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SINTESIS
En este trabajo de Tesis se investigd la estabilizacion del factor de crecimiento epidérmico humano
recombinante (EGFhr) en una formulacion parenteral, para utilizarla en el tratamiento de la cicatrizacion.
La combinacion de los ensayos de cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa, electroforesis
en ausencia de dodecilsulfato de sodio, espectrometria de masas en modo de electronebulizacion, ELISA
y ensayo de proliferacion celular permiten una evaluacion apropiada de la estabilidad del EGFhr. Las
principales rutas de degradacion del EGFhr identificadas fueron la desamidacion de la Asn' y la oxidacién
de la Met®' a sulfoxido. La mayor estabilidad quimica, coloidal y del plegamiento del EGFhr, durante la
exposicion a 50 = 2 °C, se encontrd a pH cercano a 7,0; en los tampones fosfato de sodio y Tris-HCI a
100 mM. La principal incompatibilidad de esta proteina se encontrd con los azucares reductores, los
polisorbatos y el polietilenglicol, ya que incrementan la oxidacion del EGFhr. No obstante, a pH 7,0
ocurri6 la desamidacién de la Asn' a una velocidad de 3,43 %/mes a 5 = 3 °C, lo cual dificulta el logro de
una formulacion liquida estable a largo plazo. La combinacion de la sacarosa (15 mg/mL) con la
Dextrana 40 (5 mg/mL) en tampon fosfato de sodio a pH 7,0 y 10 mM permitié la estabilizacion del
EGFhr durante la liofilizacion, y aument6 su estabilidad durante el almacenamiento a 50 + 2 °C. Dicha
formulacion 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 solucién transparente con conteo de particulas subvisibles inferior a
3000, para particulas mayores o iguales a 10 um, y a 50 para particulas mayores o iguales a 25 um. Se
demostré que el EGFhr en la formulacion desarrollada mantiene la estabilidad durante las operaciones
tecnologicas de mezclado, esterilizacion por filtracion, liofilizacion, y simulacion de la inyeccion. La
evaluacion en espectrometria de masas del EGFhr evidencié que la proteina liofilizada se mantiene intacta
después de 15 dias de almacenamiento a 50 + 2 °C. La desamidaciéon de la Asn' en la formulacién
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
(cartoén con barniz ultravioleta (UV)) fue capaz de brindar una proteccion efectiva al producto, frente al
efecto de la exposicion a la luz blanca/UV. La formulacion liofilizada fue estable durante al menos 2 afios a
5+ 3°C, y 6 meses a25+ 2 °C. Después de su reconstitucion con agua para inyectables o con solucion
salina fisiologica, el producto mantuvo la estabilidad fisica, quimica y bioldgica durante 24 h a 5 + 3 °C.
Estos resultados demuestran la factibilidad de la estabilizacion del EGFhr mediante la modulacion de los

factores extrinsecos a la proteina y de los parametros de los procesos de formulacion y liofilizacion.
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Logaritmo neperiano

Material de referencia de trabajo

Relacion masa/carga de un i6n

Probabilidad

Polietilenglicol



Ph. Eur.:
Pre-Liof.:
Mu:

PVP:
RMN:
RP-HPLC:

rpm:
SDS-PAGE:

SEC:

Ul
UPD:

USP:

UV:

Glosario de términos

Farmacopea Europea, del inglés “European Pharmacopoeia”

Muestra liquida antes de someterla al proceso de liofilizacion

Masa molar

Polivinilpirrolidona

Resonancia magnética nuclear

Cromatografia liquida de alta eficacia en fase inversa, del inglés “Reverse
Phase-High Performance Liquid Chromatography”

Revoluciones por minuto

Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de
sodio, del inglés “Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrilamide Gel
Electrophoresis”

Cromatografia liquida de alta eficacia de exclusion molecular, del inglés
“Size-Exclusion-High Performance Liquid Chromatography”

Solucidén Salina Fisiologica, NaCl 9 g/L

Desviacion estandar de la variable x/y

tiempo cero de incubacidn en estudios de estabilidad

Temperatura eutéctica

Temperatura de fusion de un cristal

Acido trifluoroacético, del inglés “Trifluoroacetic Acid”

Temperatura de inicio de colapso

temperatura de transicion vitrea de la solucion concentrada al maximo por
congelacion

Temperatura de transicion vitrea

Tiempo de retencion relativo

Tratamiento térmico durante la etapa de congelacion del proceso de
liofilizacion

Unidades internacionales

Ulcera del pie diabético

Farmacopea de los Estados Unidos de Norteamérica, del inglés “United

States Pharmacopoeia”

Ultravioleta
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INTRODUCCION

La tlcera del pie diabético (UPD) es una complicacion significativa de la diabetes, con una incidencia
anual de 3,0-4,0 % (Rankin y cols., 2015). En el 2013, 382 millones de personas padecian 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 requeriran la amputacion del miembro afectado (Aumiller y Dollahite, 2015). La tasa
de mortalidad a los 5 afios tras la amputacion 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 dolares
americanos (Schirr-Bonnans y cols., 2016).

Debido a la pobre cicatrizacion de las UPD, en adicion a la terapia estdndar, que consiste en
desbridamiento y cirugia, se ha propuesto el uso de tecnologias de avanzada y de tratamientos adyuvantes.
Entre las tecnologias de avanzada destacan el uso de sustitutos de piel, de vendajes especializados
(hidrocoloides, hidrogeles, peliculas adhesivas semipermeables), la terapia con oxigeno hiperbarico y los
dispositivos de presion 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 topicos 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 mayoria, estos productos se han estudiado solo en heridas
pequefias y de origen neuropatico, y en muy pocos casos se ha demostrado su eficacia para el cierre de las
UPD mediante ensayos clinicos aleatorios controlados. De ahi que la amputacion siga siendo un resultado
previsible para las UPD grandes y avanzadas, més ain 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
gjerce una potente actividad mitogénica sobre diversos tipos de células epiteliales, fibroblastos y
hepatocitos, a través de su enlace a un receptor especifico en la membrana celular con actividad tirosina
quinasa (Bazley y Gullick, 2005). Este factor de crecimiento estimula la proliferacion de los fibroblastos,
queratinocitos y las células del endotelio vascular, que intervienen en el proceso de cicatrizaciéon (Brown
y cols., 1989; Werner y Grose, 2003). Por sus potencialidades terapéuticas, el EGF humano (EGFh) se
obtuvo por via recombinante (EGFhr) mediante la expresion 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 proteina se han dirigido al desarrollo de productos topicos y orales (Ulubayram y

cols., 2001; Wong y cols., 2001; Celebi 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 cicatrizaciéon 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 crénicas (Mast y Schultz,
1996; Saarialho-Kere, 1998; Trengove y cols., 1999). El uso clinico del EGFhr administrado por via
topica ha sido poco efectivo, posiblemente debido a su baja biodisponibilidad local (Falanga, 1992;
Falanga y cols., 1992).

La administracion intralesional del EGFhr en las heridas crénicas increment6 su biodisponibilidad con
respecto a las aplicaciones tdpicas, y por consiguiente, favorecid6 una mayor formacion de tejido de
granulacion y el cierre de las heridas. Varios ensayos clinicos han confirmado esta hipodtesis (Berlanga y
cols., 2003; Berlanga y cols., 2006; Fernandez-Montequin y cols., 2009). Ademas, la expresion del
receptor de EGFh se desarrolla en forma de gradiente, desde las capas profundas de las heridas hacia las
superficiales (Berlanga-Acosta, 2011; Loépez-Saura y cols.,, 2011). La utilidad del EGFhr para la
cicatrizacion de las UPD, mediante su administracion intralesional, hace necesario la obtencion de una
formulacion parenteral estable de EGFhr, que cumpla con los estandares vigentes exigidos por las
entidades reguladoras de medicamentos. En toda la literatura revisada hasta la fecha no hay precedente
con relacion al desarrollo de una formulacion parenteral estable de EGFhr.

