH, caracteristicas organolépticas, esterilidad, volumen y contenido de polisorbato
80 y alcohol bencilico.
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Aungue los parabenos no se cuantificaron en estos estudios de estabilidad, los resultados
organolépticos demuestran que no hubo un exceso en la concentracion de estos preservos
en la formulacién, pues la misma permanecio incolora, transparente y libre de particulas
extrafias durante todo el tiempo de almacenamiento. En caso de utilizar una concentracion
mayor a la sefialada probablemente estos excipientes no se hubieran disuelto o hubieran
precipitado en el transcurso del estudio. Por otra parte, tampoco se detectd contaminacion
del producto (mediante el ensayo de esterilidad) en ninguno de los tiempos evaluados, lo que
sugiere que tampoco hubo un defecto en la concentracion de estos excipientes.

En comparacion con las formulaciones patentadas por la compafiia Schering Plough, las
nuevas formulaciones liquidas mostraron una mayor estabilidad en condiciones de anaquel
(Tabla 3.15).

Tabla 3.15. Comparacion de la pureza en condiciones reales, de las formulaciones que se
disefiaron en este trabajo, en comparacion con la formulacion de INTRON A.

Meses INTRONa5+3°C Formulacibnla5+3°C Formulaciéonlla5 +3°C
3 100 % 95,50 % 97,85 %
6 100 % 96,10 % 97,14 %
12 100 % 95,00 % 96,97 %
18 98 % 97,00 % 95,47 %
24 93 % 97,23 % 95,51 %
30 - 95,23 % 96,29 %

Formulacion I: Formulacién con alcohol bencilico como preservo desarrollada en este trabajo.
Formulacién Il: Formulacion con parabenos como preservos desarrollada en este trabajo.

INTRON: Formulacién de INTRON A, de la compafiia Schering Plough (Los datos de estabilidad de
INTRON A se tomaron de la patente de Yuen y Kline, 1999).

Si bien las formulaciones de la compafiia norteamericana mostraron una estabilidad de 24
meses en estas condiciones, la estabilidad de las que se desarrollaron aqui fue seis meses
superior. Ademas, ya a los 24 mesesde almacenamiento el porciento de IFNa2b hum-rec
sin modificar era inferior al 95 % (Tabla 3.15). Las diferencias en este comportamiento
pueden explicarse segun lo discutido en el acapite correspondiente a la estabilidad
acelerada.

A pesar de que la mayoria de las farmacopeas recomiendan el andlisis del IFNa2b hum-rec
por la técnica de RP-HPLC mediante una columna de cadena hidrocarbonada octadecil (18
atomos de carbono), en el CIGB el andlisis se realiza actualmente con columnas con cadena
hidrocarbonada octil (8 atomos de carbono). Debido a su naturaleza menos hidrofébica, las

columnas de 8 a&tomos de carbono son menos resolutivas que aquellas de 18 atomos de
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carbono. Por ello, las sefiales que puedan contaminar la sefial de interés, tienden a una
menor separacion.

Sin embargo, cuando se evalud la pureza de lotes actuales (producidos en el afio 2005) de la
formulacion con alcohol bencilico como preservo, y de lotes producidos en el afio 2003 (24
meses de almacenamiento a 5 + 3°C) mediante una columna de 18 atomos de carbono, los
resultados fueron similares a los que se obtuvieron con una columna de 8 atomos de
carbono (Tabla 3.16, Fig. 3.18).

L, Ello arece indicar, ue
Tabla 3.16. Resultados de determinacion de la pureza de 6 lotes P q

de la nueva formulacion liquida con alcohol bencilico. independientemente de que la
Lote Afo de Pureza por C8  Pureza por C18 .
fabricacion (%) (%) columna de 18 &tomos de
L3301 2003 96,42 96,34 carbono es mas resolutiva que
L3302 2003 96,27 96,18
L3303 2003 97,11 96,89 la de 8 atomos de carbono, la
L5301 2005 97,74 97,71 formulacion con alcohol
L5302 2005 97,42 97,52
L5303 2005 97,27 97,14 bencilico como preservo es

Las muestras se analizaron en el afio 2005 por lo que la pureza de
los lotes fabricados en el afio 2003 se corresponde con 24 meses Capaz ~ de  mantener  la
de envgjemmlento, mientras que la pureza dg I.o.s lotes fabricados estabilidad  (referida  a la
en el afio 2005 se corresponde con el tiempo inicial.

pureza) del IFNa2b hum-rec
dentro de los limites establecidos para formulaciones de este tipo independientemente de la

columna cromatogréfica que se emplee para su evaluacion.
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Figura 3.18. Evaluacion del lote L5301 mediante una columna de 8 4&tomos de carbono (A)
y 18 &tomos de carbono (B).
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Establecimiento de las especificaciones de Control de la Calidad e introduccion en el
sistema productivo

Las especificaciones de calidad para el producto terminado se establecieron de acuerdo a
los requerimientos de la OMS, la EMEA y la ICH, para productos de este tipo (WHO 1988,
1992; ICH, 1999; EMEA, 2002).

