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SÍNTESIS 

En este trabajo de Tesis se investigó la estabilización del factor de crecimiento epidérmico humano 

recombinante (EGFhr) en una formulación parenteral, para utilizarla en el tratamiento de la cicatrización. 

La combinación de los ensayos de cromatografía líquida de alta resolución en fase inversa, electroforesis 

en ausencia de dodecilsulfato de sodio, espectrometría de masas en modo de electronebulización, ELISA 

y ensayo de proliferación celular permiten una evaluación apropiada de la estabilidad del EGFhr. Las 

principales rutas de degradación del EGFhr identificadas fueron la desamidación de la Asn1 y la oxidación 

de la Met21 a sulfóxido. La mayor estabilidad química, coloidal y del plegamiento del EGFhr, durante la 

exposición a 50 ± 2 °C, se encontró a pH cercano a 7,0; en los tampones fosfato de sodio y Tris-HCl a 

100 mM. La principal incompatibilidad de esta proteína se encontró con los azúcares reductores, los 

polisorbatos y el polietilenglicol, ya que incrementan la oxidación del EGFhr. No obstante, a pH 7,0 

ocurrió la desamidación de la Asn1 a una velocidad de 3,43 %/mes a 5 ± 3 °C, lo cual dificulta el logro de 

una formulación líquida estable a largo plazo. La combinación de la sacarosa (15 mg/mL) con la 

Dextrana 40 (5 mg/mL) en tampón fosfato de sodio a pH 7,0 y 10 mM permitió la estabilización del 

EGFhr durante la liofilización, y aumentó su estabilidad durante el almacenamiento a 50 ± 2 °C. Dicha 

formulación se puede liofilizar con facilidad a temperaturas del producto inferiores a −30,8 °C, durante el 

secado primario, alcanzando niveles de humedad residual menores del 5,0 %. El producto se reconstituye 

en menos de 20 s, dando lugar a una solución transparente con conteo de partículas subvisibles inferior a 

3000, para partículas mayores o iguales a 10 µm, y a 50 para partículas mayores o iguales a 25 µm. Se 

demostró que el EGFhr en la formulación desarrollada mantiene la estabilidad durante las operaciones 

tecnológicas de mezclado, esterilización por filtración, liofilización, y simulación de la inyección. La 

evaluación en espectrometría de masas del EGFhr evidenció que la proteína liofilizada se mantiene intacta 

después de 15 días de almacenamiento a 50 ± 2 °C. La desamidación de la Asn1 en la formulación 

liofilizada se reduce a medida que disminuye la humedad residual y la temperatura de almacenamiento, 

con 0,43 %/mes a 25 ± 2 °C para una humedad residual cercana al 3,0 %. El material de envase secundario 

(cartón con barniz ultravioleta (UV)) fue capaz de brindar una protección efectiva al producto, frente al 

efecto de la exposición a la luz blanca/UV. La formulación liofilizada fue estable durante al menos 2 años a 

5 ± 3 °C, y 6 meses a 25 ± 2 °C. Después de su reconstitución con agua para inyectables o con solución 

salina fisiológica, el producto mantuvo la estabilidad física, química y biológica durante 24 h a 5 ± 3 °C. 

Estos resultados demuestran la factibilidad de la estabilización del EGFhr mediante la modulación de los 

factores extrínsecos a la proteína y de los parámetros de los procesos de formulación y liofilización. 
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INTRODUCCIÓN  

La úlcera del pie diabético (UPD) es una complicación significativa de la diabetes, con una incidencia 

anual de 3,0-4,0 %  (Rankin y cols., 2015). En el 2013, 382 millones de personas padecían diabetes 

mellitus; y se espera que se incremente a 592 millones en el 2035 (Guariguata y cols., 2014). Se estima 

que hasta el 15,0 % de los pacientes diabéticos desarrolla UPD, y entre el 10,0 y el 30,0 % de los 

pacientes con UPD requerirán la amputación del miembro afectado (Aumiller y Dollahite, 2015). La tasa 

de mortalidad a los 5 años tras la amputación de una extremidad inferior, es de 50-60 % (Hinchliffe y 

cols., 2016). El costo promedio anual del tratamiento de la UPD, por paciente, es de 10 604 dólares 

americanos (Schirr-Bonnans y cols., 2016).  

Debido a la pobre cicatrización de las UPD, en adición a la terapia estándar, que consiste en 

desbridamiento y cirugía, se ha propuesto el uso de tecnologías de avanzada y de tratamientos adyuvantes. 

Entre las tecnologías de avanzada destacan el uso de sustitutos de piel, de vendajes especializados 

(hidrocoloides, hidrogeles, películas adhesivas semipermeables), la terapia con oxígeno hiperbárico y los 

dispositivos de presión negativa, entre otros (Veves y cols., 2001; Boateng y cols., 2008; Game y cols., 

2012; Yildirimer y cols., 2012). Entre los tratamientos adjuvantes se incluyen  medicamentos tópicos con 

compuestos antimicrobianos y factores de crecimiento (Smiell y cols., 1999; Brem y cols., 2004; Hong y 

cols., 2006; Barrientos y cols., 2008). En su mayoría, estos productos se han estudiado solo en heridas 

pequeñas y de origen neuropático, y en muy pocos casos se ha demostrado su eficacia para el cierre de las 

UPD mediante ensayos clínicos aleatorios controlados. De ahí que la amputación siga siendo un resultado 

previsible para las UPD grandes y avanzadas, más aún en presencia de isquemia (Armstrong y cols., 

2011; Blume y cols., 2011).  

Uno de los tratamientos adyuvantes de las UPD es el uso del factor de crecimiento epidérmico (EGF), que 

ejerce una potente actividad mitogénica sobre diversos tipos de células epiteliales, fibroblastos y 

hepatocitos, a través de su enlace a un receptor específico en la membrana celular con actividad tirosina 

quinasa (Bazley y Gullick, 2005). Este factor de crecimiento estimula la proliferación de los fibroblastos, 

queratinocitos y las células del endotelio vascular, que intervienen en el proceso de cicatrización (Brown 

y cols., 1989; Werner y Grose, 2003). Por sus potencialidades terapéuticas, el EGF humano (EGFh) se 

obtuvo por vía recombinante (EGFhr) mediante la expresión en levaduras y bacterias (Brake y cols., 

1984; Cinza y cols., 1991; Yoon y cols., 1997; Razis y cols., 2008; Valdés y cols., 2009). Las principales 

aplicaciones de esta proteína se han dirigido al desarrollo de productos tópicos y orales (Ulubayram y 

cols., 2001; Wong y cols., 2001; Çelebi y cols., 2002; Kim y cols., 2002).  
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La racionalidad para el uso del EGFhr en el tratamiento de las UPD radica en el déficit de factores de 

crecimiento (entre ellos el EGF) en las heridas de los pacientes diabéticos (Clark, 2008); y las acciones 

citoprotectoras, estimuladoras del crecimiento y promotoras de la cicatrización de dichos factores, entre 

ellas la angiogénesis (Grazul-Bilska y cols., 2003). Por otra parte, la biodisponibilidad del EGFhr en el 

tejido de las heridas es limitada por la presencia de proteoasas en las heridas crónicas (Mast y Schultz, 

1996; Saarialho-Kere, 1998; Trengove y cols., 1999). El uso clínico del EGFhr administrado por vía 

tópica ha sido poco efectivo, posiblemente debido a su baja biodisponibilidad local (Falanga, 1992; 

Falanga y cols., 1992).  

La administración intralesional del EGFhr en las heridas crónicas incrementó su biodisponibilidad con 

respecto a las aplicaciones tópicas, y por consiguiente, favoreció una mayor formación de tejido de 

granulación y el cierre de las heridas. Varios ensayos clínicos han confirmado esta hipótesis (Berlanga y 

cols., 2003; Berlanga y cols., 2006; Fernandez-Montequín y cols., 2009). Además, la expresión del 

receptor de EGFh se desarrolla en forma de gradiente, desde las capas profundas de las heridas hacia las 

superficiales (Berlanga‐Acosta, 2011; López-Saura y cols., 2011). La utilidad del EGFhr para la 

cicatrización de las UPD, mediante su administración intralesional, hace necesario la obtención de una 

formulación parenteral estable de EGFhr, que cumpla con los estándares vigentes exigidos por las 

entidades reguladoras de medicamentos. En toda la literatura revisada hasta la fecha no hay precedente 

con relación al desarrollo de una formulación parenteral estable de EGFhr. 

Sin embargo, la obtención de tal formulación requiere del estudio y análisis de diversas variables y 

fenómenos moleculares. Por su estructura compleja, las proteínas son moléculas lábiles, susceptibles a 

procesos de inestabilización química (desamidación/isomerización, oxidación, hidrólisis), de 

desnaturalización, de adsorción a superficies y de agregación o precipitación (Carpenter y Manning, 2002; 

Capelle y cols., 2007; Manning y cols., 2010). Estos procesos son inducidos por el estrés generado 

durante la producción, formulación, almacenamiento y administración (Frokjaer y Otzen, 2005; Jiskoot y 

cols., 2012; Roberts, 2014). La estabilización de las proteínas permite que se alcancen los niveles de 

seguridad, de eficacia y de tiempo de vida útil para su uso como medicamentos (Weiss y cols., 2009; 

Manning y cols., 2010). De hecho, para lograr la comercialización efectiva de un medicamento es 

necesario garantizar su estabilidad, como mínimo, durante 24 meses en condiciones refrigeradas              

(5 ± 3 °C) (Chang y Hershenson, 2002).  

En la actualidad, y pese a los progresos en el campo de las formulaciones de proteínas, aún no existe una vía 

simple para su desarrollo. Por ello, para lograr una preparación estable de las proteínas para la terapéutica, 

se deben tener en consideración varios factores importantes como temperatura, pH, tampones, concentración 
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de la proteína, excipientes, fuerza iónica, y los fenómenos interfaciales, entre otros (Wang, 1999; Wang, 

2000; Frokjaer y Otzen, 2005; Wang y cols., 2014). La mayoría de las proteínas presentan estabilidad 

limitada, particularmente en estado líquido (Wang, 1999). La liofilización es una alternativa de 

estabilización para las proteínas de interés farmacéutico, y en particular para las que tienen estabilidad 

reducida, debido a su estructura frágil (Arakawa y cols., 2001; Maltesen y Van De Weert, 2008). A su vez, 

la estabilización de las proteínas para la terapéutica continúa siendo un reto, y responde a las especificidades 

de cada molécula debido a sus diferencias estructurales tan grandes. 

En particular, en el EGFhr hay muchos sitios potenciales de degradación. Se pueden identificar varios 

residuos de aminoácidos lábiles a la oxidación, la desamidación, y a la formación de succinimida y la 

isomerización. También se encuentran secuencias características de hidrólisis ácido/base, y la presencia de 

tres enlaces susceptibles al intercambio de enlaces disulfuro (Manning y cols., 1989). Varios estudios 

informan sobre la inestabilidad del EGFhr. Se ha encontrado la desamidación de la Asn1, la formación de una 

succinimida estable en el Asp11, la oxidación de la Met21 a sulfóxido, la hidrólisis ácida del extremo             

N-terminal y la formación de β-Asp11 (Koch y cols., 1984; Araki y cols., 1989; Besada y cols., 1990; 

Senderoff y cols., 1994). Varios autores han informado sobre la degradación proteolítica del extremo           

C-terminal del EGFhr (Araki y cols., 1989; Besada y cols., 1990; Playford y cols., 1995). Además, se 

informa que el EGFhr tiene una alta tendencia a la polimerización por intercambio disulfuro (Brake y cols., 

1984). Algunos de los productos de degradación identificados mostraron disminución en la afinidad de 

enlace del EGFhr a su receptor y en su actividad mitogénica, o modificaciones en sus propiedades 

inmunológicas (Koch y cols., 1984; Heath y Merrifield, 1986; Araki y cols., 1989; Playford y cols., 1995).  

Considerando los antecedentes planteados, surge el siguiente problema científico: no existe una 

formulación parenteral estable de EGFhr para el tratamiento de las UPD, por lo tanto resulta 

imprescindible estabilizar a esta proteína en una forma farmacéutica que cumpla los estándares 

regulatorios de calidad y seguridad. En consecuencia, la hipótesis del trabajo es la siguiente: “La 

modulación de los factores extrínsecos a la proteína, y el ajuste de los parámetros de los procesos 

tecnológicos, permitirán la estabilización del EGFhr en una formulación para su aplicación por vía 

parenteral”. 

A partir de esta hipótesis, y para lograr su demostración, se planteó el siguiente objetivo general del 

trabajo: 

-Desarrollar una formulación, para la aplicación parenteral del EGFhr, estable durante su fabricación, y 

almacenamiento por al menos dos años a 5 ± 3 °C. 
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Los objetivos específicos del trabajo fueron: 

1. Determinar mediante estudios de degradación forzada del EGFhr en solución acuosa, el carácter 

indicativo de estabilidad de los métodos analíticos y las principales rutas de degradación de la proteína. 

2. Evaluar la estabilidad del EGFhr en una formulación líquida.  

3. Estabilizar el EGFhr en una forma farmacéutica liofilizada para uso por vía parenteral. 

4. Evaluar las operaciones tecnológicas y caracterizar la formulación desarrollada. 

5. Evaluar la estabilidad de la formulación liofilizada durante el almacenamiento en condiciones de estrés 

de temperatura, de humedad residual y de fotólisis. 

6. Realizar los estudios de estabilidad acelerada, de vida de estante y del reconstituido de la formulación 

liofilizada de EGFhr. 

La novedad científica de este trabajo de tesis radica en que: 

- Por primera vez se aportan datos necesarios para comprender cómo lograr la estabilización bioquímica 

del EGFhr: influencia del pH, los tampones, la fuerza iónica y la concentración de la proteína. 

- Es la primera evaluación sistemática sobre la agregación y/o polimerización del EGFhr, evidenciando 

que la agregación se minimiza a pH cercano a 7,0 y que la fuerza iónica (0 a 2% m/v de NaCl) no influyó 

en la agregación a este pH.  

- Se informa sobre la compatibilidad del EGFhr con un amplio grupo de excipientes y materiales que 

comúnmente se emplean en formulaciones parenterales. 

- Se demuestra que el EGFhr puede ser estabilizado, mediante la liofilización, en una forma farmacéutica 

para administración parenteral. 

- Se aportan datos de los parámetros críticos para el proceso de fabricación de la formulación 

desarrollada.  

Este trabajo permitió contar con nuevos conocimientos teórico-prácticos sobre la estabilidad del EGFhr y 

sobre la influencia de parámetros como: pH, temperatura, tampones, excipientes, luz, fenómenos 

interfaciales, deshidratación, etc; que pueden afectar sus propiedades físico-químicas y biológicas. Estos 

conocimientos podrán emplearse en el desarrollo futuro de otras formulaciones que contengan esta proteína 

como ingrediente activo, por ejemplo en formulaciones de liberación modificada. En esto radica la 

importancia teórica de este trabajo, que corrobora además, la posibilidad de desarrollar formulaciones para 

administración parenteral basadas en péptidos y proteínas como ingredientes activos. 

Los resultados de este trabajo contienen además una importancia práctica significativa. Han permitido 

contar con un nuevo producto para el tratamiento de la UPD. La aplicación terapéutica del producto puede 

ser extendida a otros tipos de úlceras y a otras indicaciones clínicas. La terapia con este medicamento 
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resulta una alternativa efectiva para prevenir la amputación de las extremidades de los pacientes con UPD 

de grados tres o cuatro, según la escala de Wagner, de tipo neuropáticas o isquémicas. Contar con este 

producto ha posibilitado satisfacer necesidades médicas no resueltas no solo en Cuba, sino también en 

numerosos países. 

El producto desarrollado en el marco de este trabajo tiene un gran impacto socioeconómico. Al aplicar 

este nuevo medicamento se ha podido reducir la tasa de amputación de las extremidades de los pacientes 

con UPD en nuestro país, y todos los gastos asociados a este procedimiento quirúrgico, incluido el costo 

social de los pacientes que quedan discapacitados. La comercialización internacional del producto 

constituye una de las principales fuentes para la obtención de divisas con que cuenta la industria 

farmacéutica cubana en la actualidad. 

Los resultados descritos en esta tesis se recogen en tres artículos científicos publicados en revistas 

internacionales (Int J Pharm, Biologicals y PDA J Pharm Sci Technol). Además, forman parte de un 

registro sanitario obtenido en Cuba y en más de 20 países. 
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1. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

1.1 Las proteínas 

Las proteínas ejercen una amplia variedad de funciones en el organismo humano. Entre otras, catalizan 

reacciones, transportan otras moléculas, son parte de la defensa inmune, transmiten impulsos nerviosos y 

controlan el crecimiento del cuerpo (Stryer, 2008).  

1.1.1 Estructura de las proteínas 

La secuencia de aminoácidos de una proteína es conocida como su estructura primaria. La cadena 

principal de una proteína puede adoptar múltiples plegamientos conocidos como estructura secundaria. 

Las estructuras secundarias pueden ser helicoidales (hélices-α es la más común de estas) y extendidas 

(hojas-β). Las regiones de estructura secundaria se encuentran conectadas por lazos o giros de una gran 

variedad estructural, que se conocen como estructuras no regulares o no alfa-no beta (Stryer, 2008).  

 
Figura 1.1. Ejemplos de estructura secundaria de las proteínas (a) hélices-α (izquierda: esquema, 
derecha: modelo molecular); y (b) hojas-β paralelas y anti paralelas mezcladas. Los enlaces de 
hidrógeno se muestran por líneas discontinuas. Reproducido de Stryer, 2008. 

Las hélices-α (Figura 1.1 a) están formadas por giros del esqueleto de la proteína con las cadenas laterales 

de los aminoácidos orientadas hacia el exterior, y necesitan 3,6 monómeros para dar una vuelta completa. 

Los grupos amino de la hélice alfa forman enlaces por puente de hidrógeno con los grupos carbonilo 

localizados en posiciones i–4 y viceversa (carbonilos con los aminos en posición i+4). En las hojas-β, la 

cadena peptídica está extendida y los grupos donores y aceptores forman enlaces por puentes de 

hidrógeno con los residuos localizados en la hebra vecina (Figura 1.1 b). A diferencia de las hélices-α que 

es una estructura de carácter local, las hojas-β involucran el enlace de residuos distantes de la secuencia 
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de la proteína. Las distancias entre los carbonos alfa de dos residuos consecutivos en la secuencia es 

mayor en las hojas-β (0,35 nm versus 0,15 nm en las hélices-α), lo que da lugar a interacciones dipolares 

más débiles entre los enlaces peptídicos correspondientes. Las cadenas vecinas de hojas-β pueden ser 

orientadas en la misma dirección (paralelas) y en dirección opuesta (antiparalelas) (Stryer, 2008).  

Se conoce como estructura terciaria de una proteína a la estructura tridimensional que adopta la cadena 

polipeptídica durante el proceso de plegamiento. En un sistema acuoso, el efecto hidrofóbico es la fuerza 

motriz del plegamiento, la proteína trata de colocar sus cadenas laterales hidrofóbicas en su interior 

mientras los residuos hidrofílicos tienden a orientarse hacia el exterior. Otras interacciones no covalentes 

también contribuyen al plegamiento como las electrostáticas, los puentes de hidrógeno y las de Van der 

Waals, etc. El balance de estas interacciones conduce a la formación de la estructura terciaria estable de 

las proteínas, la cual es esencial para su actividad biológica. Una proteína también puede estar constituida 

por más de una cadena polipeptídica. La estructura cuaternaria puede formarse por asociaciones de 

cadenas idénticas o diferentes para dar lugar al estado activo de la proteína (Stryer, 2008). 

Las estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria de las proteínas son de especial interés cuando se 

investiga la liofilización de proteínas. Las etapas de congelación y secado secundario son críticas, ya que 

pueden provocar la desnaturalización y perturbar los enlaces de hidrógeno esenciales entre la proteína y el 

agua que la rodea (Costantino y cols., 2000). Estos procesos también pueden provocar cambios en la 

estructura secundaria de las proteínas. Se considera que la estabilidad durante el almacenamiento se 

incrementa con la preservación de la estructura secundaria de la proteína nativa (Carpenter y cols., 1998). 

Por consiguiente, las evaluaciones de los cambios en las estructuras secundaria y terciaria pueden ser 

procedimientos valiosos para anticipar el efecto de los posibles factores estresantes en las formulaciones 

de proteínas. 

1.1.2 Rutas de degradación química 

Las características complejas de las proteínas anteriormente descritas (Sección 1.1.1) son la causa 

principal de la mayoría de las rutas de degradación. Es común discernir entre las inestabilidades químicas 

y las físicas. Cualquier cambio que implica la formación o ruptura de enlaces, y que da lugar a una nueva 

entidad química, es referido como una inestabilidad química. Las inestabilidades físicas, corresponden a 

cambios en las estructuras de orden superior, estructura secundaria o superior (Manning y cols., 1989). 

Las principales rutas de degradación química de las proteínas y péptidos se describen en la tabla 1.1. 
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Tabla 1.1. Información general de las rutas de degradación química de las proteínas y péptidos 

Inestabilidad 
química 

Significado Principales factores 

Desamidación
/isomerización 

Los grupos amida de las cadenas laterales 
de la Asn o la Gln pueden ser hidrolizados, 
y formar un ácido carboxílico libre 

Secuencia de aminoácidos, estructura 
tridimensional, pH, temperatura, 
tampones, fuerza iónica 

 
Oxidación 

Oxidación de las cadenas laterales de los 
aminoácidos Trp, Met, His, Tyr o Cys por 
el aire 

Oxígeno (iones, radicales, peróxido), 
luz, tampones, temperatura, pH, metales, 
surfactantes, radicales libres 

Hidrólisis Ruptura del enlace peptídico que da lugar a 
la formación de fragmentos 

pH, temperatura, tampones 

Intercambio 
disulfuro 

Intercambio de los puentes disulfuro 
existentes 

Agentes reductores, pH, temperatura, 
tampones, metales, eliminadores de tioles 

Racemización Cambio en la configuración de los 
aminoácidos quirales 

Catalizada tanto por ácidos como por 
bases 

 
Eliminación-β 

Parte de  las cadenas laterales de los 
aminoácidos, ejemplo la Lys o la Phe 
pueden ser eliminadas 

pH, temperatura, tampones, oxígeno 
(iones, radicales, peróxido) 

Reacción de 
Maillard 

Formación de una base de Schiff debido a 
la reacción entre el grupo amino libre, 
ejemplo la Lys, y los azúcares reductores 

pH, temperatura, azúcares reductores 
(glucosa, lactosa, maltosa) 

1.1.3 Rutas de degradación física  
Desnaturalización y agregación  

La desnaturalización es una alteración en el plegamiento global de la proteína. Afecta la estructura 

terciaria y, la mayoría de las veces, su estructura secundaria. En tanto que la desnaturalización irreversible 

es permanente, la reversible puede eliminarse cambiando ciertas propiedades de la preparación de 

proteínas, tales como la temperatura y el pH (Manning y cols., 1989). Cuando la agregación alcanza cierto 

umbral, los precipitados se hacen visibles. Por consiguiente, la precipitación es el equivalente 

macroscópico de la agregación. Usualmente, la desnaturalización en solución acuosa es una transición 

cooperativa entre el estado nativo y el desnaturalizado de las proteínas. 

La temperatura o la condición a la cual el 50 % de las moléculas de proteínas se desnaturalizan es la 

temperatura del punto medio de transición, y generalmente es entre 40 y 80 °C (Wang, 1999). Durante la 

liofilización, la interrelación entre las diferentes conformaciones de la proteína se hace más compleja 

(Figura 1.2). Durante la congelación, la conformación nativa (Nacuosa) puede ser preservada, resultando en 

una proteína congelada no dañada (Ncongelada). En presencia de agentes estabilizantes, la subsiguiente 
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eliminación del agua no ocasiona la desnaturalización y da lugar al estado seco nativo (Nseca). Durante la 

reconstitución, Nseca puede transformarse nuevamente en Nacuosa por la adición del agua. Las proteínas 

pueden desnaturalizarse por muchas rutas posibles, ya sea durante la congelación (Dcongelada), la eliminación 

del agua (Dseca) o la reconstitución de la pastilla liofilizada (Dacuosa, irreversible) (Prestrelski y cols., 1993). 

 
La fuerza impulsora de la agregación de las proteínas es la minimización de las interacciones 

termodinámicas desfavorables entre el solvente y los residuos hidrofóbicos expuestos después de la 

desnaturalización. La agregación puede ser inducida por agentes desencadenantes de tipo químico y 

físico, y conducir a la precipitación (Wang, 1999). Con respecto al estado nativo (N), el estado 

desnaturalizado (D) es frecuentemente insoluble y favorece la agregación (A) (Ecuación 1.1). 

                                                           N ↔ D → A                                                              [1.1] 

Es necesario tener presente que la agregación también puede surgir de un estado parcialmente desnaturalizado. 

Esto significa que la proteína no necesita estar desnaturalizada antes de la agregación (Vermeer y Norde, 2000).  

Adsorción en superficies 

Debido a que las proteínas presentan carácter anfifílico, tienden a adsorberse en las interfases, lo cual también 

puede ocasionar la desnaturalización. Por ejemplo, la insulina puede adsorberse a las superficies de las bombas 

de liberación, los contenedores de plástico y de vidrio y en la parte interior de las bolsas para administración 

intravenosa (Manning y cols., 1989). En el caso de las formulaciones inyectables debe adicionarse el estrés 

que provoca el paso a través de la jeringuilla y la aguja. Durante esta operación se favorecen los procesos de 

adsorción de la proteína en las interfases, debido al incremento del contacto sólido/líquido y aire/líquido en la 

superficie durante la salida del producto por la jeringuilla (Thomas y Geer, 2011).  

Figura 1.2. Representación esquemática de las 
rutas de desnaturalización y renaturalización 
durante la congelación y el secado de las 
proteínas. N (estado nativo) y D (estado 
desnaturalizado). Reproducido de Prestrelski y 
cols., 1993.  
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1.2 Estabilidad y mecanismos de estabilización en formulaciones acuosas 

1.2.1 Estabilidad de las proteínas en formulaciones acuosas 

Se han realizado muchos esfuerzos para lograr la estabilización de los péptidos y las proteínas en 

solución, como el uso de tampones, iones metálicos o solventes orgánicos, y la eliminación del oxígeno.   

Optimización de la estabilidad hidrolítica 

La estabilidad de las proteínas depende del pH. El rango aceptable de pH para la administración intravenosa, 

lenta, es de 3,0-10,5 y de 4,0-9,0 para las otras rutas parenterales con el objetivo de minimizar las molestias 

en el sitio de inyección (Brazeau y cols., 1998). Por consiguiente, es importante estudiar la estabilidad en 

función del pH de una proteína en el rango de 3,0-10,0 con diferentes tampones en las etapas tempranas del 

desarrollo de una formulación (Cleland y cols., 1993; Jorgensen y cols., 2009). El pH, la composición y la 

concentración del tampón de la formulación afectan sustancialmente las rutas de degradación por hidrólisis, 

desamidación e isomerización (Li y cols., 1996). Los tampones también pueden actuar como eliminadores 

de radicales libres (Good y cols., 1966). Algunos son capaces de unirse directamente a las proteínas e 

incrementar la estabilidad de su plegamiento nativo (Manning y cols., 2010). 

Un estudio documenta que el incremento de la fuerza iónica puede tener un efecto estabilizante o 

desestabilizante en las proteínas, en dependencia de la naturaleza de las interacciones carga-carga (Zheng 

y cols., 2009). Sin embargo, en otro estudio no se observó un efecto significativo de la fuerza iónica en la 

velocidad de desamidación o de hidrólisis en péptidos pequeños (Li y cols., 2000). 

Los cosolventes como el polietilenglicol (PEG) de bajo peso molecular reducen la agregación de varios 

péptidos (Frokjaer y Otzen, 2005; Neelon y cols., 2005). La adición de solventes orgánicos disminuye la 

constante dieléctrica de una solución acuosa, y la reducción de la fuerza dieléctrica de los solventes da 

lugar a una reducción significativa de las velocidades de isomerización y desamidación. La degradación 

de las proteínas se puede disminuir mediante el uso de polialcoholes, incluido los alcoholes polihídricos y 

los carbohidratos (Wakankar y Borchardt, 2006).  

Se informa sobre el efecto de la viscosidad de la solución en la velocidad de desamidación en algunos 

péptidos, utilizando varias concentraciones de glicerol y polivinilpirrolidona (PVP). Se demostró que el 

PVP a altas concentraciones reduce la velocidad de desamidación de la Asn en un hexapéptido. Sin 

embargo, no está claro si la disminución de la velocidad de desamidación se debe al incremento de la 

viscosidad o a la disminución de la constante dieléctrica de la solución por la alta concentración de PVP o 

a la combinación de los dos factores (Li y cols., 2000; Li y cols., 2002). 
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Optimización de la estabilidad oxidativa 

La oxidación puede ser activada por valores específicos de pH y por la presencia de oxígeno, luz y/o iones 

metálicos. Por consiguiente, el daño oxidativo puede ser disminuido mediante la expulsión del oxígeno de 

la solución, ajustando los materiales de envase primario y secundario para proteger de la luz, y mediante 

el uso de antioxidantes en la formulación. Se elaboró una guía sobre el uso de excipientes para minimizar 

la degradación oxidativa, que incluye recomendaciones de sus concentraciones efectivas (Waterman y 

cols., 2002). 

La modificación del grupo indol del Trp, el tiol de la Cys, el imidazol de la His, y la cadena lateral 

fenólica de la Tyr por las especies reactivas de oxígeno son más significativas a pH neutro y alcalino (Li y 

cols., 1995). En cambio, el grupo tioéter de la Met se puede oxidar rápidamente por ciertos reactivos a pH 

ácido (Manning y cols., 1989). El burbujeo de otro gas (nitrógeno, argón o helio) a través de la solución, 

puede ser un método efectivo para excluir el oxígeno. Para minimizar la oxidación por el aire debe 

evitarse la agitación violenta (Landi y Held, 1985). Los antioxidantes comúnmente se emplean para 

proteger los péptidos de la oxidación durante el procesamiento y formulación. Sin embargo, algunos 

antioxidantes, como el bisulfito pueden resultar problemáticos en las formulaciones de los péptidos y las 

proteínas (Li y cols., 1995). La Met, un aminoácido que contiene sulfuro, es oxidada a sulfóxido de Met 

por muchas especies reactivas de oxígeno más fácilmente que el péptido o la proteína, y por tanto puede 

actuar como antioxidante sacrificador (Levine y cols., 2000). 

Otro método para reducir la oxidación por radicales libres es la inclusión de agentes quelantes, que inhiben 

la oxidación mediante la formación de complejos con las trazas de iones metálicos. El agente quelante que 

con más frecuencia se utiliza en las formulaciones de proteínas es el ácido etilendiaminotetracético (Parkins 

y Lashmar, 2000). Los agentes quelantes son efectivos en la estabilización de péptidos contra la oxidación. 

Sin embargo, no debe asumirse que la adición de cierto agente quelante será capaz de interactuar con todas 

las trazas de iones metálicos y eliminar completamente la oxidación. Bajo ciertas circunstancias, los agentes 

quelantes pueden incluso acelerar los procesos de oxidación (Tsai y cols., 1993; Li y cols., 1995). Los 

polialcoholes como el manitol, la trehalosa, la sacarosa y otros también son capaces de prevenir la oxidación 

de péptidos y proteínas (Li y cols., 1996). 

Protección contra la reacción de intercambio disulfuro 

La combinación de iones metálicos divalentes (Zn2+, Ca2+ y Mg2+) con tampones específicos, como los de 

ácidos di- y tri-carboxílicos, puede proteger a los péptidos y las proteínas contra la reacción de 

intercambio disulfuro (Avanti y cols., 2011; Avanti y cols., 2012).  
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Inhibición de la dimerización, agregación y precipitación 

La dimerización y agregación pueden involucrar el intercambio de enlaces covalentes, como los puentes 

disulfuro, o las fuerzas no covalentes como las interacciones hidrofóbicas. Los agregados pueden ser tanto 

solubles como insolubles. Las proteínas se pueden estabilizar en solución acuosa, contra la dimerización y 

agregación, mediante la optimización del pH y la fuerza iónica de la solución. Además, es posible 

prevenir la dimerización mediante la exclusión preferencial, utilizando azúcares, aminoácidos y/o 

polialcoholes; y mediante el uso de surfactantes. La concentración óptima requerida para proteger de la 

agregación a una proteína específica, debe ser evaluada de forma independiente para cada tipo de estrés 

(Manning y cols., 2010).  

1.2.2 Mecanismos de estabilización en formulaciones acuosas 

La estabilidad de las proteínas en estado líquido depende de numerosos factores como la temperatura, el 

pH, el tipo de tampón, la concentración del tampón, la presencia de agentes preservantes, los surfactantes 

y los cosolutos (Chi y cols., 2003). La estabilidad de las proteínas se puede incrementar mediante la 

adición de determinados excipientes a la formulación. Generalmente, el mismo mecanismo responsable de 

la estabilización de la proteína inducida por solutos en soluciones acuosas, es efectivo durante el paso de 

congelación (de ahí el nombre de “crioprotectores”). Este mecanismo se explica por la teoría de la 

interacción y la exclusión preferencial (Timasheff, 2002). Los estabilizantes de las proteínas como los 

polialcoholes son excluidos preferencialmente de la superficie de la proteína y el grado de exclusión es 

proporcional a la superficie de la proteína expuesta al solvente. Con el incremento del área superficial de 

la proteína durante la desnaturalización, también se incrementa la exclusión de los excipientes lo que 

conduce a un estado energéticamente desfavorable (Chi y cols., 2003). A su vez, los surfactantes inhiben 

competitivamente la adsorción de las proteínas en las interfases, y por consiguiente pueden ser empleados 

para la estabilización durante los pasos de congelación y liberación (Maa y cols., 1998).  

La predicción de la estabilidad de las soluciones de proteínas muy concentradas es compleja. 

Generalmente hay que distinguir entre la estabilidad del plegamiento nativo, como la estructura 

secundaria y la terciaria; y la estabilidad coloidal, como la resistencia a la desnaturalización y agregación 

(Guo y cols., 2006). Un incremento en la concentración de la proteína debe tener un efecto positivo en la 

estabilidad del plegamiento nativo, ya que las proteínas, como otros cosolutos, son preferencialmente 

excluidas unas de la superficie de otras. Al mismo tiempo, la estabilidad coloidal disminuye, ya que las 

interacciones proteína-proteína se hacen más probables (Minton, 2000; Guo y cols., 2006).  
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1.3 Liofilización de proteínas  

1.3.1 Proceso de liofilización   

La liofilización es una operación unitaria empleada comúnmente como tecnología de secado en las 

industrias alimentaria y farmacéutica (Trappler, 2004). En 1976 se mencionó por primera vez (Rey, 1976). 

En 1999, Jennings dio la primera definición del término liofilización y enfatizó en la intención de estabilizar 

materiales sensibles al calor mediante la reducción de la cantidad de agua hasta un nivel que no permitiera el 

crecimiento biológico o las reacciones químicas (Jennings, 1999). La liofilización, en su forma más simple, 

se define como un proceso donde la solución que se secará se congela primero y concomitantemente el 

solvente es removido primero por sublimación (secado primario) y luego por desadsorción (secado 

secundario).  

El proceso de liofilización se puede dividir en tres etapas principales: congelación, secado primario y 

secado secundario. Entre las etapas de congelación y las de secado se puede incluir una etapa adicional de 

“tratamiento térmico”. La figura 1.3 muestra el esquema de un proceso de liofilización típico. A 

continuación se describen los parámetros claves de cada etapa. 

 
Congelación  

Durante la etapa de congelación, la temperatura del sistema baja por debajo de su temperatura de 

transición de fase sólido-líquido. De este modo el solvente se separa del soluto (Jennings, 1999). La figura 

1.4 muestra el comportamiento típico de un sistema amorfo durante el enfriamiento: al bajar la 

temperatura del sistema puede ocurrir la cristalización del solvente y del soluto y formar una mezcla 

eutéctica por debajo de la temperatura eutéctica (Teut en la figura 1.4); o la cristalización del solvente 

solamente, y ocurrir la separación de fase y la formación de una fase de cristales de hielo y otra de solutos 

amorfos. En la separación de fases, se observa un incremento en la concentración de la solución 

remanente, conocido como “concentración por congelación”. La concentración por congelación continúa 

Figura 1.3. Representación de un ciclo de 
liofilización típico. Evolución de la 
temperatura (línea continua) y la presión 
(línea discontinua) durante las etapas del 
proceso:  
1 = Congelación 
2 = Tratamiento térmico (opcional) 
3 = Secado primario 
4 = Secado secundario 
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con la reducción de la temperatura, hasta que la viscosidad del sistema excede un valor crítico, que define 

la temperatura de transición vítrea de la solución concentrada al máximo por congelación (Tg´ en la figura 

1.4). Por debajo de la Tg´, la fase amorfa es sólida y es conocida como un vidrio entre los intersticios de 

los cristales de hielo (Oetjen y Haseley, 2004).   

Se considera que la etapa de congelación durante la liofilización es tan importante para la calidad del 

producto como las de secado, debido a su potencial efecto en la estabilidad de la proteína (Willemer, 

1992). En ella, el parámetro clave es la velocidad de enfriamiento o velocidad de nucleación del hielo 

(Wang, 2000). En general, una velocidad de congelación más rápida forma cristales de hielo más 

pequeños (Eckhardt y cols., 1991; Wisniewski, 1998). En cambio la congelación lenta forma cristales de 

hielo más grandes debido a que el crecimiento de estos continúa después de la nucleación. La congelación 

lenta tiene el potencial de incrementar la tendencia de los sistemas para la separación de fases y prolongar 

el tiempo en el que la proteína esta en un estado de fluido altamente concentrado. En general, la habilidad 

para controlar la velocidad de congelación es limitada y se recomienda un valor intermedio (Tang y Pikal, 

2004).  

 
Los cristales de hielo pequeños generarán poros pequeños, ya que los poros se originan a partir de la 

sublimación de los cristales de hielo. Durante el secado, el vapor de agua tiene que difundir a través de 

estos poros hacia el exterior de la pastilla. Los poros más pequeños oponen una mayor resistencia al flujo 

del vapor de agua que los poros más grandes, un fenómeno denominado resistencia de la capa seca, que 

disminuye la velocidad de sublimación y hace que el secado primario sea menos eficiente. Por el  

contrario, los poros más grandes reducen mucho la resistencia de la capa seca al vapor de agua y los 

procesos de secado primario son más eficientes. El tratamiento térmico se aplica en ocasiones para 

Figura 1.4. Diagrama de fase teórico que muestra la 
formación de hielo, la cristalización de solutos, el punto 
eutéctico y la transición vítrea durante la congelación de 
un sistema amorfo. Reproducido de Nail y cols., 2002; 
Wang, 2000.  
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incrementar el tamaño de los cristales de hielo formados durante el paso de congelación mediante la 

maduración de Ostwald, y así incrementar la eficiencia del secado primario. Sin embargo, los poros 

pequeños totalizan un área superficial específica más grande que los poros grandes, y el secado 

secundario es más eficiente (Bindschaedler, 1999).  

Secado primario 

Durante el secado primario, el solvente congelado se elimina del producto por sublimación. Este proceso 

se inicia con la disminución de la presión de la cámara hasta un nivel inferior a la presión del vapor de 

hielo a la temperatura del producto. La energía requerida para la transición de fase se proporciona 

mediante el ajuste de la temperatura de la platina. Debido a que la energía entregada es consumida en la 

sublimación, la temperatura resultante del producto es mucho más baja que la de la platina, usualmente se 

registran diferencias de hasta 30 °C. La temperatura del producto se aproxima a la temperatura de la 

platina al finalizar la etapa de sublimación, esta es una forma común de detectar el final del secado 

primario. Hay tres mecanismos responsables de la transferencia de calor de la platina a los 

viales: conducción, convección y radiación. 