Sin embargo, la obtencion de tal formulacion requiere del estudio y andlisis de diversas variables y
fendmenos moleculares. Por su estructura compleja, las proteinas son moléculas labiles, susceptibles a
procesos de inestabilizacion quimica (desamidacion/isomerizacidon, oxidacion, hidrolisis), de
desnaturalizacion, de adsorcion a superficies y de agregacion o precipitacion (Carpenter y Manning, 2002;
Capelle y cols., 2007; Manning y cols., 2010). Estos procesos son inducidos por el estrés generado
durante la produccion, formulacion, almacenamiento y administracion (Frokjaer y Otzen, 2005; Jiskoot y
cols., 2012; Roberts, 2014). La estabilizacion de las proteinas permite que se alcancen los niveles de
seguridad, de eficacia y de tiempo de vida util para su uso como medicamentos (Weiss y cols., 2009;
Manning y cols., 2010). De hecho, para lograr la comercializacion efectiva de un medicamento es
necesario garantizar su estabilidad, como minimo, 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 proteinas, atin no existe una via
simple para su desarrollo. Por ello, para lograr una preparacion estable de las proteinas para la terapéutica,

se deben tener en consideracion varios factores importantes como temperatura, pH, tampones, concentracion
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de la proteina, excipientes, fuerza idnica, y los fenomenos interfaciales, entre otros (Wang, 1999; Wang,
2000; Frokjaer y Otzen, 2005; Wang y cols., 2014). La mayoria de las proteinas presentan estabilidad
limitada, particularmente en estado liquido (Wang, 1999). La liofilizacion es una alternativa de
estabilizacion para las proteinas de interés farmacéutico, y en particular para las que tienen estabilidad
reducida, debido a su estructura fragil (Arakawa y cols., 2001; Maltesen y Van De Weert, 2008). A su vez,
la estabilizacion de las proteinas para la terapéutica continuia 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 degradacion. Se pueden identificar varios
residuos de aminoacidos labiles a la oxidacion, la desamidacion, y a la formacién de succinimida y la
isomerizacion. También se encuentran secuencias caracteristicas de hidrolisis acido/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 desamidacion de la Asnl, la formacion de una
succinimida estable en el Asp“, la oxidacién de la Met®' a sulféxido, la hidrolisis 4cida del extremo
N-terminal y la formaciéon de B-Asp'' (Koch y cols., 1984; Araki y cols., 1989; Besada y cols., 1990;
Senderoff y cols., 1994). Varios autores han informado sobre la degradacion proteolitica del extremo
C-terminal del EGFhr (Araki y cols., 1989; Besada y cols., 1990; Playford y cols., 1995). Ademas, se
informa que el EGFhr tiene una alta tendencia a la polimerizacioén por intercambio disulfuro (Brake y cols.,
1984). Algunos de los productos de degradacion identificados mostraron disminucion en la afinidad de
enlace del EGFhr a su receptor y en su actividad mitogénica, o modificaciones en sus propiedades
inmunoldgicas (Koch y cols., 1984; Heath y Merrifield, 1986; Araki y cols., 1989; Playford y cols., 1995).
Considerando los antecedentes planteados, surge el siguiente problema cientifico: no existe una
formulacion parenteral estable de EGFhr para el tratamiento de las UPD, por lo tanto resulta
imprescindible estabilizar a esta proteina en una forma farmacéutica que cumpla los estdndares
regulatorios de calidad y seguridad. En consecuencia, la hipétesis del trabajo es la siguiente: “La
modulacion de los factores extrinsecos a la proteina, y el ajuste de los parametros de los procesos
tecnoldgicos, permitiran la estabilizacion del EGFhr en una formulacion para su aplicacion por via
parenteral”.

A partir de esta hipotesis, y para lograr su demostracion, se plante6 el siguiente objetivo general del
trabajo:

-Desarrollar una formulacion, para la aplicacion parenteral del EGFhr, estable durante su fabricacion, y

almacenamiento por al menos dos afios a 5 £ 3 °C.
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Los objetivos especificos del trabajo fueron:

1. Determinar mediante estudios de degradacion forzada del EGFhr en solucidon acuosa, el caracter
indicativo de estabilidad de los métodos analiticos y las principales rutas de degradacion de la proteina.

2. Evaluar la estabilidad del EGFhr en una formulacién liquida.

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

4. Evaluar las operaciones tecnoldgicas y caracterizar la formulacion desarrollada.

5. Evaluar la estabilidad de la formulacion liofilizada durante el almacenamiento en condiciones de estrés
de temperatura, de humedad residual y de fot6lisis.

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

liofilizada de EGFhr.

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

- Por primera vez se aportan datos necesarios para comprender como lograr la estabilizacion bioquimica
del EGFhr: influencia del pH, los tampones, la fuerza io6nica y la concentracion de la proteina.

- Es la primera evaluacion sistematica sobre la agregacion y/o polimerizacion del EGFhr, evidenciando
que la agregacion se minimiza a pH cercano a 7,0 y que la fuerza idnica (0 a 2% m/v de NaCl) no influyo
en la agregacion a este pH.

- Se informa sobre la compatibilidad del EGFhr con un amplio grupo de excipientes y materiales que
comunmente se emplean en formulaciones parenterales.

- Se demuestra que el EGFhr puede ser estabilizado, mediante la liofilizacion, en una forma farmacéutica
para administracion parenteral.

- Se aportan datos de los parametros criticos para el proceso de fabricacion de la formulacion
desarrollada.

Este trabajo permitié contar con nuevos conocimientos tedrico-practicos sobre la estabilidad del EGFhr y
sobre la influencia de pardmetros como: pH, temperatura, tampones, excipientes, luz, fendémenos
interfaciales, deshidratacion, etc; que pueden afectar sus propiedades fisico-quimicas y bioldgicas. Estos
conocimientos podran emplearse en el desarrollo futuro de otras formulaciones que contengan esta proteina
como ingrediente activo, por ejemplo en formulaciones de liberacion modificada. En esto radica la
importancia tedrica de este trabajo, que corrobora ademas, la posibilidad de desarrollar formulaciones para
administracion parenteral basadas en péptidos y proteinas como ingredientes activos.

Los resultados de este trabajo contienen ademas una importancia practica significativa. Han permitido
contar con un nuevo producto para el tratamiento de la UPD. La aplicacion terapéutica del producto puede

ser extendida a otros tipos de Ulceras y a otras indicaciones clinicas. La terapia con este medicamento
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resulta una alternativa efectiva para prevenir la amputacion de las extremidades de los pacientes con UPD
de grados tres o cuatro, segin la escala de Wagner, de tipo neuropaticas o isquémicas. Contar con este
producto ha posibilitado satisfacer necesidades médicas no resueltas no solo en Cuba, sino también en
numerosos paises.

El producto desarrollado en el marco de este trabajo tiene un gran impacto socioeconémico. Al aplicar
este nuevo medicamento se ha podido reducir la tasa de amputacion de las extremidades de los pacientes
con UPD en nuestro pais, y todos los gastos asociados a este procedimiento quirtrgico, incluido el costo
social de los pacientes que quedan discapacitados. La comercializacion internacional del producto
constituye una de las principales fuentes para la obtenciéon de divisas con que cuenta la industria
farmacéutica cubana en la actualidad.

Los resultados descritos en esta tesis se recogen en tres articulos cientificos publicados en revistas
internacionales (Int J Pharm, Biologicals y PDA J Pharm Sci Technol). Ademas, forman parte de un

registro sanitario obtenido en Cuba y en méas de 20 paises.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Las proteinas

Las proteinas 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 proteinas

La secuencia de aminoacidos de una proteina es conocida como su estructura primaria. La cadena
principal de una proteina puede adoptar multiples plegamientos conocidos como estructura secundaria.
Las estructuras secundarias pueden ser helicoidales (hélices-a es la mas comun de estas) y extendidas
(hojas-p). 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).
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Figura 1.1. Ejemplos de estructura secundaria de las proteinas (a) hélices-a (izquierda: esquema,
derecha: modelo molecular); y (b) hojas-f paralelas y anti paralelas mezcladas. Los enlaces de
hidrogeno se muestran por lineas discontinuas. Reproducido de Stryer, 2008.

Las hélices-a (Figura 1.1 a) estan formadas por giros del esqueleto de la proteina con las cadenas laterales
de los aminodcidos orientadas hacia el exterior, y necesitan 3,6 mondmeros para dar una vuelta completa.
Los grupos amino de la hélice alfa forman enlaces por puente de hidrogeno con los grupos carbonilo
localizados en posiciones i—4 y viceversa (carbonilos con los aminos en posicion i+4). En las hojas-3, la
cadena peptidica estd extendida y los grupos donores y aceptores forman enlaces por puentes de
hidrégeno con los residuos localizados en la hebra vecina (Figura 1.1 b). A diferencia de las hélices-a que

es una estructura de caracter local, las hojas-f involucran el enlace de residuos distantes de la secuencia
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de la proteina. Las distancias entre los carbonos alfa de dos residuos consecutivos en la secuencia es
mayor en las hojas-f (0,35 nm versus 0,15 nm en las hélices-a), lo que da lugar a interacciones dipolares
mas débiles entre los enlaces peptidicos correspondientes. Las cadenas vecinas de hojas- pueden ser
orientadas en la misma direccion (paralelas) y en direccion opuesta (antiparalelas) (Stryer, 2008).