También se tuvo en cuenta el comportamiento de ambas formulaciones en los estudios de
estabilidad. Especificamente, la pureza del ingrediente activo permanecié por encima del 95
%, el pH de la formulacién oscil6 entre 7,2 y 7,6, la concentracion de alcohol bencilico varié
entre 8 y 12 mg/mL (para la formulacién que contenia este excipiente como preservo) y la
concentracion de polisorbato 80 se mantuvo entre 0,05y 0,15 mg/mL (para la formulacion
gue contenia metil y propil parabenos como preservos) y entre 0,1 y 0,3 mg/mL (para la
formulacion que contenia alcohol bencilico como preservo). Por otra parte, las formulaciones
se mantuvieron incoloras, transparentes, libres de particulas en suspension, apirogénicas,
atOxicas y estériles.

Si bien algunos de los parametros anteriores (p. €j., pureza, seguridad general, pirdgenos y
esterilidad) estan concretamente establecidos por las diferentes agencias regulatorias,
existen otras propiedades como la actividad biologica cuyos limites deben ser aprobados por
las agencias nacionales competentes (WHO 1988; British Pharmacopoeia, 1998). En este
caso la actividad biolégica también se mantuvo estable en ambas condiciones de
almacenamiento. Sin embargo, debido a la variabilidad del ensayo de determinacion de este
parametro por titulacién antiviral (Ferrero y col., 1994), se decidi6 establecer un rango de
aceptacion entre el 64 y el 156 % del valor nominal. De manera que las formulaciones de
IFNa2b hum-rec formuladas a 10 MUI/mL, deberian mantener una actividad biolégica entre
6,4y 15,6 MUI/mL, para su liberacion como producto terminado.

Sobre esa base se disefaron las especificaciones de calidad antes de su aprobacion por la
Direccion de Calidad del CIGB (ANEXOS Il y 111).

Tras la aprobacion de las especificaciones de calidad de estos productos, se decidio
introducir uno de ellos (la formulacion liquida con alcohol bencilico como preservo) en el
sistema productivo del Centro Nacional de Biopreparados, mediante la fabricacién de cinco
lotes introductorios.

Cuando una formulacién desarrollada a escala de laboratorio o piloto se va a producir a
escala industrial, aparecen nuevas variables que pueden afectar la estabilidad de la misma.

Entre estas variables se pueden citar el aumento en los volimenes de trabajo, el aumento en
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los tiempos de agitacion y disolucion y el aumento en los tiempos de dispensacion. Esto
puede constituir un problema para formulaciones sensibles a determinados factores como el
oxigeno, la luz o la temperatura. Sin embargo, los cinco lotes de la formulacién liquida de
IFNa2b hum-rec con alcohol bencilico como preservo, se liberaron de acuerdo a las
especificaciones de calidad establecidas, y demostraron la consistencia de la formulacion y
el proceso (Tabla 3.17). De esta manera la actividad biolégica de los cinco lotes productivos

cumplié estrictamente con las especificaciones de calidad al encontrarse en el rango de 6,4 a

Tabla 3.17. Resultados de liberacién de los cinco
lotes introductorios de la nueva formulacion liquida
con alcohol bencilico, en el sistema productivo del manufactura en esta escala no afectd la
BIOCEN.

15,6 MUI/mL. Esto indic6é que el proceso de

Pureza _ Actividad Biologica funcion bioldgica de esta proteina.

(%) (MUl/mL) La pureza también se mantuvo estable en
Lote A5301 97,54 9,57
Lote A5302 97,08 10,58 estos lotes y su valor se mantuvo por
tg:g ﬁgggj gggi 19053738 encima del 95 % en todos los casos, de

Lote AS305 97,42 10,48 acuerdo a las especificaciones establecidas.

Finalmente, la totalidad de los lotes fueron
incoloros, transparentes, apirogénicos, atoxicos, estériles, el pH se mantuvo entre 7,2y 7,6,
la concentracién de alcohol bencilico oscil6 entre 8 y 12 mg/mL y la de polisorbato entre 0,1
y 0,3 mg/mL. Con ello se demostré que el proceso de fabricacién a escala industrial no
afect6 ningunos de los parametros de calidad de esta formulacion.
Anélisis econémico
El andlisis econdmico de estos nuevos productos se basé en la determinacién del valor
actual neto (VAN), la tasa interna de rendimiento (TIR) y el plazo de recuperacion (PBP) para
la nueva variante de formulacion liofilizada de IFN alfa 2b.
En la Tabla 3.18 se muestran los resultados del andlisis econémico para el caso base.

Tabla 3.18. Indicadores econémicos para el La determinacién del VAN se encuentra entre los

caso base métodos méas empleados para la evaluacion
VAN TIR PBP L
$1505500.86 79 % 2 afios economica de proyectos. Este factor representa la

diferencia entre los ingresos acumulados durante la
vida del proyecto y los desembolsos producidos durante todos esos afos, ambos
actualizados mediante el tipo de interés para poder comparararlos. Asi, para un interés
determinado, si el VAN es positivo quiere decir que el proyecto proporcionara beneficios por
lo que el rendimiento de la inversidn sera superior al capital invertido en el proyecto. Cuando

el VAN es negativo la conclusion es que los beneficios generados por el proyecto son
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menores que el costo del capital invertido, por lo que no seria conveniente la inversién en
este proyecto en las condiciones indicadas (del Cafio y de la Cruz, 1995).

En este caso el VAN es positivo ($1 505 500,86), por lo que el proyecto, en las condiciones
propuestas, proporcionara beneficios econémicos.