Para prevenir el colapso del producto, su temperatura durante el proceso debe mantenerse por debajo de la 

temperatura de inicio de colapso (Tic). Cuando no se conoce la Tic, pueden utilizarse como la máxima 

temperatura permisible del producto la Tg´ en los sistemas amorfos o la Teut en los sistemas cristalinos 

(Bindschaedler, 1999). Como por cada 1 °C que se incrementa la temperatura del producto, disminuye el 

tiempo de secado primario en aproximadamente un 13,0 % (Pikal, 1990), la temperatura de secado debe 

mantenerse tan alta como sea posible.   

El proceso se caracteriza por la velocidad de sublimación (ν) (Bindschaedler, 1999; Nail y cols., 2002), 

que puede expresarse como: 
                       

 ν =  Ap × (Pp−P0)
Rp

 

                      
Ap es el área de la sección transversal del vial,  

Pp es la presión de vapor del producto en el frente de sublimación, 

P0 es la presión de vapor parcial en el vial y  

Rp es la resistencia de la capa seca del producto al flujo del vapor de agua.  

La resistencia de la capa seca, que representa el 90 % de la resistencia total al flujo de vapor, y se 

incrementa progresivamente con el tiempo de secado, puede causar un incremento de la temperatura del 

producto hasta llegar al colapso de la pastilla (Adams y Irons, 1993). Sin embargo, al ocurrir el 

[1.2] 
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microcolapso, estos pueden disminuir la resistencia de la capa seca del producto e incrementar la 

velocidad de sublimación (Overcashier y cols., 1999). 

Secado secundario  

Al finalizar la etapa de secado primario, en la pastilla liofilizada solamente queda agua no congelada. Esta 

agua no puede ser removida por sublimación, pero debe ser removida por desadsorción. Es por ello que 

durante el secado secundario se aplica una mayor energía al sistema. Para continuar promoviendo el proceso 

de secado, algunos autores aconsejan continuar disminuyendo la presión de la cámara, con el objetivo de 

incrementar el gradiente de concentración del vapor de agua del producto hacia sus alrededores.  

Al inicio del secado secundario es importante tener presente que la temperatura de transición vítrea (Tg) 

del producto es función de la humedad residual. Debido a que la humedad residual del producto al 

finalizar el secado primario puede llegar a alcanzar hasta un 30 %, un incremento muy rápido en la 

temperatura de la platina puede causar que la temperatura del producto se eleve por encima de la 

temperatura de colapso y provocar el colapso de la pastilla (Franks, 2007). La humedad residual 

disminuye rápidamente durante las primeras horas del secado secundario y alcanza un nivel de equilibrio 

que depende únicamente de la temperatura de la platina y del área superficial específica de la pastilla. El 

contenido de humedad residual es independiente de la presión de la cámara o de la altura de la capa seca 

del producto (Pikal y cols., 1990).  

1.3.2 Liofilización de proteínas farmacéuticas  

Las proteínas son moléculas lábiles y complejas, sensibles a varias rutas de degradación. Debido a que 

para la viabilidad económica es deseable un tiempo de vida mínimo de 24 meses (Chang y Hershenson, 

2002), con frecuencia la liofilización es el método de elección para desarrollar formulaciones 

biofarmacéuticas comerciales estables. Aproximadamente el 50 % de los biofármacos aprobados por la 

Agencia de Alimentos y Medicamentos de EE.UU. y la Agencia Europea de Medicamentos son 

liofilizados (Costantino, 2004; Kasper y cols., 2013). Aunque la liofilización se utiliza para estabilizar 

productos lábiles, el propio proceso suele añadir estrés por congelación y secado que con frecuencia 

suelen ser dañinos para la estabilidad de las proteínas (Adams y Ramsay, 1996). De este modo, el 

desarrollo cuidadoso de una formulación y un ciclo de liofilización que estabilicen completamente al 

ingrediente activo, son críticos para el desarrollo de productos biofarmacéuticos (Costantino, 2004). 

La formulación deberá proporcionar estabilidad durante la fabricación, la liofilización, el transporte, el 

almacenamiento, la reconstitución y la administración del producto a los pacientes. Las rutas de 

degradación de las proteínas son diversas y complejas. La presencia de pequeñas cantidades de productos 
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de degradación puede tener consecuencias severas como intermediarios para posteriores degradaciones 

(por ejemplo, especies oxidadas y desamidadas). Además, las especies agregadas pueden causar respuesta 

inmune. Por consiguiente, la formulación tiene que proporcionar la mayor estabilización posible 

(Randolph y Carpenter, 2007). 

En principio, una formulación para liofilización está compuesta por estabilizantes de proteínas, llamados 

crio- y lio-protectores, estabilizantes específicos como antioxidantes o surfactantes, agentes de carga, 

agentes isotonizantes y el tampón (Wang, 2000; Costantino, 2004). Por lo general, la cantidad de sólidos 

en la formulación debe estar entre 2 y 10 % (m/v) de la solución antes de liofilizar, y combinar una masa 

suficiente para garantizar una pastilla estable, pero que permita un proceso tecnológico eficiente 

(Carpenter y cols., 1997; Hatley, 1997). La elección de los excipientes es gobernada por el nivel de 

estabilización requerido por la proteína específica. Además, debe tenerse presente la compatibilidad de la 

proteína con los excipientes y los materiales de los recipientes. También deben considerarse los aspectos 

regulatorios de los excipientes, la ruta de administración y la necesidad de una liberación modificada 

(Franks, 1998). Los componentes de una formulación liofilizada se detallan más adelante. Antes, se 

describen las situaciones de estrés provocadas por la liofilización.  

Durante la congelación, la disminución de la temperatura puede causar desnaturalización fría. Como la 

solubilidad de los grupos hidrofóbicos en agua se incrementa con la disminución de la temperatura, 

disminuyen las interacciones hidrofóbicas intramoleculares que determinan la estructura terciaria y 

cuaternaria de las proteínas (Jaenicke y cols., 1990; Graziano y cols., 1997; Franks, 1998). Las proteínas 

oligoméricas frecuentemente muestran desnaturalización fría. Un factor que explica este fenómeno es que 

la asociación entre las subunidades está determinada, entre otras, por las interacciones hidrofóbicas 

(Jaenicke y cols., 1990; Wisniewski, 1998).  

Otras inestabilidades ocurren por la formación de los cristales de hielo. Esta origina nuevas interfases que 

causan desnaturalización inducida por la superficie (Chang y cols., 1996b). Además, la proteína pudiera 

dañarse debido a la concentración por congelación de la fase amorfa remanente de la solución. Por 

ejemplo, el incremento múltiple de la fuerza iónica, de las especies desnaturalizantes o del oxígeno 

disuelto, pueden ser dañinos para la estabilidad de la proteína (Wisniewski, 1998). La concentración 

relativa de los componentes de la formulación también puede cambiar, debido a la cristalización selectiva, 

causando, por ejemplo, cambios de pH o separación de fases. 

Durante el secado, la proteína se somete a estrés por deshidratación. Debido a que el nivel de humedad 

residual alcanzado después de la liofilización generalmente es inferior que el contenido de agua en la capa 

de hidratación de la proteína, que es de 0,3 a 0,35 gramos  por gramo de proteína (Kuhlman y cols., 1997; 
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Wang, 2000), un secado excesivo pudiera destruir el estado nativo y causar cambios en la estructura de la 

proteína (Valliere‐Douglass y cols., 2015). Durante la liofilización y el posterior almacenamiento, se 

utilizan varios excipientes para estabilizar la proteína. Ellos se clasifican como crio- y lio-protectores de 

acuerdo con su propiedad para proteger la proteína durante la congelación y el secado, respectivamente. 

Aunque hay algunas proteínas que se pueden secar sin la adición de excipientes, la mayoría de los 

biofármacos necesitan crio- o lio-protectores, o ambos (Overcashier y cols., 1997).   

Crio-protectores  

El mecanismo más aceptado para la crio-protección es el de la exclusión preferencial. Ello significa que la 

interacción entre la proteína y el excipiente es termodinámicamente desfavorable, y provoca la 

acumulación de las moléculas de agua en la superficie de la proteína, la hidratación preferencial, y una 

estructura más compacta de la molécula, escondiendo el esqueleto hidrofóbico (Arakawa y cols., 1991; 

Timasheff, 1993; Timasheff, 1998). Otros mecanismos que proporcionan la estabilización durante la 

congelación son la modificación del tamaño de los cristales de hielo, la disminución de la tensión 

superficial y la restricción de la difusión de las moléculas reactantes debido al incremento de la 

viscosidad. Entre los crio-protectores comúnmente utilizados están los sacáridos, polímeros, aminoácidos 

o la propia proteína. 

Lio-protectores  

La lio-protección es mediada por dos mecanismos. En el primero, el lio-protector actúa como un sustituto 

del agua, formando enlaces de hidrógeno con los grupos hidrofílicos de la proteína durante la eliminación 

del agua; y es referido como la “teoría del remplazo del agua” (Crowe y cols., 1993a, b; Allison y cols., 

1996; Allison y cols., 1998). Debido a que la interacción entre los carbohidratos y las proteínas 

necesariamente requiere que ambos estén en la misma fase amorfa, la cristalización con frecuencia tiene 

un efecto desestabilizante en las formulaciones sólidas de proteínas. Entre los excipientes estabilizantes 

mediante este mecanismo están los polialcoholes y los azúcares, en especial los disacáridos son los más 

utilizados puesto que con el incremento del peso molecular, el impedimento estérico hace cada vez más 

ineficiente la formación de enlaces de hidrógeno efectivos entre la proteína y el lio-protector (Carpenter y 

cols., 1997; Arakawa y cols., 2001).  

Un segundo mecanismo que estabiliza las proteínas en estado sólido es la “vitrificación”. La proteína y 

todas las posibles especies reaccionantes se inmovilizan en el estado vítreo donde la movilidad molecular 

disminuye. Entre los excipientes que comúnmente estabilizan mediante este mecanismo están los 

carbohidratos de alto peso molecular. La unión de un disacárido y un excipiente de alto peso molecular, 



Revisión bibliográfica 
 

19 
 

combinan la formación efectiva de enlaces de hidrógeno con una Tg del sistema suficientemente alta, con 

la cual se logra la estabilización. En contraste con esta teoría, Cicerone y cols. informan que la adición de 

un excipiente plastificante, como el glicerol a la fase amorfa, propicia un incremento de la estabilidad. 

Los autores expresan que la causa es el llenado de los huecos que dejan los formadores vítreos por los 

plastificantes pequeños. De esta manera disminuyen la dinámica vítrea rápida e incrementan la estabilidad 

(Cicerone y cols., 2003; Cicerone y Soles, 2004).   

1.4 Estabilidad y estabilización de las formulaciones de proteínas durante el 

almacenamiento en estado sólido 

Aunque las formulaciones pueden tener diferentes componentes (como se describió anteriormente), la 

premisa para la estabilización es la formación de una matriz vítrea en la cual la proteína se encuentre 

molecularmente dispersa. Los estabilizantes más comúnmente utilizados son los azúcares de bajo peso 

molecular o una mezcla de estos con un excipiente polimérico. Las propiedades de estos productos secos 

dependen de las características del estado amorfo quizás tanto como del propio comportamiento de la 

proteína (Pikal, 2004). 

1.4.1 Factores que afectan la estabilidad de las proteínas en estado sólido 

La estabilidad de las proteínas en estado sólido es influenciada por una variedad de factores. Estos pueden ser 

clasificados como factores extrínsecos e intrínsecos. Los factores intrínsecos relacionan la estructura de la 

proteína, como su secuencia primaria. Las condiciones de formulación, procesamiento y almacenamiento son 

considerados factores extrínsecos (Lai y Topp, 1999). Una vez logrado un desarrollo exitoso de la formulación 

y el proceso, al final del ciclo de liofilización se obtiene un producto seco estable. La estabilidad en estado 

sólido es gobernada por factores similares a la estabilidad durante el proceso de secado. Hay dos mecanismos 

por los que los excipientes se cree que estabilizan a las proteínas en estado amorfo.  

La “teoría de remplazo del agua” plantea que la estabilización es resultado de la preservación de la 

estructura nativa en el estado seco, debido a los enlaces de hidrógeno entre el estabilizante y la proteína. 

La conformación nativa es termodinámicamente más estable y por tanto más resistente a la degradación 

durante el almacenamiento. Esta hipótesis ofrece una explicación termodinámica para el mecanismo de 

estabilización (Carpenter y Crowe, 1989; Crowe y cols., 1993a; Carpenter y cols., 1998). 

Un segundo enfoque es la “hipótesis de vitrificación”, conocida también como mecanismo de la dinámica 

vítrea (Chang y cols., 2005b). Esta teoría propone que la estabilización es proporcionada por la 

inmovilización de las moléculas en el estado sólido, que suprime los movimientos globales, también 

conocidos como relajaciones de tipo α. Las relajaciones de tipo α ocurren principalmente por los 
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movimientos de traslación y rotación. Como toda reacción de degradación es dependiente de algún tipo de 

movimiento molecular, de esta manera los procesos de degradación son cinéticamente inhibidos (Franks y 

cols., 1991; Slade y cols., 1991). Esta teoría ofrece una explicación cinética para el mecanismo de 

estabilización, contrario a la explicación termodinámica antes mencionada. 

Varias investigaciones han analizado la validez de cada una de estas hipótesis. Algunas han encontrado una 

mejor predicción para la estabilidad durante el almacenamiento cuando asumen una preservación estructural 

(Chang y cols., 2005a; Chang y cols., 2005b), mientras otras encontraron una mejor correlación de la 

estabilidad con la movilidad molecular (Yoshioka y cols., 2003; Yoshioka y Aso, 2005; Shamblin y cols., 

2006). Yoshioka y Aso encontraron contribución de los dos factores, termodinámicos y cinéticos. Ellos han 

indicado una ecuación que describe cuantitativamente esta relación (Yoshioka y Aso, 2005, 2007).  
                      

K =  Kact × �
α × T × (1

τ) ξ

1 +  α × T × (1
τ) ξ

� 

                    

K es la constante de velocidad de la reacción de degradación,  

Kact es la constante de velocidad sin restricción de difusión,  

τ es la movilidad molecular, 

α es una constante que describe el acoplamiento entre K y τ,  

T es la temperatura absoluta,  

D es el coeficiente de difusión, y 

ζ es un parámetro que representa el acoplamiento entre D y τ.  

Algunos autores plantean que la dinámica local, evaluada por τ, es mejor para predecir la estabilidad que 

la movilidad global. Existen otros factores que afectan la estabilidad en estado sólido de las proteínas. El 

efecto de la temperatura en general es frecuentemente descrito por la Ley de Arrhenius. 

K =  A × exp �−  Ea
R × T

� 

A es una constante,  

Ea es la energía de activación,  

R es la constante de los gases y  

Siempre que ocurren efectos secundarios tales como transiciones de fase, desnaturalización de la proteína 

o limitación de la difusión, se pueden observar desviaciones del comportamiento de Arrhenius (Stotz y 

cols., 2004). La desviación más prominente es la desnaturalización térmica irreversible causada por el 

incremento de la entropía. Este incremento favorece la formación de intermediarios desnaturalizados 

reversibles que se agregan debido a las interacciones intermoleculares. El efecto de la humedad residual 

[1.3] 

[1.4] 
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es fundamental, ya que el agua actúa como plastificante del estado amorfo, disminuye la Tg y por 

consiguiente incrementa la movilidad molecular. A su vez, el agua puede participar directamente en las 

reacciones de degradación como reactante (por ejemplo, hidrólisis) o como catalizador. Además, el agua 

puede servir como solvente o como medio de reacción (Stotz y cols., 2004). 

Debido a que no existe definición de pH en estado sólido, el pH efectivo es definido como el pH de la 

solución antes de liofilizar o después de la reconstitución. Varios autores han reportado la correlación 

entre el pH y las reacciones de degradación física y química, como la agregación o la desamidación 

(Costantino y cols., 1994; Oliyai y Borchardt, 1994; Oliyai y cols., 1994). 

1.4.2 Características de los sistemas vítreos 

Un vidrio es un sólido amorfo que no tiene el orden de largo alcance característico de los sólidos 

cristalinos. El vidrio se forma al enfriar un líquido durante la transición vítrea. Se considera 

termodinámicamente inestable con respecto al estado sólido cristalino, debido a su mayor entropía 

configuracional. La figura 1.5 muestra un esquema de la entalpía frente a la temperatura e ilustra el 

comportamiento de un sistema formador de vidrios durante el enfriamiento: al enfriar el sistema desde la 

temperatura ambiente, el líquido experimenta un sobre-enfriamiento hasta un grado que depende de la 

pureza de la muestra. La muestra subenfriada se comporta como un líquido cuya viscosidad se incrementa 

con la disminución de la temperatura. Los solutos pueden cristalizar o solidificar como un sólido amorfo. 

El vidrio amorfo se forma al cruzar la Tg (Figura 1.5). La pendiente de la curva de entalpía cambia a la Tg, 

esta se clasifica como una transición de segundo orden. Por el contrario, un cristal se forma 

espontáneamente durante el enfriamiento a la temperatura de fusión Tf en la figura 1.5 (Hancock y 

Zografi, 1997). 

 
Debido a que el estado cristalino por lo general es más estable, la formación del estado vítreo es 

termodinámicamente desfavorable. Se formará un vidrio en lugar de un cristal, solo cuando la viscosidad 

Temperatura 
Tk TfTg

Volumen,
Entalpía

Líquido

Líquido 
sobre enfriado

Vidrio

Cristal
Figura 1.5. Representación esquemática de la 
variación de entalpía (o volumen) con la 
temperatura. Reproducido de Hancock y Zografi, 
1997.  



Revisión bibliográfica 
 

22 
 

a la temperatura cercana a la de fusión es suficientemente alta como para impedir la cristalización. Una 

alta viscosidad puede ser causada por un bajo punto de fusión debido a un enrejado cristalino con poca 

estabilidad o por la adición de excipientes de alto peso molecular.  

En estado líquido, el sistema está en equilibrio con sus alrededores, pero durante la solidificación, el sistema 

sale de este estado de equilibrio hacia el estado vítreo metaestable. De este modo el nivel absoluto de entalpía 

del vidrio no es fijo sino que depende de la forma de preparación del vidrio. Por ejemplo, la velocidad de 

enfriamiento influye en la velocidad con la cual el sistema pasa a través de la transición vítrea. Un vidrio 

preparado con una alta velocidad de enfriamiento presenta más defectos en la estructura vítrea que con una 

baja velocidad de enfriamiento, y por tanto tiene una mayor entalpía (Hancock y Zografi, 1997).   

La extensión teórica de la curva de enfriamiento del líquido (línea discontinua en la figura 1.5) da lugar al 

estado de la entalpía del vidrio ideal o en equilibrio. En tal estado el vidrio está en equilibrio con sus 

alrededores y es el estado preferido hacia el cual el vidrio real se relaja (temperatura de Kauzmann, TK en 

la figura 1.5). En algunas ocasiones se asocia con la temperatura de movilidad nula, la temperatura por 

debajo de la cual toda la movilidad cesa y está localizada aproximadamente a 50 °C por debajo de la Tg 

(Hancock y cols., 1995).   

La viscosidad, la movilidad molecular y la fragilidad son los parámetros que caracterizan al estado vítreo. 

Este estado se caracteriza por una viscosidad mayor de 1012 Pa × s y tiempos de relajación tipo α más 

lentos de 100 s. La viscosidad y los movimientos moleculares están acoplados. Sin embargo, en ocasiones 

hay desviaciones de este acoplamiento (Pikal, 2004). 

La movilidad molecular del sistema es impartida por los diferentes procesos de relajación. La “dinámica 

global” o “relajaciones tipo α” son procesos en gran manera cooperativos; es decir, requieren del 

movimiento simultáneo de regiones relativamente grandes en el vidrio y por tanto acoplados a la 

viscosidad (Angell, 1995; Yu, 2001; Pikal, 2004). La transición vítrea dinámica es atribuida a las 

relajaciones tipo α, por debajo de la transición vítrea los movimientos se hacen cooperativos hasta tal 

grado que se hacen improbables que ocurran. Los tiempos de relajación estructural que se  describen en la 

ecuación de Kohlrausch-Williams-Watts (KWW, ecuación 1.5), usualmente representan la constante de 

tiempo para los movimientos tipo α (Hancock y cols., 1995; Pikal, 2004).  
                       

φ (t) =  exp (− t τ⁄ )
β

 
                     

Donde φ (t) es el tiempo de relajación extendido en el momento t, τ es el tiempo de relajación molecular 

medio y β es una constante.  

[1.5] 
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La “dinámica local” o “relajaciones tipo β” antecede a los procesos tipo α y ocurre a bajas temperaturas, 

ellos son usualmente más débiles que las relajaciones tipo α. Esta es representativa de la dinámica rápida, 

es decir, movimientos más rápidos y localizados que relacionan partes específicas de la molécula más que 

a regiones completas del vidrio. Las dinámicas rápidas ocurren sobre un amplio rango de tiempo en 

cualquier lugar donde ocurran movimientos vibracionales y rotacionales. Algunos autores consideran que 

las “relajaciones tipo β” son más relevantes para la estabilidad de las proteínas que las “relajaciones tipo 

α” (Cicerone y cols., 2005). 

1.4.3 Correlación de la movilidad molecular y la estabilidad de las proteínas 

Con relación a la estabilidad de las proteínas en estado sólido, las dinámicas (procesos de relajación) son 

importantes, porque cualquier reacción, como la agregación, la oxidación o la reacción no enzimática de 

Browning requieren algún grado de movilidad (Pikal, 2004). En las proteínas farmacéuticas liofilizadas 

hay dos tipos de dinámicas relevantes para la estabilidad: la dinámica de la matriz amorfa y la dinámica 

interna de la proteína. Solo cuando la proteína está molecularmente dispersa en la matriz, existe un 

acoplamiento de los dos tipos de dinámicas. El acoplamiento es de suma importancia, porque es la 

premisa para retardar la degradación de las proteínas mediante el uso de excipientes.  

Las reacciones de degradación de las proteínas se diferencian en aquellas que ocurren dentro de una 

molécula de proteína y las que son bimoleculares y por consiguiente dependientes de la difusión. El 

último tipo de reacción se afecta más por la movilidad molecular. Las reacciones donde la contribución de 

la movilidad molecular tiene poca importancia no se puede inhibir mediante la reducción de la movilidad 

molecular (Yoshioka y Aso, 2007). Es importante tener presente que las predicciones de la estabilidad a 

partir de los estudios acelerados (a altas temperaturas) no pueden ser conclusivos sin un conocimiento de 

la dependencia entre la movilidad molecular y la temperatura (Yoshioka y Aso, 2005). 

Las investigaciones que analizan el impacto de la movilidad molecular en la estabilidad química y física, en 

su mayoría han considerado la “movilidad global”. Estas utilizan la diferencia de la temperatura de 

almacenamiento y la temperatura de transición vítrea (T–Tg) o evalúan el tiempo de relajación estructural. 

Se informa sobre el impacto de la movilidad molecular en las velocidades de degradación física (por 

ejemplo, la agregación) y químicas (por ejemplo, la desamidación de la Asn y la formación de 

succinimida/isomerización de Asp) (Sun y cols., 1998; Levine, 2002). También se sugirió una correlación 

entre movilidad y estabilidad, a partir de hallazgos en los cuales una mayor Tg de la formulación dio lugar a 

una mayor estabilidad. Sin embargo, en algunas ocasiones no se ha encontrado correlación entre el tiempo 

de relajación estructural y la velocidad de reacción (Chang y cols., 1996a; Davidson y Sun, 2001).  
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El movimiento molecular requerido para que una reacción ocurra, varía en dependencia del mecanismo de 

degradación. Se ha descrito sobre la correlación entre la reactividad y la “movilidad local” para varios 

productos farmacéuticos amorfos, aunque hay mucho menos reportes que para la correlación entre movilidad 

global y estabilidad (Yoshioka y cols., 2006). Sin embargo, mientras en muchos estudios se demuestra una 

posible relación entre la movilidad molecular y la estabilidad física y química; hay investigaciones donde no 

se pudo establecer una correlación aparente (Chang y cols., 1996a; Davidson y Sun, 2001).  

En resumen, varios investigadores plantean una correlación entre la movilidad molecular y la estabilidad 

química y física. Sin embargo, la estabilidad de los productos farmacéuticos amorfos es determinada por 

los efectos relativos tanto de la movilidad molecular como de la barrera de Ea para las reacciones de 

degradación. Un incremento en la Ea reduce la importancia de la movilidad. El mecanismo de degradación 

también influye en la importancia de la movilidad para la estabilidad de las proteínas. La movilidad global 

es especialmente significativa en las reacciones bimoleculares; mientras la movilidad local es más 

esencial en degradaciones que incluyen movimientos de escalas más pequeñas. Es preciso recordar que la 

movilidad cambia mucho alrededor de la temperatura de transición vítrea. Por consiguiente, también 

puede cambiar la dependencia de la temperatura de las velocidades de reacción que son influenciadas por 

la movilidad molecular.  

1.5 Factor de crecimiento epidérmico 

1.5.1 Aspectos de la biología del factor de crecimiento epidérmico 

El EGF es un potente activador de la mitosis. Es secretado al lumen gastrointestinal por las glándulas 

salivares y las glándulas de Brunner del duodeno (Heitz y cols., 1978). Está presente en varios tejidos y 

fluidos biológicos de muchas especies de mamíferos (Carpenter y Cohen, 1979). El EGFh se produce 

inicialmente como un precursor de 1 207 aminoácidos, y se procesa a la forma “madura” EGFhu1-53 (Bell 

y cols., 1986). Es un miembro de la familia de factores de crecimiento de tipo polipeptídico, 

estructuralmente relacionados (Harris y cols., 2003). La respuesta biológica inducida por el EGF es 

mediada por su interacción con el receptor, el cual tiene actividad tirosina-quinasa (Bazley y Gullick, 

2005). Las actividades biológicas incluyen: estimulación de la actividad de proteína quinasa; estimulación 

de la síntesis de los ácidos ribonucleico, desoxirribonucleico y proteínas; estimulación de la proliferación 

celular en una variedad de células; inhibición de la secreción de ácido gástrico; inhibición del intercambio 

Na+/H+; y activación de la síntesis de moléculas extracelulares (Yarden y Sliwkowski, 2001). 

Debido a sus potencialidades terapéuticas, el EGFh se ha obtenido por vía recombinante a partir de su 

expresión extracelular al medio de cultivo en la levadura Saccharomyces cerevisiae (Brake y cols., 1984; 
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Cinza y cols., 1991; Valdés y cols., 2009). Además, se ha descrito sobre la expresión del EGFh en el 

periplasma de Escherichia coli (Razis y cols., 2008), y que su forma intracelular es insoluble (Yoon y 

cols., 1997). También se ha documentado su expresión extracelular en Bacillus brevis (Yamagata y cols., 

1989) y en plantas de Nicotiana benthamiana (Thomas y Walmsley, 2014).   

1.5.2 Características estructurales y relación estructura-función del factor de crecimiento 

epidérmico 

Los miembros de la familia del EGF están definidos por una secuencia característica de seis cisteínas 

dentro de una estructura primaria de 50-60 residuos de aminoácidos (Groenen y cols., 1994). El EGFh es 

un polipéptido de simple cadena de 53 aminoácidos, con una masa molar (MM) de 6 216 g/mol, un punto 

isoeléctrico de 4,6 y no es N-glicosilado (Gregory y Willshire, 1975). Esta proteína presenta tres lazos 

comprendidos entre tres enlaces de disulfuro: lazo A (Cys6-Cys20), lazo B (Cys14-Cys31) y lazo C       

(Cys33-Cys42) (Figura 1.6 a). 

La estructura tridimensional del EGFhr en solución se investigó a pH fisiológico, mediante estudios de 

resonancia magnética nuclear (RMN) multidimensional empleando la proteína marcada con 15N y 13C. 

Los resultados indican que el EGFhr está dividido en dos dominios estructurales diferentes: un dominio              

N-terminal (residuos 1-32) y otro C-terminal (residuos 33-53). La figura 1.6 b presenta la superposición 

del esqueleto de las diez mejores estructuras obtenidas, y muestra que las coordenadas atómicas dentro de 

las regiones de la estructura secundaria están bien definidas. Las coordenadas de la estructura fueron 

depositadas en el Banco de Datos de Proteínas (PDB ID: 2KV4) (Huang y cols., 2010).  

 
Figura 1.6. Estructura del EGFhr. (a) Representación esquemática de la estructura primaria del EGFhr. 
(b) Estructura tridimensional determinada por RMN a pH 6,8: conjunto de las diez estructuras finales de 
energía minimizada en estéreo, y (c) representación en cinta de los elementos de estructura secundaria 
(c). Reproducido de Huang y cols., 2010. 

La figura 1.6 c muestra los elementos de la estructura secundaria del EGFhr determinados a partir de las 

mediciones de RMN en solución a pH fisiológico. La estructura está compuesta por hojas beta 

Lazo 
  A 

Lazo B 

Lazo C 
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antiparalelas (residuos 19-21 y 30-32) y hélices alfa (residuos 8-12 y 47-51). El EGFhr en solución 

presenta cerca de un 30 % de estructura secundaria regular. La mayoría de los residuos del EGFhr no 

presentan enlaces de hidrógeno y están relativamente accesibles al solvente. El caráter en gran manera 

dinámico del plegamiento del EGFhr en solución se confirmó mediante experimentos de intercambio 

hidrógeno-deuterio. La hélice alfa (Leu47-Glu51) de la cola del extremo C-terminal está conectada con el 

“lazo de seis residuos” (Ile38-Gln43) mediante interacciones hidrofóbicas. La cadena lateral alifática de la 

Ile38 del “lazo de seis residuos” interactúa con la Tyr44, Leu47 y Lys48 para formar un núcleo hidrofóbico 

alrededor de la hélice C-terminal del EGFhr (Huang y cols., 2010).  

La relación estructura-función del EGF se ha estudiado empleando varias técnicas para identificar las 

regiones de la molécula implicadas en la unión al receptor y en la consiguiente señalización (Burgess y 

cols., 1988; Groenen y cols., 1994; McInnes y cols., 2000; Van Zoelen y cols., 2000; Nice y cols., 2002). 

Estos estudios demuestran que la mayoría de los residuos son necesarios para mantener la actividad 

biológica completa del EGF, aunque la eliminación del N-terminal (residuos 1-5) y del C-terminal 

(residuos 49-53) no tienen un efecto directo en la actividad biológica (Burgess y cols., 1988; Araki y 

cols., 1989; Calnan y cols., 2000). Los estudios de mutagénesis dirigida en el EGFhr permitieron 

identificar los residuos de Tyr13, Ile23, Leu26, Arg41 y Leu47 como esenciales para su unión al receptor 

(Murray y cols., 1998). La determinación de la estructura cristalográfica del complejo EGFhr-receptor 

evidenció que los aminoácidos Tyr13, Leu15, Met21, Ile23, y Leu47 del EGFhr interactúan por fuerzas 

hidrofóbicas con el receptor. Además, la cadena lateral de la Arg41 del EGF forma un puente salino con el 

receptor (Ogiso y cols., 2002). Estudios con análogos sintéticos del EGF de ratón demuestran que los 

enlaces disulfuro Cys14-Cys31 y Cys33-Cys42 son esenciales para el mantenimiento de la estructura 

terciaria y de la actividad biológica del EGF (Alewood y cols., 2005).  

1.5.3 Estabilidad del factor de crecimiento epidérmico 

El ambiente de la solución de las formulaciones de proteínas es de importancia primordial para su 

degradación química y física. Debido a la complejidad estructural de las proteínas se requiere de un grupo 

de técnicas fisicoquímicas y biológicas que brinden información complementaria sobre su estabilidad 

(Chirino y Mire-Sluis, 2004). La exposición a altas temperaturas es el método más ampliamente utilizado 

para degradar las proteínas terapéuticas, las cuales son típicamente almacenadas en condiciones 

refrigeradas (5 ± 3 °C) (Tonnis y cols., 2015). Con el incremento de la temperatura las proteínas pueden 

experimentar cambios en el plegamiento que posteriormente pudieran dar lugar a otras reacciones de 

degradación. Además, la difusión se hace más rápida a altas temperaturas, resultando en colisiones más 
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energéticas con otras moléculas de proteínas, y con otros componentes de la solución, por consiguiente 

favorece las reacciones de degradación química y la agregación. Se describe que el EGFhr a pH entre 6,0 

y 8,0 comienza a desnaturalizarse a temperaturas por encima de 50 ºC y que tiene una temperatura del 

punto medio de transición entre 70 y 85 ºC (Kim y cols., 2014).  

En las preparaciones de EGF aislado a partir de glándulas submaxilares de ratón se encontraron cuatro 

especies: el EGF1-53, un EGF que difiere del anterior en la presencia de β-Asp1 en lugar de Asn1       

(EGF1-53 β-Asp1), otra especie que difiere de la primera en la pérdida de la Asn1 (EGF2-53) y el EGF1-51. El 

EGF1-48 se aisló por cromatografía a partir de la digestión tríptica del EGF1-53. Las diferentes especies 

indujeron la apertura prematura de los ojos de ratones neonatos, pero el EGF1-53 fue el único que tuvo la 

actividad inmunosupresora completa (Koch y cols., 1984). El subíndice al final del EGFhr indica los 

residuos del fragmento de EGFhr desde el N-terminal hacia el C-terminal. 

Al examinar la estabilidad del EGFhr1-53 en varias soluciones, este se degradó de modo espontáneo y de 

forma dependiente de la temperatura, y generó varios productos de degradación (Araki y cols., 1989). Sin 

embargo, el EGFhr1-53 fue estable a –20 °C. El EGFhr1-53 en tampón fosfato salino pH 7,2 dio lugar al 

producto de degradación β-Asp1, cuya formación se favoreció con el incremento de la temperatura. En 

solución de ácido acético 0,1 N se favoreció la formación de los siguientes productos de 

degradación: EGFhr4-53, y el EGFhr1-53 modificado como Asp3-succinimida, β-Asp11 y Asp11-succinimida. 

También se observó la degradación enzimática en suero humano, que produjo EGFhr1-52. Durante la 

incubación del EGFhr1-53 en solución de pepsina/HCl se favoreció la formación del EGFhr1-49 y el 

EGFhr50-53. El EGFhr1-48 se aisló por cromatografía a partir de digestión tríptica del EGFhr1-53, y se 

purificó EGFhr1-50 y EGFhr1-51 a partir de orina humana (Araki y cols., 1989).  

Al evaluar la afinidad del enlace al receptor del EGFhr1-53 y de los productos de degradación antes 

mencionados, se encontró una afinidad de unión más baja para el EGFhr1-53 modificado como β-Asp11 y 

Asp11-succinimida, el EGFhr1-49 y el EGFhr1-48 con respecto al EGFhr1-53 y a los otros productos de 

degradación aislados. Los mismos cuatro productos de degradación con afectación en la afinidad de enlace 

al receptor de EGF también tuvieron disminuida la actividad mitogénica con respecto al resto (Araki y cols., 

1989). En el EGFhr50-53 no se detectó ni actividad de unión al receptor ni actividad mitogénica.  

El EGFhr1-53 se degradó a EGFhr1-49 y a EGFhr1-46 cuando se incubó en solución de pepsina/HCl a pH 

menor que 4,0; pero la proporción de EGFhr1-53 se incrementó a pH mayor que 4,0. El EGFhr1-53 fue casi 

tres veces más potente que las formas tratadas con pepsina/HCl en el ensayo en cultivo de células de 

hepatocitos de rata. Además, en el modelo animal de daño gástrico en ratas tratadas con indometasina, tanto 
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el EGFhr1-53 como el tratado con pepsina/HCl disminuyeron el daño gástrico en forma dosis dependiente. 

Sin embargo, la magnitud del daño fue de un modo significativo más baja en los animales que recibieron 

EGFhr1-53 intacto comparado con los que recibieron el tratado con pepsina/HCl (Playford y cols., 1995).  

La estabilidad en solución acuosa del EGFhr1-48 se estudió mediante cromatografía líquida de alta eficacia 

en fase inversa (RP-HPLC). En el estudio se aislaron tres productos de degradación que se caracterizaron 

mediante secuenciación de aminoácidos, espectrometría de masas en modo de ionización por 

electronebulización (ESI-MS) e isoelectroenfoque. Se identificó la oxidación de la Met21 a sulfóxido 

(Figura 1.7 a). También se identificaron la desamidación de la Asn1 para formar un residuo de ácido 

isoaspártico (β-Asp1) y la conversión del Asp11 a un grupo estable Asp11-succinimida. Los mecanismos de 

reacción generalmente aceptados para la desamidación de la Asn y la formación de 

succinimida/isomerización del Asp se muestran en la figura 1.7 b (Senderoff y cols., 1994). Como 

resultado de la exposición del EGFhr a la luz fluorescente en solución acuosa se observó un incremento 

en la oxidación de la Met21 (Cini y cols., 1992; Senderoff y cols., 1994).  

El efecto del pH en la estabilidad del EGFhr1-48 se estudió a las temperaturas de 30; 4 y –20 °C. Se estudió 

en tampón citrato de sodio a pH (3,8-5,3) y en fosfato de sodio a pH (6,0-7,6). A la temperatura de 30 °C, 

la máxima estabilidad se encontró a pH cercano a 5,3. A esta temperatura, la principal ruta de degradación 

a pH mayor que 6,0 fue la desamidación de la Asn1, que aumentó con el incremento del pH. A pH menor 

que 5,0, la principal ruta de degradación que contribuyó fue la formación de succinimida en el Asp11, que 

se incrementó con la disminución del pH. La oxidación de la Met21 disminuyó ligeramente con el 

incremento del pH (Senderoff y cols., 1994).   

A la temperatura de 4 °C, en general, los resultados siguieron la misma tendencia que a 30 °C. A 4 °C, la 

máxima estabilidad se encontró a pH 6,0. A esta temperatura, la oxidación de la Met21 pasó a ser una ruta de 

degradación más significativa con respecto a la desamidación de la Asn1 y a la formación de succinimida en el 

Asp11, que lo que fue a 30 °C. La estabilidad de la solución congelada a –20 °C mostró la máxima estabilidad 

del EGFhr1-48 a pH mayor o igual que 5,0, que se mantuvo constante en este rango. A esta temperatura todas 

las rutas de degradación se enlentecieron y las rutas principales fueron la oxidación de la Met21 y la formación 

de succinimida en el Asp11; la desamidación de la Asn1 se suprimió (Senderoff y cols., 1994).  

El efecto del pH en la estabilidad del EGFhr mediante RP-HPLC también se estudió en el tampón 

McIlvaine a pH entre 3,0 y 8,0 y temperaturas entre 25 y 60 °C. La máxima estabilidad se detectó a pH 

5,6 para las temperaturas de 50 y 60 °C; mientras que para las temperaturas de 40, 37 y 25 °C se detectó a 

pH 7,2 (Yang y cols., 2005). 
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Figura 1.7. Representación esquemática de las principales rutas de degradación del EGFhr.                  
(a) mecanismos de reacción para la formación de sulfóxido de Met; y (b) para la desamidación en la Asn, 
o la formación del intermediario succinimida, y la apertura de este ciclo para formar el α-Asp y el β-Asp. 
Reproducido de Senderoff y cols., 1994. 