Se conoce como estructura terciaria de una proteina a la estructura tridimensional que adopta la cadena
polipeptidica durante el proceso de plegamiento. En un sistema acuoso, el efecto hidrofébico es la fuerza
motriz del plegamiento, la proteina trata de colocar sus cadenas laterales hidrofobicas en su interior
mientras los residuos hidrofilicos tienden a orientarse hacia el exterior. Otras interacciones no covalentes
también contribuyen al plegamiento como las electrostaticas, los puentes de hidrogeno y las de Van der
Waals, etc. El balance de estas interacciones conduce a la formacion de la estructura terciaria estable de
las proteinas, la cual es esencial para su actividad bioldgica. Una proteina también puede estar constituida
por més de una cadena polipeptidica. La estructura cuaternaria puede formarse por asociaciones de
cadenas idénticas o diferentes para dar lugar al estado activo de la proteina (Stryer, 2008).

Las estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria de las proteinas son de especial interés cuando se
investiga la liofilizacion de proteinas. Las etapas de congelacion y secado secundario son criticas, ya que
pueden provocar la desnaturalizacion y perturbar los enlaces de hidrogeno esenciales entre la proteina y el
agua que la rodea (Costantino y cols., 2000). Estos procesos también pueden provocar cambios en la
estructura secundaria de las proteinas. Se considera que la estabilidad durante el almacenamiento se
incrementa con la preservacion de la estructura secundaria de la proteina 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 proteinas.

1.1.2 Rutas de degradacion quimica

Las caracteristicas complejas de las proteinas anteriormente descritas (Seccion 1.1.1) son la causa
principal de la mayoria de las rutas de degradacion. Es comun discernir entre las inestabilidades quimicas
y las fisicas. Cualquier cambio que implica la formacion o ruptura de enlaces, y que da lugar a una nueva
entidad quimica, es referido como una inestabilidad quimica. Las inestabilidades fisicas, corresponden a
cambios en las estructuras de orden superior, estructura secundaria o superior (Manning y cols., 1989).

Las principales rutas de degradacion quimica de las proteinas y péptidos se describen en la tabla 1.1.
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Tabla 1.1. Informacién general de las rutas de degradacion quimica de las proteinas y péptidos

Inestabilidad

,. Significado Principales factores
quimica
.1 .. Los grupos amida de las cadenas laterales =~ Secuencia de aminoacidos, estructura
Desamidacion A o i
i .., dela Asn o la Gln pueden ser hidrolizados, tridimensional, pH, temperatura,
isomerizacion . o O
y formar un 4cido carboxilico libre tampones, fuerza idnica
Oxidacion de las cadenas laterales de los Oxigeno (iones, radicales, peroxido),
Oxidacion aminodcidos Trp, Met, His, Tyr o Cys por  luz, tampones, temperatura, pH, metales,
el aire surfactantes, radicales libres
Hidrolisis Ruptura d.erl enlace peptidico que da lugar a pH, temperatura, tampones
la formacion de fragmentos
Intercambio Intercambio de los puentes disulfuro Agentes reductores, pH, temperatura,
disulfuro existentes tampones, metales, eliminadores de tioles
R Y Cambio en la configuracion de los Catalizada tanto por adcidos como por
acemizacion

aminoacidos quirales bases

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

pH, temperatura, tampones, oxigeno

Eliminacién-f (iones, radicales, perdxido)

Formacion de una base de Schiff debido a
la reaccion entre el grupo amino libre,
ejemplo la Lys, y los azucares reductores

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

Reaccion de
Maillard

1.1.3 Rutas de degradacion fisica

Desnaturalizacion y agregacion

La desnaturalizacion es una alteracion en el plegamiento global de la proteina. Afecta la estructura
terciaria y, la mayoria de las veces, su estructura secundaria. En tanto que la desnaturalizacion irreversible
es permanente, la reversible puede eliminarse cambiando ciertas propiedades de la preparacion de
proteinas, tales como la temperatura y el pH (Manning y cols., 1989). Cuando la agregacion alcanza cierto
umbral, los precipitados se hacen visibles. Por consiguiente, la precipitacion es el equivalente
macroscopico de la agregacion. Usualmente, la desnaturalizacion en solucion acuosa es una transicion
cooperativa entre el estado nativo y el desnaturalizado de las proteinas.

La temperatura o la condicién a la cual el 50 % de las moléculas de proteinas se desnaturalizan es la
temperatura del punto medio de transicion, y generalmente es entre 40 y 80 °C (Wang, 1999). Durante la
liofilizacion, la interrelacion entre las diferentes conformaciones de la proteina se hace mas compleja
(Figura 1.2). Durante la congelacion, la conformacion nativa (Nyeuosa) puede ser preservada, resultando en
una proteina congelada no dafiada (Ncongelada). En presencia de agentes estabilizantes, la subsiguiente

8
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eliminacion del agua no ocasiona la desnaturalizacion y da lugar al estado seco nativo (Ngec,). Durante la
reconstitucion, Nge, puede transformarse nuevamente en Ny.uosa por la adicion del agua. Las proteinas
pueden desnaturalizarse por muchas rutas posibles, ya sea durante la congelacion (Dcongelada), 12 €liminacion

del agua (Dseca) 0 la reconstitucion de la pastilla liofilizada (Daeyosa, irreversible) (Prestrelski y cols., 1993).

N

- Dacuosa,irreversib\e
A
H,0
20 Estabilizante H>0
Nseca(_L-/_NcongeaEa_\__—A—) Decss
Figura 1.2. Representacion esquematica de las
rutas de desnaturalizacion y renaturalizacion
durante la congelacion y el secado de las
; S proteinas. N (estado nativo) y D (estado
desnaturalizado). Reproducido de Prestrelski y
¢ cols., 1993.
Dcongelada, irreversible

La fuerza impulsora de la agregaciéon de las proteinas es la minimizaciéon de las interacciones
termodindmicas desfavorables entre el solvente y los residuos hidrofobicos expuestos después de la
desnaturalizacion. La agregacion puede ser inducida por agentes desencadenantes de tipo quimico y
fisico, y conducir a la precipitacion (Wang, 1999). Con respecto al estado nativo (N), el estado

desnaturalizado (D) es frecuentemente insoluble y favorece la agregacion (A) (Ecuacion 1.1).
NeD— A [1.1]

Es necesario tener presente que la agregacion también puede surgir de un estado parcialmente desnaturalizado.
Esto significa que la proteina no necesita estar desnaturalizada antes de la agregacion (Vermeer y Norde, 2000).

Adsorcion en superficies

Debido a que las proteinas presentan caracter anfifilico, tienden a adsorberse en las interfases, lo cual también
puede ocasionar la desnaturalizacion. Por ejemplo, la insulina puede adsorberse a las superficies de las bombas
de liberacion, los contenedores de plastico y de vidrio y en la parte interior de las bolsas para administracion
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 operacion se favorecen los procesos de
adsorcion de la proteina en las interfases, debido al incremento del contacto s6lido/liquido y aire/liquido en la

superficie durante la salida del producto por la jeringuilla (Thomas y Geer, 2011).
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1.2 Estabilidad y mecanismos de estabilizacion en formulaciones acuosas

1.2.1 Estabilidad de las proteinas en formulaciones acuosas

Se han realizado muchos esfuerzos para lograr la estabilizacion de los péptidos y las proteinas en
solucion, como el uso de tampones, iones metalicos o solventes organicos, y la eliminacion del oxigeno.
Optimizacion de la estabilidad hidrolitica

La estabilidad de las proteinas depende del pH. El rango aceptable de pH para la administracion 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 inyeccion (Brazeau y cols., 1998). Por consiguiente, es importante estudiar la estabilidad en
funcion del pH de una proteina en el rango de 3,0-10,0 con diferentes tampones en las etapas tempranas del
desarrollo de una formulacion (Cleland y cols., 1993; Jorgensen y cols., 2009). El pH, la composicion y la
concentracion del tampon de la formulacion afectan sustancialmente las rutas de degradacion por hidrolisis,
desamidacion e isomerizacion (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 proteinas e
incrementar la estabilidad de su plegamiento nativo (Manning y cols., 2010).

Un estudio documenta que el incremento de la fuerza ionica puede tener un efecto estabilizante o
desestabilizante en las proteinas, en dependencia de la naturaleza de las interacciones carga-carga (Zheng
y cols., 2009). Sin embargo, en otro estudio no se observo un efecto significativo de la fuerza i6nica en la
velocidad de desamidacion o de hidroélisis en péptidos pequenos (Li y cols., 2000).

Los cosolventes como el polietilenglicol (PEG) de bajo peso molecular reducen la agregacion de varios
péptidos (Frokjaer y Otzen, 2005; Neelon y cols., 2005). La adicién de solventes organicos disminuye la
constante dieléctrica de una solucioén acuosa, y la reduccion de la fuerza dieléctrica de los solventes da
lugar a una reduccion significativa de las velocidades de isomerizacion y desamidacion. La degradacion
de las proteinas se puede disminuir mediante el uso de polialcoholes, incluido los alcoholes polihidricos y
los carbohidratos (Wakankar y Borchardt, 2006).