La determinacion del TIR consiste en hallar el tipo de descuento para el cual se igualan los
ingresos actualizados, a los desembolsos, también actualizados. Segun este método, los
proyectos aceptables seran aquellos cuyo TIR sea superior al tipo de interés aplicable a la
inversion, y mas interesantes mientras mayor sea este valor (del Cafio y de la Cruz, 1995).
En este caso se impuso un interés del 10 % y segun se aprecia en la Tabla 3.18, el valor del
TIR para el caso base es de 79%, superior al valor impuesto, lo que hace rentable al
proyecto.

El plazo de recuperacion (PBP) indica el tiempo necesario para recuperar la inversion inicial
mediante los ingresos netos anuales. De las posibles alternativas de inversion, son
preferibles aquellas que presentan plazos de recuperacion menores (del Cafio y de la Cruz,
1995). Para este proyecto se observa que en 2 afios se recuperara la inversion inicial y se
obtendrian ganancias (Tabla 3.18).

Anadlisis de sensibilidad

El andlisis de sensibilidad determina la influencia que tienen, sobre el proyecto, las
variaciones individuales de los datos econdmicos, y permite deducir cuales son las variables
criticas del proyecto. Conviene destacar que el andlisis de sensibilidad no elimina los
posibles errores, pero indica las variables en potencia, mas peligrosas y por tanto cuales son
los factores claves en la decisidn y la realizacion de una inversion.

Los estimados de rentabilidad del proyecto se determinaron atendiendo a la variacion de
algunos de los factores asociados a los principales indicadores econdmicos (Figs. 3.19, 3.20
y 3.21). Estos factores fueron: disminucion de las ventas en un 50 %, disminucion del precio

del producto en un 50 %,

2 000 000 - aumento de los costos de
1 500 000 4 produccion en un 50 %,
;3 1 000 000 4 aumento del interés en un
50 %, aumento de la
< 500 000 - °
inversion en un 50 % vy la
D N T T ! T T T T
combinacién de las cinco
-500 000 - 1 2 4 5 & r
-1 000 000 - Variantes

Figura 3.19. Andlisis del VAN para las diferentes variantes: (VAN en
funcion de las variantes). 1: caso base, 2: disminucién de las ventas en
un 50 %, 3: disminucién del precio en un 50 %, 4: aumento de los costos
en un 50 %, 5: aumento del interés en un 50 %, 6: aumento de la
inversién en un 50 %, 7: combinacién de las variantes.
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variantes anteriores. En todos los casos se compard con el caso que se consideré como
base.

Como se muestra en las Figura 3.19, la disminucion de los precios es el factor que mas
influencia tiene sobre el VAN.

Menos significativos resultaron la disminucién de las ventas y el aumento de los costos y del
interés. Por su parte, la combinacion de las variantes constituy6 el peor de los casos que se
pueda presentar, puesto que el proyecto solo tendria pérdidas sin recuperacion, en el plazo
evaluado.

Al igual que en el caso del VAN, la disminucion de los precios es el factor que més influencia
tiene sobre el TIR (Fig. 3.20).

Por otra parte, aunque la disminucion de las ventas y el aumento de los costos, del interés y
de la inversion afectan este parametro, los valores que se obtienen son adecuados para este

100 tipo de proyecto. Sin

80 4 embargo, la combinacién

60 -

40 una vez mas el peor de los

20 casos, y al igual que en la

0 variante 3 (disminucién del
1 2 3 4 5 6 7

de las variantes constituy6

TIR (%)

precio del producto) el
saldo fue negativo (Fig.
3.20).

Variantes

Figura 3.20. Analisis del TIR para las diferentes variantes. 1: caso base,
2: disminucion de las ventas en un 50 %, 3: disminucion del precio en un
50 %, 4. aumento de los costos en un 50 %, 5: aumento del interés en
un 50 %, 6: aumento de la inversion en un 50 %, 7: combinacion de las
variantes.
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Figura 3.21. Analisis del PBP para las diferentes variantes. 1: caso

Como en los analisis anteriores, la disminucion de los precios es uno de los factores que
5 - mas influencia tiene sobre
el PBP (Fig. 3.21).

3 | También la disminucion de
5 | las ventas y el aumento del
: interés y de la inversion
afectan este parametro, sin
n T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 & 7

PBP (afios)

embargo, los valores que

Variantes se obtienen siguen siendo

adecuados para este tipo

base, 2: disminucion de las ventas en un 50 %, 3: disminucion del precio de proyecto. No obstante,
en un 50 %, 4: aumento de los costos en un 50 %, 5: aumento del L
interés en un 50 %, 6: aumento de la inversién en un 50 %, 7: la  combinaciéon de las

combinacion de las variantes.

variantes constituy6 el peor
de los casos y de manera
similar a variante 3 (disminucién del precio del producto) la inversién no se recupera (Fig.
3.21).

Este andlisis indica que aun cuando los factores evaluados varien con el objetivo de
comprometer la rentabilidad del proyecto, el saldo sera positivo, excepto cuando disminuya
el precio en un 50 % o se combinen las cinco variantes. Por ello se puede afirmar que el
precio del producto constituye el factor mas importante a tener en cuenta en este caso. Si el
precio disminuye el proyecto serd irrentable.

El flujo de caja para cada uno de las variantes se muestra en el ANEXO IV.