(a) 

EGFhr Met21 

(b) 

EGFhr sulfóxido de Met21 

EGFhr iso-Asp (β-Asp) EGFhr Asp (α-Asp) 

Succinimida 

EGFhr 
Asp (X=OH) o Asn (X=NH2) 



  Revisión bibliográfica 
 

29 
 

Se ha descrito que según los resultados de electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de 

dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), el EGFhr tiene una alta tendencia a la polimerización del 

monómero en dímeros y trímeros a través del intercambio disulfuro (Brake y cols., 1984), la cual puede 

modificar la actividad  biológica o las propiedades inmunológicas (Heath y Merrifield, 1986). Al evaluar 

la adsorción del EGFhr, a concentraciones inferiores a 1,0 ng/mL, en tubos de ensayo de polietileno, 

poliestireno y de vidrio se apreció una reducción entre 15 y 40 % de la concentración inicial (JØrgensen y 

cols., 1999). 

Al evaluar la influencia del estrés térmico a 70 °C en la agregación de un análogo del EGFhr, con 14 

aminoácidos adicionales en el extremo N-terminal, mediante cromatografía líquida de alta eficacia de 

exclusión molecular (SEC), se encontró que el EGFhr fue vulnerable a la formación de dímeros y 

multímeros. Después de una hora a 70 °C, se encontraron cambios significativos en la composición de las 

estructuras secundaria del EGFhr, determinada mediante dicroísmo circular (CD), comparado con el 

control (no calentado). Se incrementó el contenido de hélices-α y disminuyó el de hojas-β antiparalelas 

(Lim y cols., 2014b). 

El EGFhr producido en el Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología, de La Habana, Cuba (CIGB) 

mediante su expresión extracelular en Saccharomyces cerevisiae se evaluó para confirmar su secuencia de 

aminoácidos y determinar la presencia de modificaciones post-traduccionales. Se detectó la presencia de 

dos componentes mayoritarios: un componente con sencuencia de aminoácidos del 1 al 51 (EGFhr1-51) 

con 5 947,9 g/mol, y otro con secuencia de aminoácidos del 1 al 52 (EGFhr1-52) con 6 060,8 g/mol. 

Además, se aislaron dos componentes minoritarios que ocasionalmente aparecieron y que se identificaron 

como oxidación de la Met21 a sulfóxido del EGFhr1-51 y el EGFhr1-52. También se verificó la localización 

correcta de los tres enlaces disulfuro (Besada y cols., 1990). 

A partir de la mezcla de EGFhr1-51 y el EGFhr1-52 que se obtiene en el CIGB, se purificaron las dos formas 

moleculares, por RP-HPLC, para comparar su actividad biológica con la molécula completa, el EGFhr1-53. 

Se demostró que el EGFhr1-51 y el EGFhr1-52 son tan biológicamente activos como la molécula completa 

de EGFhr1-53 en el ensayo in vitro de incorporación de timidina tritiada y en el ensayo in vivo de 

reducción del daño gástrico en ratas. Además, los autores demostraron que el EGFhr es estable en 

sistemas de infusión que emplean albúmina humana durante siete días a temperatura ambiente, sin 

pérdidas de la actividad biológica. La exposición a la luz tampoco afectó la actividad biológica (Calnan y 

cols., 2000). 
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Para evitar algunas de las modificaciones químicas o productos de degradación descritos se ha patentado 

el reemplazo del Asp11 del EGFhr por un aminoácido diferente, preferiblemente por Glu; y el reemplazo 

de la Met21 por la Ile sin la disminución de su actividad biológica (Medina-Selby y Nascimento, 1992).  

1.5.4 Formulaciones del factor de crecimiento epidérmico humano recombinante 

El EGFhr se ha formulado en preparaciones oftálmicas (Singh y Foster, 1987) y tópicas (Brown y cols., 

1989) para una más rápida y mejor cicatrización de las heridas y quemaduras. Se han investigado 

diferentes bases para la liberación del EGFhr, en heridas abiertas, en formas de geles de pluronic F-127 y 

de carbopol (DiBiase y Rhodes, 1996). Un sistema semisólido de liberación de EGFhr basado en un gel 

de carbopol provocó un aumento significativo de la cicatrización de las heridas epiteliales de córnea 

(Sheardown y cols., 1997). Se ha descrito sobre la estabilización del  EGFhr en formulaciones acuosas 

para preparaciones oftálmicas y tópicas. Aunque no se logró controlar completamente la desamidación del 

EGFhr, la mayor estabilidad química se encontró a pH neutro (tampón Tris-HCl) y al adicionar 

surfactantes no iónicos  (0,01-0,1 % m/v) o polímeros (0,1 a 1,0 % m/v). En este estudio se emplearon 

surfactantes no iónicos (Tween 20 y Triton-X-100) para prevenir la agregación, determinada por 

absorbancia a 600 nm (Son y Kwon, 1995). 

Se patentó una formulación líquida que contiene una cantidad farmacéuticamente efectiva de EGFhr y un 

metal catiónico, tal como el zinc, el cual es suficiente para prevenir la degradación de la proteína (Cini y 

Finkenaur, 1992). La inclusión en la formulación de EGFhr de un polímero de celulosa soluble en agua, 

preferiblemente metilcelulosa o hidroxipropilmetilcelulosa, permitió estabilizar la proteína contra la 

pérdida de la actividad biológica (Finkenaur y Somerville, 1988). 

Se han desarrollado una amplia variedad de apósitos para incrementar la eficacia del uso del EGFhr en la 

cicatrización (Yildirimer y cols., 2012). Por ejemplo, los apósitos de esponjas formadas por ácido 

hialurónico y colágeno (Niiyama y Kuroyanagi, 2014; Sukumar y cols., 2014). Se ha descrito el desarrollo 

de películas finas de poliuretano que contienen EGFhr mediante el ensamblaje capa a capa (Kulkarni y 

cols., 2014). La preparación de parches electro-hilados con fibras de diámetro ultrafino que contienen 

EGFhr fueron biológicamente activos en ensayos in vitro con fibroblastos (Ji y cols., 2011). Los apósitos 

de quitosano cargados con EGFhr también retuvieron la actividad mitogénica in vitro del EGFhr (Tiğli y 

Gümüşderelioğlu, 2008). 

Para mejorar la liberación del EGFhr y lograr un uso más eficaz en la cicatrización de las heridas se han 

utilizado las nanotecnologías (Laurencin y Nair, 2014). La mayoría de estas formulaciones solo se han 

evaluado en estudios preclínicos. La administración local mediante atomización de formulaciones que 

emplean nanopartículas de ácido poliláctico coglicólico (Chu y cols., 2010), o micropartículas de ácido 
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poliláctico coglicólico-alginato (Gainza y cols., 2013) cargadas con EGFhr mostraron resultados 

preclínicos prometedores. Por otra parte, el uso tópico de formulaciones que emplean nanopartículas 

lipídicas cargadas con EGFhr, también ha mostrado resultados alentadores (Gainza y cols., 2014). La 

preparación de liposomas redispersables para liberación transdermal de EGFhr incrementó la penetración 

de la proteína en la piel (Yin y cols., 2014). El uso de liposomas multilamelares cargados con EGFhr en 

una formulación en gel evidenció resultados promisorios en la cicatrización de quemaduras (Değim y 

cols., 2011).  

Otra estrategia abordada para mejorar la actividad farmacológica del EGFhr son los nanoconjugados 

(Hajimiri y cols., 2015). Se ha descrito que la conjugación química del EGFhr al PEG es un proceso 

eficiente y con elevada retención de la actividad biológica (Lee y Park, 2002). El uso de conjugados 

químicos EGFhr-dextrina mostró resultados alentadores en la cicatrización de heridas en ratas diabéticas 

(Hardwicke y cols., 2011). La conjugación de la protamina de bajo peso molecular al extremo N-terminal 

del EGFhr por técnicas de recombinación genética aceleró el cierre de las heridas en el modelo de ratas 

diabéticas (Choi y cols., 2012).  

Un gran número de artículos científicos y patentes informan sobre formulaciones tópicas y oftálmicas de 

EGFhr. En los últimos años se informa sobre el desarrollo de una amplia variedad de apósitos, sistemas de 

liberación y nanoconjugados. Sin embargo, en toda la búsqueda de literatura realizada hasta la fecha, no 

se encontraron antecedentes sobre el desarrollo de una formulación para la administración parenteral del 

EGFhr. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Materiales     

2.1.1 Reactivos 
Los reactivos utilizados en los ensayos fueron de calidad analítica, suministrados por Merck KGaA 

(Darmstadt, Alemania) o por AppliChem GmbH (Darmstadt, Alemania).  

2.1.2 Excipientes  

En la tabla 2.1 se relacionan los excipientes utilizados en los experimentos de formulación y liofilización. 

2.1.3 Materiales de envase primario 

En la tabla 2.2 se relacionan los materiales de envase primario utilizados en los experimentos de 

formulación y liofilización. 

2.1.4 Materiales de referencia y biológicos  

En la tabla 2.3 se relacionan los materiales de referencia de trabajo (MRT) utilizados, los cuales fueron 

suministrados por el Departamento de Estabilidad y Materiales de Referencia de la Dirección de Calidad 

(CIGB, Cuba). El anticuerpo monoclonal contra EGFhr CB-EGF.1 y el anticuerpo CB-EGF.2 conjugado 

a peroxidasa los suministró el Departamento de Anticuerpos Monoclonales de la Dirección de Producción 

(CIGB, Cuba). Ambos anticuerpos reconocen epitopes conformacionales (Freyre y cols., 1989). 

2.1.5 Otros materiales 

Para la realización de este trabajo fue necesario utilizar los materiales relacionados a continuación: 

-Vasos de precipitado y probetas de vidrio de 50, 200, 500 y 1 000 mL (DURAN, Alemania).  

-Barra magnética recubierta con politetrafluoroetileno (Brand, Alemania).  

-Filtros de 25 mm de diámetro (6,2 cm2 de área) con acople a jeringa de 0,2 µm de tamaño de poro de: 

acetato de celulosa, celulosa regenerada, poliéter sulfonas y fluoruro de polivinilo (Teknokroma, España).  

-Jeringas desechables de 5, 10 y 20 mL (Fisher Scientific, EE.UU.).  

-Cartuchos de filtración de 150 cm2 de 0,45 + 0,2 µm de poliéter sulfonas, casetes tipo Hydrosart de 

tamaño de poro de 2 000 g/mol y membranas estériles de nitrato de celulosa de 0,45 µm (Sartorius Stedim 

Biotech GmbH, Alemania).  

-Cubetas de cuarzo (Hellma Analytics, Alemania).  

-Agua para inyectables (AI) y solución salina fisiológica (NaCl 0,9 % m/v, SSF) (Quimefa, Cuba).  

-Caja plegable de cartón ondulado de 220 g/m2 con barniz ultravioleta (UV) (Durero Packaging, España) 
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Tabla 2.1. Excipientes utilizados en los experimentos de formulación y liofilización 

Excipiente Descripción Suministrador 
Sacarosa > 99 %, Farmacopea europea (Ph. Eur.)   

 
 
 
 
 
AppliChem GmbH 
(Darmstadt, Alemania) 

Trehalosa•2H2O > 98 %, BioChemica Rafinosa•5H2O 
Lactosa•H2O > 98 %, Ph. Eur. 
Glucosa > 99 %, Ph. Eur. 
Fructosa > 98,5 %, Ph. Eur./Farmacopea de EE.UU. (USP) 
Manitol > 98 %, Ph. Eur./USP/Farmacopea Británica  
Sorbitol > 97 %, Ph. Eur. 
Glicerol > 99 %, Ph. Eur./USP 
Glicina  

> 98,5 %, Ph. Eur./USP Alanina 
Leucina 
Histidina > 98 %, Ph. Eur./USP 
Dextrana 40 > 98 %, Ph. Eur. 
PEG 6000 > 99 %, Ph. Eur./USP/ Farmacopea Británica  

 
 
Merck KGaA 
(Darmstadt, Alemania) 

Polisorbato 20 > 99,5 %, Ph. Eur. Polisorbato 80 
NaCl > 99,5 %, Ph. Eur./USP/ Farmacopea Británica 
KCl > 98 %, Ph. Eur. 
MgCl2.6H2O > 98 %, Ph. Eur./USP/ Farmacopea Británica 

 

Tabla 2.2. Materiales de envase primario 
Material Descripción Suministrador 

Frasco de vidrio de 1 L Vidrio de hidrolítico claro, clase I DURAN Group 
GmbH, Alemania Tapa de rosca Polipropileno con rosca GL 45 

Bulbos 2R y 6R Vidrio de hidrolítico claro, clase I Nuova OMPI, Italia 
 

Tapones para liofilización 
de 13 mm y 20 mm 

Goma bromobutilo y siliconizados  
Helvoet Pharma,  
Bélgica Sellos de 13 mm y 20 mm De aluminio y plástico tipo Flip-Off  

 

Tabla 2.3. Materiales de referencia de trabajo utilizados 
Ensayos Código del MRT Otros datos 
Ensayo de proliferación celular EGFhr-10-0812 Calibrado contra el MR 91/530 

(NIBSC, Reino Unido) 
ELISA de EGFhr, RP-HPLC y  
SDS-PAGE 

EGFhr-10-0812 Calibrado contra el MR 91/550 
(NIBSC, Reino Unido) 

Cuantificación de proteínas totales BSA-06-1109 Albúmina de suero bovino 
Cuantificación de carbohidratos totales G-05-0406 Glucosa 
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2.1.6 Factor de crecimiento epidérmico humano recombinante  

El EGFhr expresado en la levadura Saccharomyces cerevisiae se purificó como una mezcla de formas 

truncadas  por  el  extremo C-terminal, EGFhr1-51 y EGFhr1-52 (CIGB, Cuba). Las preparaciones del 

ingrediente farmacéutico activo (IFA) de EGFhr utilizadas tenían pureza superior al 95,0 % medida en 

RP-HPLC y SDS-PAGE. Todas las preparaciones utilizadas eran estériles y apirogénicas, con actividad 

biológica específica en el rango de 1,5-5,0 × 106 unidades internacionales (UI)/mg. En los anexos 1 y 2 se 

presentan las caracterizaciones moleculares, por ESI-MS, realizadas al IFA de EGFhr utilizado en los 

diferentes estudios de este trabajo. 

2.2 Estudios de degradación forzada del EGFhr 

En los estudios de degradación forzada del EGFhr se empleó una concentración final de 500 µg/mL para 

los ensayos de electroforesis en ausencia de SDS y de SDS-PAGE. Para el resto de los ensayos se utilizó 

una concentración final de 100 µg/mL. Las muestras de EGFhr se envasaron en bulbos 2R y se cerraron 

con tapones y sellos de 13 mm (Tabla 2.2). Para los estudios de estabilidad las muestras se almacenaron 

en incubadoras KBF 115 (Binder, Alemania). 

2.2.1 Estrés por combinación de pH extremo y calor  

Se estudió en una solución de EGFhr en soluciones tampón a la concentración de 0,1 M y diferentes 

valores de pH. Para pH 3,0 se utilizó el tampón acetato de sodio, el fosfato de sodio para pH 7,0 y el 

borato de sodio para pH 9,0. Para el ensayo de electroforesis en ausencia de SDS los viales se incubaron a 

50 ± 2 °C por un día. Para los ensayos de RP-HPLC, SDS-PAGE, ESI-MS, ELISA y el ensayo de 

proliferación celular, las muestras se incubaron durante cuatro días a la misma temperatura. 

2.2.2 Estrés por presencia de agente oxidante  

Se evaluó una solución de EGFhr a 100 µg/mL en tampón fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,0). A esta 

solución se le adicionó peróxido de hidrógeno (H2O2) hasta lograr una concentración final de 0,01 y 

0,1 % (v/v). Como control del experimento se preparó una muestra bajo las mismas condiciones, pero no 

se le adicionó H2O2. Las muestras se incubaron a 25 ± 2 °C durante 30 min. A continuación, las muestras 

se evaluaron en los ensayos de RP-HPLC, ELISA y ensayo de proliferación celular. 

2.2.3 Estrés por fotólisis  

En este estudio también se utilizó una solución de EGFhr a 100 µg/mL en tampón fosfato de sodio         

(0,1 M, pH 7,0). La solución se dispensó a razón de 1,0 mL/bulbo 2R o 1,0 mL/cubeta de cuarzo. Después 

de tapadas, las muestras se  expusieron, a 15 cm, a la irradiación de una lámpara UV modelo UVLS-24 
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(LTF Labortechnik GmbH and Co. KG, Alemania), que incluye la combinación de onda corta (254 nm) y 

onda larga (365 nm). La exposición se extendió por 24 h a 25 ± 2 °C y, como control del experimento, se 

expuso la misma muestra en viales cubiertos con papel de aluminio. A continuación, las muestras se 

evaluaron en los ensayos de RP-HPLC, ELISA y ensayo de proliferación celular. 

2.3 Estabilización del EGFhr en una formulación líquida 

2.3.1 Preparación de formulaciones líquidas a escala de banco. Equipos y procedimientos 

Las formulaciones líquidas de EGFhr a escala de banco (25 mL) se prepararon siguiendo el diagrama de 

flujo de la figura 2.1. Se emplearon viales 2R con tapón de bromobutilo y sellos de aluminio y plástico de 

13 mm (Tabla 2.2). Siguiendo el diagrama de flujo se prepararon las variantes para evaluar el efecto del 

pH, los tampones, la fuerza iónica, la concentración de la proteína, la presencia de excipientes y el efecto 

de la temperatura en la estabilidad del EGFhr en solución. Este mismo procedimiento se empleó para la 

etapa de preparación de las formulaciones de las variantes del estudio de tamizado de excipientes y de 

combinaciones de excipientes durante la liofilización a escala de banco. 

2.3.2 Influencia del pH en la solubilidad y estabilidad  

Solubilidad  

El EGFhr se concentró hasta aproximadamente 10,0 mg/mL empleando un dispositivo de ultrafiltración 

Sartocon slice 200, con casetes Hydrosart de 2 000 g/mol de tamaño de poro (Sartorius Stedim Biotech 

GmbH, Alemania). A continuación, a la solución concentrada se le cambió el tampón fosfato de sodio 

(10 mM, pH 7,0) por AI empleando el mismo dispositivo de ultrafiltración. Posteriormente, la solución 

concentrada se dispensó a 1,0 mL/vial. El producto se secó al vacío en un liofilizador Durastop (FTS 

Systems, EE.UU.) a una temperatura de 25 °C y una presión de 13,33 Pa durante 48 h. Después de secado 

el EGFhr, los viales se cerraron y sellaron. El producto se almacenó a –20 ºC hasta que se midió la 

solubilidad. La influencia del pH en la solubilidad del EGFhr se evaluó tanto en tampón acetato de sodio 

(pH 3,0-6,0) como en fosfato de sodio (pH 7,0-8,0), a la concentración de 0,1 M. Se pesaron fracciones de 

50 mg del polvo de EGFhr liofilizado, y se adicionaron a 333 µL de las soluciones con diferentes valores 

de pH, para una concentración teórica de 150 mg/mL. Después de filtrar las muestras a través de filtros de 

0,2 µm de acetato de celulosa se midió la concentración de EGFhr por absorbancia a 280 nm. 

Estabilidad 

La influencia del pH en la estabilidad del EGFhr se evaluó en tampones: acetato de sodio (pH 3,0-5,0), 

fosfato de sodio (pH 6,0-8,0) y borato de sodio (pH 9,0-10,0), todos a una concentración final de 0,1 M. 

Las muestras destinadas a las evaluaciones en los ensayos de RP-HPLC y ELISA se diluyeron (1:50) hasta  
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100 µg/mL a partir de una solución concentrada de EGFhr (5,0 mg/mL). Las muestras para los ensayos de 

SEC, CD, dispersión dinámica de la luz (DLS) y potencial Z se diluyeron (1:10) hasta 500 µg/mL. Para 

los ensayos de CD, DLS y potencial Z, las muestras se evaluaron recién preparadas.  

Para los estudios de estabilidad, las muestras se almacenaron a 50 ± 2 °C en una incubadora KBF 115. En la 

evaluación del efecto del pH, las muestras se analizaron en RP-HPLC después de 3, 6 y 12 h (pH 9,0 y 10,0) y 

después de uno, dos y cuatro días (pH 3,0 a 8,0). Para las evaluaciones en SEC, las muestras se extrajeron 

después de cuatro días. La concentración de EGFhr se determinó mediante ELISA después del 

almacenamiento durante 2, 4, 12, 15, 21 y 30 días a la misma temperatura. La cinética de degradación se 

determinó en función del pH. En los estudios de estabilidad para evaluar la influencia de los tampones, fuerza 

iónica, concentración de proteína y presencia de excipientes, las muestras se extrajeron después de uno, tres, 

cinco y siete días para evaluarlas en RP-HPLC; y después de 7, 15 y 30 días para evaluarlas en ELISA. 

2.3.3 Influencia de los tampones  

Se evaluó una solución de EGFhr a 100 µg/mL en soluciones tampón a la concentración de 0,1 M y 

diferentes valores de pH. Para pH 6,0, la estabilidad del EGFhr se estudió en los tampones: acetato de 

sodio, succinato de sodio, citrato de sodio, fosfato de sodio e histidina-HCl; mientras que para pH 7,0 y 

8,0 se estudió en los tampones fosfato de sodio, histidina-HCl y Tris-HCl. La cinética de degradación se 

determinó en función del pH y el tipo de tampón. 

2.3.4 Influencia de la concentración de proteína  

Una solución de EGFhr con concentración de 5,0 mg/mL se diluyó en tampón fosfato de sodio 

(0,1 M, pH 7,0) para lograr las concentraciones finales de 25, 50, 100, 250, 500 y 1000 µg/mL. La 

cinética de degradación se determinó en función de la concentración de la proteína. 

2.3.5 Influencia de la fuerza iónica del medio  

Se determinó en una solución de EGFhr a 500 µg/mL en tampón fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,0), que 

contenía diferentes concentraciones de NaCl (0,5, 1,0 y 2,0 % m/v). Como control se preparó una muestra 

sin NaCl. Además de los ensayos de  RP-HPLC y ELISA, en este caso se evaluó la estabilidad a 

50 ± 2 °C en SEC después de 7, 14, 21 y 28 días de almacenamiento. La cinética de degradación se 

determinó en función de la concentración de NaCl. 

2.3.6 Influencia de los excipientes  

Se evaluó la compatibilidad del EGFhr, 100 µg/mL, con los excipientes en tampón fosfato de sodio 

(0,1 M, pH 7,0). Los excipientes de tipo sacáridos (sacarosa, trehalosa, rafinosa, lactosa, glucosa y 
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fructosa) y polialcoholes (manitol, sorbitol y glicerol) se ensayaron al 10,0 %, m/v, los polímeros 

(Dextrana 40 y PEG 6000) al  5,0 %, los surfactantes (polosorbatos 20 y 80) al 0,05 %, los aminoácidos 

(glicina, alanina, leucina e histidina) al 2,0 % y las sales (NaCl, KCl y MgCl2) al 1,0 %. Los excipientes 

incompatibles, que afectaron la estabilidad del EGFhr en un grado superior al control sin excipiente, 

también se estudiaron en tampón Tris-HCl al mismo valor de pH y concentración del tampón. Para 

determinar la interferencia de los excipientes en los ensayos de RP-HPLC y ELISA, para cada condición 

se preparó un placebo que contenía todos los componentes, excepto la proteína. 

2.3.7 Efecto de la temperatura en la velocidad de desamidación del EGFhr en solución acuosa 

Se estudió en una solución de EGFhr a 500 µg/mL en tampón fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,0). Las 

muestras en solución se almacenaron a 25 ± 2, 37 ± 2 y 50 ± 2 °C en incubadoras KBF 115. Estas se 

extrajeron a predeterminados intervalos de tiempo, en dependencia de la temperatura, y se evaluaron por 

electroforesis en ausencia de SDS para determinar el porcentaje de desamidación (Sección 2.9.4).  

2.4 Estabilización del EGFhr mediante la liofilización 

2.4.1 Influencia de los excipientes en la estabilidad durante la congelación y descongelación 

La estabilidad del EGFhr en presencia de los excipientes se evaluó después de tres ciclos de congelación a 

–20 °C y descongelación a 25 °C. Para este estudio se emplearon los mismos excipientes y métodos 

analíticos que en la sección 2.3.6. Los excipientes incompatibles, que afectaron la estabilidad del EGFhr 

en un grado superior al control que no contenía excipiente, también se estudiaron en tampón Tris-HCl al 

mismo valor de pH y concentración del tampón. 

2.4.2 Preparación de formulaciones liofilizadas a escala de banco. Equipos y procedimientos 

Las variantes de formulaciones acuosas para estudiar el efecto de excipientes o sus combinaciones en la 

estabilidad del EGFhr durante la liofilización y el almacenamiento del producto liofilizado, se prepararon 

siguiendo el diagrama de flujo que se mostró en la figura 2.1. Las formulaciones se prepararon con 

75 µg/mL de EGFhr, y contenían 2,0 % m/v de los excipientes individuales o de combinaciones de   

sacarosa-Dextrana 40, en tampón fosfato de sodio (0,01 M, pH 7,0). Como control negativo se preparó 

una solución de EGFhr a 75 µg/mL, sin excipientes, bajo las mismas condiciones. Las variantes se 

liofilizaron en un liofilizador de escala de banco (Edwards SMH15, Reino Unido) con condensador de 

capacidad de 8,0 kg de hielo.  

Para la liofilización del EGFhr en presencia de distintos excipientes se requieren diferentes condiciones, 

por consiguiente se evaluaron dos procedimientos: (i) el que no emplea tratamiento térmico (Sin TT) y 
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que comúnmente se ha utilizado para la liofilización de carbohidratos amorfos (por ejemplo, sacarosa, 

trehalosa o Dextrana 40) y (ii) otro que incluye un paso de tratamiento térmico (Con TT) para garantizar 

una máxima cristalización (por ejemplo, para el manitol o la glicina) (Tang y Pikal, 2004). La tabla 2.4 

muestra los detalles de los dos procesos. Después de terminar el proceso de liofilización, los viales se 

cerraron dentro de la cámara de secado, y a continuación se sellan y almacenan a –20 ºC hasta el 

momento de los estudios de caracterización y estabilidad.   

Tabla 2.4. Ciclos de liofilización utilizados durante los experimentos de tamizado de excipientes para la 
estabilización del EGFhr 

          Sin TT     Con TT (excipientes cristalinosa) 
Etapa  Temperatura 

de platina (°C) 
Presión de la 
cámara (Pa) 

Tiempo 
(h) 

Temperatura de 
platina (°C) 

Presión de la 
cámara (Pa) 

Tiempo 
(h) 

 
Congelación 

 

 
–45 ºC 

 
atmosférica 

 
5 
 

–45 ºC atmosférica 2 
–15 ºC atmosférica 2 
–45 ºC atmosférica 5 

Secado 
primario 

–30 ºC 12,0 8 –30 ºC 12,0 8 

Secado 
secundario 

25 ºC 7,5 6 25 ºC 7,5 6 

aManitol y glicina  

2.4.3 Estudios de estabilidad para la selección de las formulaciones liofilizadas 
Las muestras controles, equivalentes al tiempo cero de incubación (t0), se almacenaron a –20 °C. Los 

estudios de estabilidad de las muestras liofilizadas se realizaron a 50 ± 2 °C, en una incubadora KBF 115. 

Justo antes del análisis, las muestras liofilizadas se rehidrataron con AI a su volumen original.  

Para estudiar el efecto de excipientes individuales, se evaluó la estabilidad del EGFhr en los ensayos de 

RP-HPLC y ELISA. Las muestras liofilizadas se analizaron en RP-HPLC después de incubadas durante 

2, 4, 7, 15, 30, 45 y 60 días; y en ELISA después 7, 15, 30, 45 y 60 días. Para estudiar el efecto de las 

combinaciones de sacarosa-Dextrana 40, la estabilidad del EGFhr se evaluó en los ensayos de RP-HPLC, 

ELISA y ensayo de proliferación celular. En este estudio, en todos los ensayos, las muestras se analizaron 

después de incubadas durante 7, 15, 30, 45, 60 y 90 días. Como este fue el paso final para definir la 

composición de la formulación, también se incluyó el ensayo de proliferación celular. 

2.4.4 Preparación de los lotes a escala piloto. Equipos y procedimientos 

Los lotes para los estudios de estabilidad, preclínica y clínica se fabricaron a escala piloto (800 mL), siguiendo 

el diagrama de flujo que se mostró en la figura 2.1. En este caso, los procesos de formulación y llenado 

aséptico se ejecutaron en instalaciones que cumplían con los estándares vigentes de buenas prácticas de 
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fabricación. Todos los procesos se llevaron a cabo en un área clase 100, bajo flujo laminar de techo, a 

20 ± 4 ºC y humedad relativa de 55 ± 15 %. Se fabricaron lotes a escala piloto a las presentaciones de 25, 75 y 

250 µg de EGFhr/vial. La integridad del cartucho de filtración se determinó mediante la técnica del punto de 

burbujeo empleando el Sartocheck 4 (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Alemania).  

Los lotes se llenaron a razón de 1,0 mL/vial en una máquina automática Flexicon FPC50, con precisión de 

± 1 % del volumen de llenado (Watson-Marlow, Dinamarca). Esta misma máquina se utiliza para el 

retape de los viales. La etapa de liofilización se ejecutó en una máquina Edwards Kniese S-08 (Sussex, 

Reino Unido) con condensador de capacidad de 20 kg de hielo. La temperatura del producto se registró 

con ayuda de sensores tipo Pt-100 y la presión de la cámara a través de sensores de termo-conductividad 

tipo Pirani, integrados al equipo. La liofilizadora se encuentra en un área clase 100, en las instalaciones de 

producción del CIGB. Durante el proceso de liofilización se registró la temperatura del producto, del 

fluido, y del condensador y la presión de vacío de la cámara. Al finalizar el proceso, los viales se cerraron 

dentro de la cámara de secado, y a continuación se sellaron y almacenaron a 5 ± 3 ºC hasta el momento de 

efectuar los estudios de caracterización y estabilidad. El ciclo empleado forma parte de los resultados del 

trabajo y se presenta en la sección 3.4.2 de Resultados y discusión. 

2.5 Evaluación de la estabilidad del EGFhr durante las operaciones tecnológicas  

2.5.1 Efecto de la operación de mezclado  

Con el objetivo de evaluar el efecto de la agitación en la estabilidad del EGFhr durante la operación de 

mezclado con los excipientes seleccionados, el granel de la formulación (75 µg/mL de EGFhr, 15 mg/mL 

de sacarosa, 5 mg/mL de Dextrana 40 en tampón fosfato de sodio a 0,01 M, pH de 6,5 a 7,0) se sometió a 

agitación empleando una barra magnética y un agitador magnético de velocidad graduable (Ika 

Labortechnik, Alemania). La solución se agitó a velocidades de 100, 200 y 400 rpm. Para cada velocidad 

de agitación se extrajeron muestras al inicio y después de 15, 30, 45 y 60 min. Las muestras se analizaron 

en el ensayo de RP-HPLC.  

2.5.2 Efecto de la operación de esterilización por filtración 

El efecto del material del medio filtrante en la estabilidad del EGFhr durante la operación de filtración 

esterilizante, se evaluó en filtros de acetato de celulosa, celulosa regenerada, poliéter sulfonas y fluoruro de 

polivinilo. El sistema se ensambló mediante la conexión del filtro a una jeringuilla de 5,0 mL. Un volumen de 

1,0  mL del formulado a granel que contenía 75 µg/mL de EGFhr se colocó en la jeringuilla, y se hizo pasar a 

través de los filtros. Todos los filtros fueron de geometría circular y con la misma área de la sección transversal 
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(6,2 cm2). Las muestras se evaluaron mediante RP-HPLC para determinar el recobrado del proceso, y la pureza 

del EGFhr después de la operación de filtración y del almacenamiento del filtrado durante siete días a 5 ± 3 °C. 

2.5.3 Efecto de las operaciones de liofilización y simulación de la inyección 

El efecto del proceso de liofilización se evaluó mediante la comparación de las características del EGFhr 

en la muestra antes de liofilizar (Pre-Liof.) con las de la liofilizada y reconstituida en su volumen original 

(Liof.-Reconstituido). El efecto general del proceso de inyección se evaluó mediante una simulación del 

mismo, se compararon las características del EGFhr en la muestra después de pasarla por el sistema 

jeringa y aguja (Después-Jeringa) con las de la muestra antes de pasarla por el sistema, el                   

Liof.-Reconstituido. El liofilizado se reconstituyó con AI o con SSF, y la estabilidad se evaluó mediante 

RP-HPLC, SEC, fluorescencia intrínseca del Trp, CD, ELISA y ensayo de proliferación celular.  

2.6 Estabilidad de la formulación liofilizada de EGFhr en condiciones de estrés  

2.6.1 Evaluación mediante ESI-MS de la estabilidad del EGFhr liofilizado en condiciones de estrés 

La estabilidad de la formulación liofilizada seleccionada conteniendo 75 µg/vial de EGFhr se evaluó 

después de exponer viales del producto durante 15 días a 50 ± 2 °C. Como control se evaluaron los 

mismos ensayos en el producto sin calentar. La estabilidad se evaluó mediante ESI-MS, determinando la 

masa molecular de la proteína intacta (Secciones 2.10.7 y 2.10.9) y la formación correcta de los enlaces 

disulfuro mediante la hidrólisis ácida parcial de la proteína (Secciones 2.10.7-2.10.9).  

2.6.2 Efecto de la humedad residual en la desamidación del EGFhr  

Para generar las muestras con diferentes valores de humedad residual, viales de la formulación liofilizada 

seleccionada que contenían 75 µg/vial de EGFhr, se destaparon y almacenaron a 25 ± 2 °C/60 ± 5 % de 

humedad relativa en una incubadora KBF 115 durante 5 y 10 min. A continuación, los viales fueron 

tapados y sellados nuevamente. El contenido de humedad residual de los grupos de muestras se determinó 

mediante el método de Karl Fischer (Sección 2.8.3). Las muestras liofilizadas con diferentes valores de 

humedad residual se almacenaron a 25 ± 2, 37 ± 2 y 50 ± 2 °C en incubadoras KBF 115. Las muestras se 

extrajeron a predeterminados intervalos de tiempo, en dependencia de la temperatura y de la humedad 

residual, y se evaluaron por electroforesis en ausencia de SDS para determinar el porcentaje de 

desamidación (Sección 2.9.4). 

2.6.3 Efecto de los materiales de envase en la fotoestabilidad de estrés del EGFhr liofilizado 

La susceptibilidad a la exposición a la luz blanca/UV de la formulación liofilizada de EGFhr se evaluó en 

una fotocámara 424/CF (Nova EticaTM, Brasil), equipada con una lámpara fluorescente en el UV cercano 

(15 W) con distribución espectral entre 320 y 400 nm y varias lámparas de luz fluorescente blanca 
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(15 W). El experimento se realizó a 25 ± 2 ºC/60 ± 5 % de humedad relativa según la opción 2 de la guía 

de la Conferencia Internacional de Armonización (ICH) (Q1B, 1996). Los grupos de tratamiento fueron: 

(i) En el envase primario: viales de vidrio de borosilicato neutro claro, calidad hidrolítica tipo I (6R), 

cerrados con tapones para liofilización de 20 mm de bromobutilo y sellados con sellos de aluminio y 

plástico Flip-Off de 20 mm.  

(ii) En el envase secundario: caja plegable de cartón ondulado de 220 g/m2 con barniz UV. 

(iii)  Control en la oscuridad: el producto en el envase primario se cubrió con papel de aluminio para 

evaluar la contribución de los cambios inducidos por la temperatura en los cambios totales.   

Los grupos de muestras se expusieron por un máximo de tres días a las dos fuentes de luz. Esta condición 

proporcionó una iluminación general de 1,13 veces, como recomienda la guía ICH (1,2 × 106 lx ×  h) para 

la luz blanca y de 4,25 veces, para la energía UV integrada (200 W ×  h/m2). El contenido de los viales de 

las muestras de los grupos de tratamiento y el control (inicio, t0) se reconstituyeron con AI, y 

seguidamente se evaluaron en los ensayos de características organolépticas, RP-HPLC, SEC, SDS-PAGE, 

ELISA y ensayo de proliferación celular. 

2.7 Estudios de estabilidad de la formulación desarrollada 

Para los estudios de estabilidad se siguieron las recomendaciones de las directrices generales de la ICH 

(Q1A(R2), 2003; Q1D, 2003; Q1E, 2003); y lo establecido en las regulaciones del Centro Nacional para 

el Control de la Calidad de los Medicamentos (Regulación 21, 2008; Regulación 16, 2012). La estabilidad 

del producto se evaluó en los ensayos de esterilidad, pirógenos, seguridad general, características 

organolépticas, pH, osmolaridad, humedad residual, RP-HPLC, SEC, SDS-PAGE, concentración de 

proteínas, ELISA y ensayo de proliferación celular. Los ensayos mencionados se validaron para el control 

de calidad y estudios de estabilidad (Gerónimo y cols., 2006; Moya y cols., 2011). 

2.7.1 Estabilidad del formulado a granel 

La estabilidad de tres lotes a escala piloto del granel (800 mL) de la formulación seleccionada, 

conteniendo 25 y  250 µg/mL de EGFhr, se evaluó después de almacenar el producto durante siete días a 

5 ± 3 ºC. Los lotes se envasaron en frascos de vidrio de borosilicato y se cerraron con tapa de rosca 

(Tabla 2.2). Las muestras del granel de EGFhr se evaluaron al inicio (t0) y después del almacenamiento.    

2.7.2 Estabilidad acelerada y de vida de estante de la formulación liofilizada 

Para los estudios de estabilidad acelerada y de vida de estante se emplearon tres lotes a escala piloto      

(800 viales/lote) de la formulación liofilizada de EGFhr para las dos presentaciones extremas, 25 y         

250 µg/vial. En el estudio de estabilidad acelerada, las muestras se almacenaron a 25 ± 2 °C/60 ± 5 % de 
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humedad relativa en una incubadora KBF 115 y se analizaron en el momento de la liberación y después 

de tres y seis meses. Para el estudio de vida de estante, las muestras se colocaron en cámara fría con 

temperatura controlada de 5 ± 3 ºC (sin control de la humedad relativa), y se analizaron periódicamente en 

el momento de la liberación y después de 3, 6, 9, 12, 18 y 24 meses.  

2.7.3 Estabilidad del reconstituído 

Los viales de la formulación liofilizada con 25 y 75 µg/vial de EGFhr, lotes producidos a escala piloto, se 

reconstituyeron bajo condiciones asépticas con 5,0 mL de AI o SSF. De esta forma se obtuvieron dos 

concentraciones: 5 y 15 µg/mL, que cubren el rango utilizado en la práctica clínica (Berlanga y cols., 2013; 

López-Saura y cols., 2013). Para t0, y como referencia, el contenido de los viales se resuspendió en 1,0 mL 

de AI y se analizó. Los viales reconstituídos con 5,0 mL de AI o SSF se analizaron después de almacenados 

durante 24 h a 5 ± 3 ºC. Para cada presentación se utilizaron dos lotes frescos (con menos de tres meses de 

almacenamiento) y dos envejecidos (después de almacenado durante 20 a 24 meses a 5 ± 3 ºC). 