Se informa sobre el efecto de la viscosidad de la solucidon en la velocidad de desamidacion en algunos
péptidos, utilizando varias concentraciones de glicerol y polivinilpirrolidona (PVP). Se demostré que el
PVP a altas concentraciones reduce la velocidad de desamidacion de la Asn en un hexapéptido. Sin
embargo, no esta claro si la disminucién de la velocidad de desamidacion se debe al incremento de la
viscosidad o a la disminucién de la constante dieléctrica de la solucion por la alta concentracion de PVP o

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

La oxidacion puede ser activada por valores especificos de pH y por la presencia de oxigeno, luz y/o iones
metalicos. Por consiguiente, el dafio oxidativo puede ser disminuido mediante la expulsion del oxigeno de
la solucion, ajustando los materiales de envase primario y secundario para proteger de la luz, y mediante
el uso de antioxidantes en la formulacion. Se elabord una guia sobre el uso de excipientes para minimizar
la degradacion oxidativa, que incluye recomendaciones de sus concentraciones efectivas (Waterman y
cols., 2002).

La modificacion del grupo indol del Trp, el tiol de la Cys, el imidazol de la His, y la cadena lateral
fenolica de la Tyr por las especies reactivas de oxigeno son mas significativas a pH neutro y alcalino (Li y
cols., 1995). En cambio, el grupo tioéter de la Met se puede oxidar rapidamente por ciertos reactivos a pH
acido (Manning y cols., 1989). El burbujeo de otro gas (nitrogeno, argoén o helio) a través de la solucion,
puede ser un método efectivo para excluir el oxigeno. Para minimizar la oxidacidon por el aire debe
evitarse la agitacion violenta (Landi y Held, 1985). Los antioxidantes comunmente se emplean para
proteger los péptidos de la oxidacion durante el procesamiento y formulacion. Sin embargo, algunos
antioxidantes, como el bisulfito pueden resultar problematicos en las formulaciones de los péptidos y las
proteinas (Li y cols., 1995). La Met, un aminoacido que contiene sulfuro, es oxidada a sulféxido de Met
por muchas especies reactivas de oxigeno mas facilmente que el péptido o la proteina, y por tanto puede
actuar como antioxidante sacrificador (Levine y cols., 2000).

Otro método para reducir la oxidacion por radicales libres es la inclusion de agentes quelantes, que inhiben
la oxidacion mediante la formacion de complejos con las trazas de iones metalicos. El agente quelante que
con mas frecuencia se utiliza en las formulaciones de proteinas es el acido etilendiaminotetracético (Parkins
y Lashmar, 2000). Los agentes quelantes son efectivos en la estabilizacién de péptidos contra la oxidacion.
Sin embargo, no debe asumirse que la adicion de cierto agente quelante sera capaz de interactuar con todas
las trazas de iones metalicos y eliminar completamente la oxidacion. Bajo ciertas circunstancias, los agentes
quelantes pueden incluso acelerar los procesos de oxidacion (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 oxidacion
de péptidos y proteinas (Li y cols., 1996).

Proteccion contra la reaccion de intercambio disulfuro

La combinacion de iones metalicos divalentes (Zn*", Ca®" y Mg®") con tampones especificos, como los de
acidos di- y tri-carboxilicos, puede proteger a los péptidos y las proteinas contra la reaccion de

intercambio disulfuro (Avanti y cols., 2011; Avanti y cols., 2012).
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Inhibicion de la dimerizacion, agregacion y precipitacion

La dimerizacion y agregacion pueden involucrar el intercambio de enlaces covalentes, como los puentes
disulfuro, o las fuerzas no covalentes como las interacciones hidrofobicas. Los agregados pueden ser tanto
solubles como insolubles. Las proteinas se pueden estabilizar en solucidon acuosa, contra la dimerizacion y
agregacion, mediante la optimizacion del pH y la fuerza idnica de la solucion. Ademas, es posible
prevenir la dimerizaciéon mediante la exclusion preferencial, utilizando azhcares, aminoacidos y/o
polialcoholes; y mediante el uso de surfactantes. La concentracion 6ptima requerida para proteger de la

agregacion a una proteina especifica, debe ser evaluada de forma independiente para cada tipo de estrés

(Manning y cols., 2010).
1.2.2 Mecanismos de estabilizacion en formulaciones acuosas

La estabilidad de las proteinas en estado liquido depende de numerosos factores como la temperatura, el
pH, el tipo de tampon, la concentracion del tampon, la presencia de agentes preservantes, los surfactantes
y los cosolutos (Chi y cols., 2003). La estabilidad de las proteinas se puede incrementar mediante la
adicion de determinados excipientes a la formulacion. Generalmente, el mismo mecanismo responsable de
la estabilizacion de la proteina inducida por solutos en soluciones acuosas, es efectivo durante el paso de
congelacion (de ahi el nombre de “crioprotectores”). Este mecanismo se explica por la teoria de la
interaccion y la exclusion preferencial (Timasheff, 2002). Los estabilizantes de las proteinas como los
polialcoholes son excluidos preferencialmente de la superficie de la proteina y el grado de exclusion es
proporcional a la superficie de la proteina expuesta al solvente. Con el incremento del area superficial de
la proteina durante la desnaturalizacidén, también se incrementa la exclusion de los excipientes lo que
conduce a un estado energéticamente desfavorable (Chi y cols., 2003). A su vez, los surfactantes inhiben
competitivamente la adsorcion de las proteinas en las interfases, y por consiguiente pueden ser empleados
para la estabilizacion durante los pasos de congelacion y liberacion (Maa y cols., 1998).

La prediccion de la estabilidad de las soluciones de proteinas 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 desnaturalizacion y agregacion
(Guo y cols., 2006). Un incremento en la concentracion de la proteina debe tener un efecto positivo en la
estabilidad del plegamiento nativo, ya que las proteinas, como otros cosolutos, son preferencialmente
excluidas unas de la superficie de otras. Al mismo tiempo, la estabilidad coloidal disminuye, ya que las

interacciones proteina-proteina se hacen mas probables (Minton, 2000; Guo y cols., 2006).
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1.3 Liofilizacion de proteinas
1.3.1 Proceso de liofilizacion

La liofilizacion es una operacion unitaria empleada cominmente como tecnologia de secado en las
industrias alimentaria y farmacéutica (Trappler, 2004). En 1976 se mencionod por primera vez (Rey, 1976).
En 1999, Jennings dio la primera definicion del término liofilizacion y enfatizo en la intencion de estabilizar
materiales sensibles al calor mediante la reduccion de la cantidad de agua hasta un nivel que no permitiera el
crecimiento bioldgico o las reacciones quimicas (Jennings, 1999). La liofilizacion, en su forma mas simple,
se define como un proceso donde la solucién que se secara se congela primero y concomitantemente el
solvente es removido primero por sublimacién (secado primario) y luego por desadsorcion (secado
secundario).

El proceso de liofilizacion se puede dividir en tres etapas principales: congelacion, secado primario y
secado secundario. Entre las etapas de congelacion y las de secado se puede incluir una etapa adicional de
“tratamiento térmico”. La figura 1.3 muestra el esquema de un proceso de liofilizacion tipico. A

continuacion se describen los pardmetros claves de cada etapa.

| I 1 Figura 1.3. Representacion de un ciclo de
liofilizacion  tipico. ~ Evolucion de la
5 / - temperatura (linea continua) y la presion
1 i = , . .
‘*’g ]l.ll 5 f % (linea discontinua) durante las etapas del
& | 2 2 proceso:
] '|I — / £ .
£l | \ H,* & ] = Congelacién
L= \ [ . /4 . .
| IIII |I | 2 = Tratamiento térmico (opcional)
L/ L 3 = Secado primario
T e . 4 = Secado secundario
Tiempo (h)
Congelacion

Durante la etapa de congelacion, la temperatura del sistema baja por debajo de su temperatura de
transicion de fase solido-liquido. De este modo el solvente se separa del soluto (Jennings, 1999). La figura
1.4 muestra el comportamiento tipico de un sistema amorfo durante el enfriamiento: al bajar la
temperatura del sistema puede ocurrir la cristalizacion del solvente y del soluto y formar una mezcla
eutéctica por debajo de la temperatura eutéctica (Tey en la figura 1.4); o la cristalizacion del solvente
solamente, y ocurrir la separacion de fase y la formacion de una fase de cristales de hielo y otra de solutos
amorfos. En la separacion de fases, se observa un incremento en la concentraciéon de la solucion

remanente, conocido como “concentracion por congelaciéon”. La concentracion por congelacion continta
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con la reduccion de la temperatura, hasta que la viscosidad del sistema excede un valor critico, que define
la temperatura de transicion vitrea de la solucion concentrada al maximo por congelacion (T, en la figura
1.4). Por debajo de la T,’, la fase amorfa es solida y es conocida como un vidrio entre los intersticios de
los cristales de hielo (Oetjen y Haseley, 2004).