Las nuevas formulaciones liquidas de IFNa2b hum-rec son fisica-quimica y
biolégicamente equivalentes al INTRON A

La comparacion de los productos propios con otros de la competencia brinda argumentos
sélidos acerca de su calidad y permite evaluar la posibilidad de usar indistintamente uno u
otro producto en un esquema clinico determinado. Hank y colaboradores compararon la
actividad biologica de dos preparaciones de IL-2 (una suministrada por la compafiia Chiron
Corporation y la otra suministrada por la compafia Hoffman La Roche) para conocer si
podian usarse indistintamente (Hank y col., 1999). Algo similar investigaron Morteza-
Semnani y colaboradores con un agente antioxidante de origen natural (Morteza-Semnani y
col., 2003).
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En este trabajo se evalud la calidad de las nuevas formulaciones de IFNa2b hum-rec, en
comparacion con el producto lider de la competencia (INTRON A). Para ello se determiné la
actividad biolégica (antiviral y antiproliferativa), la pureza (RP-HPLC) vy la
inmunoidentificacion (ELISA) a los 18 meses de almacenamiento.

Segun se muestra en la Tabla 3.19, la actividad antiviral, la inmunoidentificacion y la pureza

de las formulaciones desarrolladas en este trabajo fueron similares a las de INTRON A.

Tabla 3.19. Indicadores de comparacién de tres formulaciones liquidas de IFNa2b hum-rec,
después de 18 meses de almacenamiento.

Producto RP-HPLC ELISA Actividad antiviral
INTRON A 97,3+0,3% 53,5+ 5,6 pg/mL 10,1 + 1,7 x 10° Ul/mL
HEBERON | 97,1+04 % 61,7 £ 4,3 pg/mL 10,5+ 1,9 x 10° Ul/mL
HEBERON Il 97,4+0,3% 65,84 + 5,4 pg/mL 10,3 + 1,4 x 10° Ul/mL
P (a 0.05) 0,32 (NS) 0,55 (NS) 0,61 (NS)

Las muestras se analizaron por triplicado (RP-HPLC y ELISA) o seis veces (determinacién de
la actividad antiviral).

Los resultados se analizaron mediante el test de Kruskal-Wallis (Sigarroa, 1985). Las
diferencias entre los resultados obtenidos se consideraron significativas cuando P<0,05.
HEBERON ALFA R |: Formulacidon de IFNa2b hum-rec que contenia alcohol bencilico como

agente preservante.
HEBERON ALFA R II: Formulacién de IFNa2b hum-rec que contenia metil y propil parabenos
como agentes preservantes.

Esta similitud también se observo en relacion con la actividad antiproliferativa (Fig. 3.22).
Estos resultados demuestran la equivalencia de estas formulaciones desde el punto de vista
fisico-quimico y bioldgico, al menos, a los 18 meses de almacenamiento en condiciones de

estante.
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Fi
gura 3.22. Actividad antiproliferativa de tres formulaciones de IFNa2b hum-rec (INTRON A,
HEBERON | y HEBERON II).
El analisis se baso en la capacidad del IFNa2b hum-rec para inhibir el crecimiento de las células
Daudi (Prummer y col., 1994). Se realizaron 6 réplicas de las determinaciones.

La equivalencia entre estas formulaciones pudiera carecer de sentido dadas las diferencias
en cuanto a sus respectivas composiciones. Sin embargo, Yuen y Kline ya habian
demostrado la estabilidad de la formulacién de Schering Plough en condiciones de estante
(Yuen y Kline, 1999). Por otra parte, la estabilidad de las formulaciones liquidas que se
desarrollaron en este trabajo quedé fehacientemente demostrada en el acapite
correspondiente.

La calidad del ingrediente activo es otra de las variables que puede propiciar las diferencias
entre los productos terminados. Si bien la calidad del ingrediente activo del INTRON A se ha
demostrado a través de las patentes de esta compafia (Yuen y Kline, 1998, 1999), en un
estudio del afio 2001, Beldarrain y colaboradores demostraron la calidad fisico-quimica de la
molécula producida en el CIGB. Por otra parte, Santana y colaboradores investigaron las
diferencias entre varias preparaciones de IFNa2b hum-rec entre las que se incluian el
INTRON A, el Bioferon y el Interimmun, con respecto al ingrediente activo que se produce en

el CIGB. Estos autores encontraron que el interferbn cubano mostrd caracteristicas muy
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similares al INTRON A y mayor homogeneidad que el Bioferon y el Interimmun (Santana y
col., 1999b).

El resultado de este trabajo no sélo confirma los datos obtenidos por Santana vy
colaboradores, sino que ademas los enriquece pues demuestra la equivalencia de estas dos
moléculas a nivel de formulaciones comerciales.

Consideraciones finales

Otros trabajos se han asociado a por lo menos, una de las formulaciones obtenidas en esta
investigacion.

En el afio 2003 el CECMED aprobo el registro sanitario de la formulacién liquida de IFNa2b
hum-rec con alcohol bencilico como preservo (Autobibliografia). Desde esa fecha, se emplea
en nuestro pais en diferentes estudios clinicos. Uno de los ejemplos mas significativos y
trascendentales fue su uso en la epidemia de conjuntivitis hemorragica que padecid el pais
en el afo 2003.

La obtencion de esta misma formulacion propicié ademas la firma de una empresa mixta

entre Cuba y la Republica Popular China para la produccion de IFNa2b hum-rec (ANEXO V).

Por otra parte, en el afio 2004, Garcia-Garcia y colaboradores publicaron un estudio de
bioequivalencia entre la misma formulacion y el INTRON A, en voluntarios sanos (Garcia-
Garcia y col.,, 2004). En este trabajo encontraron que ambas formulaciones eran
bioequivalentes entre si (ANEXO VI).