2.8 Ensayos de caracterización físico-química de las formulaciones. Instrumentos, técnicas y 

procedimientos 

2.8.1 Análisis térmico diferencial y de impedancia eléctrica 

Las evaluaciones de la formulación por análisis térmico diferencial (ATD) e impedancia eléctrica se 

realizaron en un equipo Lyotherm2 (Biopharma Technology Ltda, Reino Unido). La muestra se congeló 

por inmersión del bloque de enfriamiento/calentamiento en un recipiente con nitrógeno líquido, el 

calentamiento se inició una vez que se equilibraron las temperaturas del bloque, muestra y referencia. Las 

determinaciones se realizaron durante la etapa de calentamiento con el fin de evitar el error que puede 

ocasionar la determinación durante la congelación. Se reporta el valor medio de tres réplicas. 

2.8.2  Liomicroscopía criogénica 

Las muestras líquidas de las formulaciones se evaluaron en un liomicroscopio criogénico (Biopharma 

Technology Ltda, Reino Unido). Un volumen de 2 µL de las formulaciones se aplicó entre dos 

cubreobjetos en el conductor térmico y se selló dentro de la estación. Las muestras se enfriaron hasta          

–50 °C a una velocidad de 5,0 °C/min. A continuación,  se inició un vacío dentro de la cámara que se 

mantuvo a aproximadamente 8,0 Pa. Posteriormente la muestra se calentó hasta 25 °C a 1,0 °C/min. 

Durante el experimento se registró la presión, con ayuda de un manómetro tipo Pirani, integrado al 

equipo. La temperatura a la cual se detectó el primer cambio estructural se denomina temperatura de 
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inicio de colapso (Tic), y la temperatura a la cual se apreció un cambio estructural en todo el producto se 

denomina temperatura de colapso completo. El valor experimental fue el promedio de tres réplicas. 

2.8.3 Determinación del contenido de humedad residual de los liofilizados 

Se utilizó el método de titulación coulométrica de Karl Fischer, empleando un instrumento modelo TIM550 

(Radiometer Analytical, Francia) y siguiendo las recomendaciones de la Farmacopea de EE.UU (USP) 

(USP<921>, 2008). Se realizaron entre tres y cinco réplicas por muestra. Se reporta el valor medio de las 

determinaciones. 

2.8.4 Determinación de la temperatura de transición vítrea 

Se empleó un calorímetro diferencial de barrido (DSC), modelo MDSC 2920 (TA Instruments, EE.UU.), 

equipado con un accesorio de enfriamiento. Para la calibración se utilizó Indio “In” como estándar. Se 

pesaron 15 ± 0,5 mg de las muestras liofilizadas en cacerolas de aluminio, y se sellaron con tapas de 

aluminio, a las cuales se les abrieron agujeros para permitir que cualquier material volátil que evolucione 

de las muestras pueda escapar, y se colocaron en el equipo. Se calentaron las muestras bajo purga de 

nitrógeno, hasta pasar la Tg, a una velocidad de 10 °C/min, sobre el rango de temperatura de 25 a 120 °C. 

A continuación, la muestra se enfrió a aproximadamente 10 °C/min y se recalentó nuevamente a la misma 

velocidad y rango de temperatura para medir la Tg en el segundo barrido. La Tg reportada fue el valor de 

la temperatura en el punto medio de la inflexión del paso de la línea de base de la curva de DSC. 

2.8.5 Características organolépticas y tiempo de reconstitución  

La apariencia de la pastilla liofilizada se inspeccionó visualmente para detectar la presencia de partículas 

o cambio de color. El producto se observó en un gabinete de revisión con fondo blanco y negro, con 

lámpara fluorescente de 20 W (CIGB, Cuba). A continuación, el producto se reconstituyó con 5,0 mL de 

AI o SSF, en una cabina de bioseguridad, utilizando jeringuillas desechables estériles (Fisher Scientific, 

EE.UU.). El tiempo de reconstitución fue el transcurrido desde la adición del solvente hasta la obtención 

de una solución disuelta y clara. Después de la reconstitución, las muestras se inspeccionaron visualmente 

para detectar la presencia de partículas, y la transparencia o el cambio de color de la solución. La 

observación se realizó durante 5,0 s en el mismo gabinete de revisión descrito, girando la unidad en todos 

los sentidos sobre cada una de las superficies, blanca y negra. Se consideró aceptable una solución clara, 

incolora, sin residuos visibles como materia no disuelta. Se emplearon cinco viales por preparación, y 

para los estudios de estabilidad acelerada y de vida de estante 20 viales por lote en cada evaluación. 
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2.8.6 Conteo de partículas subvisibles 

La concentración de partículas de tamaño mayor o igual que 10 y que 25 µm se determinó en un sistema 

de recuento electrónico de partículas, mediante el método de oscurecimiento de la luz, empleando un 

equipo KL-04 (RION Co. LTD., Japón). Los límites máximos aceptables de partículas fueron de 6 000 y 

de 600 por unidad de volumen para partículas mayor o igual que 10 µm y que 25 µm, respectivamente 

(USP<788>, 2008). Se tomaron siete viales del producto liofilizado y a cada vial se le inyectó 5,0 mL de 

AI, luego se colocaron 30 mL de la muestra reconstituída en la celda y se determinaron los conteos de 

partículas. Después de cada medición, para evitar la contaminación cruzada, el sistema se lavó con 

porciones de 5,0 mL de agua excenta de partículas.  

2.8.7 pH 

El pH se determinó empleando un medidor de pH calibrado, PHM220 (Radiometer Analytical, Francia) 

según se ha descrito (USP<791>, 2008). El valor experimental fue el promedio de tres réplicas. 

2.8.8 Osmolaridad 

La osmolaridad se determinó mediante la técnica del punto de congelación, utilizando un semimicro 

osmómetro, modelo K-7400 (Knauer, Alemania). Como referencia se utilizó un patrón de 290 mOsm/kg 

suministrado por el fabricante y AI como control. Para la medición se añadieron 150 μL de cada muestra 

a la celda de vidrio del equipo. Se evaluaron tres réplicas por muestra. 

2.8.9 Concentración de carbohidratos totales 

La concentración de carbohidratos totales se determinó de forma espectrofotométrica, mediante la reacción de 

la antrona, según se ha descrito (Umbreit y Burris, 1960). Las lecturas de absorbancia de las muestras y 

patrones fue a 585 nm en un espectrofotómetro modelo Ultrospec 3 300 pro (Amersham-Pharmacia Biotech, 

Suecia). Como referencia para la cuantificación, las muestras se ensayaron en paralelo con una curva de 

concentraciones de un MRT de glucosa (Tabla 2.3). Las determinaciones se realizaron por duplicado. 

2.9 Ensayos de caracterización físico-química del EGFhr. Instrumentos, técnicas y 

procedimientos  

2.9.1 Absorbancia a 280 nm 

La concentración de EGFhr se determinó por el método de absorbancia a 280 nm utilizando el coeficiente 

de extinción másico (E1 cm
1 %  = 30,9 mL/mg × cm) determinado en el tampón acetato de sodio 

(0,1 M, pH 5,6) (Carpenter y Cohen, 1979). Para las mediciones de absorbancia, las muestras se 

transfirieron a cubetas de cuarzo de 1 cm de longitud de paso (Hellma Analitics, Alemania). La lectura de 
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absorbancia se realizó en un espectrofotómetro U-3300 (Hitachi, Japón). Se realizaron tres réplicas por 

muestra. 

2.9.2 Concentración de proteínas por el método de Bradford 

La concentración de EGFhr se determinó por el método de Bradford según se ha descrito (Bradford, 

1976), utilizando el reactivo suministrado por la firma comercial (Bio-Rad, EE.UU.). Como referencia 

para la cuantificación, las muestras se evaluaron en paralelo con una curva de concentraciones de un MRT 

de albúmina de suero bovino (Tabla 2.3). Las determinaciones se realizaron por duplicado. 

2.9.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de sodio  

Para la SDS-PAGE se empleó el sistema de solución tampón Tris/tricina, según el método descrito 

(Schägger y von_Jagow, 1987). Se analizaron 10 µg de proteína de cada muestra por triplicado. Las 

muestras se prepararon en el tampón de ensayo (Tris-HCl 0,2 M, pH 6,8, 2,0 % m/v de SDS, 5,0 % v/v de 

glicerol, 0,33 M de ditiotreitol, 25 % v/v de β-mercaptoetanol y 0,005 % m/v de bromofenol azul). Las 

muestras se calentaron durante 15 min a 95 °C. La corrida se realizó a 40 V hasta que las muestras 

abandonaron el gel concentrador y a partir de entonces a 90 V, hasta que el frente de corrida alcanzó el 

final del gel. Las bandas de proteínas se detectaron mediante tinción con azul de Coomassie coloidal 

(Invitrogen Ltd.,  Reino Unido). Los geles se registraron en un densitómetro Modelo GS-800 (Bio-Rad, 

EE.UU.). Esta imagen se procesó para determinar el porcentaje de pureza mediante el programa Melanie, 

v5.02 (GeneBio, Suiza). Se utilizó un patrón de MM compuesto por: aprotinina (6 511 g/mol), lisozima 

(14 300 g/mol), inhibidor de tripsina de soya (20 100 g/mol), anhidrasa carbónica (29 000 g/mol), 

ovoalbúmina (43 500 g/mol), albúmina de suero bovino (67 000 g/mol) y β-galactosidasa (116 300 g/mol). 

2.9.4 Cuantificación de la desamidación mediante electroforesis en ausencia de SDS 

Para la electroforesis de proteínas en ausencia de SDS se empleó el sistema de solución tampón 

histidina/MOPS, según el método descrito (Ramos y cols., 2011). Se analizaron 6 µg de proteína de cada 

muestra por triplicado. Las muestras se prepararon en el tampón de ensayo: histidina/HCl 0,15 M, pH 5,0 

que contenía 5,0 % v/v de glicerol y 0,005 % m/v de bromofenol azul. El experimento duró 

aproximadamente 45 min, a 25 °C y corriente constante de 20 mA. La corrida se interrumpió cuando el 

bromofenol azul alcanzó el extremo inferior del gel. Los geles se tiñieron siguiendo el procedimiento de 

tinción con Coomasie (Neuhoff y cols., 1988). Los geles se registraron en un densitómetro Modelo      

GS-800 (Bio-Rad, EE.UU.). Las imágenes se analizaron con el programa Melanie, v5.02 (GeneBio, 

Suiza). Después de la detección automática, la región considerada para la cuantificación se editó 

manualmente hasta la línea de fondo del gel. El porcentaje de pureza se calculó a partir del volumen 
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óptico de la banda. Como control de EGFhr desamidado en la Asn1 se utilizó una preparación que se 

obtuvo por el mismo proceso que el EGFhr expresado en Saccharomyces cerevisiae, pero donde el codón 

de la Asn1 se cambió por mutagénesis dirigida por uno de Asp (Investigaciones Biomédicas, CIGB). 

2.9.5 Cromatografía líquida de alta eficacia en fase inversa 

Se empleó un sistema compuesto por dos bombas L-7100, un detector de arreglo de diodo D-7455, un horno 

L-7350 y una interfaz D-7000 (Merck-Hitachi, Alemania). Las especies se separación en una columna de 

poro amplio (C8) (5 µm, 250 × 4,6 mm) Vydac (Hesperia, EE.UU.). Los solventes y gradientes 

fueron: A, 0,1 % de ácido trifluoroacético (TFA) acuoso; B, 0,05 % TFA en acetonitrilo (20 a 40 % de B en 

28 min). La velocidad de flujo fue de 1,0 mL/min y la temperatura de trabajo de 34 ± 2 ºC. La señal se 

detectó a 226 nm. Se evaluaron dos réplicas por muestra. Los datos se analizaron y procesaron con ayuda 

del programa Multi HSM v4.1 (Merck-Hitachi, Alemania). Los picos se seleccionaron de forma manual y la 

integración fue valle a valle. El tiempo de retención relativo (trr) se calculó por la expresión:  

                  trr = [(tiempo de retención del EGFhr modificado)/(tiempo de retención del EGFhr1-52)]    [2.1] 

2.9.6 Cromatografía líquida de alta eficacia de exclusión molecular 

La separación en SEC fue en el mismo sistema descrito utilizando una columna Superdex 75 HR 10/30 

(GE Healthcare Bio-Sciences AB, Suecia). Las condiciones cromatográficas fueron: 0,1 M NaPO4/0,5 M 

arginina-HCl a pH 6,5 como fase móvil, la velocidad de flujo fue constante entre 0,4 y 0,5 mL/min, y la 

temperatura de trabajo de 25 ± 2 °C. La señal se detectó a 280 nm y la corrida duró entre 45 y 55 min. Se 

evaluaron dos réplicas por muestra. La MM se determinó a partir de un patrón de MM (Bio-Rad, EE.UU.), 

compuesto por tiroglobulina de bovino (670 000 g/mol), gammaglobulina de bovino (158 000 g/mol), 

ovoalbúmina (44 000 g/mol), mioglobina de caballo (17 000 g/mol) y vitamina B-12 (1 350 g/mol).  

2.9.7 Desalado de las muestras  

De las diferentes muestras, el volumen correspondiente a 50 µg de EGFhr se diluyó con 1 mL de una 

solución acuosa de ácido fórmico al 0,2 % v/v. Luego, se desaló empleando cartuchos Sep-Pak Light C8 

(Waters, EE.UU.) activados y equilibrados según las instrucciones del fabricante. La proteína retenida en la 

columna se lavó con 3,0 mL de una solución acuosa de ácido fórmico 0,2 % v/v, y se eluyó en un volumen 

de 1,0 mL de una solución de acetonitrilo al 60 % en agua que contenía ácido fórmico al 1,0 % v/v.  

2.9.8 Hidrólisis ácida parcial de la proteína 

El volumen correspondiente a 50 µg de EGFhr se concentró junto con 50 µL de una solución de cloruro 

de guanidio 6,0 M en una centrifuga evaporadora a vacío ″Speed vac″ (Savant, EE.UU.). Seguidamente, 
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la muestra se disolvió en 50 µL de ácido clorhídrico 0,03 M. La solución se transfirió a un vial de cristal 

(Pierce, EE.UU.), se eliminó el aire por evacuación al vacío y se calentó durante 9 h, la temperatura se 

mantuvo constante a 104 0C en una estufa (Memmert, Alemania). El hidrolizado se desaló empleando una 

microcolumna ZipTip C18 (Millipore, EE.UU.), equilibrada según las instrucciones del fabricante. Los 

péptidos fueron eluidos en tres µL de acetonitrilo al 60 % en agua para inyección que contenía 1,0 % v/v 

de ácido fórmico, se aplicaron en un microcapilar de borosilicato recubierto de un material conductor 

(Thermo Scientific, EE.UU.) y se analizaron en ESI-MS (Besada y cols., 1990). 

2.9.9 Espectrometría de masas 

Los espectros ESI-MS se obtuvieron en un espectrómetro de configuración híbrida ortogonal QTOF-2 

(Micromass, Reino Unido) con fuente de ionización por electronebulización. El analizador se calibró 

empleando una mezcla de sales de yoduros de sodio y de cesio (Sigma, EE.UU.) como referencia en un 

rango amplio de MM (50-2 000 g/mol). Los espectros ESI-MS se obtuvieron al aplicar un voltaje de 900 y  

35 V en el capilar y en el cono de entrada del espectrómetro de masas, respectivamente. 

2.9.10 Dispersión dinámica de la luz y potencial Z  

Las determinaciones de las distribuciones de tamaño de partículas se realizaron en un Nano Zetasizer 

(Malvern Instruments, Reino Unido). El potencial Z de la proteína se midió en el mismo instrumento. Las 

dos mediciones se realizaron empleando cubetas desechables de pequeño volumen a 25 ± 2 °C. El valor 

experimental fue el promedio de tres réplicas para cada ensayo. Las muestras contenían 0,5 mg/mL de 

EGFhr en tampón acetato de sodio (pH 4,0-5,0) y en fosfato de sodio (pH 6,0-8,0). Para el análisis de los 

datos se empleó el programa DTS v5.10. El diámetro hidrodinámico de las especies principales presentes 

en la solución, evaluado por la distribución por volumen, se estimó mediante análisis multimodal a partir 

de la distribución de tamaños por intensidad. 

2.9.11 Espectroscopía de dicroísmo circular en el UV lejano y estructura secundaria 

Los espectros de CD en el UV lejano (190-250 nm) se colectaron en un espectropolarímetro (Jasco Inc., 

Japón) utilizando una celda de cuarzo. Todos los espectros se colectaron después de cuatro corridas de 

acumulación a una concentración de EGFhr de 50 µM. El efecto del fondo se eliminó después de suavizar la 

señal mediante la técnica de filtración de la transformada rápida de Fourier, y de la substracción de los 

espectros de los tampones. El contenido de estructura secundaria se calculó a partir de la deconvolución de 

los espectros de CD mediante el programa CONTINLL (Provencher y Glöckner, 1981; Sreerama y cols., 

2000).  
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2.9.12 Espectroscopía de fluorescencia intrínseca del triptófano 

La fluorescencia intrínseca del triptófano en las muestras de EGFhr se estudió en un espectrofluorímetro  

LS 50 (Perkin Elmer, EE.UU.) empleando cubetas de cuarzo. La longitud de onda de excitación fue de   

295 nm, y los espectros de emisión se colectaron entre 305 y 405 nm. La abertura para el paso de la luz 

para la excitación y emisión se fijó a dos nm, y la velocidad de barrido para la colección de los espectros a         

100 nm/min. Los espectros de los blancos se sustrajeron a los de las muestras correspondientes, y se 

utilizó el promedio de la acumulación de tres barridos. Las mediciones se realizaron a 25 °C. 

2.10 Ensayos de caracterización inmunoquímica y biológica del EGFhr. Instrumentos, 

técnicas y procedimientos  

2.10.1 Ensayo inmunoenzimático en fase sólida 

Este método permite la cuantificación del EGFhr mediante un ELISA tipo sandwich de dos sitios (Freyre 

y cols., 1989; Vázquez y cols., 1990). En este ensayo, el EGFhr es reconocido por un anticuerpo 

monoclonal de captura (CB-EGF.1) unido a una superficie sólida y por otro anticuerpo monoclonal    

(CB-EGF.2) de revelado unido covalentemente a la enzima peroxidasa, cuya presencia se determina por la 

adición del sustrato de la enzima. La lectura de las absorbacias se realizó a 492 nm en un lector de placas 

Sensident Scan (Merck, Alemania). Como referencia para la cuantificación, las muestras se evaluaron en 

paralelo con una curva de concentraciones (entre 10,0 y 0,32 ng/mL) de un MRT (Tabla 2.3). Se 

evaluaron dos réplicas en forma de curvas para el MRT y las muestras. El recobrado por ELISA después 

de la liofilización se calculó usando la expresión 2.2: 

 
 
 

Las curvas dosis-respuesta se construyeron directamente al graficar los valores de absorbancia a 492 nm 

frente al logaritmo de la concentración de EGFhr. 

2.10.2 Ensayo de proliferación celular 

Este ensayo se basa en la propiedad del EGFhr para estimular la proliferación de las células de la línea 

BALB/c 3T3 A31 de fibroblastos de ratón (ECACC, Reino Unido). Se sembraron 1,5 × 103 células/pocillo 

en medio DMEM (Dulbecco modified Eagle Medium) (Gibco BRL, EE.UU.), que contenía 5,0 % v/v de 

suero fetal bovino (Gibco BRL, EE.UU.). La siembra se realizó a 100 µL/pocillo, en placas de 96 pocillos 

de fondo plano (Costar, EE.UU.), y la incubación a 25 ± 2 °C durante 24 h. A continuación, las células se 

lavaron e incubaron con medio DMEN durante 24 h para que las células alcancen un estado quiescente. 

         Recobrado (%) = 
Concentración  de EGFhr por ELISA después de la liofilización  

×  100 
 Concentración  de EGFhr por ELISA antes de la liofilización 

[2.2] 
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Posteriormente se adicionan diferentes concentraciones del MRT y de las muestras problema de EGFhr 

(diluidas en DMEM), y se incubó la placa otras 24 h. Las células viables se tiñieron con cristal violeta, y 

las absorbancias a 578 nm se leyeron en un lector de microplacas Sensident Scan (Merck, Alemania). Los 

resultados se expresaron en UI/mL, por comparación con el MRT (Tabla 2.3). La actividad biológica del 

EGFhr se calculó procesando las lecturas de absorbancia a 578 nm, a través de un programa estadístico de 

líneas paralelas (Finney, 1964). El valor reportado fue la media geométrica de 3-5 ensayos 

independientes. El recobrado de la actividad biológica después de la liofilización se calculó utilizando la 

expresión 2.3:     

 

     
 

El cálculo del porcentaje de máxima estimulación del EGFhr en las muestras, a una concentración 

prefijada (Ci), se realizó a partir de las lecturas de absorbancia a 578 nm (A), mediante la ecuación 2.4: 

 
                
 

 
Donde A (Ci) es la absorbancia de la muestra con concentración Ci de EGFhr, A (blanco) es la absorbancia 

de la muestra sin EGFhr, y A (10 ng/mL) es la absorbancia de la muestra con la máxima concentración de 

EGFhr evaluada en la curva. Las curvas dosis-respuesta se construyeron al graficar el porcentaje de 

estimulación máxima frente al logaritmo de la concentración de EGFhr. Los valores de la concentración 

efectiva al 50 % (CE50) se calcularon a partir de las curvas dosis-respuesta mediante el análisis de regresión 

no lineal utilizando el programa GraphPad Prism, v5.02 (GraphPad Software Inc., EE.UU.). 

La actividad específica del EGFhr en ensayo de proliferación celular es definida por la expresión 2.5: 

 

 

2.10.3 Pirógenos 

La prueba se realizó según se ha descrito (USP<151>, 2008), en conejos (línea Chinchilla Bastards, 

macho) utilizando una dosis de 10 µg de EGFhr/kg de peso del animal. 

2.10.4 Seguridad general 

La toxicidad anormal se evaluó según el procedimiento descrito (Ph.Eur.<2.6.9>, 2003), en ratones macho 

de la línea NMRI y en curieles albinos Hartley utilizando dosis única de la formulación con 25 o 75 µg de 

EGFhr/animal. 

Recobrado (%) = 
Actividad biológica del EGFhr después de la liofilización  

×  100 
 Actividad biológica del EGFhr antes de la liofilización 

% estimulación máxima (Ci) = 
A (Ci) – A (blanco) 

×  100          
A (10 ng/mL) – A (blanco) 

Actividad específica (UI/mg) = 
Ensayo de proliferación celular (UI/mL) 

Concentración teórica de EGFhr (mg/mL) 

[2.3] 

[2.4] 

[2.5] 



Materiales y métodos 
 

49 
 

2.10.5 Esterilidad 

La prueba se realizó por el método de filtración por membrana según se ha descrito (USP<71>, 2008). La 

prueba se basó en la filtración de la formulación que se evalúa a través de membranas estériles de nitrato 

de celulosa de 0,45 µm. Se utilizó un volumen de 20 mL de muestra. Una membrana se incubó en un 

medio fluido de tioglicolato a 30-35 ºC y la otra en caldo de triptona de soya a 20-25 ºC por no menos de 

14 días. El contenido de los dos recipientes se examinó regularmente para detectar signos de crecimiento 

microbiano (desarrollo de turbidez o crecimiento sobre la superficie) durante los 14 días. La prueba de 

esterilidad solo fue satisfactoria cuando no se observó crecimiento microbiano. 

2.11 Metodologías de cálculo y análisis estadísticos 

2.11.1 Análisis cinéticos 
Para los análisis cinéticos, primero se calculó el porcentaje de EGFhr remanente determinado por los 

diferentes ensayos según la ecuación 2.6. Los ensayos utilizados fueron el área determinada por            

RP-HPLC y SEC; la concentración de EGFhr por ELISA y la actividad biológica en ensayo de 

proliferación celular.  

 
 

 

La constante de velocidad de la reacción de degradación observada (Kobs), se determinó a partir de la 

ecuación 2.7, graficando el logaritmo neperiano (ln) del porcentaje de EGFhr remanente frente al tiempo 

(proceso de primer orden). Los valores de Kobs coinciden con las pendientes de las líneas rectas para cada 

condición evaluada. Los análisis cinéticos de los estudios se presentan en los anexos del 4 al 9 y 11. 

 
 

A partir de los valores de los porcentajes de desamidación (según la ecuación 2.8) en función del tiempo 

se determinó mediante ajuste de regresión lineal la pendiente de la recta. El valor de la pendiente coincide 

con la Kobs de desamidación (Asn1). Los análisis cinéticos de desamidación del EGFhr se presentan en el 

anexo 12. 

EGFhr remanente (% ) = 
Valor del ensayo de EGFhr en el tiempo de incubación t  

×  100 
 Valor del ensayo de EGFhr en el inicio (t0) 

ln [EGFhr remanente (% )] = –  Kobs × t 

% EGFhr-Desamidado (Asn1) = 

Volumen de la mancha correspondiente al 
EGFhr-Desamidado 

 
× 100 

 
Sumatoria de los volúmenes de todas las 

manchas detectadas 

[2.6] 

[2.8] 

[2.7] 
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2.11.2 Cálculo de las masas moleculares teóricas de las variantes de enlaces de disulfuro   

Las masas moleculares monoisotópicas teóricas de los iones multicargados de cada una de las variantes 

peptídicas originadas por la formación de enlaces de disulfuro incorrectos se calcularon mediante el 

programa MassLynx v3.5 (Micromass, Reino Unido). Para dicho propósito primeramente se obtuvo la 

composición elemental de cada uno de los péptidos detectados durante la hidrólisis ácida parcial de la 

molécula y se consideraron todas las posibles combinaciones de enlaces de disulfuro entre los péptidos 

que contienen residuos de cisteínas. También se consideró que la formación de cada uno de estos enlaces 

conlleva a la pérdida de dos átomos de hidrógeno. Además, se buscaron posibilidades que implicasen la 

formación de tioles libres al no enlazarse dos residuos de cisteínas. La composición elemental de cada una 

de las variantes se calculó con el programa Scrambling (CIGB, Cuba). 

2.11.3 Cálculos de estructura secundaria del EGFhr mediante modelación molecular 
Las estructuras secundaria del EGFhr se asignaron a partir de la estructura cristalográfica del complejo  

EGFhr-Receptor PDB ID: 1IVO (Ogiso y cols., 2002). El contenido de estructura secundaria se calculó 

con el programa WHAT_IF (Vriend, 1990). La metodología de los índices de corrimientos químicos 

también se utilizó para calcular la estructura secundaria del EGFhr (Wishart y Sykes, 1994), para lo cual 

se emplearon los datos de los corrimientos químicos informados para esta proteína a pH fisiológico 

(Huang y cols., 2010). Para estos cálculos de estructura secundaria se utilizó el programa CSI 2.0 (Hafsa y 

Wishart, 2014). 

2.11.4 Evaluaciones estadísticas 
Para el análisis de correlación entre los ensayos de proliferación celular y ELISA se utilizaron los 

resultados de las muestras evaluadas en los estudios de estrés. La correlación se evaluó con el método de 

las puntuaciones estandarizadas, haciendo las transformaciones que aparecen en las ecuaciones 2.9 y 2.10. 

Finalmente se calculó el coeficiente de correlación de Pearson mediante la ecuación 2.11.  

Zx = (X – )/Sx 

Zy = (Y – )/Sy 

    rxy = (∑ Zx × Zy )/N 

Donde X y Y son los resultados de proliferación celular y ELISA,  

 y  los valores medio,  

Sx y Sy las desviaciones estándar, y   

N el número de determinaciones.  

[2.11] 

[2.9] 

[2.10] 
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Esta función examina cada pareja de mediciones (una de ELISA y la otra de proliferación celular) para 

determinar si existe alguna relación con el movimiento de las variables.  

Los cálculos de las Kobs fueron realizados mediante análisis de regresión lineal, empleando el programa 

Microsoft Excel 2010 (Microsoft, EE.UU.). Los valores de la Kobs fueron considerados estadísticamente 

diferentes, cuando el intervalo de confianza del 95 % de la muestra de referencia no contiene el valor 

estimado de la muestra a comparar, y el intervalo de confianza del 95 % de la muestra a comparar no 

contiene el valor estimado de la muestra de referencia. 

Los resultados de los ensayos cuantitativos del estudio de fotoestabilidad se evaluaron estadísticamente 

mediante el análisis de varianza (ANOVA) utilizando el programa Statgraphic Centurion XV (StatPoint 

Technologies Inc., EE.UU.). Las diferencias fueron estadísticamente significativas para p < 0,05.  

Los datos de estabilidad acelerada y de vida de estante se analizaron mediante técnicas de regresión, para 

conocer si las variaciones de los parámetros fueron estadísticamente significativas o no (Sanford y Bon, 

1997). Primero se calcularon las pendientes  para cada lote. A continuación, para conocer si las pendientes 

de una misma presentación eran o no estadísticamente diferentes (el nivel de significación fue de 0,25), se 

compararon las pendientes de los lotes de una misma presentación. Cuando no se detectaron diferencias 

entre las pendientes se realizó una prueba para determinar si los interceptos eran diferentes o no. Cuando 

las pendientes no fueron diferentes pero los interceptos sí, las regresiones se agruparon para obtener una 

regresión de pendiente común. Cuando ni las pendientes ni los interceptos fueron estadísticamente 

diferentes, se agruparon las regresiones para obtener una regresión con pendiente común e intercepto 

común. A continuación, se compararon la regresión de pendiente común y la de pendiente común e 

intercepto común para cada presentación, siguiendo los mismos procedimientos utilizados para la 

comparación de los lotes. El último paso fue la investigación de la significación de las pendientes de 

regresión común (α = 0,05). En todos los casos se asumió un modelo cinético de primer orden. Para estos 

análisis de regresión se empleó el programa DegTest (Registro 1486-2004 del Centro Nacional de 

Derechos de Autor, Cuba). 
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3.  RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

3.1  Estudios de degradación forzada del EGFhr en solución acuosa    

Los estudios de estrés se realizaron para conocer el perfil de degradación de la molécula, establecer las 

mejores condiciones de almacenamiento y evaluar el carácter indicativo de estabilidad de los métodos 

analíticos. Las condiciones de estrés aplicadas fueron la combinación de valores extremos de pH y calor, 

la presencia de agente oxidante y la fotólisis.  

3.1.1 Estrés por combinación de pH extremo y calor 

En general, el análisis por RP-HPLC se considera un buen método para la detección de los cambios 

químicos en los péptidos y las proteínas (Atanu Kumar, 2012). En particular, se plantea que el RP-HPLC es 

un método indicativo de la estabilidad química del EGFhr (Araki y cols., 1989; Senderoff y cols., 1994). 

El perfil de RP-HPLC del EGFhr utilizado como muestra control presenta dos especies (Figura 3.1), que 

se corresponden con el EGFhr1-51 con trr de 0,80, y el EGFhr1-52 con trr de 1,0 (Besada y cols., 1990; 

Anexo 2). Los perfiles de RP-HPLC de las muestras calentadas durante cuatro días a 50 ºC a diferentes 

valores de pH muestran nuevas señales que se corresponden con la aparición de productos de degradación 

del EGFhr, esto evidencia que esta proteína es muy sensible a la degradación después de la exposición a 

50 ºC en solución a pH tanto ácido como básico, e incluso a pH neutro. Los niveles de degradación, según 

el pH, fueron: pH 9,0 > pH 3,0 > pH 7,0. En el anexo 3 se muestran los valores de los porcentajes de 

EGFhr1-51, EGFhr1-52 y de los productos de degradación presentes en cada muestra, determinados por   

RP-HPLC antes y después de los tratamientos de estrés.  

 

Figura 3.1. Perfiles de RP-HPLC del EGFhr después de la 
aplicación del estrés por combinación de pH extremo y calor. 
Las especies se separaron en una columna Vydac C8 
empleando un gradiente lineal de 20-40 % (v/v) de 
acetonitrino/0,05 % TFA en agua/0,1 % TFA en 28 min, a un 
flujo constante de 1,0 mL/min. Las flechas indican la 
aparición o el incremento de señal de algunas fracciones con 
respecto al control con su correspondiente valor de trr. En los 
cromatogramas se muestran entre paréntesis las condiciones 
de estrés empleadas. Encima de cada cromatograma y 
sombreado se presentan los porcentajes de EGFhr no 
modificado remanente. 
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La  SDS-PAGE se utilizó para determinar la agregación y la fragmentación del EGFhr en función del pH 

después de la exposición a 50 ºC. En este ensayo, en la muestra incubada a pH 3,0 (carrilera 3 en las 

figuras 3.2 a y b) se detectó una disminución en la intensidad de la señal de la banda de EGFhr comparado 

con la muestra control (pH 7,0; −20 °C) que aparece en la carrilera 6, tanto en condiciones reductoras 

como no reductoras (Figura 3.2 a y b). En las muestras a pH 7,0 y 9,0 después de calentadas no se 

detectaron cambios en comparación con el grupo control, tanto en condiciones reductoras como no 

reductoras (Figura 3.2). En las condiciones evaluadas no se detectó la formación de agregados. 

 

Figura 3.2. Patrones de SDS-PAGE del EGFhr después de la aplicación del estrés por combinación de pH 
extremo y calor. (a) Condiciones reductoras, y (b) condiciones no reductoras. Las especies se separaron en 
un gel de acrilamida/bisacrilamida al 16,5 % en el sistema tampón Tris-tricina. La detección se realizó 
mediante tinción con azul de Coomassie. Carriles 1 y 7: marcador de MM; carriles 2 y 6: Control 
(pH 7,0; −20 °C); carril 3: pH 3,0; carril 4: pH 7,0 y carril 5: pH 9,0. Las muestras de los carriles 3, 4 y 5 
fueron calentadas durante cuatro días a 50 ± 2 °C. 

Se ha descrito que la aplicación de la electroforesis en ausencia de SDS permite la separación de las 

especies desamidadas y no desamidadas del EGFhr (Koch y cols., 1984). En el método utilizado en este 

estudio se empleó un sistema de solución tampón histidina/MOPS en el rango de pH (5,0-5,5) (Ramos y 

cols., 2011), cercano al punto isoelétrico del EGFhr1-51 y el EGFhr1-52 (4,4), el cual acentúa las diferencias 

en carga eléctrica entre las especies desamidadas y no desamidadas y un aumento en la resolución de 

ambas especies (Yassel Ramos, CIGB, Octubre 2015, comunicación personal). 

Para evitar la formación de otros productos de degradación más allá de la desamidación, las muestras en 

este ensayo se calentaron solamente durante un día a 50 °C. En la figura 3.3 se observa el predominio de 

la formación de especies básicas a pH 3,0 (banda marcada con el asterisco en el carril 3) la cual pudiera 

estar relacionada con la formación de un Asp-succinimida en el EGFhr debido a que esta modificación se 

favorece a pH ácido. En cambio, a pH 7,0 y 9,0 predominó la formación de especies ácidas en el EGFhr 
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(carriles 4 y 5). A pH 7,0 y 9,0 se favoreció la intensificación de la banda con mayor migración. Esta 

banda fue identificada como el EGFhr desamidado en la Asn1, por tener la misma migración que un 

material de referencia de un EGFhr mutado con Asp1. Estos resultados se corresponden con los 

publicados para el EGFhr1-48 en solución acuosa, donde a pH ácido predominó la formación de         

Asp11-succinimida que es una especie básica, y a pH neutro y básico la desamidación de la Asn1 que es 

una especie ácida (Senderoff y cols., 1994). 

 
Figura 3.3. Patrones de electroforesis en ausencia de SDS empleando un gel de acrilamida/bisacrilamida al 
20 % en el sistema tampón histidina/MOPS. La detección se realizó mediante tinción con azul de Coomassie. 
Carril 1: patrón de EGFhr desamidado; carril 2: patrón de EGFhr no desamidado; carril 3: pH 3,0; 
carril 4: pH 7,0; carril 5: pH 9,0 y carril 6: control (pH 7,0; −20 °C). Las muestras de los carriles 3, 4 y 5 
fueron calentadas durante un día a 50 ± 2 °C. Se emplearon condiciones no reductoras. Debajo de las 
carrileras de las muestras estresadas y del control se presentan los porcentajes de EGFhr no modificado 
remanente. *Denota la formación de especies ácidas. 

El porcentaje de la banda correspondiente al EGFhr no desamidado en las muestras a pH 3,0, 7,0 y 9,0 después 

de un día a 50 °C se redujo considerablemente en relación con el control no calentado, lo que evidencia que esta 

molécula es muy sensible a la degradación en solución acuosa en un amplio rango de pH (Figura 3.3). 

Se describió que la alta tendencia a la polimerización por intercambio de los enlaces disulfuro es una de las 

principales rutas de degradación del EGFhr (Brake y cols., 1984). En este trabajo se determinó la formación 

correcta de los enlaces disulfuro a partir de una hidrólisis ácida de la proteína y se analizó por ESI-MS. Las 

muestras sometidas a estrés por combinación de pH extremo y calor se evaluaron por esta técnica para 

detectar posibles cambios en los enlaces por puente disulfuro en el EGFhr. Los espectros ESI-MS de las 

muestras calentadas durante cuatro días a  50 ± 2 °C con valores de pH de 3,0, 7,0 y 9,0 fueron muy 

similares a los de la muestra control  (pH 7,0; −20 °C) (Figura 3.4).  
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Los iones con relación masa/carga (m/z) 884,10 y 942,39 de los péptidos [(4S-H10)-S-S-(18G-L26)]2+ y       

[(4S-H10)-S-S-(18G-D27)]2+ se corresponden con las señales asignadas a dos péptidos (4S-H10) con (18G-L26) y 

(4S-H10) con (18G-D27), respectivamente, enlazados mediante un enlace disulfuro intermolecular entre las 

Cys6-Cys20. El ión m/z 679,53 del péptido [(12G-H16)-S-S-(28K-R45)]4+ se asignó a los péptidos enlazados 

mediante un enlace disulfuro intermolecular que une a las Cys14-Cys31, y además contiene un enlace 

disulfuro intramolecular que une a las Cys33-Cys42. El ión m/z 772,87 del péptido [33C-R45]2+ se corresponde 

con un enlace disulfuro intramolecular entre las Cys33-Cys42. En los espectros ESI-MS de la figura 3.4 se 

observa que las muestras de EGFhr después del estrés por pH y calor mantiene la formación correcta de los 

enlaces disulfuro intramoleculares esperados (Cys6-Cys20, Cys14-Cys31 y Cys33-Cys42). 

Con el objetivo de verificar la presencia de especies minoritarias de enlaces de disulfuro incorrectamente 

formados, que potencialmente pudieran estar presentes en las muestras de EGFhr sometidas a estrés por 

combinación de pH extremo y calor, se calculó la composición elemental de todos los péptidos que se 

pudieran formar por enlaces de disulfuro entre los residuos de cisteínas de la molécula. Consideramos 

solo las especies que se generan mediante cortes específicos por la hidrólisis ácida parcial (extremos N y 

C terminal de Asp, Glu, Asn y Gln). Posteriormente, se buscaron exhaustivamente todas las variantes 

peptídicas en el espectro ESI-MS de la hidrólisis ácida parcial de las muestras. Este análisis cualitativo se 

realizó con el programa Scrambler (CIGB, Cuba), el cual modela las distribuciones isotópicas de los 

péptidos a partir de su composición elemental. La presencia de cada una de estas señales, se buscó 

minuciosamente en el espectro ESI-MS después de magnificar adecuadamente cada una de las regiones en 

que se deberían detectar las distintas especies multicargadas, y no se detectó señal alguna que coincidiera 

con las m/z y las distribuciones isotópicas predichas para los enlaces de disulfuro incorrectamente 

formados. Los análisis por ESI-MS permiten afirmar que el EGFhr mantiene la formación correcta de los 

enlaces disulfuro intramoleculares esperados. 