Se considera que la etapa de congelacion durante la liofilizacion es tan importante para la calidad del
producto como las de secado, debido a su potencial efecto en la estabilidad de la proteina (Willemer,
1992). En ella, el parametro clave es la velocidad de enfriamiento o velocidad de nucleacion del hielo
(Wang, 2000). En general, una velocidad de congelacion mas rapida forma cristales de hielo mas
pequetios (Eckhardt y cols., 1991; Wisniewski, 1998). En cambio la congelacion lenta forma cristales de
hielo mas grandes debido a que el crecimiento de estos contintia después de la nucleacion. La congelacion
lenta tiene el potencial de incrementar la tendencia de los sistemas para la separacion de fases y prolongar
el tiempo en el que la proteina esta en un estado de fluido altamente concentrado. En general, la habilidad
para controlar la velocidad de congelacion es limitada y se recomienda un valor intermedio (Tang y Pikal,

2004).

Solucion

Formacion de hielo

Teut

| Figura 1.4. Diagrama de fase tedrico que muestra la

Temperatura

formacion de hielo, la cristalizacion de solutos, el punto
eutéctico y la transicion vitrea durante la congelacion de

HARIE un sistema amorfo. Reproducido de Nail y cols., 2002,

Wang, 2000.

Congcentracion de solutos
Los cristales de hielo pequefios generaran poros pequefios, ya que los poros se originan a partir de la
sublimacion 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 mas pequefios oponen una mayor resistencia al flujo
del vapor de agua que los poros mas grandes, un fenomeno denominado resistencia de la capa seca, que
disminuye la velocidad de sublimaciéon y hace que el secado primario sea menos eficiente. Por el
contrario, los poros mas grandes reducen mucho la resistencia de la capa seca al vapor de agua y los
procesos de secado primario son mas eficientes. El tratamiento térmico se aplica en ocasiones para
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incrementar el tamafio de los cristales de hielo formados durante el paso de congelacion mediante la
maduracion de Ostwald, y asi incrementar la eficiencia del secado primario. Sin embargo, los poros
pequefios totalizan un area superficial especifica mas grande que los poros grandes, y el secado
secundario es mas eficiente (Bindschaedler, 1999).
Secado primario
Durante el secado primario, el solvente congelado se elimina del producto por sublimacion. Este proceso
se inicia con la disminucién de la presion de la camara hasta un nivel inferior a la presion del vapor de
hielo a la temperatura del producto. La energia requerida para la transicion de fase se proporciona
mediante el ajuste de la temperatura de la platina. Debido a que la energia entregada es consumida en la
sublimacion, la temperatura resultante del producto es mucho mas 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 sublimacion, esta es una forma comln de detectar el final del secado
primario. Hay tres mecanismos responsables de la transferencia de calor de la platina a los
viales: conduccidn, conveccion y radiacion.
Para prevenir el colapso del producto, su temperatura durante el proceso debe mantenerse por debajo de la
temperatura de inicio de colapso (Tj;). Cuando no se conoce la Tj., pueden utilizarse como la méxima
temperatura permisible del producto la T," en los sistemas amorfos o la Te, 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 sublimacién (v) (Bindschaedler, 1999; Nail y cols., 2002),
que puede expresarse como:

v = Apx(Pp-Po) [1.2]

Rp

A, es el area de la seccion transversal del vial,
P, es la presion de vapor del producto en el frente de sublimacion,
Py es la presion de vapor parcial en el vial y
R, 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
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microcolapso, estos pueden disminuir la resistencia de la capa seca del producto e incrementar la
velocidad de sublimacién (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 sublimacion, pero debe ser removida por desadsorcion. Es por ello que
durante el secado secundario se aplica una mayor energia al sistema. Para continuar promoviendo el proceso
de secado, algunos autores aconsejan continuar disminuyendo la presion de la camara, con el objetivo de
incrementar el gradiente de concentracion del vapor de agua del producto hacia sus alrededores.

Al inicio del secado secundario es importante tener presente que la temperatura de transicion vitrea (Ty)
del producto es funcion 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 rapido 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 répidamente durante las primeras horas del secado secundario y alcanza un nivel de equilibrio
que depende unicamente de la temperatura de la platina y del area superficial especifica de la pastilla. El
contenido de humedad residual es independiente de la presion de la camara o de la altura de la capa seca

del producto (Pikal y cols., 1990).
1.3.2 Liofilizacion de proteinas farmacéuticas

Las proteinas son moléculas labiles y complejas, sensibles a varias rutas de degradacion. Debido a que
para la viabilidad econdmica es deseable un tiempo de vida minimo de 24 meses (Chang y Hershenson,
2002), con frecuencia la liofilizacion es el método de eleccion para desarrollar formulaciones
biofarmacéuticas comerciales estables. Aproximadamente el 50 % de los biofarmacos 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 liofilizacion se utiliza para estabilizar
productos labiles, el propio proceso suele anadir estrés por congelacion y secado que con frecuencia
suelen ser dafiinos para la estabilidad de las proteinas (Adams y Ramsay, 1996). De este modo, el
desarrollo cuidadoso de una formulacion y un ciclo de liofilizacién que estabilicen completamente al
ingrediente activo, son criticos para el desarrollo de productos biofarmacéuticos (Costantino, 2004).

La formulacion deberd proporcionar estabilidad durante la fabricacion, la liofilizacion, el transporte, el
almacenamiento, la reconstitucion y la administracion del producto a los pacientes. Las rutas de

degradacion de las proteinas son diversas y complejas. La presencia de pequefias cantidades de productos
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de degradacion puede tener consecuencias severas como intermediarios para posteriores degradaciones
(por ejemplo, especies oxidadas y desamidadas). Ademas, las especies agregadas pueden causar respuesta
inmune. Por consiguiente, la formulacién tiene que proporcionar la mayor estabilizacion posible
(Randolph y Carpenter, 2007).

En principio, una formulacidn para liofilizacion estd compuesta por estabilizantes de proteinas, llamados
crio- y lio-protectores, estabilizantes especificos como antioxidantes o surfactantes, agentes de carga,
agentes isotonizantes y el tampon (Wang, 2000; Costantino, 2004). Por lo general, la cantidad de sélidos
en la formulacion debe estar entre 2 y 10 % (m/v) de la solucion antes de liofilizar, y combinar una masa
suficiente para garantizar una pastilla estable, pero que permita un proceso tecnologico eficiente
(Carpenter y cols., 1997; Hatley, 1997). La eleccion de los excipientes es gobernada por el nivel de
estabilizacion requerido por la proteina especifica. Ademads, debe tenerse presente la compatibilidad de la
proteina con los excipientes y los materiales de los recipientes. También deben considerarse los aspectos
regulatorios de los excipientes, la ruta de administracion y la necesidad de una liberacion modificada
(Franks, 1998). Los componentes de una formulacion liofilizada se detallan mas adelante. Antes, se
describen las situaciones de estrés provocadas por la liofilizacion.

Durante la congelacion, la disminucion de la temperatura puede causar desnaturalizacion fria. Como la
solubilidad de los grupos hidrofobicos en agua se incrementa con la disminucién de la temperatura,
disminuyen las interacciones hidrofobicas intramoleculares que determinan la estructura terciaria y
cuaternaria de las proteinas (Jaenicke y cols., 1990; Graziano y cols., 1997; Franks, 1998). Las proteinas
oligoméricas frecuentemente muestran desnaturalizacion fria. Un factor que explica este fendmeno es que
la asociacion entre las subunidades estd determinada, entre otras, por las interacciones hidrofobicas
(Jaenicke y cols., 1990; Wisniewski, 1998).

Otras inestabilidades ocurren por la formacion de los cristales de hielo. Esta origina nuevas interfases que
causan desnaturalizacion inducida por la superficie (Chang y cols., 1996b). Ademas, la proteina pudiera
danarse debido a la concentraciéon por congelacion de la fase amorfa remanente de la solucion. Por
ejemplo, el incremento multiple de la fuerza i6nica, de las especies desnaturalizantes o del oxigeno
disuelto, pueden ser daiiinos para la estabilidad de la proteina (Wisniewski, 1998). La concentracién
relativa de los componentes de la formulacion también puede cambiar, debido a la cristalizacion selectiva,
causando, por ejemplo, cambios de pH o separacion de fases.

Durante el secado, la proteina se somete a estrés por deshidratacion. Debido a que el nivel de humedad
residual alcanzado después de la liofilizacion generalmente es inferior que el contenido de agua en la capa

de hidratacion de la proteina, que es de 0,3 a 0,35 gramos por gramo de proteina (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
proteina (Valliere-Douglass y cols., 2015). Durante la liofilizaciéon y el posterior almacenamiento, se
utilizan varios excipientes para estabilizar la proteina. Ellos se clasifican como crio- y lio-protectores de
acuerdo con su propiedad para proteger la proteina durante la congelacion y el secado, respectivamente.
Aunque hay algunas proteinas que se pueden secar sin la adicion de excipientes, la mayoria de los
biofdrmacos necesitan crio- o lio-protectores, o ambos (Overcashier y cols., 1997).