Actualmente se realizan nuevos estudios de estabilidad con esta formulacion, y recientes
reportes indican que puede permanecer estable durante 1 mes cuando se almacena a 37 £
2°C (Comunicacion personal; Maribel Vega, Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, 9
de Junio del 2005).

Por su parte, la formulacién que presenta metil y propil parabenos como preservos también
tiene ventajas sobre muchas de las formulaciones existentes en el mercado que son
liofilizadas y presentan ASH como estabilizante.

Al igual que la formulacion con alcohol bencilico, este nuevo producto no contiene ASH, por
lo que se eliminan los riesgos que significan emplearla en formas parenterales. Ademas, se
presenta en solucién con lo que disminuyen considerablemente los costos de produccion.
Por otra parte, este nuevo producto presenta ventajas sobre la formulacion liquida con
alcohol bencilico ya registrada desde el punto de vista farmacoldgico y quimico-farmacéutico.
Se ha reportado que el alcohol bencilico puede provocar problemas en nifios por lo que el

uso de esta formulacién estaria limitado en ese sentido (Brown y col., 1982; Gershanik y col.,
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1982; Jardine y Rogers, 1989). Con la nueva formulacion que contiene parabenos en lugar
de alcohol bencilico se elimina totalmente esta dificultad.

Ademas, los parabenos son compuestos mas estables que el alcohol bencilico debido a su
naturaleza (son ésteres del &cido p-hidroxibenzoico), por lo que su oxidacion no se
produciria con tanta facilidad como en el caso del alcohol bencilico. Debido a ello podemos
considerar que la nueva formulacion es mas estable de modo que el ingrediente activo tiene
menos factores que propicien su inestabilidad fisico-quimica. Actualmente se esta solicitando
la autorizacion de estudios clinicos de esta nueva formulacion al CECMED con el objetivo de

lograr su registro a corto plazo.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

>

Se disefiaron dos formulaciones liquidas de IFNa2b hum-rec con una estabilidad
superior a la que reporta la compafia Schring Plough para el INTRON A, producto
lider del mercado.

Las dos formulaciones que se disefiaron fueron estables durante 30 meses en
condiciones de vida de estante (5 + 3°C) lo cual garantiza su uso clinico durante ese
tiempo.

Las dos formulaciones que se disefiaron fueron estables durante dos meses en
condiciones aceleradas de almacenamiento (28 + 2°C) lo cual garantiza su
estabilidad durante circunstancias no programadas como fallos de la cadena de frio.
La produccién de ambas formulaciones resulta sumamente atractiva desde el punto
de vista econémico.

Las dos formulaciones tienen una calidad fisico-quimica y biolégica comparable al

producto lider del mercado (INTRON A) aunque una estabilidad superior.

Pé4g. 106



RECOMENDACIONES



RECOMENDACIONES

> Caracterizar por espectrometria de masas y determinacion de la actividad biol6gica
los productos de modificacion del IFNa2b hum-rec cuya naturaleza no esta bien
dilucidada.

» Determinar si el contacto con los tapones de clorobutilo incrementa los niveles de
metales en la solucion.

> Determinar qué aminoacidos del IFNa2b hum-rec se oxidan en presencia de metales
asi como su influencia en la agregacion y la actividad biol6gica de esta citoquina.

> Establecer un método para determinar la concentracion del metil y el propil parabeno

en la formulacién que contiene estos excipientes como preservos.
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ANEXO I: Especificaciones de calidad del ingrediente farmacéutico activo de IFNa2b hum-

rec.

Especificaciones de calidad

requeridas para la

farmacéutico activo de IFNa2b hum-rec.

liberacion del

ingrediente

Ensayo Referencia Limite de aceptacién
- - PPO 4.09.140.98* Liquido incoloro transparente, libre
Caracteristicas Organolépticas . -
BP 98 de particulas en suspensién

Actividad Especifica

Proteinas contaminantes de E. coli

Inmunoidentificacion, método de
ELISA

Determinacion de ADN contaminante
por Dot-Blot

Determinacion de pureza por RP-
HPLC

Determinacion de pureza por
SDS/PAGE

Pirégenos

Esterilidad

P.P.O. 4.09.008.91*
P.P.O. 4.09.002.91*
P.P.O. 4.09.307.96*
P.P.O. 4.09.066.93*

P.P.O. 4.09.036.91*

P.P.O. 4.09.080.91*

P.P.O. 4.09.020.91*

P.P.O. 4.09.004.91*

PNO 07.002**
USP 27

P.P.O. 4.09.028.92
*USP 27

> 1,4 x 10% Ul/mg

<100 ng/dosis

Identificado

< 10 pg/dosis

Pico mayoritario correspondiente
al IFNa 2b Hu-r en el tiempo de
retencion esperado

> 98 %; < 2% agregaciones
moleculares sin degradacion

Pasa la prueba

Pasa la prueba

* Procedimientos patrones de operaciones del CIGB
** Procedimientos normalizados de operaciones del Centro Nacional de Biopreparados
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ANEXO IlI: Especificaciones de calidad de la formulacién liquida de IFNa2b hum-rec con

parabenos COmo preservos.

Especificaciones de calidad requeridas para la liberacién de la formulacién liquida de
IFNa2b hum-rec con metil y propil parabenos como preservos.