Los resultados de este estudio no concuerdan con los reportados por Brake y cols. (1989), se informa 

sobre una alta tendencia a la polimerización del EGFhr por intercambio de enlaces disulfuro. En dicha 

investigación los autores se basaron únicamente en los resultados de SDS-PAGE. Los resultados de este  

trabajo demuestran mediante la combinación de las técnicas de SDS-PAGE y ESI-MS que el EGFhr no 

presenta tal tendencia a la polimerización, y que mantiene la formación correcta de los enlaces disulfuro 

aún después de tratamientos drásticos de estrés. 
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3.1.2 Estrés por presencia de agente oxidante y por fotólisis 

En la secuencia de aminoácidos del EGFhr existen varios residuos oxidables y fotosensibles: His, Trp, Met, 

Phe, Tyr y Cys (Michaeli y Feitelson, 1997). Se conoce que los residuos Tyr13, His16 y Tyr37 son esenciales 

para la unión del EGF a su receptor (Lu y cols., 2001). Por otro lado, se comunica sobre la fotooxidación del 

EGFhr (Cini y cols., 1992), y la detección por RP-HPLC de la oxidación del EGFhr1-48, dada por una 

elevada sensibilidad hacia la oxidación de la Met21 a sulfóxido (Senderoff y cols., 1994). En los estudios de 

caracterización del IFA de EGFhr obtenido en el CIGB también se ha detectado la oxidación de la Met21 a 

sulfóxido en RP-HPLC, y caracterizado por ESI-MS (Besada y cols., 1990; Anexo 2).   

En estudios de degradación forzada se ha descrito el empleo del H2O2 a concentraciones de hasta el             

3,0 % (v/v) para censar la tendencia de los medicamentos a la oxidación (Blessy y cols., 2014). Los perfiles 

cromatográficos de RP-HPLC muestran una rápida degradación del EGFhr en presencia de H2O2, la 

degradación se incrementó de manera proporcional a la concentración de H2O2 a 25 °C (Figura 3.5 a). Los 

principales productos de degradación eluyeron a menor trr que las especies no modificadas. En este caso a trr 

de 0,71 y 0,93 para el EGFhr1-51 y el  EGFhr1-52, respectivamente. En la literatura se indica que los péptidos y 

proteínas que contienen Met oxidada son más hidrofílicos en su comportamiento en RP-HPLC que sus 

análogos no modificados (Zybailov y cols., 2009), lo cual sugiere que estas especies pudieran corresponderse 

con la oxidación de la Met21 a sulfóxido para el EGFhr1-51 y el EGFhr1-52. Además, estas fracciones después 

de reducidas, alquiladas y digeridas con tripsina se aislaron en RP-HPLC y fueron caracterizadas mediante      

ESI-MS/MS (Anexo 2). La señal del espectro ESI-MS correspondiente al péptido N-terminal (Asn1-Lys28)3+ 

se detectó a una m/z de 1115,16, que permite inferir un incremento de 16 g/mol de su masa molecular, lo que 

pudiera asignarse a la incorporación de un átomo de oxígeno en la cadena lateral de la Met. Al analizar dicha 

especie en ESI-MS/MS se detectó, a partir del ion precursor y otros fragmentos, una pérdida de masa de        

64 g/mol (−CH3SOH), la cual es muy específica de péptidos que contienen un residuo de sulfóxido de Met, 

lo que corrobora que este péptido está oxidado (Besada y cols., 1990). 

Una forma común de evaluar la susceptibilidad a la fotodegradación de las proteínas es la exposición 

directa a la luz blanca/UV (Blessy y cols., 2014). En la figura 3.5 b se muestra el perfil de RP-HPLC para 

la muestra de EGFhr después de la exposición a la radiación UV en cubetas de cuarzo. Se observa que 

desaparecieron las señales del EGFhr, lo que indica una degradación extensiva de la proteína. Al 

comparar el perfil cromatográfico de la muestra de EGFhr expuesta a radiación UV en viales de vidrio de 

borosilicato, con el del control en la oscuridad; el perfil cromatográfico de la primera incrementó 

notablemente las señales de los productos de degradación con trr de 0,71 y de 0,93. Estas se corresponden 
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con la oxidación de la Met21 a sulfóxido para el EGFhr1-51 y el EGFhr1-52, respectivamente. En el perfil 

también aparicen nuevos picos minoritarios a mayores tiempos de retención que el del EGFhr1-52. Los 

resultados evidenciaron que el vidrio de borosilicato posee una elevada propiedad protectora frente al 

paso de la radiación UV, por lo que evita la degradación extensiva del EGFhr. 

 
Figura 3.5. Efecto de la presencia de agente oxidante, y de la acción de la fotólisis en la estabilidad del 
EGFhr. (a) Perfiles en RP-HPLC del EGFhr después de la aplicación del estrés por la presencia de 
H2O2 (0,01 y 0,1 %) durante 30 min a 25 ± 2 °C. (b) Perfiles en RP-HPLC después de la exposición a 
UV 254/365 nm durante 24 h a 25 ± 2 °C. Las especies se separaron en una columna Vydac C8 
empleando un gradiente lineal de 20-40 % (v/v) de acetonitrino/0,05 % TFA en agua/0,1 % TFA en 
28 min, a un flujo constante de 1,0 mL/min. Las flechas indican la aparición o el incremento de la señal 
de las fracciones con respecto al control con su correspondiente valor de trr. Encima de cada 
cromatograma y sombreado se presentan los porcentajes de EGFhr no modificado remanente. 

En el anexo 3 se muestran los valores de los porcentajes de EGFhr1-51, EGFhr1-52 y de los productos de 

degradación presentes en cada muestra al ser evaluados en RP-HPLC, antes y después de la exposición a 

las condiciones de estrés por la presencia de agente oxidante y por la fotólisis. En los cromatogramas, se 

aprecia una notable disminución en el porcentaje de las señales del EGFhr, acompañada por el incremento 

de las señales asignadas a la oxidación del EGFhr a sulfóxido de Met. Los resultados corroboran que el 

RP-HPLC es un método indicativo de estabilidad. 
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3.1.3 Evaluación de las muestras de degradación forzada mediante los ensayos de ELISA y 

de proliferación celular 

El ELISA tipo sandwich con el cual se evaluó la estabilidad del EGFhr detecta cambios en el plegamiento 

de la proteína, debido a que los anticuerpos CB-EGF.1 y CB-EGF.2 reconocen epitopos 

conformacionales, y por consiguiente al EGFhr correctamente plegado (Freyre y cols., 1989; Infante y 

cols., 2014). El ensayo de proliferación celular del EGFhr se considera un ensayo de actividad funcional 

para esta proteína, debido a que los eventos de proliferación celular resultan imprescindibles para el 

proceso de cicatrización de las heridas.  

En la figura 3.6 a se muestran los resultados de las evaluaciones en los ensayos de ELISA y de 

proliferación celular de las muestras que se utilizaron en los estudios de degradación forzada del EGFhr. 

Las principales afectaciones en los dos ensayos se observaron después de la exposición a pH 3,0 y 9,0 

durante cuatro días a 50 ºC; y después de la irradiación con UV en cubeta de cuarzo. Estos resultados 

están en concordancia con los ensayos físico-químicos anteriores: RP-HPLC, SDS-PAGE y electroforesis 

en ausencia de SDS, en los cuales se detectó la aparición de nuevas especies con tales muestras. 

No se observan afectaciones en relación con el control no tratado en las muestras sometidas a estrés por 

exposición a H2O2, ni  cuando la exposición a radiación UV se realizó en viales de vidrio, como indican 

los resultados de ELISA y de proliferación celular (Figura 3.6 a). En esas condiciones, el único cambio        

físico-químico detectado fue el incremento de la señal en RP-HPLC correspondiente a la oxidación de la 

Met21 a sulfóxido, se puede concluir que dicha ruta de degradación no tiene relevancia para el 

reconocimiento inmunológico del EGFhr por ELISA, ni para la actividad biológica. 

La figura 3.6 b muestra una correlación entre los resultados del ELISA y de proliferación celular para las 

muestras evaluadas en el estudio de estrés, como lo evidencia el valor del coeficiente de correlación de 

Pearson de 0,98. Al mapear los epitopos que reconocen los dos anticuerpos utilizados en el ELISA de 

EGFhr, se encontró que los aminoácidos críticos para el reconocimiento por el anticuerpo monoclonal 

CB-EGF.1 fueron: Pro7, Leu8, Ser9, Asp11, Gly12, Tyr13; en tanto que para el CB-EGF.2 fueron: Tyr22, 

Ile23, Leu26, Asp27, Lys28 (Infante y cols., 2014). Los dos anticuerpos inhiben la activación del receptor de 

EGF en ensayos de inhibición de la fosforilación inducida por el ligando. Los epitopos identificados para 

los dos anticuerpos se solapan con la superficie de interacción EGF/receptor, y proporcionan una 

racionalidad estructural para la neutralización de los efectos biológicos del EGFhr. Estos datos justifican 

la correlación estadística entre el ELISA y el ensayo de proliferación celular (Figura 3.6 b). 



Resultados y discusión 
 

59 
 

 

El hecho de que los epitopos identificados para los anticuerpos empleados en el ELISA no incluyan la 

Met21 del EGFhr explica por qué no se encontraron afectaciones de las muestras en los resultados del 

ELISA donde se observó la oxidación de la Met21 a sulfóxido (por ejemplo, en presencia de H2O2). La 

Met21 en el EGFhr se encuentra expuesta al solvente (Ogiso y cols., 2002; Huang y cols., 2010). Esta 

localización hace que su oxidación hacia sulfóxido no deba provocar alteraciones apreciables en la 

estabilidad del plegamiento de esta proteína, y en consecuencia no termine afectando su actividad 

biológica. Si estuviera en el interior de la proteína plegada, en un entorno hidrofóbico, la Met21 oxidada (a 

sulfóxido) dejaría de satisfacer dos enlaces por puentes de hidrógeno (8,38-20,92 kJ/mol por cada puente) 

con respecto al estado desnaturalizado. Ello reduciría significativamente la estabilidad del plegamiento de 

la proteína, y provocaría cambios conformacionales que pudieran afectar su actividad biológica (Stryer, 

2008). Además, el residuo Met21 se encuentra parcialmente expuesto (en particular el átomo Sδ también 

establece contactos con grupos polares) en la estructura del complejo con el receptor (Ogiso y cols., 

2002). Esto sugiere que la oxidación no afectaría apreciablemente la superficie de contacto con el 

receptor. En tal sentido, el reemplazo de la Met21 por el residuo Ile mediante mutagénesis dirigida no 

provocó alteraciones en la actividad biológica del EGFhr (Medina-Selby y Nascimento, 1992). 

Figura 3.6. Efecto de condiciones de estrés en 
la estabilidad del EGFhr mediante ELISA y 
ensayo de proliferación celular. (a) Porcentaje 
de EGFhr remanente después de aplicar las 
condiciones de estrés*. (b) Análisis de 
correlación entre los resultados del ensayo de 
proliferación celular y los de ELISA para las 
muestras evaluadas en condiciones de estrés. 
En esta figura se grafica como variable X 
(ensayo de proliferación celular) la expresión 
2.9 y como variable Y (ELISA) la expresión 
2.10 que aparecen debajo de los títulos de los 
ejes entre corchetes.  
*El EGFhr remanente fue calculado como los 
valores de los ensayos después del tratamiento 
dividido por los valores de la muestra control     
(pH 7,0; −20 °C) y multiplicados por 100. 
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Mediante los estudios de estrés en solución acuosa se demostró que el EGFhr se degrada con facilidad 

durante la exposición a 50 °C, a H2O2 y a la radiación UV. Las principales rutas de degradación a pH 7,0 

fueron  la desamidación de la Asn1 y la oxidación de la Met21 a sulfóxido. La combinación de los ensayos 

de RP-HPLC, electroforesis, ESI-MS, ELISA y ensayo de proliferación celular permiten evaluar 

apropiadamente la estabilidad del EGFhr. 

3.2  Estabilización del EGFhr en una formulación líquida 

Entre los factores del ambiente de la solución que rodea la proteína son importantes para preservar la 

estabilidad: el pH, el tipo de tampón, la fuerza iónica, la concentración de la proteína y los excipientes 

(Manning y cols., 2010). Los estudios de estabilidad en solución acuosa se realizaron a 50 ºC, una 

temperatura inferior a la cual comienza a desnaturalizarse el EGFhr (Kim y cols., 2014). En los resultados 

del estudio de estrés se observaron cambios en la respuesta de los ensayos con el EGFhr expuesto a esta 

temperatura. La evaluación de los factores de la solución, extrínsecos a la proteína, tiene gran importancia 

para el desarrollo de formulaciones estables. 

3.2.1 Efecto del pH  

El efecto del pH en la solubilidad del EGFhr se evaluó mediante la cuantificación por absorbancia a 280 nm, 

de la proteína soluble después de la filtración de la solución. La solubilidad del EGFhr aumentó con el 

incremento del pH en el rango entre 4,0 y 8,0, con valores máximo a pH entre 6,0 y 8,0 (Figura 3.7 a). Estos 

resultados son consistentes con el incremento esperado en la solubilidad de las proteínas al alejarse el pH de la 

solución de su punto isoelétrico. El punto isoelétrico para el EGFhr1-48 es 4,55 (Senderoff y cols., 1994). 

Los datos experimentales de los ensayos de RP-HPLC y ELISA demostraron una relación lineal entre el ln de 

la concentración remanente y el tiempo, lo que indica una cinética de primer orden (Anexo 4). El perfil de pH 

de estabilidad del EGFhr por RP-HPLC y ELISA se obtuvo al graficar los valores de la Kobs en función del pH 

(Figura 3.7 b). La degradación del EGFhr a 50 °C se catalizó a valores de pH inferiores a 6,0 y superiores a 

8,0, como muestran los resultados del RP-HPLC y el ELISA. La máxima estabilidad del EGFhr estuvo en el 

rango de pH entre 6,0 y 8,0, con el valor óptimo cercano a 7,0. La Kobs del EGFhr obtenida por ELISA fue 

menor que por RP-HPLC (Figura 3.7 b). En los estudios de estrés previos se evidenció que algunos de los 

productos de degradación del EGFhr que se observan en RP-HPLC no se detectan en el ELISA. 

El efecto del pH en la estructura secundaria del EGFhr se estudió mediante CD en la región del UV lejano 

(Figura 3.7 c). Todos los espectros (en condiciones ácidas y básicas) mostraron un perfil característico de 

formas plegadas. La banda del espectro por encima de 225 nm se produce básicamente por la aquiralidad 

generada por los tres puentes disulfuro intramoleculares, así como por las cadenas laterales de los aminoácidos  
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aromáticos Trp y Tyr. La forma del espectro de CD por debajo de 225 nm indica la presencia de estructuras no 

alfa-no beta y de hojas-β. La presencia de un mínimo alrededor de 200 nm está asociada, principalmente, con 

las transiciones encontradas en las estructuras no alfa-no beta (Sreerama y Woody, 1993). Estos perfiles son 

similares a los descritos para el EGFh (Murray y cols., 1998).  

El contenido de estructura secundaria en el EGFhr en solución a pH 7,0 se calculó a partir de la 

deconvolución del espectro de CD (Tabla 3.1). Las estructuras fueron consistentes con un mínimo 

negativo en el espectro alrededor de los 200 nm. Los resultados de los espectros con el programa 

CONTINLL mostraron una diferencia cuadrática media entre las curvas experimental y calculada menor 

del 2,0 %. Los valores de estructura secundaria para el EGFhr por CD fueron consistentes con los 

calculados a partir de la estructura cristalográfica del complejo EGFhr-Receptor PDB ID: 1IVO (Ogiso y 

cols., 2002); y empleando los datos de los corrimientos químicos informados para esta proteína a pH 

fisiológico (Huang y cols., 2010) (Tabla 3.1). 

Tabla 3.1. Contenido de estructuras secundarias del EGFhr 
Método de cálculo Hoja beta (%) Hélice alfa (%) Otras (%) 

Deconvolución del espectro de CD a pH 7,0 36 7 57 
Modelación molecular a partir de la estructura 

cristalográfica PDB ID: 1IVO 
27 6 67 

Modelación molecular a partir de los 
corrimientos químicos en RMN 

30 8 62 

Al comparar los espectros de CD de las muestras a diferentes valores de pH con la de pH 7,0 (forma 

nativa) se puede notar una pequeña variación alrededor de 200 nm (202-204 nm). No obstante, todos los 

espectros muestran un plegamiento de estructura secundaria muy similar al encontrado en la forma nativa 

(Figura 3.7 c). Los resultados indican que el EGFhr es estable en un rango de pH extenso, y mantiene la 

estructura secundaria muy similar a la nativa.  

La SEC es una técnica relevante para el análisis de agregados durante el desarrollo de proteínas 

farmacéuticas (Philo, 2009). El efecto del pH de la solución en la agregación del EGFhr se estudió por 

SEC y DLS. Debido a que el EGFhr se unió inespecíficamente a la matriz de la columna, la separación en 

SEC se realizó en presencia de arginina, como se sugirió para estos casos (Ejima y cols., 2005). Los 

cromatogramas de la figura 3.8 a muestran el efecto del pH en la agregación del EGFhr después de cuatro 

días de exposición a 50 ºC. La población principal de moléculas de EGFhr (MM de  6 216 g/mol) eluyó 

aproximadamente a 37,5 min, el cual se corresponde con el monómero de la proteína con una MM de          

6 190 g/mol, determinada a partir de la curva de calibración. Las poblaciones que eluyeron a menores  
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Figura 3.8. Estabilidad coloidal del EGFhr en función del pH de la solución. (a) Perfiles cromatográficos en 
SEC del EGFhr a diferentes valores de pH después de cuatro días de incubación a 50 ± 2 °C. Los perfiles 
también muestran los porcentajes de recobrado*/pureza, en ese mismo orden, encima de cada cromatograma 
y sombreado. Los volúmenes totales aplicados fueron los mismos para todas las muestras. Las especies se 
separaron en una columna Superdex 75 empleando como fase móvil el tampón 0,1 M NaPO4/0,5 M       
arginina-HCl a pH 6,5 y a una velocidad de flujo constante de 0,4 mL/min. La flecha indica la señal 
correspondiente al tampón de las muestras. Se inserta la curva de calibración derivada de los marcadores de 
MM. (b) Distribución de tamaño de partículas por DLS en función del pH.  (c) Potencial Z en dependencia 
del pH. 
*El recobrado (%) de EGFhr mediante SEC se calculó como la relación entre el área del pico principal 
después de cuatro días de almacenamiento a 50 ± 2 °C y el área del pico principal de la muestra control 
(no tratada) y multiplicado por 100.  
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tiempos de retención representan agregados de la proteína, mientras que las que eluyeron a mayores tiempos 

representan variantes truncadas. Tres tipos de comportamientos pueden ser identificados: (i) soluciones 

estables en el rango de pH entre 6,0 y 8,0 que muestran perfiles cromatográficos muy similares a la muestra 

no calentada, con recobrados de pureza y masa superiores al 93,9 %; (ii) formación de oligómeros solubles 

en el rango de pH entre 9,0 y 10,0 con una disminución significativa de la pureza y el recobrado de la masa 

(de 50,1 a 85,5 %), y (iii) formación de variantes truncadas del EGFhr y pérdida significativa del recobrado 

de la masa de la proteína en el rango de pH entre 3,0 y 5,0 (de 17,6 a 65,6 %).  

Es conocido que la SEC presenta limitaciones debido a interacciones potenciales entre los agregados y la 

fase estacionaria, o la posible formación de monómeros a partir de agregados reversibles durante la 

dilución de la muestra con la fase móvil. Por consiguiente, es importante comprobar la fiabilidad de los 

resultados de los perfiles cromatográficos comparándolos con los obtenidos empleando técnicas 

ortogonales (Carpenter y cols., 2010). Para dicho propósito, las muestras en el rango de pH entre 4,0 y 8,0 

fueron analizadas mediante DLS, la cual proporciona información significativa con relación al tamaño de 

los agregados. Los resultados de DLS, normalizados por el volumen de las partículas dispersantes en el 

rango de pH entre 4,0 y 5,0 evidenciaron que el EGFhr mayormente se encontraba formando agregados 

grandes (Figura 3.8 b). Por el contrario, para las muestras en el rango de pH entre 6,0 y 8,0 se encontró 

que la mayoría de las especies estaban formando partículas de tamaño entre 2,0 y 3,0 nm, las cuales 

pueden atribuirse a la estructura monomérica del EGFhr. Los resultados del estado de agregación del 

EGFhr por SEC y durante la evaluación in situ por DLS estuvieron en concordancia razonable.   

Al mismo conjunto de muestras utilizadas para las medidas por DLS le fue medido el potencial Z, figura 

3.8 c. El punto isoelétrico a partir de los resultados del potencial Z fue de 4,44. Este resultado es 

consistente con el valor de 4,55 reportado para el EGFhr1-48 (Senderoff y cols., 1994). Por consiguiente, el 

potencial Z del EGFhr fue positivo para valores de pH inferiores a 4,44 y negativo para valores 

superiores. Los mayores valores modulares del potencial Z se alcanzaron a pH por encima de 6,0. Las 

muestras que presentaron los valores más bajos de potencial Z correlacionaron con la presencia de 

agregados de alto peso molecular; mientras que las que tuvieron los valores modulares más altos 

correlacionaron con la presencia en solución de partículas de tamaño entre 2,0 y 3,0 nm, que pueden ser 

atribuibles al monómero de EGFhr (Figura 3.8 b y c). Estos resultados sugieren que los procesos de 

agregación del EGFhr, en el rango de pH entre 4,0 y 5,0; son mediados probablemente por interacciones 

electrostáticas (Roberts y cols., 2011). El control de la agregación es una preocupación durante la 

producción, purificación y formulación de proteínas terapéuticas (Roberts y cols., 2011), y el pH de la 

solución se considera uno de los factores más importantes para controlar dicha agregación (Wang, 2005).  
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Se seleccionó el rango de pH entre 6,0 y 8,0 para futuros estudios de estabilización del EGFhr en una 

formulación parenteral. En este rango de pH se favorecen al mismo tiempo la estabilidad química, 

coloidal y el plegamiento correcto de esta proteína, como evidenciaron los resultados de RP-HPLC, 

ELISA, solubilidad, CD, SEC, DLS y potencial Z. 

3.2.2 Efecto del tipo de tampón 

Un factor importante en la estabilidad en solución de proteínas y péptidos es la catálisis de los tampones en 

los diferentes procesos de degradación (Bell, 1997). La estabilidad en solución del EGFhr se estudió en 

diferentes tampones en el rango de pH entre 6,0 y 8,0. Los valores de Kobs, para las combinaciones de tampón 

y pH, se muestran en la figura 3.9, los cálculos de las Kobs aparecen en el anexo 5.  

A pH 6,0 el tampón histidina mostró un marcado incremento de la Kobs con respecto a los otros tampones 

evaluados. La mayor estabilidad del EGFhr se observó a pH 7,0 en los tampones fosfato de sodio y       

Tris-HCl, con los valores más bajos de la Kobs en RP-HPLC. Los valores de las Kobs para el EGFhr en los 

diferentes pH y tampones no mostraron diferencias significativas en el ELISA. La magnitud en la cual 

una proteína particular puede ser estabilizada o desestabilizada por una combinación de tampones y pH 

depende de muchos factores. Un factor influyente puede ser la interacción entre los grupos ionizables de 

los iones tampón (según su pKa) y las cadenas laterales de los aminoácidos de las proteínas (Ugwu y 

Apte, 2004). Esta pudiera ser la razón por la cual se obtuvieron valores de Kobs tan altos para el EGFhr en 

el tampón histidina a altas temperaturas.  

 
Aunque los tampones fosfato y Tris a pH 7,0 mostraron resultados similares, el tampón fosfato de sodio 

fue seleccionado para futuros estudios debido a las siguientes razones. Primero, a pH 7,0 el tampón Tris 

tiene una capacidad tampón más baja que el fosfato (pKa del Tris 8,06 y pKa del fosfato 7,20). Segundo, 

el tampón Tris tiene valores de δpKa/δT relativamente altos (−0,028/ºC) con respecto al fosfato 

Figura 3.9. Valores de la Kobs del EGFhr en 
función del pH y el tipo de tampón durante 
el almacenamiento a 50 ± 2 ºC. La 
estabilidad de la proteína se evaluó mediante 
RP-HPLC y ELISA. La barra de error 
representa el intervalo de confianza del 
95 %. *Denota diferencias significativas. 
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(−0,0028/ºC) (Beynan y Easterby, 1996). Además, el tampón fosfato es más económico que el Tris y 

mucho más utilizado en formulaciones de proteínas.  

3.2.3 Efecto de la concentración de la proteína 

Un factor clave en la estabilidad en solución de proteínas y péptidos es su concentración (Frokjaer y Otzen, 

2005; Wang, 2005). En el anexo 6 se muestran los cálculos de las Kobs. La figura 3.10 muesta los resultados 

del efecto de la concentración de EGFhr en su estabilidad, evaluada mediante los ensayos de RP-HPLC y 

ELISA. Los resultados indican que la concentración de EGFhr en el rango entre 25 y 1000 µg/mL no tuvo un 

efecto significativo en su constante de degradación. En este estudio, como en otros previamente mostrados, se 

encontraron mayores valores de Kobs en RP-HPLC que en ELISA.  

 

 

Figura 3.10. Valores de la Kobs del EGFhr en 
función de la concentración de la proteína en 
tampón fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,0) durante el 
almacenamiento a 50 ± 2 °C. La estabilidad de la 
proteína se evaluó mediante RP-HPLC y ELISA. 
La barra de error representa el intervalo de 
confianza del 95 %. 

  
 

3.2.4 Efecto de la fuerza iónica del medio 

La fuerza iónica es considerada un factor importante que modula la estabilidad coloidal y la agregación de las 

proteínas, y que también puede afectar las rutas de degradación química (Manning y cols., 2010). Además, la 

modulación de la fuerza iónica, mediante la variación de la concentración de NaCl, constituye una de las vías 

más utilizadas para ajustar la osmolaridad de las formulaciones parenterales. El efecto de la fuerza iónica en la 

estabilidad del EGFhr se evaluó en tampón fosfato de sodio a pH 7,0 y 50 ºC, mediante los ensayos de        

RP-HPLC, SEC y ELISA. Los valores de Kobs, para las concentraciones de NaCl son mostrados en la 

figura 3.11 a y los cálculos de las Kobs aparecen en el anexo 7.  

La estabilidad del EGFhr no mostró variaciones significativas para las concentraciones de NaCl 

empleadas, con valores de Kobs similares para las concentraciones de NaCl en cada uno de los ensayos 

evaluados. Como muestra la figura 3.11 b, la fuerza iónica, modulada por la concentración de NaCl, no 

influyó en los perfiles cromatográficos del EGFhr en SEC bajo las condiciones estudiadas. Es de destacar 
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la elevada estabilidad del EGFhr a pH cercano al fisiológico frente a la agregación a 50 °C, como 

evidencian los resultados de SEC.  

 
Figura 3.11. Efecto de la fuerza iónica en la estabilidad del EGFhr en tampón fosfato de sodio              
(0,1 M, pH 7,0) durante la exposición a 50 ± 2 ºC. (a) Valores de las Kobs mediante RP-HPLC, ELISA y 
SEC en función de la concentración de NaCl. La barra de error representa el intervalo de confianza del  
95 %. (b) Perfiles cromatográficos en SEC a diferentes concentraciones de NaCl, después de 21 días de 
incubación a 50 ± 2 °C. Las especies se separaron en una columna Superdex 75 empleando como fase 
móvil  el tampón 0,1 M NaPO4/0,5 M arginina-HCl a pH 6,5 y a un flujo constante de 0,4 mL/min. La 
flecha indica la señal correspondiente al tampón de las muestras. 

3.2.5 Compatibilidad del EGFhr con los excipientes para administración parenteral 

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de los excipientes sobre la estabilidad del EGFhr en solución 

acuosa. Para la selección de los excipientes (azúcares, polioles, aminoácidos, polímeros, surfactantes y sales) y 

su concentración se consideró su presencia en estudios de formulaciones de proteínas (Wang, 2000; Manning 

y cols., 2010). El desempeño de los excipientes se evaluó en tampón fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,0) a 50 °C. 

El estudio de estabilidad acelerada es uno de los métodos más apropiados para evaluar rápida y exactamente la 

estabilidad química de las formas farmacéuticas. Este procedimiento es apropiado para determinar oxidación, 

hidrólisis, reacción con impurezas reactivas de excipientes y desnaturalización de las proteínas (Kenneth y 

Roger, 2005). Se consideraron incompatibles aquellos excipientes que su intervalo de confianza del 95 % no 

contienen el valor estimado para el tampón (control sin excipientes), y el intervalo de confianza del 95 % del 

tampón (control sin excipientes) no contiene el valor estimado de la muestra del excipiente a comparar. 
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La evaluación del efecto de los excipientes en la estabilidad del EGFhr durante la exposición a 50 °C indicó 

su incompatibilidad con tres sacáridos, un polímero y una sal (Figura 3.12), los cálculos de los valores de las 

Kobs se muestran en el anexo 8. Los azúcares reductores (lactosa, glucosa y fructosa) afectaron la estabilidad 

del EGFhr después del estrés por exposición a 50 °C, como indican los resultados de RP-HPLC y ELISA. 

Los azúcares reductores pueden reaccionar con los residuos de Lys y Arg de las proteínas para formar 

aductos de carbohidratos mediante la reacción de Maillard (Chuyen, 1998). También se describe sobre la 

oxidación de las proteínas por la presencia de trazas de peróxido en el PEG  (Kumar y Kalonia, 2006). Sin 

embargo, los resultados de la cuantificación del EGFhr mediante el ELISA no se afectaron en la muestra en 

presencia de PEG. Este resultado es coherente con los del estudio de estrés, donde se demostró que el 

ELISA empleado no detecta la presencia de la Met21
 oxidada a sulfóxido en el EGFhr (Sección 3.1.3). 

La solución de EGFhr en tampón fosfato de sodio, en presencia de MgCl2, cambió del aspecto claro a 

opalescente. Este cambio de aspecto estuvo asociado a una afectación de la estabilidad del EGFhr como 

indican los resultados de RP-HPLC y ELISA (Figura 3.12). Los fosfatos forman sales insolubles con los 

metales bivalentes como el Mg2+, y precipitan (Wazer y Callis, 1958). La adición de MgCl2 a la solución 

de EGFhr en presencia de fosfato pudiera inducir la formación del precipitado a altas temperaturas. La 

captura de la proteína por los precipitados pudiera ser la causa de la afectación en los resultados 

observados en RP-HPLC y ELISA.  

Para determinar la influencia del tampón fosfato de sodio en los resultados de incompatibilidad del EGFhr, 

los excipientes que resultaron incompatibles en fosfato de sodio también fueron evaluados en el tampón 

Tris-HCl (Figura 3.12). Se siguió el mismo criterio de comparación que el utilizado para evaluar la 

compatibilidad en el tampón fosfato de sodio. Después de la incubación a 50 °C, la presencia de los 

azúcares reductores (lactosa, glucosa y fructosa) también afectó la estabilidad del EGFhr por los dos 

ensayos (RP-HPLC y ELISA), en este caso en el tampón Tris-HCl. El EGFhr estuvo más afectado por los 

azúcares reductores en tampón fosfato que en tampón Tris. En el caso del PEG el efecto del tampón fue 

contrario, el EGFhr se afectó más en tampón Tris que en fosfato, incluso en los resultados de ELISA 

(Figura 3.12). La presencia del MgCl2 en tampón Tris no provocó cambio en la apariencia de la solución de 

EGFhr, y no afectó la estabilidad del EGFhr como indican los resultados de RP-HPLC y ELISA. Los 

resultados, de conjunto, indican un efecto de interacción entre los excipientes y el tipo de tampón. Sin 

embargo, la mayoría de los excipientes que tuvieron un efecto negativo para la estabilidad del EGFhr en 

tampón fosfato de sodio, lo mantuvieron en Tris-HCl. 
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Figura 3.12. Efecto de los excipientes en la estabilidad del EGFhr en solución acuosa en tampón fosfato 
de sodio (pH 7,0;100 mM) durante el almacenamiento a 50 ± 2 ºC. Los valores de la Kobs se determinaron 
en RP-HPLC (a) y en ELISA (b). La estabilidad del EGFhr en los excipientes que resultaron 
incompatibles en tampón fosfato también se estudió en tampón Tris-HCl (pH 7,0; 100 mM). La barra de 
error representa el intervalo de confianza del 95 %. *Denota incremento significativo en la Kobs con 
respecto al tampón (control sin excipientes). 

(a) 

(b) 
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La figura 3.13 muestra los perfiles cromatográficos representativos de las muestras de EGFhr con los 

excipientes que resultaron incompatibles después de la exposición a 50 ºC. La muestra control, no tratada, 

representa dos especies, el EGFhr1-51 (pico con trr 0,8) y EGFhr1-52 (pico con trr 1,0). En presencia del PEG, el 

EGFhr mostró un incremento significativo de las señales de los picos con trr 0,71 y 0,93, que se corresponden 

con la oxidación a sulfóxido de la Met21 en el EGFhr1-51 y el EGFhr1-52, respectivamente. En la muestra control 

(tampón) después de calentada durante tres días a 50 ºC, al igual que en presencia del resto de los excipientes, 

se observó un incremento en las señales de los picos con trr 0,82 y 1,02 que se corresponden con 

modificaciones químicas del EGFhr1-51 y el EGFhr1-52, respectivamente. Estos resultados están en 

concordancia con los de los estudios de estrés (Sección 3.1), y con los reportados para el EGFhr en solución 

(Araki y cols., 1989; Besada y cols., 1990; Senderoff y cols., 1994). 

 

Los perfiles de RP-HPLC para el EGFhr en presencia de los azúcares reductores muestran una apreciable 

disminución de la intensidad, acompañada por el ensanchamiento de los picos principales del EGFhr1-51 y 

el EGFhr1-52, y la aparición de nuevos picos (Figura 3.13). Estos resultados se deben probablemente a la 

interacción entre los azúcares reductores y el EGFhr, y la formación de productos de glicosilación no 

enzimática de la proteína (Roščić y Horvat, 2006; Ledesma-Osuna y cols., 2008). La fructosa fue el 

excipiente que más afectó, al no detectarse ninguna señal en el cromatograma de esta muestra. En este 

Figura 3.13. Perfiles cromatográficos del EGFhr, después de 
tres días de almacenamiento a 50 ºC en tampón fosfato de 
sodio (0,1 M, pH 7,0) en presencia de los excipientes 
incompatibles. La separación se realizó en una columna Vydac 
C8 empleando un gradiente lineal de 20-40 % (v/v) de 
acetonitrino/0,05 % TFA en agua/0,1 % TFA en 28 min, a un 
flujo constante de 1,0 mL/min. Las flechas indican la aparición 
o el incremento de la señal con respecto al control con su 
correspondiente valor de trr. Trr (0,71): EGFhr1-51 oxidado en 
Met21 a sulfóxido; trr (0,8): EGFhr1-51;  trr (0,93):   EGFhr1-52 
oxidado en Met21 a sulfóxido; trr (1,0): EGFhr1-52. Encima de 
cada cromatograma y sombreado se presentan los porcentajes 
de EGFhr no modificado remanente. 



Resultados y discusión 
 

68 
 

caso también pudieran ocurrir otras reacciones de degradación como desnaturalización y agregación (Lim 

y cols., 2014a). 

Los resultados de este estudio muestran que con una adecuada selección de los excipientes es posible 

controlar en solución acuosa una de las principales rutas de degradación del EGFhr, que es la oxidación a 

sulfóxido de la Met21. Sin embargo, como muestra la figura 3.12, ninguno de los excipientes evaluados mostró 

un efecto estabilizante notable con relación al tampón (control sin excipiente). El incremento en la señal 

correspondiente a los picos con trr 0,82 y 1,02 fue similar en todas las variantes evaluadas (Figura 3.13). 

3.2.6 Efecto de la temperatura de almacenamiento en la velocidad de desamidación del 

EGFhr en solución acuosa 

Una de las principales rutas de degradación del EGFhr en solución acuosa es la desamidación de la Asn1, 

la cual se favorece a pH neutro y básico (Koch y cols., 1984; Araki y cols., 1989; Senderoff y cols., 

1994). Los resultados del estudio de degradación forzada realizado en solución acuosa (Sección 3.1.1) 

evidenciaron la tendencia del EGFhr a la desamidación de la Asn1; y la factibilidad de su detección y 

cuantificación mediante electroforesis en ausencia de SDS. Anteriormente se determinó que el EGFhr en 

solución acuosa, a valores de pH cercanos a 7,0, logra prevenir completamente la agregación mientras 

mantiene su plegamiento correcto (Sección 3.2.1). Debido a que la desamidación de la Asn1 es la ruta de 

degración del EGFhr con una mayor Ea (98,91 kJ/mol) (Senderoff y cols., 1994), y en consecuencia la 

que debe ser más sensible a los efectos de la temperatura, es que evaluamos el efecto de esta variable en 

dicha ruta de degradación.  

En la figura 3.14 a se muestran las curvas de incremento del porcentaje de desamidación de la Asn1 del 

EGFhr en función del tiempo y la temperatura de almacenamiento, determinada mediente electroforesis 

en ausencia de SDS. Se observó un incremento apreciable de la pendiente de la curva con el aumento de 

la temperatura. Como muestra la figura 3.14 b, las constantes de velocidad de desamidación de la Asn1 del 

EGFhr en solución acuosa en función del inverso de la temperatura se ajustaron a la ecuación de 

Arrhenius en el rango de temperaturas estudiado (r2 = 0,996). La Ea calculada a partir de la pendiente de la 

recta fue de 62,7 kJ/mol. Este valor se encuentra dentro del rango (50,2-104,6 kJ/mol) de valores de Ea 

informado para la desamidación de la Asn para varios péptidos (Oliva y cols., 2006; Wakankar y 

Borchardt, 2006). El valor de Ea informado para el EGFhr1-48 fue de 98,91 kJ/mol (Senderoff y cols., 

1994), superior al encontrado en nuestro estudio de 62,7 kJ/mol. Senderoff y cols. (1994) emplearon un 

EGFhr1-48 y lo evaluaron en una solución de tampón fosfato de sodio (pH 6,0, 20 mM) que contenía 

polisorbato 80 al 0,01 %, mediante un método de RP-HPLC. En cambio, en este estudio se evaluó una 
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mezcla de EGFhr1-51/EGFhr1-52 en tampón fosfato de sodio  (pH 7,0; 100 mM) mediante una 

electroforesis en ausencia de SDS. 

 
Figura 3.14. Efecto de la temperatura en la desamidación en solución acuosa del EGFhr (Asn1) mediante 
electroforesis en ausencia de SDS. (a)Cinética de desamidación de la Asn1 del EGFhr en función de la 
temperatura. (b) Gráfico de Arrhenius según la ecuación 1.4, del ln de la Kobs de desamidación (Asn1) en 
función del inverso de la temperatura (kelvin).  

Al calcular la constante de velocidad de desamidación (Tabla 3.2), se observa que a la temperatura de             

5 ± 3 °C, condición de almacenamiento refrigerada, ocurre un incremento en la desamidación de 

aproximadamente 3,43 %/mes. A partir de estos resultados pueden notarse las dificultades para garantizar la 

calidad farmacéutica de una fomulación líquida de EGFhr durante tiempos prolongados a 5 ± 3 °C. 