Crio-protectores

El mecanismo mas aceptado para la crio-proteccion es el de la exclusion preferencial. Ello significa que la
interaccion entre la proteina y el excipiente es termodindmicamente desfavorable, y provoca la
acumulacion de las moléculas de agua en la superficie de la proteina, la hidratacion preferencial, y una
estructura mas compacta de la molécula, escondiendo el esqueleto hidrofobico (Arakawa y cols., 1991;
Timasheff, 1993; Timasheff, 1998). Otros mecanismos que proporcionan la estabilizacion durante la
congelacion son la modificacion del tamano de los cristales de hielo, la disminucion de la tension
superficial y la restriccion de la difusion de las moléculas reactantes debido al incremento de la
viscosidad. Entre los crio-protectores cominmente utilizados estan los sacaridos, polimeros, aminoacidos
o la propia proteina.

Lio-protectores

La lio-proteccion es mediada por dos mecanismos. En el primero, el lio-protector actia como un sustituto
del agua, formando enlaces de hidrogeno con los grupos hidrofilicos de la proteina durante la eliminacion
del agua; y es referido como la “teoria del remplazo del agua” (Crowe y cols., 1993a, b; Allison y cols.,
1996; Allison y cols., 1998). Debido a que la interaccion entre los carbohidratos y las proteinas
necesariamente requiere que ambos estén en la misma fase amorfa, la cristalizacion con frecuencia tiene
un efecto desestabilizante en las formulaciones so6lidas de proteinas. Entre los excipientes estabilizantes
mediante este mecanismo estan los polialcoholes y los azucares, en especial los disacaridos son los mas
utilizados puesto que con el incremento del peso molecular, el impedimento estérico hace cada vez mas
ineficiente la formacion de enlaces de hidrogeno efectivos entre la proteina y el lio-protector (Carpenter y
cols., 1997; Arakawa y cols., 2001).

Un segundo mecanismo que estabiliza las proteinas en estado solido es la “vitrificacion”. La proteina y
todas las posibles especies reaccionantes se inmovilizan en el estado vitreo donde la movilidad molecular
disminuye. Entre los excipientes que comunmente estabilizan mediante este mecanismo estan los

carbohidratos de alto peso molecular. La unidon de un disacarido y un excipiente de alto peso molecular,
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combinan la formacion efectiva de enlaces de hidrogeno con una T, del sistema suficientemente alta, con
la cual se logra la estabilizacion. En contraste con esta teoria, Cicerone y cols. informan que la adicion 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 vitreos por los
plastificantes pequefios. De esta manera disminuyen la dindmica vitrea rapida e incrementan la estabilidad

(Cicerone y cols., 2003; Cicerone y Soles, 2004).
1.4 Estabilidad y estabilizacion de las formulaciones de proteinas durante el
almacenamiento en estado sélido

Aunque las formulaciones pueden tener diferentes componentes (como se describid anteriormente), la
premisa para la estabilizacion es la formacion de una matriz vitrea en la cual la proteina se encuentre
molecularmente dispersa. Los estabilizantes mas comunmente utilizados son los azucares de bajo peso
molecular o una mezcla de estos con un excipiente polimérico. Las propiedades de estos productos secos
dependen de las caracteristicas del estado amorfo quizas tanto como del propio comportamiento de la

proteina (Pikal, 2004).
1.4.1 Factores que afectan la estabilidad de las proteinas en estado so6lido

La estabilidad de las proteinas en estado solido es influenciada por una variedad de factores. Estos pueden ser
clasificados como factores extrinsecos e intrinsecos. Los factores intrinsecos relacionan la estructura de la
proteina, como su secuencia primaria. Las condiciones de formulacion, procesamiento y almacenamiento son
considerados factores extrinsecos (Lai y Topp, 1999). Una vez logrado un desarrollo exitoso de la formulacion
y el proceso, al final del ciclo de liofilizacion se obtiene un producto seco estable. La estabilidad en estado
solido 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 proteinas en estado amorfo.

La “teoria de remplazo del agua” plantea que la estabilizacion es resultado de la preservacion de la
estructura nativa en el estado seco, debido a los enlaces de hidrogeno entre el estabilizante y la proteina.
La conformacion nativa es termodindmicamente mas estable y por tanto mas resistente a la degradacion
durante el almacenamiento. Esta hipotesis ofrece una explicacion termodindmica para el mecanismo de
estabilizacion (Carpenter y Crowe, 1989; Crowe y cols., 1993a; Carpenter y cols., 1998).

Un segundo enfoque es la “hipdtesis de vitrificacion”, conocida también como mecanismo de la dinamica
vitrea (Chang y cols., 2005b). Esta teoria propone que la estabilizacion es proporcionada por la
inmovilizacion de las moléculas en el estado sélido, que suprime los movimientos globales, también

conocidos como relajaciones de tipo o. Las relajaciones de tipo o ocurren principalmente por los
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movimientos de traslacion y rotacion. Como toda reaccion de degradacion es dependiente de algun tipo de
movimiento molecular, de esta manera los procesos de degradacion son cinéticamente inhibidos (Franks y
cols., 1991; Slade y cols., 1991). Esta teoria ofrece una explicacion cinética para el mecanismo de
estabilizacion, contrario a la explicacion termodindmica antes mencionada.

Varias investigaciones han analizado la validez de cada una de estas hipdtesis. Algunas han encontrado una
mejor prediccion para la estabilidad durante el almacenamiento cuando asumen una preservacion estructural
(Chang y cols., 2005a; Chang y cols., 2005b), mientras otras encontraron una mejor correlacion de la
estabilidad con la movilidad molecular (Yoshioka y cols., 2003; Yoshioka y Aso, 2005; Shamblin y cols.,
2006). Yoshioka y Aso encontraron contribucion de los dos factores, termodinamicos y cinéticos. Ellos han
indicado una ecuacion que describe cuantitativamente esta relacion (Yoshioka y Aso, 2005, 2007).

axTx(®)"
K = Kact x T

[1.3]
1+ oc><T><(%)é

K es la constante de velocidad de la reaccion de degradacion,

K.t es la constante de velocidad sin restriccion de difusion,

T es la movilidad molecular,

o es una constante que describe el acoplamiento entre K y T,

T es la temperatura absoluta,

D es el coeficiente de difusion, y

€ es un parametro que representa el acoplamiento entre D y .

Algunos autores plantean que la dindmica local, evaluada por 7, es mejor para predecir la estabilidad que
la movilidad global. Existen otros factores que afectan la estabilidad en estado s6lido de las proteinas. El

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

Ea
K = Axexp(— m) [1.4]
A es una constante,

E, es la energia de activacion,

R es la constante de los gases y

Siempre que ocurren efectos secundarios tales como transiciones de fase, desnaturalizacion de la proteina
o limitacion de la difusion, se pueden observar desviaciones del comportamiento de Arrhenius (Stotz y
cols., 2004). La desviacion mas prominente es la desnaturalizacién térmica irreversible causada por el

incremento de la entropia. Este incremento favorece la formacién de intermediarios desnaturalizados

reversibles que se agregan debido a las interacciones intermoleculares. El efecto de la humedad residual
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es fundamental, ya que el agua actia como plastificante del estado amorfo, disminuye la T, y por
consiguiente incrementa la movilidad molecular. A su vez, el agua puede participar directamente en las
reacciones de degradacién como reactante (por ejemplo, hidrolisis) o como catalizador. Ademas, el agua
puede servir como solvente o como medio de reaccion (Stotz y cols., 2004).

Debido a que no existe definicion de pH en estado solido, el pH efectivo es definido como el pH de la
solucion antes de liofilizar o después de la reconstitucion. Varios autores han reportado la correlacion
entre el pH y las reacciones de degradacion fisica y quimica, como la agregacion o la desamidacion

(Costantino y cols., 1994; Oliyai y Borchardt, 1994; Oliyai y cols., 1994).
1.4.2 Caracteristicas de los sistemas vitreos

Un vidrio es un s6lido amorfo que no tiene el orden de largo alcance caracteristico de los sdlidos
cristalinos. El vidrio se forma al enfriar un liquido durante la transicion vitrea. Se considera
termodindmicamente inestable con respecto al estado so6lido cristalino, debido a su mayor entropia
configuracional. La figura 1.5 muestra un esquema de la entalpia 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 liquido experimenta un sobre-enfriamiento hasta un grado que depende de la
pureza de la muestra. La muestra subenfriada se comporta como un liquido cuya viscosidad se incrementa
con la disminucién de la temperatura. Los solutos pueden cristalizar o solidificar como un sélido amorfo.
El vidrio amorfo se forma al cruzar la T, (Figura 1.5). La pendiente de la curva de entalpia cambia a la Ty,
esta se clasifica como una transicion de segundo orden. Por el contrario, un cristal se forma
espontaneamente durante el enfriamiento a la temperatura de fusion Ty en la figura 1.5 (Hancock y

Zografi, 1997).