Ensayo Referencia Limite de aceptacion
Caracteristicas Organolépticas Método visual Liquido incoloro, transparente y
PPO 4.09.140.98* libre de particulas en suspension
PNO 07.002**
Pir6genos USP 27 Pasa la prueba

Dosis Conejo 150 000 Ul/Kg
PNO 07.001**

Seguridad General BP 98 Pasa la prueba
Dosis 600 000 Ul/animal
Actividad Bioldgica PPO 4.09.230.94* De 6,4 a 15,6 x 10° Ul/mL
. e ELISA .
Inmunoidentificacion PPO 4.09.036.91* Identificado
HPLC-RP o
Pureza PPO 4.09.020.91* = 95%
Método filtracién por membrana
Esterilidad PPO 4.09.274.94* Pasa la prueba
USP 27
PPO 4.09.068.92*
pH USP 27 De7,2a7,4
PNO 01.028**
Volumen USP 27 No menor de 1 mL
Contenido de polisorbato 80 PPO 4.09.063.01* De 0,005 a 0,015 %

* Procedimientos patrones de operaciones del CIGB
** Procedimientos normalizados de operaciones del Centro Nacional de Biopreparados



ANEXOS

ANEXO Ill: Especificaciones de calidad de la formulacién liquida de IFNa2b hum-rec con

alcohol bencilico como preservos.

Especificaciones de calidad requeridas para la liberacion de la formulacién liquida de IFNa2b

hum-rec con acohol bencilico como preservos.

Ensayo Referencia

Limite de aceptacion

Método visual
PPO 4.09.140.98*
PNO 07.002**
USP 27
Dosis Conejo 150 000 Ul/Kg
PNO 07.001**
BP 98
Dosis 600 000 Ul/animal
PPO 4.09.230.94*

Caracteristicas Organolépticas

Pirégenos

Seguridad General

Actividad Bioldgica

Inmunoidentificacion ELISA

PPO 4.09.036.91*

Pureza HPLC-RP
PPO 4.09.020.91*
Método filtracion por membrana

Esterilidad PPO 4.09.274.94*
USP 27

pH PPO 4.09.068.92*
USP 27

volumen PNO 01.028**

USP 27

Determlnacm,n. de alcohol PPO 4.09.149 03*
bencilico

Contenido de polisorbato 80 PPO 4.09.063.01*

Liquido incoloro, transparente y
libre de particulas en suspension

Pasa la prueba

Pasa la prueba

De 6,4 a 15,6 x 10° Ul/mL

Identificado

> 95%
Pasa la prueba

De7,2a7,6
No menor de 1 mL

De0,8al2%
De 0,005 a 0,015 %

* Procedimientos patrones de operaciones del CIGB

** Procedimientos normalizados de operaciones del Centro Nacional de Biopreparados
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ANEXO IV: Flujo de caja para cada uno de las variantes analizadas

Flujo de caja para el caso base.

AfioS Volumen Venta  Ventas Costos Ganancias Impuestos Factorde Inversion Ganancia neta Flujo efectivo NPV
(bbos) ($) ($) ($) ($) descuento ($) ($) descontado ($) ($)

0 - $0 $0 $0 0 1 $256 710 -$256 710 -$ 256 710 -$ 256 710
1 100 000 $395000 $199800 $195200 93696 0,909091 $0 $ 101 504 $92 276 -$ 164 434
2 200 000 $790000 $399600 $390400 187392 0,826446 $0 $ 203 008 $ 167 775 $3342

3 300 000 $1185000 $599400 $ 585600 281088 0,751315 $0 $ 304 512 $ 228 784 $ 232126
4 400 000 $1580000 $799200 $ 780800 374784 0,683013 $0 $ 406 016 $ 277 314 $ 509 440
5 400 000 $1580000 $799200 $ 780800 374784 0,620921 $0 $ 406 016 $ 252104 $ 761 544
6 400 000 $1580000 $799200 $ 780800 374784 0,564474 $0 $ 406 016 $ 229185 $990 730
7 400 000 $1580000 $799200 $ 780800 374784 0,513158 $0 $ 406 016 $ 208 350 $1 199 080
8 300 000 $1185000 $599400 $585600 281088 0,466507 $0 $ 304 512 $ 142 057 $1341137
9 200 000 $790000 $399600 $ 390400 187392 0,424098 $0 $ 203 008 $ 86 095 $ 1427 232
10 200 000 $790000 $399600 $ 390400 187392 0,385543 $0 $ 203 008 $ 78 268 $ 1 505 501

Volumen de venta maximo

Precio
Costo unitario
Inversion
Interés
Tasa impositiva

$3,95
$2,00
$256 710
10%
48 %

400 000 bulbos
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Flujo de caja para una disminucién de las ventas del 50 %.

Afios Volumen Ventas Ventas Costos Ganancias Impuestos Factorde Inversion Ganancianeta Flujo efectivo NPV ($)
(bbos) ($) ($) ($) ($) descuento (%) ($) descontado ($)
0 - $0 $0 $0 0 1 $ 256 710 -$ 256 710 -$ 256 710 -$ 256 710
1 50 000 $197500 $99900 $97 600 46848 0,90909091 $0 $50 752 $ 46 138 -$ 210572
2 100 000 $395000 $199800 $ 195200 93696 0,82644628 $0 $ 101 504 $ 83 888 -$ 126 684
3 150 000 $592 500 $299 700 $ 292800 140544 0,7513148 $0 $ 152 256 $ 114 392 -$ 12 292
4 200 000 $ 790 000 $399 600 $ 390400 187392 0,68301346 $0 $ 203 008 $ 138 657 $ 126 365
5 200 000 $ 790 000 $ 399600 $ 390400 187392 0,62092132 $0 $ 203 008 $ 126 052 $ 252 417
6 200 000 $ 790 000 $399 600 $ 390400 187392 0,56447393 $0 $ 203 008 $ 114 593 $ 367 010
7 200 000 $ 790 000 $ 399600 $ 390400 187392 0,51315812 $0 $ 203 008 $104 175 $471 185
8 150 000 $592 500 $299 700 $ 292800 140544 0,46650738 $0 $ 152 256 $ 71029 $ 542 214
9 100 000 $395000 $199800 $ 195200 93696 0,42409762 $0 $ 101 504 $43 048 $ 585 261
10 100 000 $ 395000 $199800 $ 195200 93696 0,38554329 $0 $ 101 504 $39134 $ 624 395