Tabla 3.2. Valores de la constante de velocidad de desamidación del EGFhr en función de la 
temperatura. Entre paréntesis el intervalo de confianza del 95 % 

Temperatura (°C) Kobs Desamidación (Asn1) (%/mes) r2 
5 ± 3 3,43 (3,27-3,67) 0,999 
25 ± 2 26,29 (12,30-40,28 ) 0,970 
37 ± 2 62,94 (29,08-96,81) 0,970 
50 ± 2 150,61 (128,5-172,72 ) 0,994 

Las principales rutas de degradación del EGFhr en solución acuosa fueron la oxidación de la Met21
 a sulfóxido 

y la desamidación de la Asn1, lo cual indica la complejidad para lograr la estabilidad de esta proteína durante 

tiempos prolongados a 5 ± 3 °C en una formulación líquida. Debido a las dificultades para controlar la 

desamidación del EGFhr en solución acuosa y a las altas exigencias en las regulaciones para la pureza de los 

productos bioterapéuticos parenterales (Q5C, 1996; Q6B, 1999), se propuso explorar una formulación en 
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estado sólido para encontrar una solución técnica apropiada. Por ello se propuso estudiar la estabilización del 

EGFhr mediante la liofilización. 

3.3 Estabilización del EGFhr en una forma farmacéutica liofilizada   

3.3.1 Efecto de la congelación-descongelación 
Los experimentos de congelación-descongelación son útiles para identificar excipientes que estabilizan 

durante la congelación, la liofilización, o el almacenamiento. Durante la congelación y descongelación las 

proteínas se exponen a varios factores de estrés: tensiones interfaciales, fluctuaciones de temperatura,                                

crio-concentración, cristalización de los excipientes, separación de fases y variaciones de pH (Bhatnagar y 

cols., 2007). En este estudio se evaluaron los mismos excipientes de uso parenteral que en el estudio de 

compatibilidad en solución a 50 °C (Sección 3.2.5). 

Los resultados de la evaluación de la compatibilidad del EGFhr con los excipientes durante la 

congelación-descongelación se muestran en la tabla 3.3. Se consideraron incompatibles los excipientes 

que en alguna de las pruebas el rango de valores obtenidos no se solapó con el rango del control (sin 

excipientes) para la misma prueba, mostrando una disminución de los valores. Los excipientes 

incompatibles se destacan en negrita. Los azúcares reductores, y de forma más pronunciada la fructosa, 

afectaron la estabilidad del EGFhr en RP-HPLC. Los azúcares no reductores (sacarosa y trehalosa), y los 

polioles (manitol, sorbitol y glicerol) mostraron un efecto estabilizante sobre el EGFhr después de tres 

ciclos de congelación-descongelación, como atestiguan los resultados de RP-HPLC y ELISA. En general, 

el efecto de los aminoácidos y las sales en la estabilidad del EGFhr no fueron muy diferentes de los de la 

muestra control (sin excipiente). Los surfactantes (polisorbato 20 y 80) y el PEG afectaron la estabilidad 

del EGFhr después de tres ciclos de congelación-descongelación, como evidencian los resultados de 

pureza por RP-HPLC. 

Debido a que el tampón fosfato puede presentar cambios de pH durante los procesos de congelación y 

descongelación, los excipientes que afectaron la estabilidad del EGFhr durante estos procesos también 

fueron evaluados en el tampón Tris-HCl. Como muestran los resultados de RP-HPLC de la tabla 3.3, 

entre los excipientes que afectaron la estabilidad del EGFhr en tampón fosfato de sodio (fructosa, 

polisorbatos y PEG), solamente los  polisorbatos afectaron la estabilidad del EGFhr en tampón Tris-HCl. 

El EGFhr se oxidó con mayor facilidad en presencia de la fructosa y el PEG en el tampón fosfato de sodio 

que en el Tris-HCl. Esto pudiera deberse a la disminución del pH durante los procesos de congelación y 

descongelación en presencia del tampón fosfato (Murase y Franks, 1989), o debido a factores de 

interacción de estos excipientes con los tampones.  
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Tabla 3.3. Efecto de los excipientes en la estabilidad del EGFhr después de tres ciclos de congelación a 
−20 °C y descongelación a 25 °C, determinada mediante RP-HPLC y ELISA  

Grupo Excipientes RP-HPLC (%)a ELISA (%)b 
Tampón (Control sin excipiente) - 93,2 - 96,0 85,0 - 106,8 
 Sacarosa 95,2 - 96,4 100,4 - 117,4 
 Trehalosa 95,7 - 97,1  80,7 - 103,3 
Sacáridos Raffinosa 93,6 - 94,2 95,2 - 112,8 
 Lactosa 92,4 - 93,2 98,5 - 121,3 
 Glucosa 95,1 - 96,5 97,7 - 110,5 
 Fructosa 77,0 - 80,0 103,3 - 114,5 
 Manitol 95,6 - 98,0 103,0 - 124,0 
Polialcoholes Sorbitol 95,7 - 97,3 100,2 - 110,0 
 Glicerol 91,9 - 95,3 106,9 - 119,5 
 Glicina 93,5 - 95,7 101,8 - 117,0 
Aminoácidos Alanina 92,1 - 94,9 99,0 - 123,4 
 Leucina 91,8 - 93,8 103,0 - 117,0 
 Histidina 93,7 - 95,0 97,1 - 105,5 
Surfactantes Polisorbato 20 84,7 - 87,7 76,4 - 96,2 
 Polisorbato 80 88,7 - 91,1 80,3 - 95,9 
Polímeros Dextrana 40 92,9 - 94,1 107,8 - 117,6 
 PEG 6000 89,3 - 91,3 99,7 - 122,3 
  NaCl 93,2 - 94,4 90,9 - 112,1 
 Sales KCl 92,6 - 94,8 81,6 - 98,6 
 MgCl2 95,0 - 97,0 82,5 - 100,9 
 - 94,3 - 95,7 105,4 - 107,8 
Excipientes incompatibles Fructose 93,1 - 94,4 92,8 - 108,8 
evaluados en Tris-HCl Polisorbato 20 89,5 - 91,9 97,2 - 102,2 
pH 7,0 Polisorbato 80 90,8 - 92,1 98,3 - 110,1 
 PEG 6000 92,1 - 93,2 107,8 - 118,9 

aRP-HPLC (%) = [(Suma de las áreas de los picos de impurezas del EGFhr) × 100]/ (Suma de las áreas 
de todos los picos detectados). Se calcula para la muestra después de los ciclos de                   
congelación-descongelación. 
bELISA (%) = [(Concentración de EGFhr por ELISA después de congelación-descongelación) × 100]/ 
(Concentración de EGFhr por ELISA antes de congelación-descongelación). 

Se muestran los valores mínimo y máximo de los datos individuales (dos réplicas).  
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Los cromatogramas representativos del EGFhr en presencia de la fructosa y el polisorbato 20 durante el 

estrés por congelación-descongelación son mostrados en la figura 3.15. Durante este estrés los únicos 

resultados afectados fueron los de RP-HPLC, no así los de ELISA. La muestra control no se afectó después 

de tres ciclos de congelación a −20 °C, sin embargo, en presencia de fructosa mostró un incremento de las 

señales de los picos con trr de 0,71 y 0,93, que se corresponden con la oxidación de la Met21 a sulfóxido del 

EGFhr1-51 y el EGFhr1-52, respectivamente. Las muestras en presencia de glucosa, polisorbato 80 y PEG 

también mostraron un pequeño incremento en las señales de los mismos picos. Este incremento en la oxidación 

de la Met21 a sulfóxido durante el estrés por congelación y descongelación, pudiera deberse al incremento de la 

concentración de oxígeno disuelto en el hielo (Schwimmer, 1981). Otros autores han informado que la 

concentración de oxígeno en una solución “parcialmente” congelada a −3,0 °C fue 1 150 veces mayor que a 

0 °C (Fennema, 1975). Las señales de estos picos en presencia de fructosa fueron mucho más  intensas que  las 

obtenidas con el uso de los otros excipientes (Figura 3.15). La formación de sulfóxido de Met en el péptido 

Met-encefalina se atribuyó a la presencia de la fructosa y la glucosa. Los autores informan sobre una fuerte 

correlación entre la oxidación de la Met y la concentración del azúcar, con un mayor potencial oxidativo para la 

fructosa (Jakas y Horvat, 2008).  
 

  

La principal ruta de degradación del EGFhr durante el estrés por congelación-descongelación fue la 

oxidación de la Met21 a sulfóxido, la cual puede ser controlada con una selección adecuada de los 

excipientes y el pH de la solución. 

Figura 3.15. Perfiles cromatográficos del EGFhr en 
tampón fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,0), después de 
3 ciclos de congelación a −20 ºC y descongelación a      
25 ºC. La separación se realizó en una columna Vydac 
C8 empleando un gradiente lineal de 20-40 % (v/v) de 
acetonitrino/0,05 % TFA en agua/0,1 % TFA en 28 min, 
a un flujo constante de 1,0 mL/min. Las flechas indican 
la aparición o el incremento de la señal con respecto al 
control con su correspondiente valor de trr. Trr (0,71): 
EGFhr1-51 oxidado en Met21 a sulfóxido; trr (0,8): 
EGFhr1-51;  trr (0,93):   EGFhr1-52 oxidado en Met21 a 
sulfóxido; trr (1,0): EGFhr1-52. Encima de cada 
cromatograma y sombreado se presentan los 
porcentajes de EGFhr no modificado remanente. 
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3.3.2 Tamizado de excipientes para una formulación liofilizada 

En el estudio de tamizado de excipientes durante la liofilización se descartaron los excipientes 

incompatibles con el EGFhr durante la exposición en solución a 50 °C y después del estrés por congelación-

descongelación. También se descartaron otros excipientes por no ser apropiados para el proceso de 

liofilización, y se priorizaron aquellos que comúnmente se emplean en la liofilización de productos 

farmacéuticos (Wang, 2000). Las formulaciones liofilizadas están constituidas por una mezcla compleja de 

excipientes que beneficia al ingrediente activo o al producto como un todo. Sin embargo, la composición 

exacta de la formulación define los parámetros de los procesos subsiguientes. Por ejemplo, mientras más 

baja es la temperatura crítica del producto, más lento, largo y costoso será el proceso de liofilización. 

Consecuentemente, para la selección de los excipientes se combinaron elementos de su desempeño en la 

estabilización del EGFhr y su influencia en la temperatura de inicio de colapso (Tic) mediante 

liomicroscopía criogénica. 

La tabla 3.4 muestra los valores de Tic de las formulaciones de EGFhr, donde los valores más bajos, inferiores 

a –40 °C, se obtuvieron en presencia de sorbitol y en el tampón fosfato. Los valores más altos, por encima de  

–15 °C, se obtuvieron en presencia de la Dextrana 40 y de la glicina. Los valores intermedios, entre –27,7 y    

–35,3 °C, fueron para la rafinosa, el manitol, la trehalosa y la sacarosa. En el caso del manitol, en la imagen 

del análisis por el liomicroscopio, se observó una amplia región de microcolapso entre –29,6 y –7,5 °C. Esta 

región de microcolapso pudiera estar relacionada con la presencia de manitol en estado amorfo. Se ha 

informado sobre la inhibición de la cristalización del manitol en formulaciones que contienen tampón fosfato 

(Izutsu y cols., 1993). En concordancia con otros estudios, los valores de Tic fueron ligeramente inferiores a los 

valores de Tg´ reportados para los mismos excipientes (por ejemplo, los valores de Tic/ Tg´, en ºC, fueron: 

sacarosa –35/ –32, trehalosa –32/ –29 y Dextrana 40  –14/ –10) (Her y Nail, 1994; Meister y Gieseler, 2009). 

Los resultados de los atributos de calidad de la pastilla liofilizada se muestran en la tabla 3.4. La 

apariencia de la pastilla liofilizada no se alteró notablemente durante la liofilización para la mayoría de las 

formulaciones investigadas; lo que indica que el secado fue conducido por debajo de la temperatura 

crítica. Las excepciones fueron las formulaciones con sacarosa y con trehalosa, con apariencia 

parcialmente colapsadas. En el tampón fosfato (control sin excipiente) y con sorbitol se obtuvieron 

pastillas completamente colapsadas. La apariencia de la pastilla liofilizada estuvo en concordancia con los 

valores de Tic mediante liomicroscopía criogénica y con el proceso de liofilización empleado. 

Los valores iniciales de humedad residual estuvieron en el rango de 2,8-3,9 % y de 2,3-2,6 % para los 

procesos sin TT y con TT, respectivamente. Los niveles de humedad residual (2,3-3,9 %) fueron 
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suficientes para proporcionar una pastilla organolépticamente aceptable. Los tiempos de reconstitución no 

fueron notablemente diferentes, todos muy pequeños, inferiores a 1 min. Este resultado probablemente se 

debe a las bajas concentraciones de los excipientes utilizados y de la proteína, los cuales tienden a 

producir pastillas que se reconstituyen fácilmente. Para las variantes de manitol y glicina, los resultados 

de los atributos de calidad fueron similares para los procesos sin TT y con TT (Tabla 3.4). 

Tabla 3.4. Relación de los excipientes utilizados con las Tic y los atributos de la pastilla liofilizada 
Excipientes Tic (ºC) Ciclo Apariencia Humedad residual 

(%, m/m) 
Tiempo de 

reconstitución (s) 
Tampón 

(Fosfato Na) 
–49,5 ± 0,5 Sin TT* Blanca, colapsada 3,7 ± 1,4 6 ± 1 

Sacarosa –35,3 ± 0,4 Sin TT* Blanca, ligeramente 
colapsada 

3,1 ± 0,3 9 ± 2 

Trehalosa –32,4  ± 1,2 Sin TT* Blanca, ligeramente 
colapsada 

3,4 ± 0,6 11 ± 3 

Rafinosa –27,7 ± 0,9 Sin TT* Blanca, no colapsada 3,2 ± 0,4 13 ± 3 
Dextrana 40 –14,1 ± 1,2 Sin TT* Blanca, no colapsada 3,9 ± 0,5 16 ± 2 

Sorbitol –45,9 ± 1,7 Sin TT* Blanca, colapsada 3,7 ± 0,5 29 ± 2 

Manitol –29,6 ± 0,8 Sin TT* Blanca, no colapsada 3,1 ± 0,3 9 ± 1 
Con TT* Blanca, no colapsada 2,6 ± 0,3 10 ± 3 

Glicina –9,7 ± 0,5 Sin TT* Blanca, no colapsada 2,8 ± 0,5 11 ± 1 
Con TT* Blanca, no colapsada 2,3 ± 0,3 16 ± 2 

*TT: Refiere la inclusión de tratamiento térmico durante el proceso de liofilización (Sección 2.4.2). 

La estabilidad del EGFhr se estudió empleando métodos evaluados como indicativos de estabilidad. Se 

empleó el RP-HPLC por ser un método que evidenció ser muy versátil en su potencial para la detección 

de los diferentes productos de degrdación del EGFhr. Como complemento del RP-HPLC se empleó el 

ELISA, el cual evidenció una fuerte correlación estadítica positiva con el ensayo de proliferación celular y 

es un ensayo que permite evaluar simultáneamente un elevado número de muestras, y que es mucho más 

sencillo que los ensayos basados en células. 

La estabilidad del EGFhr durante la liofilización se evaluó mediante la comparación de los resultados de 

los ensayos en las muestras antes y después del proceso. La pureza en RP-HPLC de las variantes de 

formulaciones liofilizadas y reconstituidas se comparó con la de la solución de partida de EGFhr, de      

96,9 %. Los excipientes fueron considerados protectores cuando el error estándar de la pureza del EGFhr 

incluyó el valor de 96,9 %. La figura 3.16 a muestra que la pureza por RP-HPLC después de la 

liofilización se afectó únicamente en el control (tampón sin excipiente). En general, los valores de pureza 

en RP-HPLC de las formulaciones fueron similares, entre 96,1 y 97,3 %.  
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El recobrado del proceso de liofilización, evaluado mediante la concentración en ELISA, se consideró 

cuantitativo cuando incluyó el valor del 100 % en el intervalo de su error estándar. Los resultados del  

recobrado del proceso evidenciaron una disminución entre el 10 y el 20 % de la inmunoreactividad inicial, 

al liofilizar al EGFhr en ausencia de excipientes y en presencia de rafinosa, Dextrana 40 y glicina. 

También se obtuvieron pérdidas similares durante la liofilización en presencia del manitol cuando la 

operación se realizó con TT, figura 3.16 b. Por el contrario, la inmunoreactividad del EGFhr no se afectó 

durante la liofilización en presencia de sacarosa, trehalosa o sorbitol; ni en presencia de manitol cuando la 

operación se realizó sin TT. La inefectividad de la rafinosa pudiera deberse a posibles interacciones de 

este sacárido con las proteínas a nivel de la estructura secundaria, según se evidenció mediante CD para 

un inhibidor del factor de necrosis tumoral alfa (Lim y cols., 2014a). 

La estabilización completa del EGFhr se alcanzó únicamente al incorporar la proteína en matrices amorfa 

de disacáridos como la sacarosa y la trehalosa, en el sorbitol y además con la inclusión del manitol cuando 

se empleó el proceso sin TT. Las formulaciones con sorbitol y disacáridos estuvieron colapsada y 

parcialmente colapsada, respectivamente (Tabla 3.4). Sin embargo, en presencia de estos excipientes se 

logró la estabilización completa del EGFhr durante la liofilización, figura 3.16 a y b. Por el contrario, 

aunque las formulaciones con rafinosa, Dextrana 40, glicina y manitol (en el proceso con TT) no 

mostraron signos de colapso; tampoco lograron la estabilización completa del EGFhr. Informes sobre la 

influencia del colapso en la estabilidad de las proteínas durante la liofilización han mostrado que las 

pastillas colapsada tienen un tiempo de reconstitución similar, y estabilidad durante el proceso de 

liofilización comparable con las no colapsada en presencia del mismo excipiente (Schersch y cols., 2010). 

La estabilidad del EGFhr liofilizado en presencia de diferentes excipientes se estudió durante la 

exposición a 50 ºC. Los datos experimentales demostraron una relación lineal entre el ln de la 

concentración remanente y el tiempo, lo que indica una cinética de primer orden tanto para el RP-HPLC 

como para el ELISA (Anexo 9). Los valores de las Kobs fueron mayores en RP-HPLC que en ELISA 

(Figura 3.16 c y d). El ensayo de ELISA empleado no detecta la presencia de la Met21 oxidada a sulfóxido 

en el EGFhr, y tiene un menor potencial que el RP-HPLC para detectar simultáneamente las diferentes 

modificaciones químicas del EGFhr (Sección 3.1).  

Los resultados de los valores de Kobs muestran la presencia de excipientes “estabilizantes” y “no 

estabilizantes” del EGFhr liofilizado a 50 °C (Figura 3.16 c y d). Los estabilizantes (sacarosa, trehalosa, 

rafinosa y Dextrana 40) mostraron valores de Kobs inferiores a 0,005 d-1, mientras los no estabilizantes 

(tampón fosfato de sodio, manitol, sorbitol y glicina) mostraron valores de Kobs superiores a 0,01 d-1. La 

estabilidad durante la exposición a 50 ºC de la formulación liofilizada de EGFhr mejoró, con respecto al 
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control sin excipiente, al incorporar la proteína en una matriz amorfa de sacarosa, trehalosa, rafinosa o 

Dextrana 40. Informes sobre el efecto del colapso de los liofilizados en la estabilidad de la proteína durante 

el almacenamiento a altas temperaturas, han mostrado una estabilidad completa de la proteína en las 

pastillas colapsada (Schersch y cols., 2012). Por otra parte, se ha informado una disminución de la 

estabilidad para los liofilizados que colapsaron durante el almacenamiento, debido al inicio de la 

cristalización y a la hidrólisis del estabilizante (Schersch y cols., 2013). En este trabajo no se observó 

relación directa entre el colapso de la pastilla del excipiente durante la liofilización y su potencial para la 

estabilización del EGFhr a altas temperaturas.   

En el anexo 10 se muestran los perfiles de RP-HPLC típicos del EGFhr liofilizado en presencia de los 

excipientes después de siete días de almacenamiento a 50 ºC. Los picos se identificaron según las 

asignaciones realizadas anteriormente por ESI-MS (Anexo 2). Como el EGFhr de partida, el liofilizado y 

calentado en presencia de sacarosa, Dextrana 40, trehalosa o rafinosa solamente mostraron los dos picos 

correspondientes a las especies principales del EGFhr1-51 y el EGFhr1-52, respectivamente. En los perfiles 

cromatográficos del EGFhr liofilizado en presencia de estos excipientes no se detectó la aparición de 

nuevos picos ni el incremento de la señal de los picos correspondientes a los productos de degradación 

detectados en el control, no calentado. En las formulaciones liofilizadas se encontraron las mismas rutas 

de degradación que en las formulaciones en solución acuosa. 

Los disacáridos proporcionaron una elevada estabilización del EGFhr durante el proceso de liofilización, 

y el almacenamiento del liofilizado a 50 ºC. Sin embargo, las Tic de estas formulaciones fueron inferiores 

a –30 ºC, y las pastillas generadas después de la liofilización experimentaron un colapso parcial. Por otra 

parte, se ha descrito sobre la habilidad de la Dextrana 40 para proporcionar una pastilla liofilizada amorfa 

con propiedades organolépticas excelentes (Michael, 2002). En este estudio, también hemos comprobado 

que la Dextrana 40 presenta una elevada Tic (–14,1 ºC) y un desempeño eficaz en la estabilización del 

EGFhr liofilizado durante la exposición a 50 ºC. Para mejorar las propiedades tecnológicas y cosméticas 

de una formulación potencial de EGFhr, se propuso investigar la estabilidad de esta proteína en 

formulaciones liofilizadas con combinaciones de disacáridos-Dextrana 40. Debido a que la estabilización 

del EGFhr por la sacarosa y por la trehalosa mostró resultados similares, se seleccionó la sacarosa. Esta 

selección se basó en su mayor historial de uso en preparaciones liofilizadas, mayor facilidad de encontrar 

un proveedor de sacarosa con calidad farmacéutica y por ser menos costosa que la trehalosa. 

3.3.3 Efecto de la combinación de la sacarosa y la Dextrana 40 como excipientes 

Se estudió el efecto de las combinaciones sacarosa-Dextrana 40 en las propiedades farmacéuticas de la 

formulación. Los estudios mediante liomicroscopía criogénica mostraron un incremento en la Tic con el 
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incremento en la fracción másica de Dextrana 40 (Tabla 3.5). No se observaron evidencias de formación 

de escamas o costras en ninguna de las variantes, ni defectos macroscópicos, excepto para la variante que 

solo contenía sacarosa que resultó en una pastilla parcialmente colapsada. Los tiempos de reconstitución 

fueron inferiores a 20 s. Los niveles de humedad residual (3,0-4,2 %) fueron suficientes para proporcionar 

una pastilla organolépticamente aceptable (Tabla 3.5). 

Tabla 3.5. Efecto de las combinaciones sacarosa-Dextrana 40 en la Tic y en los atributos de la pastilla 
liofilizada de las formulaciones de EGFhr 

Fracción másica de 
Dextrana 40 (m/m)a 

Tic (ºC) Apariencia de la 
pastilla 

Humedad residual  
(%, m/m) 

Tiempo de 
reconstitución (s) 

0 −35,3 ± 0,4 Parcialmente 
colapsada 

3,3 ± 0,3 10 ± 2 

0,25 −30,8 ± 0,5 No colapsada 3,1 ± 0,3 13 ± 3 
0,5 −26,0 ± 1,4 No colapsada 3,0 ± 0,2 14 ± 2 
0,75 −19,6 ± 0,9 No colapsada 3,6 ± 0,3 16 ± 2 
1,0 −14,1 ± 1,2 No colapsada 4,2 ± 0,3 18 ± 3 

 aFracción másica de Dextrana 40 (m/m)= (masa de Dextrana 40)/(masa de Dextrana 40 + masa de 
sacarosa). 

En estudios de estabilización de formulaciones liofilizadas de proteínas se ha descrito sobre la mejora que 

produce la inclusión de la Dextrana 40 en las propiedades farmacéuticas de una formulación base de 

sacarosa (Allison y cols., 2000). Debido a que la Dextrana 40 tiene una alta Tg´, cercana a –10 ºC (Her y 

Nail, 1994), la coliofilización de la sacarosa con la Dextrana 40 incrementó la Tg´ y la Tic de la 

formulación; permitiendo el uso de mayores temperaturas durante el secado primario del producto y, 

consecuentemente, reduciendo los costos de proceso (Tang y Pikal, 2004). Un incremento en la 

temperatura del producto de 1 ºC disminuye el tiempo de la etapa de secado primario en 

aproximadamente un 13 % (Pikal, 1990). En tal sentido, la variación en la Tic de aproximadamente 5 ºC 

que se produce entre dos variantes vecinas de fracción másica de Dextrana 40 es significativo para el 

proceso de liofilización. Un simple cálculo aritmético permite anticipar  una variación potencial de 

aproximadamente un 50 % en el tiempo de secado primario.  

La estabilidad del EGFhr durante la liofilización se evaluó mediante la comparación de los resultados de 

los ensayos en las muestras antes y después del proceso. La pureza en RP-HPLC de las variantes de 

formulaciones liofilizadas y reconstituidas se comparó con la de la solución de partida de EGFhr, de      

96,9 %. Los excipientes se consideraron protectores cuando el error estándar de la pureza del EGFhr 

incluyó el valor de 96,9 %. La figura 3.18 a muestra que la pureza por RP-HPLC después de la 

liofilización no se afectó en ninguna de las variantes.  
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El recobrado del proceso de liofilización, mediante los ensayos de ELISA y de proliferación celular, se 

consideró cuantitativo cuando incluyó el valor del 100 % en el intervalo de su error estándar. Las tres 

variantes con fracciones másicas de Dextrana 40 de hasta 0,5 m/m alcanzaron un recobrado cuantitativo 

del EGFhr en los ensayos evaluados (Figura 3.17 a). Por el contrario, el recobrado disminuyó en las 

combinaciones con fracción másica de Dextrana 40 superiores a 0,5 m/m. Informes previos indican que 

los ensayos de ELISA y de proliferación celular son sensibles a los cambios en el plegamiento del EGFhr 

(Puchades y cols., 2005; Infante y cols., 2014). Un polisacárido de cadena larga, como la Dextrana 40, no 

puede formar enlaces por puentes de hidrógeno intermoleculares entre la proteína y el sacárido, lo que explica 

la incapacidad de los sacáridos grandes para proporcionarle protección a las proteínas durante el secado 

(Crowe y cols., 1993b). Esta pudiera ser la causa de la disminución en el recobrado del EGFhr durante la 

liofilización en las variantes con fracción másica de Dextrana 40 superiores a 0,5 m/m. 

 
Figura 3.17. Influencia de la fracción másica de Dextrana 40 en la estabilidad del EGFhr en combinaciones 
sacarosa-Dextrana 40 formuladas en tampón fosfato de sodio (0,01 M, pH 7,0). La estabilidad de la proteína 
se evaluó mediante RP-HPLC, ELISA y ensayo de proliferación celular. (a) Recobrado del proceso de 
liofilización y (b) estabilidad del EGFhr liofilizado durante la exposición a 50 ± 2 ºC (Kobs). En (a) la línea 
horizontal continua (100 %) representa el recobrado del 100 %, y la línea horizontal discontinua (96,9 %) 
representa la pureza en RP-HPLC del EGFhr de partida. *Denota pérdidas significativas del recobrado del 
EGFhr. En (b) la barra de error representa el intervalo de confianza del 95 %. 

La estabilidad del EGFhr liofilizado durante la exposición a 50 ºC se incrementó (disminución de la Kobs) 

con el incremento de la fracción másica de Dextrana 40 (Figura 3.17 b). Los cálculos de las Kobs para los 

ensayos se muestran en el anexo 11. La estabilidad del EGFhr en estado sólido durante la exposición a 

altas temperaturas puede ser influenciada por la Tg y la temperatura de cristalización de la formulación. El 

valor de la Tg reportado para la Dextrana 40 (190 ºC) es muy superior al de la sacarosa (74 ºC)       

(Saleki-Gerhardt y Zografi, 1994; Shamblin y cols., 1999). La adición de excipientes como la Dextrana 40 
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puede aumentar notablemente la Tg y la temperatura de cristalización del liofilizado (Shamblin y cols., 

1996). Estas propiedades también pueden influir favorablemente en el incremento de la estabilidad de los 

residuos de Asn/Asp contra las reacciones de desamidación/isomerización en el estado sólido (Wakankar 

y Borchardt, 2006; Schersch y cols., 2013). 

En estado sólido, las dos causas fundamentales que originan los fenómenos de oxidación, desamidación e 

isomerización son la presencia de oxígeno disuelto y de agua. Ambas fueron eliminadas durante la 

liofilización. Es de esperar que los resultados de estabilidad sean susceptibles de ser mejorados mediante la 

reducción de la humedad residual del producto a través de la optimización del proceso de liofilización. 

Considerando los resultados anteriores, se descartó una formulación que contenga solamente sacarosa debido a 

sus inferiores propiedades organolépticas, baja Tic (Tabla 3.5) e inferior estabilidad a 50 ºC con respecto al 

resto de las variantes evaluadas (Figura 3.17 b). Las formulaciones con fracciones másicas de Dextrana 40 por 

encima de 0,5 m/m fueron descartadas debido a la disminución del recobrado de EGFhr durante el proceso de 

liofilización, según los resultados de ELISA y de proliferación celular (Figura 3.17 a). Con el objetivo de 

mantener un margen de seguridad con relación a las composiciones críticas se seleccionó una formulación con 

fracción másica de Dextrana 40 de 0,25 m/m (Tabla 3.6). 

Tabla 3.6. Composición de la formulación liofilizada de EGFhr seleccionada (fracción másica de 
Dextrana 40 de 0,25 m/m) 

Componente Cantidad por vial Función 
EGFhr 25, 75 o 250 µg Citoprotector y efecto trófico 

Sacarosa 15,000 mg Estabilizante 
Dextrana 40 5,000 mg Estabilizante 

Dihidrógeno fosfato de sodio dihidratado 1,061 mg Regulador de pH 
Hidrógeno fosfato de di-sodio 0,454 mg Regulador de pH 

3.4 Evaluación de las operaciones tecnológicas y caracterización de la formulación desarrollada 

Para el análisis de la calidad de una formulación liofilizada se requiere de un conjunto amplio de técnicas 

analíticas, que proporcionen datos que permitan una caracterización científicamente fundada de los 

atributos de calidad del producto y los parámetros críticos del proceso (Siew, 2014).  

3.4.1 Operaciones de formulación y esterilización  

Una formulación robusta debe permitir que se mantenga estable el producto biofarmacéutico durante las 

etapas de su fabricación. Al mismo tiempo, los parámetros claves de los procesos deben optimizarse para 

lograr un método de fabricación robusto (Rathore y Rajan, 2008). Debido a que las proteínas son moléculas 

lábiles, las fuerzas de cizallamiento que se pueden generar durante los procesos de mezclado y filtración 
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pueden afectar su estabilidad (Biddlecombe y cols., 2009; Thomas y Geer, 2011). Por otra parte, la interacción 

de las proteínas con las superficies, o con los lixiviables de los materiales que se emplean para su fabricación, 

también pueden afectar su estabilidad (Bee y cols., 2011).  

El efecto de la velocidad de agitación y el tiempo de mezclado en la estabilidad del EGFhr se evaluó a 

escala de banco para simular la influencia de las fuerzas de cizallamiento. Para ello, la formulación se 

sometió a diferentes velocidades de agitación, durante diferentes intervalos de tiempo; a continuación la 

estabilidad del EGFhr se evaluó mediante RP-HPLC. En la figura 3.18 a se observa que la única condición 

que afectó la estabilidad del EGFhr fue a la velocidad extrema de 400 rpm, y solamente después de 30 min 

de agitación. La resistencia del EGFhr al efecto de las fuerzas de cizallamiento pudiera estar relacionado con 

sus características estructurales: proteína pequeña y con tres enlaces por puentes de disulfuro 

intracatenarios. Como parte de la estrategia de control del proceso de fabricación, para el mezclado del 

EGFhr con el tampón de formulación, se recomiendan velocidades de agitación inferiores a 200 rpm y 

tiempos de mezclado máximo de 30 min.  

 

Figura 3.18. Influencia de las operaciones de mezclado y filtración esterilizante en la estabilidad de la 
formulación de EGFhr mediante RP-HPLC. (a) Efecto de la velocidad y el tiempo de agitación durante el 
mezclado. (b) Influencia de la naturaleza del medio de filtración en el recobrado y la pureza en           
RP-HPLC del EGFhr después de la filtración. La línea horizontal continua en ambas figuras representa 
el recobrado absoluto (100 %), y en (b) la línea horizontal discontinua representa la pureza en RP-HPLC 
del EGFhr de partida (95,7 %). *Denota disminución significativa del recobrado o la pureza en          
RP-HPLC del EGFhr (cuando el error estándar de la varible no incluyó el valor esperado (línea 
discontinua para la pureza en RP-HPLC y línea continua para el recobrado). 

El proceso de filtración esterilizante de las formulaciones puede afectar la estabilidad de las proteínas 

debido a la adsorción en las superficies del medio de filtración; la formación de agregados o la inducción 

de cambios químicos (Mahler y cols., 2010; Huang y cols., 2011; Liu y cols., 2012). Se evaluó el efecto 
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de la naturaleza del medio de filtración en el recobrado y la estabilidad del EGFhr después del proceso de 

filtración (Figura 3.18 b). El recobrado de la proteína después del proceso no se afectó, el error estándar 

del valor medio para los medios de filtración evaluados incluyó el valor del recobrado absoluto (100 %, 

línea continua en la figura 3.18 b). Sin embargo, el único medio de filtración donde no se afectó la pureza 

en RP-HPLC del EGFhr fue al emplear los filtros de poliéter sulfonas, en este caso el error estándar del 

valor medio incluyó el valor de pureza del material de partida (95,7 %, línea discontinua en la 

figura 3.18 b). La pureza del EGFhr después de la filtración, según la naturaleza del medio de filtración 

mostró el siguiente orden: poliéter sulfonas > fluoruro de polivinilo > acetato de celulosa > celulosa 

regenerada. Después del almacenamiento del material filtrado durante siete días a 5 ± 3 °C, la pureza del 

EGFhr continuó invariable en las muestras donde se emplearon medios de filtración de poliéter sulfonas. 

Sin embargo, para el resto de las muestras la pureza continuó disminuyendo durante el almacenamiento 

(Figura 3.19 b). 

Es posible garantizar la estabilidad del EGFhr durante los procesos de formulación y esterilización, 

mediante el control de la velocidad de agitación y el tiempo de mezclado, y con el empleo de filtros de 

poliéter sulfonas para su filtración esterilizante. 

3.4.2  Caracterización de la formulación para el proceso de liofilización y ciclo empleado 

para la fabricación de lotes a escala piloto 

Existen varias técnicas bien establecidas para la caracterización de la formulación para el proceso de 

liofilización. El objetivo es determinar la magnitud del enfriamiento requerido para lograr la solidificación 

completa de la matriz, y el valor de la “temperatura máxima permisible del producto”, para lograr una 

liofilización segura y eficiente (Roos, 1997). Las variables críticas de la formulación se evaluaron 

mediante impedancia eléctrica, ATD y liomicroscopía criogénica (Hajare y cols., 2012).   

Los resultados del ATD (Figura 3.19 a) no mostraron ningún pico que pudiera relacionarse con los valores 

de temperatura eutéctica o de Tg´ de la formulación. En la curva de ATD se señala el evento identificado 

como A, el cual está relacionado con el inicio de la fusión de los cristales de hielo, y el evento B representa 

su correspondiente pico endotérmico. Respecto a la curva de impedancia eléctrica obtenida durante el 

calentamiento de la muestra, se puede apreciar que en el punto D a –42 ºC se produce una inflexión en el 

valor máximo de impedancia, lo cual indica que la congelación de esta formulación se debe realizar a un 

valor de temperatura de platina que garantice que se alcance al menos dicho valor, a fin de lograr la 

completa solidificación de la matriz. En el punto C a –26 ºC se refleja un cambio brusco de la pendiente de 

la curva, seguida de la disminución sostenida de los valores de impedancia. Este comportamiento es 
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indicativo de la desestabilización de la matriz congelada, que pudiera tener influencia sobre las variables del 

ciclo de liofilización (Hajare y cols., 2012). 

 
Figura 3.19. Caracterización de la formulación de EGFhr antes de la liofilización. (a) Análisis de 
impedancia eléctrica (línea continua) y curva de ATD (línea discontinua). (b) Análisis mediante 
liomicroscopía criogénica. En (b) las flechas indican la posición del frente de secado, y los círculos 
encierran los primeros puntos de colapso (Tic), detectados durante el secado del producto. 

El análisis por liomicroscopía criogénica permite la observación de los cambios morfológicos que se 

producen en la estructura de la matriz durante la liofilización, en función de un gradiente de temperatura 

previamente definido (Ward y Matejtschuk, 2010). En la figura 3.19 b se muestra la imagen tomada en el 

liomicroscopio al evaluar la formulación de EGFhr. En la misma se reflejan los cambios microscópicos 

que se producen en la morfología de la matriz, a medida que se sobrepasan los valores de temperatura de 

colapso. Los resultados evidenciaron una Tic de –30,8 °C y una temperatura de colapso completo de           

–27,8 °C. Al variar la concentración de la proteína entre 25 y 250 µg/mL, se obtuvieron valores de Tic 

similares y cercanos a –30,8 °C. No se encontraron signos de formación de costras o escamas en las 

diferentes condiciones.  

Los resultados anteriores se tuvieron en consideración para diseñar el ciclo de liofilización a escala piloto. 

Este producto puede liofilizarse con facilidad a temperaturas cercanas a –30,8 °C después de una 

congelación inicial a temperaturas inferiores a –42,0 °C. En la figura 3.20 se muestra el ciclo de 

liofilización empleado para la fabricación de la formulación liofilizada de EGFhr a escala piloto. Se 

observa que la temperatura del producto, medida mediante termopares, se mantuvo por debajo de             

–33,0 °C, con valores inferiores a la Tic del producto de –30,8 °C. Los lotes fabricados a escala piloto, 

empleando el ciclo mencionado, lograron de forma consistente valores de humedad residual inferiores al 

5,0 % (m/m). 
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3.4.3 Efecto de la humedad residual en la temperatura de transición vítrea 

La caracterización de la Tg y su relación con la humedad residual son elementos importantes de todo 

producto liofilizado, ya que se considera como un atributo crítico de calidad que la Tg del producto sea 

superior a la temperatura de almacenamiento. La figura 3.21 a muestra los termogramas de DSC 

empleados para determinar la Tg del producto a diferentes valores de humedad residual, según el método 

de Karl Fisher. Con el incremento de la humedad residual del producto disminuyó el valor de su Tg, con 

valores de Tg de 52,6 y 42,0 ºC para valores de humedad residual de 3,06 y 4,22 %, respectivamente.   

 

Figura 3.21. Relación de la Tg de la formulación liofilizada de EGFhr con la humedad residual. (a) 
Determinación mediante DSC de la Tg de la formulación liofilizada de EGFhr para diferentes valores de 
humedad residual del producto. (b) Relación de la Tg con la humedad residual del liofilizado. En (b) se 
inserta la ecuación obtenida mediante análisis de regresión, y que es: 
                                          Tg = −10,87 × humedad residual + 87,01    (r2 = 0,998)           

La figura 3.21 b muestra la relación entre la Tg y la humedad residual de la formulación en estudio. 