Liquido

Liquido

sobre enfriado
Volumen, |
Entalpia |

Figura 1.5. Representacion esquemdtica de la

Cristal " T - variacion de entalpia (o volumen) con la
temperatura. Reproducido de Hancock y Zografi,
| | 1997.
Ty Tg T;
Temperatura

Debido a que el estado cristalino por lo general es mas estable, la formacion del estado vitreo es

termodindmicamente desfavorable. Se formara un vidrio en lugar de un cristal, solo cuando la viscosidad
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a la temperatura cercana a la de fusion es suficientemente alta como para impedir la cristalizacion. Una
alta viscosidad puede ser causada por un bajo punto de fusion debido a un enrejado cristalino con poca
estabilidad o por la adicion de excipientes de alto peso molecular.

En estado liquido, el sistema est4 en equilibrio con sus alrededores, pero durante la solidificacion, el sistema
sale de este estado de equilibrio hacia el estado vitreo metaestable. De este modo el nivel absoluto de entalpia
del vidrio no es fijo sino que depende de la forma de preparacion del vidrio. Por ejemplo, la velocidad de
enfriamiento influye en la velocidad con la cual el sistema pasa a través de la transicion vitrea. Un vidrio
preparado con una alta velocidad de enfriamiento presenta mas defectos en la estructura vitrea que con una
baja velocidad de enfriamiento, y por tanto tiene una mayor entalpia (Hancock y Zografi, 1997).

La extension tedrica de la curva de enfriamiento del liquido (linea discontinua en la figura 1.5) da lugar al
estado de la entalpia del vidrio ideal o en equilibrio. En tal estado el vidrio estd 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 esta localizada aproximadamente a 50 °C por debajo de la T,
(Hancock y cols., 1995).

La viscosidad, la movilidad molecular y la fragilidad son los parametros que caracterizan al estado vitreo.
Este estado se caracteriza por una viscosidad mayor de 10'* Pa x s y tiempos de relajacion tipo o mas
lentos de 100 s. La viscosidad y los movimientos moleculares estan acoplados. Sin embargo, en ocasiones
hay desviaciones de este acoplamiento (Pikal, 2004).

La movilidad molecular del sistema es impartida por los diferentes procesos de relajacion. La “dinamica
global” o “relajaciones tipo o’ son procesos en gran manera cooperativos; es decir, requieren del
movimiento simultdneo de regiones relativamente grandes en el vidrio y por tanto acoplados a la
viscosidad (Angell, 1995; Yu, 2001; Pikal, 2004). La transicion vitrea dinamica es atribuida a las
relajaciones tipo o, por debajo de la transicion vitrea los movimientos se hacen cooperativos hasta tal
grado que se hacen improbables que ocurran. Los tiempos de relajacion estructural que se describen en la
ecuacion de Kohlrausch-Williams-Watts (KWW, ecuacion 1.5), usualmente representan la constante de

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

B
¢ (®) = exp (=) [1.5]
Donde ¢ (t) es el tiempo de relajacion extendido en el momento t, T es el tiempo de relajacién molecular

medio y B es una constante.
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La “dindmica local” o “relajaciones tipo B antecede a los procesos tipo o y ocurre a bajas temperaturas,
ellos son usualmente mas débiles que las relajaciones tipo a. Esta es representativa de la dindmica rapida,
es decir, movimientos mas rapidos y localizados que relacionan partes especificas de la molécula mas que
a regiones completas del vidrio. Las dindmicas rapidas ocurren sobre un amplio rango de tiempo en
cualquier lugar donde ocurran movimientos vibracionales y rotacionales. Algunos autores consideran que
las “relajaciones tipo B son mas relevantes para la estabilidad de las proteinas que las “relajaciones tipo
o’ (Cicerone y cols., 2005).

1.4.3 Correlacion de la movilidad molecular y la estabilidad de las proteinas

Con relacion a la estabilidad de las proteinas en estado sélido, las dindmicas (procesos de relajacion) son
importantes, porque cualquier reaccion, como la agregacion, la oxidacion o la reaccién no enzimadtica de
Browning requieren algin grado de movilidad (Pikal, 2004). En las proteinas farmacéuticas liofilizadas
hay dos tipos de dinamicas relevantes para la estabilidad: la dindmica de la matriz amorfa y la dinamica
interna de la proteina. Solo cuando la proteina esta molecularmente dispersa en la matriz, existe un
acoplamiento de los dos tipos de dinamicas. El acoplamiento es de suma importancia, porque es la
premisa para retardar la degradacion de las proteinas mediante el uso de excipientes.

Las reacciones de degradacion de las proteinas se diferencian en aquellas que ocurren dentro de una
molécula de proteina y las que son bimoleculares y por consiguiente dependientes de la difusion. El
ultimo tipo de reaccion se afecta mas por la movilidad molecular. Las reacciones donde la contribucion de
la movilidad molecular tiene poca importancia no se puede inhibir mediante la reduccion 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 quimica y fisica, en
su mayoria han considerado la “movilidad global”. Estas utilizan la diferencia de la temperatura de
almacenamiento y la temperatura de transicion vitrea (T-T,) o evaltian el tiempo de relajacion estructural.
Se informa sobre el impacto de la movilidad molecular en las velocidades de degradacion fisica (por
ejemplo, la agregacion) y quimicas (por ejemplo, la desamidaciéon de la Asn y la formacion de
succinimida/isomerizacion de Asp) (Sun y cols., 1998; Levine, 2002). También se sugirié una correlacion
entre movilidad y estabilidad, a partir de hallazgos en los cuales una mayor T, de la formulacion dio lugar a
una mayor estabilidad. Sin embargo, en algunas ocasiones no se ha encontrado correlacion entre el tiempo

de relajacion estructural y la velocidad de reaccion (Chang y cols., 1996a; Davidson y Sun, 2001).
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El movimiento molecular requerido para que una reaccion ocurra, varia en dependencia del mecanismo de
degradacion. Se ha descrito sobre la correlacion entre la reactividad y la “movilidad local” para varios
productos farmacéuticos amorfos, aunque hay mucho menos reportes que para la correlacion entre movilidad
global y estabilidad (Yoshioka y cols., 2006). Sin embargo, mientras en muchos estudios se demuestra una
posible relacion entre la movilidad molecular y la estabilidad fisica y quimica; hay investigaciones donde no
se pudo establecer una correlacion aparente (Chang y cols., 1996a; Davidson y Sun, 2001).

En resumen, varios investigadores plantean una correlacion entre la movilidad molecular y la estabilidad
quimica y fisica. 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 E, para las reacciones de
degradacion. Un incremento en la E, reduce la importancia de la movilidad. El mecanismo de degradacion
también influye en la importancia de la movilidad para la estabilidad de las proteinas. La movilidad global
es especialmente significativa en las reacciones bimoleculares; mientras la movilidad local es mas
esencial en degradaciones que incluyen movimientos de escalas mas pequefias. Es preciso recordar que la
movilidad cambia mucho alrededor de la temperatura de transicion vitrea. Por consiguiente, también
puede cambiar la dependencia de la temperatura de las velocidades de reaccion que son influenciadas por

la movilidad molecular.
1.5 Factor de crecimiento epidérmico
1.5.1 Aspectos de la biologia del factor de crecimiento epidérmico

El EGF es un potente activador de la mitosis. Es secretado al lumen gastrointestinal por las glandulas
salivares y las glandulas de Brunner del duodeno (Heitz y cols., 1978). Esta presente en varios tejidos y
fluidos biolégicos de muchas especies de mamiferos (Carpenter y Cohen, 1979). El EGFh se produce
inicialmente como un precursor de 1 207 aminoacidos, y se procesa a la forma “madura” EGFhu,_s3 (Bell
y cols., 1986). Es un miembro de la familia de factores de crecimiento de tipo polipeptidico,
estructuralmente relacionados (Harris y cols., 2003). La respuesta biologica inducida por el EGF es
mediada por su interaccion con el receptor, el cual tiene actividad tirosina-quinasa (Bazley y Gullick,
2005). Las actividades bioldgicas incluyen: estimulacion de la actividad de proteina quinasa; estimulacion
de la sintesis de los 4cidos ribonucleico, desoxirribonucleico y proteinas; estimulacion de la proliferacion
celular en una variedad de células; inhibicion de la secrecion de acido géstrico; inhibicion del intercambio
Na'/H'; y activacién de la sintesis de moléculas extracelulares (Yarden y Sliwkowski, 2001).