Volumen de venta maximo

Precio
Costo unitario
Inversiéon
Interés
Tasa impositiva

200 000 bulbos

$3,95
$2,00
$256 710
10%
48 %



ANEXOS

Flujo de caja para una disminucién del precio del 50 %.

Afios Volumen Ventas Costos Ganancias Impuestos Factorde Inversién Ganancianeta Flujo efectivo NPV ($)
Ventas (bbos) ($) ($) ($) ($) descuento ($) ($) descontado ($)
0 - $0 $0 $0 0 1 $ 256 710 -$ 256 710 -$ 256 710 -$ 256 710
1 100 000 $ 197500 $199800 -$2300 -1104 0,90909091 $0 -$1196 -$ 1087 -$ 257 797
2 200 000 $395000 $399600 -$4600 -2208 0,82644628 $0 -$ 2 392 -$1977 -$ 259 774
3 300 000 $592500 $599400 -$6900 -3312 0,7513148 $0 -$ 3588 -$2 696 -$ 262 470
4 400 000 $ 790000 $799200 -$9 200 -4416 0,68301346 $0 -$4784 -$ 3268 -$ 265 737
5 400 000 $790000 $799200 -$9 200 -4416 0,62092132 $0 -$4784 -$2970 -$ 268 708
6 400 000 $ 790000 $799200 -$9 200 -4416 0,56447393 $0 -$4784 -$2 700 -$ 271 408
7 400 000 $790000 $799200 -$9 200 -4416 0,51315812 $0 -$4784 -$2 455 -$ 273 863
8 300 000 $592500 $599 400 -$6900 -3312 0,46650738 $0 -$ 3588 -$1674 -$ 275 537
9 200 000 $395000 $399 600 -$4600 -2208 0,42409762 $0 -$ 2 392 -$1014 -$ 276 552
10 200 000 $ 395000 $399 600 -$4 600 -2208 0,38554329 $0 -$ 2 392 -$ 922 -$ 277 474
Volumen de venta maximo 200000 bulbos
Precio $1,98
Costo unitario $2,00
Inversién $256 710
Interés 10%

Tasa impositiva 48 %



ANEXOS

Flujo de caja para un aumento de los costos del 50 %.

Afios Volumen Ventas Costos Ganancias Impuestos Factor de Inversidn Ganancia neta Flujo efectivo NPV ()
Ventas (bbos) (%) ($) ($) ($) descuento ($) ($) descontado ($)
0 - $0 $0 $0 0 1 $ 256 710 -$ 256 710 -$ 256 710 -$ 256 710
1 100 000 $395000 $299700 $95300 45744 0,90909091 $0 $ 49 556 $ 45051 -$ 211 659
2 200 000 $790000 $599400 $ 190600 91488 0,82644628 $0 $99 112 $81911 -$ 129 748
3 300 000 $1185000 $899100 $ 285900 137232 0,7513148 $0 $ 148 668 $ 111 696 -$ 18 052
4 400 000 $1580000 $1198800 $ 381200 182976 0,68301346 $0 $ 198 224 $ 135390 $ 117 338
5 400 000 $1580000 $1198800 $ 381200 182976 0,62092132 $0 $ 198 224 $ 123082 $ 240 419
6 400 000 $1580000 $1198800 $ 381200 182976 0,56447393 $0 $ 198 224 $ 111 892 $ 352 312
7 400 000 $1580000 $1198800 $ 381200 182976 0,51315812 $0 $ 198 224 $101 720 $ 454 032
8 300 000 $1185000 $899100 $ 285900 137232 0,46650738 $0 $ 148 668 $ 69 355 $ 523 387
9 200 000 $790000 $599400 $ 190600 91488 0,42409762 $0 $99 112 $42 033 $ 565 420
10 200 000 $790000 $599400 $ 190600 91488 0,38554329 $0 $99 112 $38212 $ 603 632
Volumen de venta maximo 400 000 bulbos
Precio $3,95
Costo unitario $3,00
Inversién $256 710
Interés 10%
Tasa impositiva 48 %



ANEXOS

Flujo de caja para un aumento del interés del 50 %.