Empleando la ecuación de ajuste obtenida mediante análisis de regresión, como tendencia a la linealidad 

entre los parámetros Tg y humedad residual, es posible estimar el valor de Tg para cualquier valor de 

humedad residual del producto. Por ejemplo, para una humedad residual del producto del 5,0 %, el valor 

de Tg estimado está por encima de 30 ºC. Según refiere la ICH, para productos que se almacenan bajo 

condiciones refrigeradas (5 ± 3 ºC), la condición de estudio acelerado es de 25 ± 2 ºC (Q1A(R2), 2003). 

Por consiguiente, desde este punto de vista, el producto puede ser aceptable con valores de humedad 

residual de hasta el 5,0 %. Para una formulación que solo contiene sacarosa se informa un valor de Tg de 

59 °C para una humedad residual del 1,0 % (Saleki-Gerhardt y Zografi, 1994). Sin embargo, para la 

[3.1] 
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formulación sacarosa-Dextrana 40 desarrollada en este trabajo se estima un valor de Tg 

superior (de 76,2 °C) para el mismo valor de humedad residual (1,0 %). 

3.4.4  Tiempo de reconstitución y materia particulada 

Un atributo deseado de todo producto liofilizado es lograr una rápida reconstitución, que de lugar a una 

solución transparente y libre de partículas. La pastilla de la formulación liofilizada de EGFhr se reconstituyó 

fácilmente, con un tiempo de reconstitución inferior a 20 s. Entre los métodos para cuantificar la presencia 

de partículas subvisibles se encuentran el de oscurecimiento de la luz, la microscopía y el de zona de 

detección eléctrica (Coulter) (Singh y cols., 2010). El conteo de partículas subvisibles aceptable en 

preparaciones parenterales deben ser inferior a 6000 para partículas mayores o iguales que 10 µm, e inferior 

a 600 para partículas mayores o iguales que 25 µm (USP<788>, 2008). La figura 3.22 muestra los 

resultados para la formulación de EGFhr con el método de oscurecimiento de la luz. El conteo de partículas 

mayores o iguales que 10 µm fue inferior a 3000 y para partículas mayores o iguales que 25 µm fue inferior 

a 50. Estos resultados son muy inferiores a los límites exigidos por la USP. 

 

Figura 3.22. Histograma de frecuencia de los datos observados para la variable partículas subvisibles.       
(a) Histograma de los datos observados para la variable partículas mayores o iguales que 10µm; y (b) para 
la variable partículas mayores o iguales que 25µm. Se emplearon resultados de 44 lotes. LSC-límite superior 
de control; LSE-límite superior de especificación (USP<788>, 2008). 

De conjunto, los resultados de las evaluaciones y caracterizaciones de la formulación parenteral de EGFhr 

desarrollada evidenciaron que la misma mantiene una calidad apropiada durante los procesos de 

formulación, esterilización por filtración y liofilización, lo cual permitirá su uso como medicamento 

inyectable. 
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3.4.5 Efecto de los procesos de liofilización y simulación de la inyección en la estabilidad del 

EGFhr 

Como el ambiente de las heridas crónicas se caracteriza por la presencia de células inflamatorias, 

proteasas y contaminación microbiana (Schultz y Gibson, 2013); es deseable que el producto 

biofarmacéutico inyectable sea isotónico (270-330 mOsmol/kg). Por otra parte, no es obligatorio que este 

producto sea isotónico, debido a que se trata de un parenteral de “pequeño” volumen, menor de 5,0 mL 

(De Luca y cols., 1992). Por consiguiente, para evaluar la estabilidad de la formulación de EGFhr se 

utilizaron como solvente de reconstitución el AI y la SSF. 

Los procesos de liofilización y reconstitución pudieran dañar la estabilidad de las formulaciones de 

proteínas. Además, el efecto global del paso de la formulación a través del sistema de inyección a ser 

empleado en la clínica también pudiera dañar la estabilidad de la proteína, debido al estrés por 

cizallamiento durante la liberación (Thomas y Geer, 2011). La estabilidad del EGFhr durante los procesos 

de liofilización, reconstitución y el paso a través del sistema de inyección, se evaluó por diferentes 

métodos analíticos. Se evaluaron tres muestras: Pre-Liof., Liof.-reconstituido y después de la simulación 

de la inyección (Después-Jeringa). 

Análisis físico-químicos 

Como se evidenció en los capítulos anteriores, el análisis del EGFhr en RP-HPLC ha permitido la 

detección simultánea de los productos de degradación que con frecuencia aparecen en esta molécula. La 

figura 3.23 a muestra los cromatogramas de RP-HPLC de las muestras evaluadas: Pre-Liof.,                

Liof-reconstituido y Después-Jeringa, donde son separados los dos picos principales, el EGFhr1-51 y el 

EGFhr1-52. Los perfiles cromatográficos de las cinco muestras fueron similares. Esto evidenció que ni el 

proceso de liofilización, ni el de simulación de la inyección afectaron la estabilidad química del EGFhr. El 

EGFhr permaneció estable independientemente de que el liofilizado fuera reconstituido con AI o SSF. 

La agregación del EGFhr en las muestras se evaluó mediante SEC (Figura 3.23 b). Los perfiles 

cromatográficos indicaron que la estabilidad coloidal del EGFhr no se afectó durante los procesos de 

liofilización ni de simulación de la inyección, después de la reconstitución con AI o con SSF. La población 

principal de moléculas eluyó a aproximadamente 29,8 min, lo que se corresponde con el monómero de 

EGFhr (MM de 5 700 g/mol), según su determinación a partir de la curva de calibración derivada de los 

marcadores de MM (Figura 3.23 b). Las señales de los picos de los excipientes pueden identificarse por 

comparación directa con el placebo (15 mg/mL de sacarosa, 5 mg/mL de Dextrana 40 en tampón fosfato de 

sodio a 0,01 M, pH de 6,5 a 7,0). No se detectaron ni agregados ni fragmentos de EGFhr.  
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Figura 3.23. Efecto del proceso de liofilización y simulación de la inyección en la estabilidad del EGFhr 
mediante HPLC. (a) Superposición de los cromatogramas en RP-HPLC. Las especies se separaron en 
una columna Vydac C8 empleando un gradiente lineal de 20-40 % (v/v) de acetonitrilo/0,05 % TFA en 
agua/0,1 % TFA en 28 min, a un flujo constante de 1,0 mL/min. (b) Superposición de los cromatogramas 
en SEC. Las especies se separaron en una columna Superdex 75 empleando como fase móvil el tampón 
0,1 M NaPO4/0,5 M arginina-HCl a pH 6,5 y una velocidad de flujo constante de 0,5 mL/min. Se inserta 
la curva de calibración derivada de los marcadores de MM. Las muestras liofilizadas fueron reconstituidas 
con AI o con SSF. 

Estabilidad del plegamiento de la proteína 

La evaluación de la estabilidad del plegamiento de las proteínas es importante durante la caracterización 

de una formulación liofilizada, ya que la preservación de la conformación nativa es una garantía para el 

mantenimiento de su actividad biológica (Friess y Winter, 2013). Se ha informado que la retención del 

plegamiento de la proteína después de la liofilización es un indicador de mayor estabilidad de la 

preparación (Xu y cols., 2013). La forma de los espectros de CD de las muestras, Pre-Liof.,                   

Liof-reconstituido y Después-Jeringa para el producto reconstituido con AI o con SSF fueron similares. 
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Esto evidenció que el plegamiento del EGFhr no varió significativamente como resultado de las 

operaciones de liofilización, reconstitución y simulación de la inyección (Figura 3.24 a).   

 
Figura 3.24. Efecto de los procesos de liofilización y simulación de la inyección en la estabilidad del 
plegamiento del EGFhr. (a) Superposición de los espectros de CD en el UV-lejano, y (b) superposición 
de los espectros de fluorescencia intrínseca del Trp. El inserto de (b) muestra los espectros de 
fluorescencia normalizada para las mismas muestras. Las muestras liofilizadas fueron reconstituidas con 
AI o con SSF. 

El plegamiento del EGFhr se evaluó mediante espectroscopía de fluorescencia intrínseca del Trp, con 

espectros prácticamente idénticos para las muestras, lo que indicó la ausencia de cambios mayores en el 

ambiente local de los residuos de Trp (Figura 3.24 b). Los espectros normalizados de las muestras 

correspondientes a los diferentes procesamientos fueron prácticamente idénticos, con máximo de emisión 

cercano a 350 nm, y con desviación estándar de los valores de la longitud de onda del máximo de emisión 

de 1,3 nm del promedio. Estos resultados fueron similares a los reportados para el EGFhr en acetato de 

sodio a pH 3,6 (Gallay y cols., 1993). Los espectros son típicos de residuos de Trp expuestos y flexibles 

(Reshetnyak y cols., 2001; Lakowicz, 2006), los cuales son consistentes con la propiedades estructurales 

mostradas por el Trp49 y el Trp50 en la estructura tridimensional del EGFhr a pH fisiológico (Huang y 

cols., 2010). Todas estas observaciones, de conjunto, indican que no ocurrieron cambios mayores en el 

ambiente atómico de los residuos de Trp. En caso de agregación deberían detectarse cambios espectrales. 

Inmunoreactividad y actividad biológica 

La inmunoreactividad del EGFhr en las muestras evaluadas: Pre-Liof., Liof-reconstituido y Después-Jeringa, 

se evaluó utilizando un ELISA tipo sandwich basado en dos anticuerpos monoclonales que reconocen 

epitopos conformacionales (Infante y cols., 2014). Las curvas dosis-respuesta del ELISA para las muestras 

fueron superponibles, lo que indica que las operaciones realizadas no afectaron la propiedad de unión del 

EGFhr a los dos anticuerpos monoclonales utilizados en dicho ensayo (Figura 3.25 a). 
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Figura 3.25. Efecto de los procesos de liofilización y simulación de la inyección en la estabilidad del 
EGFhr mediante los ensayos biológicos. (a) inmunoreactividad en un ELISA basado en anticuerpos 
monoclonales. Las barras de error no son visibles en la escala de la figura. (b) Actividad biológica en 
ensayo de proliferación celular. Las muestras liofilizadas se reconstituyeron con AI o con SSF.  

La actividad biológica in vitro del EGFhr se evaluó utilizando un ensayo de proliferación celular. Las curvas 

log (concentración) versus respuesta mostraron una forma sigmoide simétrica. Las curvas dosis-respuestas de 

la actividad biológica de las muestras evaluadas fueron virtualmente superponibles, lo que indica que ni el 

proceso de liofilización ni el de simulación de la inyección afectaron la propiedad de unión del EGFhr a su 

receptor celular (Figura 3.25 b). Los valores de la CE50 de las muestras oscilaron entre 0,56 y 0,68 ng/mL, 

resultando similares a la informada para el EGFhr1-53 de 0,6 ng/mL (Miyauchi y cols., 1998).  

Los resultados presentados evidencian que la formulación parenteral de EGFhr seleccionada proporciona una 

estabilización completa a la proteína durante los procesos de liofilización, reconstitución (AI y SSF), y el paso 

a través del sistema jeringuilla y aguja. Esta conclusión se basa en los resultados de RP-HPLC, SEC, CD, 

fluorescencia intrínseca del Trp, ELISA y ensayo de proliferación celular. 

3.5 Estabilidad del EGFhr liofilizado en condiciones de estrés 

3.5.1. Evaluación mediante ESI-MS de la estabilidad en condiciones de estrés del EGFhr liofilizado  

El análisis de la proteína intacta mediante ESI-MS se considera una herramienta ideal para evaluar la 

estabilidad química de los péptidos y proteínas (Staub y cols., 2011; Fang y cols., 2012). Por tal motivo, se 

determinó la masa molecular del EGFhr mediante ESI-MS en las muestras después del proceso de 

liofilización y después del almacenamiento del liofilizado durante 15 días a 50 °C. En los espectros ESI-MS 

de la proteína intacta (Figura 3.26 a y b) solamente se observan las señales de los estados de carga 4+, 5+ y 

6+ que coinciden con los valores esperados para las especies del EGFhr1-51 y el EGFhr1-52 sin modificaciones
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Figura 3.26. Evaluación de la estabilidad del EGFhr liofilizado mediante espectrometría de masas. 
Espectros ESI-MS de la proteína intacta contenida en el producto liofilizado (a), y en el liofilizado después 
del almacenamiento por 15 días a 50 ± 2 °C (b). En la esquina superior derecha de cada espectro (a y b) 
con las letras A y B se muestran las masas moleculares promedio del EGFhr1-52 y EGFhr1-51 (masas 
teóricas: 6 059,82 y 5 946,66 g/mol), respectivamente. Espectros ESI-MS (350-1 100 m/z) correspondientes 
a la hidrólisis ácida parcial del EGFhr contenido en el producto liofilizado (c), y en el liofilizado después 
del almacenamiento por 15 días a 50 ± 2 ° C (d). En los espectros ESI-MS (c y d) se indican marcados con 
rombo los iones correspondientes a los péptidos que contienen las cisteínas unidas por enlaces disulfuro. 

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 
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químicas. Tampoco se detectaron nuevas señales que indiquen la aparición de modificaciones en el EGFhr  

durante la liofilización o el almacenamiento del liofilizado durante 15 días a 50 °C. 

Los resultados anteriores evidenciaron que la liofilización fue una herramienta útil para lograr la estabilización 

del EGFhr. Sin embargo, las modificaciones covalentes como el intercambio de puentes disulfuro pueden 

ocurrir incluso en estado sólido (Yoshioka y cols., 1993). Por ejemplo, se ha descrito un incremento en la 

reactividad de la reacción de intercambio de enlaces disulfuro en estado sólido respecto a solución de péptidos 

derivados de la hormona de crecimiento humano (Chandrasekhar y Topp, 2015).   

Considerando las razones anteriormente descritas se investigó sobre la formación correcta de los enlaces 

disulfuro del EGFhr en la formulación liofilizada, y después de calentada. Según se muestra en la 

figura 3.26 c y d, en los espectros ESI-MS se encontraron solamente los iones correspondientes a los 

diferentes péptidos que contienen las cisteínas formando los enlaces disulfuro intramoleculares esperados 

para el EGFhr (Cys6-Cys20, Cys14-Cys31 y Cys33-Cys42). En este caso, de forma similar a como se analizó 

para los estudios de degradación forzada en solución acuosa en la sección 3.1.1, también se realizó una 

búsqueda exhaustiva de las variantes peptídicas que teóricamente se pueden generar en el espectro      

ESI-MS de la hidrólisis ácida parcial del EGFhr. La presencia de cada una de estas señales se buscó 

minuciosamente en el espectro ESI-MS después de magnificar adecuadamente cada una de las regiones en 

que se deberían detectar las distintas especies multicargadas. No se detectó señal alguna que coincidiera 

con las m/z y la distribución isotópica predichas. 

3.5.2. Efecto de la humedad residual del liofilizado en la velocidad de desamidación del EGFhr 

Debido a que los niveles de humedad residual del sólido pueden influir en la velocidad de desamidación, la 

estabilidad del EGFhr liofilizado se evaluó a diferentes valores de humedad residual y temperaturas de 

almacenamiento. La desamidación de la Asn1 del EGFhr se cuantificó mediante electroforesis en ausencia 

de SDS. Empleando la expresión 3.1 obtenida a partir del gráfico de la figura 3.21 b, que relaciona los 

valores de humedad residual con la Tg del producto, fue posible estimar la Tg correspondiente a partir de los 

valores de humedad residual. En la figura 3.27 a se muestran los patrones electroforéticos de liofilizados con 

diferentes valores de humedad residual después de la exposición a 50 °C. Se observa un incremento de la 

intensidad de la banda del EGFhr desamidado con el incremento de la humedad residual.  

En el anexo 12 se muestran las curvas de incremento en la desamidación de la Asn1 en el liofilizado a 

diferentes valores de humedad residual para las temperaturas de 25, 37 y 50 ºC.  A partir de la pendiente de 

estas curvas se calculó la Kobs de desamidación para cada variante. Los valores de la Kobs de desamidación 

(Asn1) del liofilizado a 2,8 % de humedad residual, comparados con los del EGFhr en estado acuoso 
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(Sección 3.2.6), fueron de 61, 50 y 26 veces inferiores a las temperaturas de 25, 37 y 50 °C, respectivamente. 

Estos resultados se corresponden con la disminución de la Kobs de desamidación en estado sólido con respecto 

a solución acuosa (entre 2,7 y 116,6 veces), reportada para algunos péptidos (Li y cols., 2006).  

Con los valores de la Kobs de desamidación, la Tg y la temperatura de almacenamiento de cada variante se 

construyó el gráfico de la figura 3.27 b. A temperaturas de almacenamiento por debajo de la Tg (T–Tg < 0) 

se reduce considerablemente la Kobs de desamidación, llegando a anularse aproximadamente a 25 °C por 

debajo de la Tg. Esto significa que el producto terminado con una humedad residual inferior al 3,0 % 

pudiera almacenarse de forma estable a 25 ºC. 

 

Figura 3.27. Cuantificación de la desamidación del EGFhr en función de la humedad residual y la Tg de 
la formulación liofilizada. (a) Análisis mediante electroforesis en ausencia de SDS de las muestras con 
diferentes valores de humedad residual después de 15 días de almacenamiento a 50 ± 2 ºC. (b) Relación 
de la Kobs de desamidación (Asn1) en función de la diferencia entre la temperatura de almacenamiento (T) 
y la Tg del producto. La identificación del EGFhr no desamidado y desamidado se corresponden con la 
migración de los patrones mostrados en la figura 3.3. 



Resultados y discusión 
 

90 
 

Los resultados de este trabajo son similares a informes recientes con relación a la preparación de polvos 

liofilizados de liposomas redispersables para la liberación transdermal de EGFhr (Yin y cols., 2014). En 

dicho estudio se demostró que la estabilidad del EGFhr libre en la solución tampón disminuyó 

marcadamente después de un mes a 25 ºC, con solamente un 9,7 % del EGFhr de partida. La formulación 

de EGFhr en liposomas incrementó la estabilidad de la proteína en solución; y los polvos de liposomas 

secados mediante liofilización convencional y liofilización por atomización ultrasónica mantuvieron su 

completa estabilidad después de un mes de almacenamiento a 25 ºC. 

De conjunto, los resultados de la evaluación de la estabilidad de la formulación liofilizada de EGFhr en 

condiciones de estrés por temperatura (25-50 °C) y humedad residual (2,8-5,9 %) mediante electroforesis 

libre de SDS, y mediante ESI-MS (15 días a 50 °C), permiten anticipar una elevada estabilidad del 

producto terminado. Posteriormente se estudiará la estabilidad del producto en condiciones aceleradas                            

(25 ± 2 °C/60 ± 5 % de humedad relativa) y refrigeradas (5 ± 3 °C). 

3.5.3 Efecto de los materiales de envase en la fotoestabilidad en condiciones de estrés del EGFhr 

liofilizado 

La exposición a la luz blanca/UV puede afectar a las proteínas en una forma farmacéutica particular en 

dependencia del envase. Los productos biofarmacéuticos pueden ser afectados por las radiaciones de forma 

directa o indirecta, en dependencia de cómo la energía de la radiación es transferida (Kerwin y Remmele, 

2007). Los medicamentos sensibles a la luz pueden ser afectados por la luz solar (especialmente la radiación 

ultravioleta) o por las fuentes de luz artificial (por ejemplo, la luz fluorescente). Como consecuencia aparecen 

cambios en las propiedades físico-químicas o biológicas del producto. Los estudios de estrés confirmaron que 

el EGFhr es sensible a la fotólisis inducida por la radiación UV (Sección 3.1.2). 

La protección física de la exposición a la luz blanca/UV con el sistema de envase primario o secundario 

puede ser necesaria para proteger a las proteínas lábiles de la fotooxidación. Para determinar si los 

materiales de envase primario y/o secundario son apropiados para proporcionar una protección efectiva a 

la formulación liofilizada de EGFhr del efecto perjudicial de la luz blanca/UV, se evaluó la 

fotoestabilidad en condiciones de estrés. La aparición de cambios durante la exposición de las muestras 

fue evaluada mediante diferentes pruebas analíticas y los resultados comparados con los valores de 

referencia. La significación de los cambios se determinó mediante ANOVA utilizando un nivel de 

significación de 0,05 (Anexo 13).  

La tabla 3.7 muestra los resultados del efecto de la exposición a la luz blanca/UV de la formulación liofilizada 

de EGFhr en diferentes condiciones de envase. No se encontraron diferencias en las propiedades
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organolépticas de los viales pertenecientes a las diferentes condiciones de irradiación, tanto  antes como 

después de su reconstitución, ni cambio de color como resultado de la exposición a la luz blanca/UV. Por otra 

parte, la actividad específica en el ensayo de proliferación celular no se afectó, en comparación con los valores 

de referencia después de la irradiación en los materiales de envase estudiados, con una probabilidad de 0,3864 

(Anexo 13). La pureza del EGFhr medida en SEC después de la exposición a la luz blanca/UV disminuyó 

significativamente en las muestras expuestas en el envase primario con respecto a los otros grupos, con una 

probabilidad de 0,0169, inferior al valor prefijado de 0,05. A pesar de resultar significativa la disminución en 

la pureza en SEC de la muestra expuesta en el envase primario, la afectación fue pequeña, con una pureza 

superior al 97 %. Tampoco se  detectaron cambios en la pureza en SDS-PAGE del EGFhr liofilizado, al 

exponer las muestras en los materiales de envase evaluados (Tabla 3.7). 

La pureza del EGFhr, medida en RP-HPLC, después de la exposición del producto a la luz blanca/UV 

disminuyó en las muestras expuestas en el envase primario con respecto a los otros grupos. La prueba de 

ANOVA para el ensayo de pureza en RP-HPLC fue estadísticamente significativa para los grupos 

estudiados, con una probabilidad de 0,0001, muy inferior al valor prefijado de 0,05 (Anexo 13, Tabla 3.7). 

Los perfiles cromatográficos de RP-HPLC muestran un incremento en la señal correspondiente a los picos 

marcados con la flecha, para la muestra expuesta en el envase primario, que se corresponde con la 

oxidación de la Met21 a sulfóxido (Figura 3.28). También aparecieron nuevos picos a tiempos de retención 

mayores a los de los picos principales. 

 

Figura 3.28. Perfiles cromatográficos 
magnificados de RP-HPLC según los materiales 
de envase empleados durante la irradiación en 
condiciones de estrés del EGFhr liofilizado. La 
separación se realizó en una columna Vydac C8 
empleando un gradiente lineal de 20-40 % (v/v) 
de acetonitrino/0,05 % TFA en agua/0,1 % TFA 
en 28 min, a un flujo constante de 1,0 mL/min. Las 
flechas indican incremento o aparición de señales 
en relación con el control. Trr (0,71): EGFhr1-51 
oxidado en Met21 a sulfóxido; trr (0,8): EGFhr1-51; 
trr (0,93): EGFhr1-52 oxidado en Met21 a 
sulfóxido; trr (1,0): EGFhr1-52. Encima de cada 
cromatograma y sombreado se presentan los 
porcentajes de EGFhr no modificado remanente. 
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El mayor incremento en los productos de degradación detectados en RP-HPLC fue de aproximadamente      

3,0 % para el grupo del envase primario, para los otros grupos, el del control en la oscuridad y el que 

incluyó el envase secundario, no se detectaron cambios con relación a la muestra de partida (t0), como 

muestra la figura 3.28. El envase secundario propuesto protegió efectivamente al EGFhr liofilizado del 

efecto perjudicial provocado por la exposición a la luz blanca/UV. El principal producto de degradación 

detectado fue la oxidación del EGFhr en la Met21 a sulfóxido, en concordancia con informes previos sobre 

la fotooxidación del EGFhr (Cini y cols., 1992). La degradación pudiera deberse a la oxidación indirecta 

de la proteína, a partir de la formación de especies de oxígeno reactivas, como los radicales peróxido 

(Kerwin y Remmele, 2007). 

De los resultados de la exposición del EGFhr liofilizado a la luz blanca/UV puede concluirse que los 

materiales de envase escogidos son efectivos para la fotoprotección de la proteína. Las condiciones de 

exposición utilizadas en este estudio proporcionan un elevado margen de seguridad con respecto a las 

indicadas en la guía ICH (Q1B, 1996). Se utilizó una dosis de 1,2 veces lo estipulado en la guía ICH Q1B 

para lámpara de luz fría blanca fluorescente, y de 4,5 veces lo estipulado para la energía ultravioleta 

integrada. 

3.6 Estudios de estabilidad de la formulación liofilizada de EGFhr 

Para ser útil como producto terapéutico, la formulación debe mantener la integridad física, química y 

biológica del EGFhr durante 24 meses como mínimo (Chang y Hershenson, 2002). Teniendo en cuenta esto, 

para evaluar la estabilidad de la formulación liofilizada de EGFhr se tomaron como base los criterios de las 

guías ICH (Q5C, 1996; Q1A(R2), 2003; Q1D, 2003; Q1E, 2003); y lo establecido en las regulaciones del 

Centro Nacional para el Control de la Calidad de los Medicamentos (Regulación 21, 2008; Regulación 16, 

2012). 

3.6.1 Estabilidad del formulado a granel  

El formulado a granel estéril se considera un producto intermedio, al cual se le debe estudiar la estabilidad 

durante el tiempo de espera. Para un producto liofilizado, el tiempo de espera debe cubrir los tiempos de 

esterilización in situ de la línea de llenado y de la máquina liofilizadora, el tiempo de duración del 

llenado, etc. El período de tiempo debe permitir responder a necesidades operativas que requieran 

posponer las operaciones de llenado y/o, liofilización (Regulación 16, 2012). La tabla 3.8 muestra que los 

resultados de las pruebas de calidad del formulado a granel se mantuvieron dentro de los valores de 

referencia, y sin variaciones con respecto al inicio, después de siete días de almacenamiento a 5 ± 3 °C.  
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Tabla 3.8. Resultados de estabilidad del formulado a granel del EGFhr después de siete días de 
almacenamiento a 5 ± 3 °C 

   Presentaciones              25 µg/vial      250 µg/vial 
Pruebas Valores de Referencia t0 7 días t0 7 días 

  Características  
  organolépticas  

Solución clara e incolora, 
sin residuos visibles 

como materia no disuelta 

 
Cumple 

 
Cumple 

 
Cumple 

 
Cumple 

Contenido por 
Bradford (%) 

80-120 % del valor 
prefijado 

96,0-112,7 91,6-104,2 82,2-103,4 93,3-109,4 

Actividad 
específica 

(× 106 UI/mg) 

 
1,5-5,0 

 
2,1-2,8 

 
2,1-3,0 

 
1,7-2,7 

 
2,3-2,5 

Pureza en  
RP-HPLC (%) 

≥ 95,0  
EGFhr1-51 + EGFhr1-52 

97,4-97,7 96,4-97,9 97,1-97,4 96,9-97,3 

pH 6,25-7,25 6,73-6,74 6,75-6,80 6,83-6,84 6,82-6,85 

Los resultados cuantitativos muestran los valores mínimo y máximo de los datos individuales (n = 3 
lotes). 

3.6.2 Estabilidad acelerada y de vida de estante 

La estabilidad acelerada y de vida de estante de la formulación liofilizada de EGFhr se evaluó según los 

criterios de las guías ICH. Específicamente, para cubrir el plan de desarrollo clínico, se realizó un estudio 

de corchete entre 25 y 250 µg/vial según la guía ICH (Q1D, 2003). Para ello, se evaluaron tres lotes de 

cada presentación.  

Los resultados de los puntos finales de las pruebas del estudio de estabilidad acelerada y de vida de 

estante para cada presentación se muestran en la tabla 3.9. Para las condiciones de almacenamiento 

estudiadas no se observaron cambios en la apariencia, identidad, contenido, actividad específica y pureza 

en las diferentes evaluaciones, y los resultados permanecieron dentro de los valores de referencia. La 

excepción fue la humedad residual que aumentó en el tiempo, con el valor más alto alcanzado a la 

condición de mayor temperatura (25 ± 2 °C/60 ± 5 % de humedad relativa). Este incremento en el 

contenido de humedad residual es común para los productos liofilizados y es causado por la desadsorción 

del agua de los tapones de goma de los viales, seguido por la captura de la humedad por la pastilla 

liofilizada higroscópica (Vromans y Van Laarhoven, 1992; Corveleyn y cols., 1997). Sin embargo, lo más 

importante es que el incremento en el contenido de humedad residual no sobrepasó los valores de 

referencia (≤ 5 %), ni afectó la calidad del producto durante los períodos evaluados a las respectivas 

condiciones de almacenamiento (Tabla 3.9). 
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Los exámenes de la formulación a los diferentes períodos de tiempo durante los estudios acelerado y de 

vida de estante no indicaron la aparición de cambios físicos, tales como: colapso, cambio de color o 

aparición de partículas. Bajo las mismas condiciones, la reconstitución completa del producto ocurrió en   

un tiempo inferior a 20 s, no dejó residuos visibles y dió lugar a una solución clara e incolora con valores 

de pH entre 6,65 y 6,88. El EGFhr fue correctamente identificado en el ELISA y los resultados de la 

actividad específica no cambiaron en el tiempo. Los perfiles cromatográficos de RP-HPLC solamente 

mostraron variaciones pequeñas durante los períodos de tiempo y condiciones de almacenamiento 

evaluadas, sin cambios en el tiempo de retención o la aparición de nuevos picos (Anexo 14). Los perfiles 

de SEC indicaron únicamente la presencia de la especie monomérica de EGFhr durante los períodos 

evaluados (Anexo 14). La formulación probó ser no pirogénica, no tóxica, y estéril en las diferentes 

evaluaciones del presente estudio.  

La guía ICH Q1E aborda el tema de la evaluación de los datos de estabilidad y presenta varios enfoques 

estadísticos para la evaluación de los resultados de uno o varios lotes generados por diseños de estabilidad 

reducidos o completos (Q1E, 2003). Para el análisis de los datos de los estudios acelerado y de vida de 

estante, la aplicación de un diseño de regresión lineal simple se considera razonable. Por dicha razón, se 

aplicó la siguiente ecuación: 

 

Donde Y es el ensayo, t es el factor tiempo expresado en meses, la pendiente es la constante de 

degradación y Y0 es el ensayo en t0. 

Para el análisis estadístico de tendencia, entre las características evaluadas en los estudios de estabilidad, 

se analizaron la pureza en RP-HPLC y la actividad biológica. La primera se seleccionó debido a su 

habilidad para detectar pequeños cambios químicos en el EGFhr, mientras que la segunda fue debido a su 

importancia para la efectividad del producto. 

Estudio de estabilidad acelerada 

Las pendientes para la pureza por RP-HPLC de la presentación de 25 µg/vial fueron significativamente 

diferentes y no pueden ser agrupadas (Anexo 15). En este caso ninguna de las pendientes fue significativa, 

probablemente debido a la pequeña potencia estadística de la prueba y no debido a la ausencia real de 

variación de la pureza en el tiempo. El análisis visual de la variación de la pureza en el tiempo 

(Figura 3.29 a y b) indica que el lote 1 no mostró disminución de la pureza durante los primeros 3 meses. 

Este resultado está en contraste con la variación de pureza para los otros lotes de las dos presentaciones y 

sugiere la subestimación de la pureza en t0 para el lote 1. 

ln Y  =  ln Y0  – Pendiente × t  [3.2] 
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Para la presentación de 250 µg/vial la variación de la pureza en el tiempo no mostró diferencias significativas 

entre los lotes. Sin embargo, los interceptos fueron significativamente diferentes, por lo que se calculó una 

pendiente de regresión común (Tabla 3.10). La pendiente de regresión común fue significativa, con una 

probabilidad de 0,0006, lo que significa que la pureza varió significativamente en el tiempo, pero el modelo de 

regresión predice que la pureza permanecerá por encima de 95,0 % por más de 6 meses, incluido el lote con el 

valor de pureza más bajo en el tiempo de liberación (Anexo 16). 

Tabla 3.10. Evaluación estadística mediante técnicas de regresión de los resultados de estabilidad 
acelerada y de vida de estante de los lotes (n = 3) de la formulación liofilizada de EGFhra   

   Probabilidad  (25 ± 2 °C) Probabilidad (5 ± 3 °C) 
Parámetro Presentación RP-HPLC Actividad específica RP-HPLC Actividad específica 

 
Pendiente 

25 µg/vial 0,15* 0,52 0,64 0,95 
250 µg/vial 0,36 0,28 0,37 0,67 

25 µg/vial + 250 µg/vial No procede 0,95 0,66 0,31 
 

Intercepto 
 

25 µg/vial No procede 0,027**   0,075* 0,67 

250 µg/vial 0,008** 0,048** 0,19* 0,46 

25 µg/vial + 250 µg/vial No procede  No procede No procede 0,30 
Regresión común 0,0006** 0,36 0,26 0,55 

 
Comentario sobre la regresión 
común 

Pendiente 
común, lotes de 

250 µg/vial 

Pendiente 
común, ambas 
presentaciones 

Pendiente  
común, ambas 
presentaciones 

Intercepto y 
pendiente común, 

ambas presentaciones 

aDiferencias estadísticamente significativas según se describe en la sección 2.11.4: *(p < 0,25),   **(p < 0,05). 

Para las dos presentaciones, ninguno de los lotes mostró variaciones apreciables en el tiempo para la 

actividad específica en ensayo de proliferación celular en el estudio acelerado (Figura 3.29 c y d). Los 

valores de probabilidad para la diferencia de las pendientes no fueron estadísticamente significativos para 

las presentaciones de 25 y 250 µg/vial, dando la posibilidad de combinar las pendientes de los lotes de la 

misma presentación (Tabla 3.10, Anexo 17). Tampoco resultó estadísticamente significativo el valor de 

probabilidad para la pendiente de la regresión común (con los lotes de ambas presentaciones). Finalmente, 

se obtuvo una regresión de pendiente común con 11 grados de libertad para la varianza residual. El elevado 

número de grados de libertad implica una elevada potencia estadística, pero aun en ese caso la regresión no 

mostró significación con un valor de probabilidad de 0,36 (Tabla 3.10). Esto significa que no hubo 

variaciones de la actividad específica en el tiempo. 

Estudio de estabilidad de vida de estante 
Como se muestra en la figura 3.30 a y b, durante el almacenamiento a 5 ± 3 °C, en ninguno de los lotes se 

aprecian variaciones de la pureza en RP-HPLC durante el tiempo. Sin embargo, con el objetivo de realizar un 

análisis de regresión, se compararon las pendientes de los lotes para cada presentación, y siempre que fue 
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posible se combinaron (Tabla 3.10, Anexo 18). Los valores de probabilidad para la diferencia de las 

pendientes no fueron estadísticamente significativos, lo que permite combinar las pendientes de los lotes de la 

misma presentación. Tampoco fueron estadísticamente significativas las pendientes de las regresiones 

comunes para cada presentación, lo que permite combinar las pendientes de ambas presentaciones.  

Finalmente, se obtuvo una regresión de pendiente común con 35 grados de libertad para la varianza residual. 

El elevado número de grados de libertad implica una alta potencia estadística, pero aun en ese caso la  

regresión no mostró significación (p = 0,26, Tabla 3.10). Esto significa que no hubo variaciones de la pureza 

por RP-HPLC en el tiempo. 

A partir de la observación visual de la figura 3.30 c y d no se aprecian variaciones de la actividad específica de 

los lotes en el tiempo. Para este ensayo, se realizó un análisis similar al de la pureza en RP-HPLC (Tabla 3.10, 

Anexo 19). En este caso, las pendientes y los interceptos no mostraron diferencias significativas. Esto permitió 

realizar el análisis de una regresión común con 40 grados de libertad para la varianza residual. La probabilidad 

para la pendiente común fue de 0,55, lo que significa que la actividad biológica no cambió en el tiempo (Tabla 

3.10). 

Los estudios de estabilidad del EGFhr en solución acuosa a altas temperaturas han evidenciado que esta es una 

molécula muy lábil. La vida útil, mediante RP-HPLC, observada para un EGFhr1-48 en solución a 30 ºC fue de 

aproximadamente seis días (Senderoff y cols., 1994). Se ha descrito que la estabilidad del EGFhr libre, en 

solución tampón, disminuyó hasta solo un 9,7 % del valor inicial después de un mes a  25 °C (Yin y cols., 

2014). El EGFhr en solución después de almacenado a altas temperaturas experimenta desamidación de la 

Asn1 y oxidación de la Met21 a sulfóxido. La prevención de estas rutas de degradación se logró mediante la 

liofilización en una mezcla de sacarosa y Dextrana 40. No se ha informado sobre estudios de estabilidad a 

largo plazo del EGFhr liofilizado, sino solo durante períodos de tiempo limitado, principalmente como parte 

de estudios de estabilidad acelerada en solución acuosa (Araki y cols., 1989; Senderoff y cols., 1994; Yin y 

cols., 2014). 

3.6.3 Estabilidad del producto reconstituido 

La estabilidad de la formulación liofilizada de EGFhr después de reconstituida puede ser influenciada por la 

temperatura de almacenamiento y el tipo de solvente utilizado para la reconstitución. Al igual que durante la 

evaluación del efecto del proceso de liofilización, para los estudios de estabilidad del producto reconstituido 

se utilizó tanto AI como SSF. La estabilidad del reconstituido se estudió en las presentaciones de 25 y 

75 µg/vial, que cubren el rango utilizado en ensayos clínicos (Fernandez-Montequín y cols., 2009). Para 

evaluar la calidad del producto hasta el final de su vida útil, la estabilidad del reconstituido se estudió en 
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lotes del producto liofilizado con fecha cercana a su caducidad y en lotes poco después de su fabricación. La 

tabla 3.11 presenta los valores de referencia y los resultados de las pruebas de estabilidad en las condiciones 

de almacenamiento evaluadas. No se observaron cambios en la apariencia, identidad, contenido por 

Bradford, actividad específica en ensayo de proliferación celular y pureza por RP-HPLC durante las 

evaluaciones, y los resultados se mantuvieron dentro de los valores de referencia. 

La completa reconstitución de un producto liofilizado dentro de un período de tiempo corto es muy 

importante, mientras que la reconstitución incompleta del producto indica problemas de estabilidad que 

pudieran tener implicaciones directas en la seguridad del producto y salud del paciente. El valor de pH del 

producto reconstituido con AI fue cercano a 6,8 y al reconstituirlo con SSF el pH fue cercano a 6,5. Los 

valores de pH de los dos reconstituidos se encontraron dentro del rango apropiado para formulaciones 

inyectables (entre 4,0 y 8,0) (Kinnunen y Mrsny, 2014). La pequeña variación observada en el pH se debe 

probablemente a las variaciones de la fuerza iónica, según la teoría de Debye-Hückel (Debye y Hückel, 

1923); y no impactaron en la calidad del producto (Tabla 3.11). Como es de esperar, la osmolaridad del 

producto se vió influenciada por el solvente de reconstitución. La reconstitución con SSF hace isotónica la 

solución y no afectó negativamente la estabilidad del EGFhr a 5 ± 3 °C después de 24 h. 

Por todo lo anterior, en el rango de fortalezas entre 25 y 250 µg/vial, el EGFhr fue química, física y 

biológicamente estable como un polvo liofilizado para inyección, y mantiene su solubilidad y estabilidad. 

Al mismo tiempo, estos datos demuestran que la calidad del producto se mantiene durante la exposición a 

la luz, la transportación, el almacenamiento prolongado o la reconstitución. Este producto terapéutico 

inyectable, conocido con el nombre de Heberprot-P, se utiliza comercialmente y ha demostrado un perfil 

favorable de seguridad y eficacia en varios ensayos clínicos (Fernandez-Montequín y cols., 2009; 

Berlanga y cols., 2013), y un balance beneficio-riesgo positivo para el tratamiento de la úlcera del pie 

diabético (López-Saura y cols., 2013). 
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4. CONCLUSIONES 

1. La combinación de los ensayos de RP-HPLC, electroforesis en ausencia de SDS, espectrometría de 

masas en modo ESI-MS, ELISA y ensayo de proliferación celular permiten una evaluación apropiada 

de la estabilidad del EGFhr. Las principales rutas de degradación del EGFhr identificadas fueron la 

desamidación de la Asn1 y la oxidación de la Met21 a sulfóxido.  

2. En solución acuosa la mayor estabilidad química, coloidal y del plegamiento del EGFhr, durante la 

exposición a 50 ± 2 °C, se encontró a pH cercano a 7,0. La principal incompatibilidad de esta proteína se 

encontró con los azúcares reductores, los polisorbatos y el polietilenglicol, ya que incrementan la 

oxidación del EGFhr. No obstante, a pH 7,0 ocurrió la desamidación de la Asn1 a una velocidad de 

3,43 %/mes a 5 ± 3 °C, lo cual dificulta el logro de una formulación líquida estable a largo plazo.  

3. La combinación de la sacarosa (15 mg/mL) con la Dextrana 40 (5 mg/mL) en tampón fosfato de sodio 

a pH 7,0 y 10 mM permitió la estabilización del EGFhr durante la liofilización, y aumentó su 

estabilidad durante el almacenamiento a 50 ± 2 °C.  

4. La formulación desarrollada de EGFhr mantiene su estabilidad durante las operaciones tecnológicas de 

mezclado, esterilización por filtración, liofilización, y simulación de la inyección. Dicha formulación 

se puede liofilizar con facilidad a temperaturas del producto inferiores a −30,8 °C, durante el secado 

primario, alcanzando niveles de humedad residual menores del 5,0 %. El producto se reconstituye en 

menos de 20 s, dando lugar a una solución transparente con conteo de partículas subvisibles inferior a 

3000, para partículas mayores o iguales a 10 µm, y a 50 para partículas mayores o iguales a 25 µm.  

5. La evaluación en espectrometría de masas del EGFhr evidenció que la proteína liofilizada se mantiene 

intacta después de 15 días de almacenamiento a 50 ± 2 °C. La desamidación de la Asn1 en la 

formulación liofilizada se reduce a medida que disminuye la humedad residual y la temperatura de 

almacenamiento, con 0,43 %/mes a 25 ± 2 °C para una humedad residual cercana al 3,0 %. El material 

de envase secundario (cartón con barniz UV) fue capaz de brindar una protección efectiva al producto, 

frente al efecto de la exposición a la luz blanca/UV.  

6. La formulación liofilizada fue estable durante al menos 2 años a 5 ± 3 °C, y 6 meses a 25 ± 2 °C.  

Después de su reconstitución con AI o con SSF, el producto mantuvo la estabilidad física, química y 

biológica durante 24 h a 5 ± 3 °C.  
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5. RECOMENDACIONES 

1. Proponer nuevos estudios para mejorar el proceso de liofilización (por ejemplo resistencia de la capa 

seca y Tg´ por DSC).  

2. Realizar el escalado industrial del proceso de fabricación del producto.  
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9. ANEXOS 

ANEXO  1 

Caracterización por ESI-MS del IFA del EGFhr producido en Saccharomyces cerevisiae 

Determinación de la masa molecular de la proteína intacta 

En los análisis en ESI-MS del EGFhr se detectan las señales de los estados de cargas 4+, 5+ y 6+ que 

fueron consistentes con las masas moleculares teóricas del EGFhr truncado en el extremo C-terminal para 

dar especies con 51 y 52 aminoácidos y con tres enlaces de disulfuro intramoleculares. En la esquina 

superior derecha del espectro, con las letras A y B, se muestran las masas moleculares promedio del 

EGFhr1-52 y EGFhr1-51 de 6 059,68 y 5 946,43 g/mol, respectivamente. Considerando que las masas 

teóricas del EGFhr1-52 y EGFhr1-51 son de 6 059,82 y 5 946,66 g/mol, los resultados fueron determinados 

con muy buena exactitud, esto evidenció la integridad de los dos componentes mayoritarios del IFA de 

EGFhr (EGFhr1-51 y el EGFhr1-52). 

 
Espectro ESI-MS de la proteína intacta del IFA de EGFhr. Como EGFhr1-52 y EGFhr1-51 se representan las 
especies truncadas en el extremo C-terminal del EGFhr con 52 y 51 aminoácidos, respectivamente. En la 
esquina superior derecha de cada espectro con las letras A y B se muestran las masas moleculares promedio 
determinadas para el EGFhr1-52 y EGFhr1-51 (masas teóricas: 6 059,68 y 5 946,43 g/mol), respectivamente.  

Secuenciación de los extremos C-terminal y N-terminal 

Para la secuenciación de los extremos C-terminal y N-terminal fue necesario digerir con tripsina el IFA de 

EGFhr. En el espectro ESI-MS de la digestión con tripsina de la proteína después de reducida y 

propionamidada se muestran las señales marcadas con rombos negros para identificar las especies 

asignadas a péptidos del C-terminal, y las marcadas con círculos negros se corresponden con las asignadas 

a péptidos del N-terminal del EGFhr.  
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Espectro ESI-MS de la digestión tríptica de la proteína reducida y propionamidada del IFA de EGFhr. 
Las señales marcadas con rombos y círculos negros se corresponden con especies asignadas a los 
péptidos C-terminal y N-terminal del EGFhr, respectivamente. 

La siguiente tabla muestra el resumen de las asignaciones realizadas a cada una de las señales 

correspondientes a los péptidos. 

Masas moleculares monoisotópicas obtenidas para los péptidos generados durante la digestión tríptica 
de la proteína reducida y propionamidada 

m/z teórica z m/z experimetal Error (%)a Asignación 
495,26 2 495,26 0,00 D46-L52 
438,72 2 438,72 0,00 D46-E51 
633,30 1 633,32 0,003 W49-L52 
794,87 2 794,89 0,003 Y29-R41 
832,61 4 832,63 0,003 

N1-K28 
1109,83 3 1 109,82 0,0009 
980,23 5 980,25 0,002 

N1-R41 
1225,03 4 1 225,06 0,002 

ael error está calculado de la siguiente manera: Error(%) = {Abs [(mteórica − mexperimental)/mteórica]}×100 

Los péptidos C-terminal correspondientes a las señales doble carga m/z 438,72 y 495,26 de las especies 

EGFhr1-51 y EGFhr1-52, respectivamente, se secuenciaron mediante ESI-MS/MS. Los espectros ESI-MS/MS 

deconvolucionados permiten asegurar que las secuencias asignadas a los  péptidos C-terminal (46DLKWWE51) 

y (46DLKWWEL52) se corresponden con las esperadas para el EGFhr1-51 y EGFhr1-52, respectivamente. Las 

dos especies mayoritarias del EGFhr mantienen íntegro el extremo C-terminal. 
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Espectro ESI-MS/MS de la señal doble carga m/z 438,72 correspondiente al péptido C-terminal 
(46DLKWWE51) de la especie EGFhr1-51, contenido en el IFA. 

 
Espectro ESI-MS/MS de la señal doble carga m/z 495,26 correspondiente al péptido C-terminal 
(46DLKWWEL52) de la especie EGFhr1-52, contenido en el IFA. 

El péptido N-terminal correspondiente a la señal cuatro cargas m/z 832,00 se secuenció mediante        

ESI-MS/MS. El espectro ESI-MS/MS deconvolucionado permite asegurar que la secuencia asignada al 

péptido N-terminal (1NSDSEC*PLSHDGYC*LHDGVC*MYIEALDK28) se corresponde con la esperada, 

y que el EGFhr mantiene el extremo N-terminal íntegro. 

 
Espectro ESI-MS/MS deconvolucionado de la señal cuatro cargas m/z 832,00 correspondiente al péptido 
N-terminal del IFA de EGFhr.  
C*: cisteínas reducidas y alquiladas con acrilamida. 
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Análisis de los enlaces disulfuro 

Para verificar la correcta formación de los enlaces disulfuro en el EGFhr, la proteína se sometió a 

hidrólisis ácida parcial (Besada y cols., 1990). En la tabla de la página siguiente se muestran los valores 

de las relaciones m/z de los péptidos generados. Las señales se asignaron considerando la concordancia 

entre los valores teóricos y experimentales y la especificidad del corte químico realizado. En el espectro 

ESI-MS, se observan los iones de m/z correspondientes a los péptidos que mantienen enlazadas las 

cisteínas por enlaces disulfuro (Cys6-Cys20, Cys14-Cys31 y Cys33-Cys42) (Besada y cols., 1990).  

 
Región ampliada del espectro ESI-MS (350-1000 m/z) correspondiente a la hidrólisis en medio ácido del 
EGFhr contenido en el IFA. 
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Masas moleculares monoisotópicas de los péptidos que están formando enlace disulfuro en la molécula 
de EGFhr que fueron detectados durante la caracterización por ESI-MS después de la hidrólisis ácida 
parcial 

m/z 
teórica  z m/z 

experimental Error (%)a Asignación 

515,25 3 515,24 0,002  
C33-R45 (péptido con un enlace disulfuro 

intramolecular entre las Cys33-Cys42) 
 

772,36 2 772,36 0,00 

589,92 3 589,94 
 

0,003 
 

[(4S-H10)-S-S-(18G-L26)]+ señal asignada a dos 
péptidos (4S-H10 y 18G-L26) enlazados mediante un 

enlace disulfuro intermolecular entre las Cys6-Cys20 

 
884,38 2 884,41 0,003 

941,93 2 941,92 

 
0,001 

 
[(4S-H10)-S-S-(18G-D27)]+ señal asignada a dos 

péptidos (4S-H10 y 18G-D27) enlazados mediante un 
enlace disulfuro intermolecular entre las Cys6-Cys20 

 

 
792,35 

 

 
2 
 

792,35 

 
0,00 

 
[(4S-H10)-S-S-(18G-E24)] señal  asignada a dos 

péptidos (4S-H10 y 18G-E24) enlazados mediante un 
enlace disulfuro intermolecular entre las Cys6-Cys20 

 

437,74 2 437,74 0,00 (47L-L52)+ 

381,19 2 381,20 0,003 (47L-E51)+ 

904,75 3 905,08 0,036  
[(12G-H16)-S-S-(28K-R45)] señal asignada a dos 

péptidos (12G-H16 y 28K-R45) enlazados mediante un 
enlace disulfuro intermolecular que une a las     

Cys14-Cys31 y además contiene un enlace disulfuro 
intramolecular que une a las Cys33-Cys42 

 

678,81 4 679,06 0,036 

543,23 5 543,45 
 

0,040 

ael error está calculado de la siguiente manera: Error (%) = {Abs [(mteórica − mexperimental)/mteórica]}×100 

Referencias 

Besada, V., Antuch, W., Cinza, A., Rojas, I., Quintana, M., Padron, G., Takao, T., Shimonishi, Y., 1990. 

Chemical characterization of recombinant human epidermal growth factor. Anal. Chim. Acta 239,       

301-305.  
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ANEXO  2 

Caracterización por ESI-MS de los principales productos de degradación del IFA del EGFhr 

aislados mediante RP-HPLC  

Aislamiento de las especies del IFA de EGFhr por RP-HPLC 

En la figura se muestra el perfil cromatográfico de RP-HPLC del IFA de EGFhr, las especies eluidas se 

colectaron y analizaron por ESI-MS para caracterizar cada especie a nivel molecular. 

 
Aislamiento en RP-HPLC de los componentes principales y productos de degradación del IFA de EGFhr. 
Las especies se separaron en una columna Vydac C8 empleando un gradiente lineal de 20-40 % (v/v) de   
acetonitrino/0,05 % TFA en agua/0,1 % TFA en 28 min, a un flujo constante de 1,0 mL/min. 

La siguiente tabla resume las masas moleculares de la proteína intacta determinada por ESI-MS. 

Identificación de los componentes principales y productos de degradación de las fracciones de EGFhr 
separadas mediante RP-HPLC 

Fracción trra Masa 
teórica 

Masa 
experimental 

Error (%)b Asignación 

a 0,72 5 962,66 5 962,74 0,001 EGFhr1-51 Met21 sulfóxido 
1 0,81  5 946,66 5 946,69 0,0005 EGFhr1-51 
b 0,94 6 075,82 6 075,96 0,002 EGFhr1-52 Met21 sulfóxido 
2 1,00 6 059,82 6 059,81 0,0001 EGFhr1-52 
c 1,18 6 168,64 6 169,05 0,007 EGFhr1-52 + 113 g/mol 

atrr: tiempo de retención relativo.  
trr = [(tiempo de retención del EGFhr modificado)/(tiempo de retención del EGFhr1-52)]. 
ael error está calculado de la siguiente manera: Error (%) = {Abs [(mteórica − mexperimental)/mteórica]}×100 
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Caracterización de las fracciones (a) y (b) 

En la siguiente figura se observa que los valores de las masas moleculares promedio determinadas por 

ESI-MS para las especies presentes en las fracciones (a) y (b) fueron 5 962,74 y 6 075,96 g/mol, 

respectivamente. Estos resultados concuerdan muy bien con las masas moleculares promedio esperadas 

para las especies de EGFhr truncadas por el extremo C-terminal, originando las especies de EGFhr1-51 y 

EGFhr1-52 y considerando la adición de un átomo de oxígeno, presumiblemente por un proceso de 

oxidación con el consecuente incremento en la masa molecular de +16 g/mol. 

 

Espectros ESI-MS correspondientes a fracciones (b) y (a) del cromatograma de RP-HPLC [fracción (b), 
(Panel A) y fracción (a), (Panel B)]. Las masas moleculares teóricas promedio del EGFhr1-52 y el 
EGFhr1-51, presumiblemente oxidado en la Met21 son de 6 075,82 y 5 962,66 g/mol, respectivamente. En 
la esquina superior derecha aparece la masa molecular promedio determinada experimentalmente. 

El sitio de oxidación específico tentativamente fue asignado a la oxidación de la Met21 a sulfóxido 

(Besada y cols., 1990). Para verificar esta hipótesis, las fracciones (a) y (b) fueron colectadas a partir de 

las corridas de RP-HPLC y posteriormente reducidas, alquiladas y digeridas con tripsina. Los péptidos 

derivados se analizaron mediante ESI-MS para verificar el sitio de oxidación específico. El péptido        

N-terminal con la Met21 oxidada a sulfóxido se detectó en los espectros como señales triple cargadas    

(m/z 1 115,79) y tetracargadas (m/z 837,08) como se muestra en la siguiente figura.  

 

(A) 

(B) 
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Espectros ESI-MS de los péptidos trípticos después de la reducción y alquilación de las cisteínas de las 
especies de EGFhr1-51 (Panel A) y EGFhr1-52 (Panel B). Las señales más intensas fueron asignadas, se 
muestra la carga del ión y entre paréntesis la masa molecular teórica. Las regiones destacadas dentro 
del rectángulo se muestran en la figura siguiente.   

La distribución isotópica teórica del péptido N-terminal no modificado (Figura siguiente, panel A) se 

comparó con la del mismo péptido que presumiblemente tenía oxidada la Met21 a sulfóxido (Figura 

siguiente, panel B), los resultados concuerdan con los esperados.   
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Distribuciones isotópicas teóricas correspondientes a las especies no oxidada (A) y oxidada (B) del 
péptido N-terminal del EGFhr (Asn1-Lys28)4+. Las regiones ampliadas en los paneles C y D se 
corresponden con regiones destacadas dentro del rectángulo de la figura anterior.   

Para confirmar que el péptido N-terminal contenía una Met oxidada a sulfóxido se secuenció el péptido 

triple carga m/z 1 115,16 mediante ESI-MS/MS. En el espectro ESI-MS/MS de la siguiente figura se 

observó una señal intensa debido a la pérdida de masa de 64 g/mol del ión precursor.  

 
Espectros ESI-MS/MS de la señal triple carga con relación m/z de 1 115,16 correspondiente al péptido    
N-terminal (Asn1-Lys28) con un sulfóxido de Met. 
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La fragmentación debido a la pérdida de masa de 64 g/mol (−CH3SOH) es muy específica de péptidos que 

contienen un residuo de sulfóxido de Met, lo que corrobora que este péptido está oxidado. Este tipo de 

fragmentación ha sido reportada por otros autores al identificar péptidos con la Met oxidada a sulfóxido 

(Smith y cols., 1997; Lagerwerf y cols., 1996).  

Caracterización de la fracción (c) correspondiente al EGFhr1-52 + 113 g/mol  

En la siguiente figura se muestra el análisis por ESI-MS de la fracción (c) del cromatograma de              

RP-HPLC. Se observa una proteína cuya masa molecular se corresponde con el EGFhr1-52 con un 

incremento de masa de 113 g/mol. Debido a que dicho incremento de masa nunca se detectó en la especie 

de EGFhr1-51, se asumió como hipótesis que la modificación ocurrió en el extremo C-terminal de la 

especie de EGFhr1-52.  

 
Espectros ESI-MS de la fracción (c) del cromatograma de RP-HPLC donde se observan los iones 
multicargados del EGFhr1-52 con un incremento de masa de 113 g/mol (A). Las regiones ampliadas (B) y 
(C) muestran la distribución isotópica teórica del EGFhr1-52 en forma continua y de barra, 
respectivamente. La región ampliada en (D) muestra la distribución isotópica experimental del ión 
multicargado (6+) del espectro en (A). 

La fracción (c) del cromatograma de RP-HPLC fue colectada, reducida, carboximetilada y digerida con 

tripsina. Los péptidos resultantes se analizaron por ESI-MS para detectar la localización de la 

modificación de la proteína. En el espectro ESI-MS de la digestión con tripsina de esta fracción que se 

muestra debajo, el péptido C-terminal del EGFhr1-52 (WWEL) no se detectó, esto sugiere que la 
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modificación ocurrió en la región C-terminal de la proteína. Sin embargo, se detectó una señal doble carga 

m/z 551,79 que no puede explicarse por la secuencia del EGFhr, excepto considerando el péptido           

C-terminal del EGFhr1-52 con incremento de masa de 113 g/mol. 

 

Región ampliada del espectro ESI-MS de la digestion tríptica del EGFhr1-52 con un incremento de masa 
de 113 g/mol, se observa una señal doble carga m/z 551,79 que no se pudo asignar a los péptidos 
trípticos. 

El péptido C-terminal correspondiente a la señal doble carga m/z 551,79 se secuenció mediante             

ESI-MS/MS. En la figura de la página siguiente se muestra el espectro deconvolucionado, asegurando que 

el incremento de 113 g/mol ocurrió en el péptido C-terminal del EGFhr1-52. Esta modificación ocurre 

probablemente en el extremo C-terminal del EGFhr1-53, donde la Arg53 está modificada a un aldehído 

(Amici y cols., 1989). Esta reacción de oxidación es catalizada por la presencia de iones metálicos y 

radicales libre de oxígeno, los cuales están presentes en el proceso de fermentación y catalizan dicha 

reacción como se ha informado. Otro factor que contribuye es la aireación vigorosa que se requiere para el 

crecimiento de la biomasa. Debemos enfatizar que esta modificación es minoritaria. 
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Espectro ESI-MS/MS del péptido m/z 551,79 mostrado en la figura anterior. Esta señal se corresponde 
con el péptido C-terminal con un incremento de su masa de 113 g/mol. 
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ANEXO 4 

Cálculos de las constantes de velocidad de degradación del EGFhr en función del pH de la solución   

 
Cinética de degradación del EGFhr en función del pH de la solución a 50 ± 2 ºC por el método de         
RP-HPLC (panel a) y por el de ELISA (panel b). 

Parámetros de ajuste de la ecuación de la recta para los diferentes valores de pH. Entre paréntesis el 
intervalo de confianza del 95 %   

                                       RP-HPLC                                         ELISA 
pH            Kobs (%/d) r2  Kobs (%/d) r2 
3 0,93 (0,88-0,97) 0,998  0,363 (0,328-0,399) 0,998 
4 0,80 (0,77-0,82) 0,999  0,331 (0,295-0,366) 0,998 
5 0,51 (0,47-0,54) 0,997  0,141 (0,126-0,156) 0,996 
6 0,148 (0,125-0,170) 0,983  0,048 (0,042-0,053) 0,993 
7 0,104 (0,081-0,126) 0,966  0,04 (0,037-0,044) 0,998 
8 0,185 (0,156-0,215) 0,981  0,064 (0,052-0,077) 0,996 
9 6,68 (5,49-7,86) 0,984  0,191 (0,187-0,196) 0,999 
10 16,46 (13,92-19,01) 0,993  1,37 (0,89-1,84) 0,987 



 

141 
 

ANEXO 5 

Cálculos de las constantes de velocidad de degradación del EGFhr en función del pH y el tipo de 

tampón de la solución 

 
Cinética de degradación del EGFhr en función del pH y el tipo de tampón de la solución a 50 ± 2 ºC por 
el método de RP-HPLC (paneles a y c) y por el de ELISA (paneles b y d). Se emplearon diferentes 
tampones a pH 6,0 (paneles a y b) y a pH 7,0 y 8,0 (paneles c y d).En líneas discontinua pH 7,0 y en 
líneas continuas pH 8,0. 

Parámetros de ajuste de la ecuación de la recta para las combinaciones de pH y tipo de tampón. Entre 
paréntesis el intervalo de confianza del 95 %   

                 RP-HPLC                       ELISA 
pH Tipo de tampón         Kobs (%/d)  r2 Kobs (%/d) r2 

 Acetato 0,148 (0,106-0,190) 0,977 0,067 (0,045-0,088) 0,989 
 Succinato 0,123 (0,088-0,157) 0,977 0,069 (0,033-0,104) 0,972 

6,0 Citrato 0,129 (0,093-0,166) 0,977 0,090 (0,037-0,142) 0,964 
 Fosfato 0,138 (0,097-0,179) 0,975 0,087 (0,053-0,122) 0,998 
 Histidina 0,236 (0,185-0,288) 0,986 0,091 (0,056-0,127) 0,984 
 Fosfato 0,099 (0,091-0,107) 0,998 0,066 (0,043-0,089) 0,987 

7,0 Histidina 0,120 (0,097-0,142) 0,990 0,073 (0,031-0,116) 0,965 
 Tris 0,091 (0,076-0,105) 0,993 0,062 (0,028-0,095) 0,968 
 

8,0 
Fosfato 0,131 (0,103-0,160) 0,986 0,072 (0,048-0,096) 0,988 

Histidina 0,123 (0,085-0,161) 0,973 0,069 (0,048-0,090) 0,990 
Tris 0,117 (0,066-0,167) 0,950 0,075 (0,040-0,110) 0,977 
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ANEXO 6 

Cálculos de las constantes de velocidad de degradación en función de la concentración de EGFhr 

 

Cinética de degradación del EGFhr en función de la concentración de la proteína en la solución a           
50 ± 2 ºC por el método de RP-HPLC (panel a) y por ELISA (panel b). 

Parámetros de ajuste de la ecuación de la recta para las concentraciones de EGFhr. Entre paréntesis el 
intervalo de confianza del 95 %   

                          RP-HPLC                                ELISA 
Concentración 

EGFhr (µg/mL) 
Kobs (%/d) r2 Kobs (%/d) r2 

25 0,133 (0,096-0,170) 0,977 0,049 (0,032-0,066) 0,987 
50 0,118 (0,088-0,148) 0,981 0,046 (0,025-0,066) 0,978 

100 0,113 (0,099-0,127) 0,995 0,044 (0,024-0,064) 0,979 
250 0,112 (0,091-0,134) 0,989 0,045 (0,025-0,065) 0,978 
500 0,119 (0,102-0,135) 0,994 0,044 (0,028-0,059) 0,986 
1000 0,115 (0,093-0,137) 0,989 0,038 (0,021-0,055) 0,979 
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ANEXO 7 

Cálculos de las constantes de velocidad de degradación del EGFhr en función de la fuerza iónica de 

la solución 

 
Cinética de degradación del EGFhr en función de la fuerza iónica de la solución a 50 ± 2 ºC por el 
método de RP-HPLC (panel a), SEC (panel b) y ELISA (panel c).  

Parámetros de ajuste de la ecuación de la recta para las concentraciones de NaCl. Entre paréntesis el 
intervalo de confianza del 95 %   

                  RP-HPLC                                 SEC                                     ELISA 
NaCl 
(%) 

Kobs (%/d) r2 Kobs (%/d) r2 Kobs (%/d) r2 

0 0,097 (0,083-0,111) 0,994 0,0061 (0,0039-0,0084) 0,985 0,054 (0,038-0,069) 0,991 
0,5 0,097 (0,072-0,122) 0,981 0,0049 (0,0027-0,0071) 0,979 0,067 (0,042-0,092) 0,985 
1 0,092 (0,069-0,115) 0,982 0,0057 (0,0025-0,0088) 0,997 0,063 (0,043-0,082) 0,989 
2 0,099 (0,089-0,108) 0,997 0,0040 (0,0027-0,0054) 0,988 0,051 (0,039-0,064) 0,994 
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ANEXO 8 

Cálculos de las constantes de velocidad de degradación del EGFhr en solución acuosa en presencia 

de los excipientes comúnmente utilizados en formulaciones parenterales de proteínas 

 

Cinética de degradación del EGFhr en presencia de los excipientes en solución acuosa a 50 ± 2 ºC en 
tampón fosfato de sodio obtenida por el método de RP-HPLC (paneles a y c) y por ELISA (paneles b y d). 
En presencia de sacáridos (paneles a y b), y de polialcoholes y aminoácidos (paneles c y d).  
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Cinética de degradación del EGFhr en presencia de los excipientes en solución acuosa a 50 ± 2 ºC 
obtenida por el método de RP-HPLC (paneles e y g) y por ELISA (paneles f y h). En tampón fosfato de 
sodio y en presencia de polímeros y sales (paneles e y f); y en tampón Tris-HCl con los excipientes que 
resultaron incompatibles en tampón fosfato de sodio (paneles g y h). 
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Parámetros de ajuste de la ecuación de la recta para el EGFhr en solución en presencia de los 
excipientes. Entre paréntesis el intervalo de confianza del 95 %   

                                           RP-HPLC                                     ELISA   
Excipientes Kobs (%/d) r2 Kobs ( %/d) r2 

Tampón Fosfato Na 0,097 (0,079-0,115) 0,989 0,058 (0,056-0,060) 0,999 
Sacarosa 0,106 (0,055-0,158) 0,954 0,046 (0,026-0,067) 0,979 
Trehalosa 0,112 (0,094-0,129) 0,994 0,063 (0,034-0,092) 0,978 
Rafinosa 0,110 (0,097-0,123) 0,989 0,045 (0,024-0,065) 0,977 
Lactosa 0,329 (0,241-0,418) 0,979 0,139 (0,124-0,153) 0,998 
Glucosa 0,266 (0,211-0,321) 0,988 0,134 (0,131-0,136) 0,999 
Fructosa 1,226 (1,659-4,110) 0,967 0,277 (0,212-0,341) 0,998 
Manitol 0,101 (0,083-0,119) 0,991 0,049 (0,036-0,061) 0,993 
Sorbitol 0,117 (0,089-0,145) 0,983 0,057 (0,033-0,081) 0,981 
Glicerol 0,107 (0,088-0,126) 0,991 0,071 (0,050-0,092) 0,990 
Glicina 0,107 (0,092-0,122) 0,986 0,061 (0,055-0,067) 0,998 
Alanina 0,117 (0,087-0,146) 0,982 0,064 (0,050-0,077) 0,995 
Leucina 0,105 (0,086-0,125) 0,989 0,060 (0,038-0,082) 0,986 
Histidina 0,100 (0,086-0,114) 0,997 0,055 (0,047-0,063) 0,998 

Polisorbato 20 0,115 (0,082-0,149) 0,975 0,055 (0,032-0,080) 0,980 
Polisorbato 80 0,110 (0,086-0,134) 0,986 0,053 (0,033-0,072) 0,986 
Dextrana 40 0,114 (0,081-0,146) 0,991 0,049 (0,032-0,066) 0,987 
PEG 6000 0,218 (0,171-0,265) 0,986 0,043 (0,027-0,059) 0,986 

NaCl 0,098 (0,076-0,120) 0,985 0,044 (0,032-0,056) 0,992 
KCl 0,090 (0,071-0,110) 0,986 0,052 (0,036-0,067) 0,990 

MgCl2 0,201 (0,151-0,250) 0,982 0,090 (0,061-0,119) 0,989 
Tampón Tris-HCl 0,098 (0,078-0,117) 0,988 0,040 (0,022-0,058) 0,979 

Lactosa 0,159 (0,122-0,196) 0,984 0,065 (0,043-0,087) 0,988 
Glucosa 0,198 (0,134-0,262) 0,970 0,070 (0,054-0,086) 0,994 
Fructosa 0,275 (0,208-0,343) 0,983 0,100 (0,078-0,123) 0,995 

PEG 6000 0,699 (0,520-0,878) 0,993 0,122 (0,088-0,155) 0,992 
MgCl2 0,098 (0,074-0,122) 0,982 0,055 (0,052-0,058) 0,999 
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ANEXO 9 

Cálculos de las constantes de velocidad de degradación del EGFhr liofilizado en presencia de los 

excipientes comúnmente utilizados en formulaciones parenterales de proteínas 

  

Cinética de degradación del EGFhr liofilizado en presencia de los excipientes a 50 ± 2 ºC por el método 
de RP-HPLC (panel a) y el de ELISA (panel b). En líneas discontinuas el proceso de liofilización con 
tratamiento térmico (Gly Con TT y manitol Con TT). 

Parámetros de ajuste de la ecuación de la recta para el EGFhr liofilizado en presencia de los excipientes. 
Entre paréntesis el intervalo de confianza del 95 %   

                           RP-HPLC                                   ELISA     
Excipiente Kobs (× 10−2, %/d) r2 Kobs (× 10−2, %/d) r2 

Tampón Fosfato Na 2,4 (2,1-2,7) 0,992 1,5 (1,3-1,7) 0,989 
Sacarosa 0,24 (0,19-0,30) 0,976 0,16 (0,12-0,2) 0,969 
Trehalosa 0,34 (0,30-0,40) 0,990 0,2 (0,17-0,22) 0,993 
Rafinosa 0,28 (0,25-0,32) 0,992 0,16 (0,13-0,20) 0,975 

Dextrana 40 0,17 (0,14-0,21) 0,983 0,12 (0,1-0,13) 0,990 
Sorbitol 4,9 (4,7-5,1) 0,998 1,9 (1,3-2,4) 0,959 

Manitol Sin TT* 9,2 (8,0-10,5) 0,986 2,4 (1,8-3,0) 0,967 
Manitol Con TT* 4,3 (3,6-5,0) 0,973 2,0 (1,4-2,6) 0,956 

Gly Sin TT* 3,0 (2,7-3,3) 0,989 1,3 (0,9-1,8) 0,950 
Gly Con TT* 4,8 (4,2-5,5) 0,983 2,4 (1,9-3,0) 0,966 

*Sin TT: Sin tratamiento térmico y Con TT: Con tratamiento térmico; se refiere a las metodologías de liofilización 
utilizadas (Sección 2.4.2). 
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ANEXO 10 

Comparación de los perfiles cromatográficos de RP-HPLC del EGFhr liofilizado en presencia de los 

excipientes después de siete días de almacenamiento a 50 °C 

 
Perfiles cromatográficos de RP-HPLC correspondientes a las muestras en presencia de excipientes en las 
formulaciones liofilizadas. Las muestras fueron evaluadas después de siete días de exposición a             
50 ± 2 ºC. La formulación base empleada para todos los excipientes fue el tampón fosfato de sodio  
(10 mM, pH 7,0). Las metodologías de liofilización utilizadas fueron “Sin TT” (sin tratamiento térmico y 
“Con TT” (con tratamiento térmico). Las especies se separaron en una columna Vydac C8 empleando un 
gradiente lineal de 20-40 % (v/v) de acetonitrino/0,05 % TFA en agua/0,1 % TFA en 28 min, a un flujo 
constante de 1,0 mL/min. Las flechas indican la aparición o el incremento de señal con respecto al 
control con su correspondiente valor de trr. Trr (0,71): EGFhr1-51 oxidado en Met21 a sulfóxido; trr (0,8): 
EGFhr1-51; trr (0,93): EGFhr1-52 oxidado en Met21 a sulfóxido; trr (1,0): EGFhr1-52. Encima de cada 
cromatograma y sombreado se presentan los porcentajes de EGFhr no modificado remanente. 
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ANEXO 11 

Cálculos de las constantes de velocidad de degradación del EGFhr liofilizado en presencia de las 

combinaciones sacarosa-Dextrana 40 

 
Cinética de degradación del EGFhr liofilizado en combinaciones sacarosa-Dextrana 40 a 50 ± 2 ºC por 
el método de RP-HPLC (panel a) y el de ELISA (panel b). 

Parámetros de ajuste de la ecuación de la recta para las combinaciones sacarosa-Dextrana 40 
liofilizadas. Entre paréntesis el intervalo de confianza del 95 %   

                     RP-HPLC                                     ELISA        
Fracción másica de 
Dextrana 40a (m/m) 

Kobs 
(× 10−2, %/d) 

 
 r2 

Kobs 
(× 10−2, %/d) 

 
 r2 

0 0,29 (0,26-0,32) 0,995 0,24 (0,18-0,31) 0,964 
0,25 0,22 (0,18-0,26) 0,982 0,19 (0,17-0,21) 0,993 
0,5 0,20 (0,14-0,25) 0,962 0,15 (0,14-0,17) 0,994 
0,75 0,17 (0,13-0,20) 0,982 0,13 (0,11-0,15) 0,987 

1 0,15 (0,11-0,19) 0,959 0,097 (0,075-0,12) 0,974 

aFracción másica de Dextrana 40 (m/m) = (masa de Dextrana 40)/(masa de Dextrana 40 + masa de sacarosa). 
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ANEXO 12 

Cuantificación de la constante de velocidad de desamidación de la Asn1 del EGFhr en función de la 

humedad residual del liofilizado 

 

Cinética de desamidación de la Asn1 del EGFhr en función de la humedad residual del liofilizado 
mediante electroforesis en ausencia de SDS a diferentes temperaturas: (a) 25 ± 2 ºC, (b) 37 ± 2 ºC y (c)    
50 ± 2 ºC. En cada gráfico, además del porcentaje de humedad residual, se indica entre paréntesis la Tg 
del producto. 
 

Parámetros de ajuste de la ecuación de la recta para los diferentes valores de humedad residual y 
temperaturas. Se incluyen los valores de los parámetros de ajuste del EGFhr en solución acuosa según la 
tabla 3.2. Entre paréntesis el intervalo de confianza del 95 %   

          25 ± 2 °C                    37 ± 2 °C                50 ± 2 °C                 
Humedad 
residual 

(%) 

Kobs 
[% Desamidado 

(Asn1)/mes] 

r2 Kobs 
 [% Desamidado 

(Asn1)/mes] 

r2 Kobs 
 [% Desamidado 

(Asn1)/mes] 

r2 

2,8 0,431 (0,160-0,702) 0,959 1,26 (0,59-1,92) 0,971 5,75 (3,72-7,78) 0,987 
3,7 0,676 (0,434-0,917) 0,986 2,21 (1,28-3,14) 0,981 20,94 (11,26-30,62) 0,977 
5,9 2,32 (1,62-3,02) 0,990 6,30 (5,99-6,61) 0,999 44,37 (29,12-59,64) 0,987 

solución 26,29 (12,30-40,28) 0,970 62,94 (29,08-96,81) 0,970 150,61 (128,5-172,72)  0,994 
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ANEXO 13 

Evaluación estadística de los resultados del estudio de fotoestabilidad en condiciones de estrés del 

EGFhr liofilizado en presencia de diferentes materiales de envase   

I) Se muestran las salidas del ANOVA para el ensayo de proliferación celular 
 

Tabla ANOVA 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-p 

Entre grupos 5,7945E9 3 1,9315E9 1,07 0,864 
Intra grupos 3,43858E10 19 1,80978E9   
Total (Corr.) 4,01803E10 22    

 

Pruebas de Múltiple Rangos, Método: 95.0 porcentaje LSD 
Condiciones Casos Media Grupos Homogéneos 
Envase primario 5 198519 X 
Inicio (t = 0) 5 203424 X 
Control oscuridad 8 232406 X 
Envase secundario 5 233467 X 

 

II) Se muestran las salidas del ANOVA para la pureza por SEC 
 

Tabla ANOVA 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-p 

Entre grupos 1,87605 3 0,625349 4,67 0,0169 
Intra grupos 2,00736 15 0,133824   
Total (Corr.) 3,88341 18    

 

Pruebas de Múltiple Rangos, Método: 95.0 porcentaje LSD 
Condiciones Casos Media Grupos Homogéneos 
Envase primario 4 97,805 X 
Control oscuridad 5 98,568   X 
inicio 6 98,568   X 
Envase secundario 4 98,595   X 

 

III) Se muestran las salidas del ANOVA para la pureza por RP-HPLC 
 

Tabla ANOVA 
Fuente Suma de 

Cuadrados 
 Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-p 

Entre grupos 20,3534 3 6,78447 191,55 0,0001 
Intra grupos 0,283346 8 0,0354183   
Total (Corr.) 20,6368 11    

 

Pruebas de Múltiple Rangos, Método: 95.0 porcentaje LSD 
Condiciones Casos Media Grupos Homogéneos 
Envase primario 3 94,2813 X 
Envase secundario 3 97,0567   X 
Inicio (t = 0) 3 97,38   X 
Control oscuridad 3 97,3833   X 
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ANEXO 14 

Perfiles cromatográficos de la formulación liofilizada de EGFhr durante los estudios de estabilidad 

acelerada y de vida de estante  

 

 
Perfiles cromatográficos de la formulación liofilizada de EGFhr después del análisis en RP-HPLC 
(paneles a y b) y SEC (paneles c y d) al finalizar el estudio de estabilidad acelerada y real en las 
presentaciones de 25 µg/vial (paneles a y c) y 250 µg/vial (paneles b y d). La separación en RP-HPLC se 
realizó en una columna Vydac C8 empleando un gradiente lineal de 20-40 % (v/v) de acetonitrino/0,05 % 
TFA en agua/0,1 % TFA en 28 min, a un flujo constante de 1,0 mL/min. La separación en SEC se realizó 
en una columna Superdex 75 empleando como fase móvil el tampón 0,1 M NaPO4/0,5 M arginina-HCl a 
pH 6,5 y a un flujo constante de 0,4 mL/min. 



 

153 
 

ANEXO 15 

Evaluaciones estadísticas de los resultados de estabilidad a 25 ± 2 °C en RP-HPLC mediante 

técnicas de regresión. Presentación de 25 µg/vial 
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ANEXO 16 

Evaluaciones estadísticas de los resultados de estabilidad a 25 ± 2 °C en RP-HPLC mediante 

técnicas de regresión. Presentación de 250 µg/vial 
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ANEXO 17 

Evaluaciones estadísticas de los resultados de estabilidad a 25 ± 2 °C por actividad específica 

mediante técnicas de regresión 

I) Presentación de 25 µg/vial 
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II) Presentación de 250 µg/vial 
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ANEXO 18 

Evaluaciones estadísticas de los resultados de estabilidad a 5 ± 3 °C en RP-HPLC mediante técnicas 

de regresión 

I) Presentación de 25 µg/vial 
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II) Presentación de 250 µg/vial 
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ANEXO 19 

Evaluaciones estadísticas de los resultados de estabilidad a 5 ± 3 °C por actividad específica 

mediante técnicas de regresión 

I) Presentación de 25 µg/vial 
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II)  Presentación de 250 µg/vial 
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