Afios Volumen Ventas Costos Ganancias Impuestos Factorde Inversion Ganancia neta Flujo efectivo NPV (8)
Ventas (bbos) ($) ($) ($) ($) descuento ($) ($) descontado ($)
0 - $0 $0 $0 0 1 $256 710 -$256 710 -$ 256 710 -$ 256 710
1 100 000 $395000 $199800 $ 195200 93696 0,86956522 $0 $ 101 504 $ 88 264 -$ 168 446
2 200 000 $790000 $399600 $ 390400 187392 0,75614367 $0 $ 203 008 $ 153 503 -$ 14 942
3 300 000 $1185000 $599400 $585600 281088 0,65751623 $0 $ 304 512 $ 200 222 $ 185 279
4 400 000 $1580000 $ 799200 $ 780800 374784 0,57175325 $0 $ 406 016 $232 141 $417 420
5 400 000 $1580000 $ 799200 $ 780800 374784 0,49717674 $0 $ 406 016 $ 201 862 $619 282
6 400 000 $1580000 $ 799200 $ 780800 374784 0,4323276 $0 $ 406 016 $ 175532 $ 794 814
7 400 000 $1580000 $ 799200 $ 780800 374784 0,37593704 $0 $ 406 016 $ 152 636 $ 947 450
8 300 000 $1185000 $599400 $585600 281088 0,32690177 $0 $ 304 512 $ 99 546 $ 1046 996
9 200 000 $790000 $399600 $ 390400 187392 0,28426241 $0 $ 203 008 $ 57 708 $1104 703
10 200 000 $790 000 $399 600 $ 390400 187392 0,24718471 $0 $ 203 008 $ 50 180 $1154884

Volumen de venta maximo

Precio $3,95
Costo unitario $2,00
Inversion $256 710
Interés 15%
Tasa impositiva 48 %

400 000 bulbos



ANEXOS

Flujo de caja para un aumento de la inversién del 50%.

AfioS Volumen Ventas Costos Ganancias Impuestos Factorde Inversion Ganancia neta Flujo efectivo NPV ($)
Ventas (bbos) ($) ($) ($) ($) descuento ($) ($) descontado ($)
0 - $0 $0 $0 0 1 $ 385 065 -$ 385 065 -$ 385 065 -$ 385 065
1 100 000 $395000 $199800 $ 195200 93696 0,90909091 $0 $ 101 504 $92 276 -$292 789
2 200 000 $790000 $399600 $ 390400 187392 0,82644628 $0 $ 203 008 $ 167 775 -$ 125 013
3 300 000 $1185000 $599400 $ 585600 281088 0,7513148 $0 $ 304 512 $ 228 784 $103771
4 400 000 $1580000 $ 799200 $ 780800 374784 0,68301346 $0 $ 406 016 $ 277 314 $ 381 085
5 400 000 $ 1580000 $799200 $ 780800 374784 0,62092132 $0 $ 406 016 $ 252 104 $ 633 189
6 400 000 $1580000 $ 799200 $ 780800 374784 0,56447393 $0 $ 406 016 $ 229 185 $ 862 375
7 400 000 $ 1580000 $799200 $ 780800 374784 0,51315812 $0 $ 406 016 $ 208 350 $1070725
8 300 000 $1185000 $599400 $585600 281088 0,46650738 $0 $ 304 512 $ 142 057 $1212782
9 200 000 $790000 $399600 $ 390400 187392 0,42409762 $0 $ 203 008 $ 86 095 $ 1298877
10 200 000 $ 790 000 $399 600 $ 390400 187392 0,38554329 $0 $ 203 008 $ 78 268 $ 1377146

Volumen de venta maximo

Precio
Costo unitario
Inversién
Interés
Tasa impositiva

$3,95
$2,00

400 000 bulbos

$385 065

10 %
48 %



ANEXOS

Flujo de caja para la combinacién de todas las variantes.

Volumen Ventas Ventas Costos Ganancias Impuestos Factorde Inversidbn Ganancia neta Flujo efectivo

Ahos (bbos) ($) ($) ($) ($) descuento ($) ($) descontado ($) NPV ($)
0 - $0 $0 $0 0 1 $ 385 065 -$ 385 065 -$ 385 065 -$ 385 065
1 50 000 $98 750 $149850 -$51100 -24528 0,86956522 $0 -$ 26572 -$ 23106 -$408 171
2 100 000 $ 197 500 $299 700 -$ 102 200 -49056 0,75614367 $0 -$53 144 -$40 184 -$ 448 356
3 150 000 $ 296 250 $449550 -$ 153 300 -73584 0,65751623 $0 -$79716 -$52 415 -$ 500 770
4 200 000 $ 395 000 $599 400 -$204 400 -98112 0,57175325 $0 -$ 106 288 -$60 771 -$561 541
5 200 000 $ 395 000 $599 400 -$204 400 -98112 0,49717674 $0 -$ 106 288 -$52 844 -$ 614 385
6 200 000 $ 395000 $599 400 -$204 400 -98112 0,4323276 $0 -$ 106 288 -$ 45 951 -$ 660 336
7 200 000 $ 395 000 $599 400 -$204 400 -98112 0,37593704 $0 -$ 106 288 -$ 39 958 -$ 700 293
8 150 000 $ 296 250 $ 449550 -$ 153 300 -73584 0,32690177 $0 -$79716 -$ 26 059 -$ 726 353
9 100 000 $ 197500 $299 700 -$102 200 -49056 0,28426241 $0 -$53 144 -$ 15 107 -$ 741 460
10 100 000 $ 197 500 $ 299 700 -$ 102 200 -49056 0,24718471 $0 -$53 144 -$13 136 -$ 754 596
Volumen de Venta maximo 200 000 bulbos

Precio $1,98

Costo unitario $3,00
Inversion $385 065

Interés 15 %

Tasa impositiva 48 %



ANEXOS
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ANEXOS

ANEXO VI: Primera pagina de Garcia-Garcia y col., 2004.
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