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

expresion 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). Ademas, se ha descrito sobre la expresion 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 expresion extracelular en Bacillus brevis (Yamagata y cols.,

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

1.5.2 Caracteristicas estructurales y relacion estructura-funcion del factor de crecimiento
epidérmico

Los miembros de la familia del EGF estan definidos por una secuencia caracteristica de seis cisteinas
dentro de una estructura primaria de 50-60 residuos de aminoacidos (Groenen y cols., 1994). El EGFh es
un polipéptido de simple cadena de 53 aminoacidos, con una masa molar (My) de 6 216 g/mol, un punto
isoeléctrico de 4,6 y no es N-glicosilado (Gregory y Willshire, 1975). Esta proteina presenta tres lazos
comprendidos entre tres enlaces de disulfuro: lazo A (Cys®-Cys™), lazo B (Cys'*-Cys®') y lazo C
(Cys*-Cys*) (Figura 1.6 a).

La estructura tridimensional del EGFhr en solucién se investigd a pH fisioldgico, mediante estudios de
resonancia magnética nuclear (RMN) multidimensional empleando la proteina marcada con "N y "C.
Los resultados indican que el EGFhr esta 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 superposicion
del esqueleto de las diez mejores estructuras obtenidas, y muestra que las coordenadas atdmicas dentro de
las regiones de la estructura secundaria estdn bien definidas. Las coordenadas de la estructura fueron

depositadas en el Banco de Datos de Proteinas (PDB ID: 2KV4) (Huang y cols., 2010).
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Figura 1.6. Estructura del EGFhr. (a) Representacion esquemdtica de la estructura primaria del EGFhr.
(b) Estructura tridimensional determinada por RMN a pH 6,8: conjunto de las diez estructuras finales de
energia minimizada en estéreo, y (c) representacion en cinta de los elementos de estructura secundaria
(¢). Reproducido de Huang y cols., 2010.

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

mediciones de RMN en solucion a pH fisioloégico. La estructura estd compuesta por hojas beta
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antiparalelas (residuos 19-21 y 30-32) y hélices alfa (residuos 8-12 y 47-51). El EGFhr en solucién
presenta cerca de un 30 % de estructura secundaria regular. La mayoria de los residuos del EGFhr no
presentan enlaces de hidrogeno y estan relativamente accesibles al solvente. El carater en gran manera
dindmico del plegamiento del EGFhr en solucion se confirm6 mediante experimentos de intercambio
hidrogeno-deuterio. La hélice alfa (Leu*’-Glu®") de la cola del extremo C-terminal esta conectada con el
“lazo de seis residuos” (Ile**-GIn™) mediante interacciones hidrofobicas. La cadena lateral alifatica de la
Iless del “lazo de seis residuos” interactua con la Tyr*, Leu®’ y Lys® para formar un nacleo hidrofobico
alrededor de la hélice C-terminal del EGFhr (Huang y cols., 2010).

La relacion estructura-funcion del EGF se ha estudiado empleando varias técnicas para identificar las
regiones de la molécula implicadas en la union al receptor y en la consiguiente sefializacion (Burgess y
cols., 1988; Groenen y cols., 1994; Mclnnes y cols., 2000; Van Zoelen y cols., 2000; Nice y cols., 2002).
Estos estudios demuestran que la mayoria de los residuos son necesarios para mantener la actividad
bioldgica completa del EGF, aunque la eliminacién del N-terminal (residuos 1-5) y del C-terminal
(residuos 49-53) no tienen un efecto directo en la actividad bioldgica (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 Tyr', Ile”, Leu®™®, Arg*' y Leu*’ como esenciales para su unién al receptor
(Murray y cols., 1998). La determinacion de la estructura cristalografica del complejo EGFhr-receptor
evidencié que los amino4cidos Tyr", Leu'’, Met*, Tle®, y Leu*’ del EGFhr interactan por fuerzas
hidrofobicas con el receptor. Ademas, la cadena lateral de la Arg*' del EGF forma un puente salino con el
receptor (Ogiso y cols., 2002). Estudios con andlogos sintéticos del EGF de raton demuestran que los
enlaces disulfuro Cys'*-Cys®' y Cys>>-Cys*™ son esenciales para el mantenimiento de la estructura

terciaria y de la actividad biologica del EGF (Alewood y cols., 2005).
1.5.3 Estabilidad del factor de crecimiento epidérmico

El ambiente de la solucion de las formulaciones de proteinas es de importancia primordial para su
degradacion quimica y fisica. Debido a la complejidad estructural de las proteinas se requiere de un grupo
de técnicas fisicoquimicas y biologicas que brinden informacién complementaria sobre su estabilidad
(Chirino y Mire-Sluis, 2004). La exposicion a altas temperaturas es el método mas ampliamente utilizado
para degradar las proteinas terapéuticas, las cuales son tipicamente almacenadas en condiciones
refrigeradas (5 £ 3 °C) (Tonnis y cols., 2015). Con el incremento de la temperatura las proteinas pueden
experimentar cambios en el plegamiento que posteriormente pudieran dar lugar a otras reacciones de

degradacion. Ademas, la difusion se hace mas rdpida a altas temperaturas, resultando en colisiones mas
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energéticas con otras moléculas de proteinas, y con otros componentes de la solucidon, por consiguiente
favorece las reacciones de degradacion quimica y la agregacion. Se describe que el EGFhr a pH entre 6,0
y 8,0 comienza a desnaturalizarse a temperaturas por encima de 50 °C y que tiene una temperatura del
punto medio de transicion entre 70 y 85 °C (Kim y cols., 2014).

En las preparaciones de EGF aislado a partir de glandulas submaxilares de raton se encontraron cuatro
especies: el EGF.s;, un EGF que difiere del anterior en la presencia de B-Asp' en lugar de Asn'
(EGF .53 B-Asp'), otra especie que difiere de la primera en la pérdida de la Asn' (EGF,.s3) y el EGF,_s;. El
EGF,.4s se aislo por cromatografia a partir de la digestion triptica del EGF,_s3. Las diferentes especies
indujeron la apertura prematura de los ojos de ratones neonatos, pero el EGF,_s3 fue el unico que tuvo la
actividad inmunosupresora completa (Koch y cols., 1984). El subindice al final del EGFhr indica los
residuos del fragmento de EGFhr desde el N-terminal hacia el C-terminal.

Al examinar la estabilidad del EGFhr,_s3 en varias soluciones, este se degradé de modo espontaneo y de
forma dependiente de la temperatura, y generd varios productos de degradacion (Araki y cols., 1989). Sin
embargo, el EGFhr,.s3 fue estable a —20 °C. El EGFhr,_s3 en tampén fosfato salino pH 7,2 dio lugar al
producto de degradacién B-Asp', cuya formacion se favorecio con el incremento de la temperatura. En
solucion de acido acético 0,1 N se favorecid6 la formacion de los siguientes productos de
degradacion: EGFhry.s3, y el EGFhr;_s3 modificado como Asp3-succinimida, B-Asp11 y Asp”-succinimida.
También se observd la degradacion enzimatica en suero humano, que produjo EGFhr;.s,. Durante la
incubacion del EGFhr;.s3 en solucion de pepsina/HCl se favorecié la formacion del EGFhr49 y el
EGFhrso.s;. El EGFhr;4s se aislé por cromatografia a partir de digestion triptica del EGFhr;_s3, y se
purifico EGFhr,_so y EGFhr,_s; a partir de orina humana (Araki y cols., 1989).

Al evaluar la afinidad del enlace al receptor del EGFhr;s3 y de los productos de degradacion antes
mencionados, se encontr6 una afinidad de uniéon mas baja para el EGFhr;_s; modificado como B-Asp11 y
Asp“-succinimida, el EGFhr;49 y el EGFhr;4s con respecto al EGFhr;s3 y a los otros productos de
degradacion aislados. Los mismos cuatro productos de degradacion con afectacion 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 EGFhrs.s3 no se detectd ni actividad de uniodn al receptor ni actividad mitogénica.

El EGFhr,.s3 se degrad6 a EGFhr 49 y a EGFhrj46 cuando se incubd en solucion de pepsina/HCl a pH
menor que 4,0; pero la proporcion de EGFhr;_s3 se incrementé a pH mayor que 4,0. El EGFhr,.s3 fue casi
tres veces mas potente que las formas tratadas con pepsina/HCI en el ensayo en cultivo de células de

hepatocitos de rata. Ademas, en el modelo animal de dafo géstrico en ratas tratadas con indometasina, tanto
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el EGFhr_s3 como el tratado con pepsina/HCI disminuyeron el dafio géstrico en forma dosis dependiente.
Sin embargo, la magnitud del dafio fue de un modo significativo mas baja en los animales que recibieron
EGFhr)_s3 intacto comparado con los que recibieron el tratado con pepsina/HCI (Playford y cols., 1995).

La estabilidad en solucion acuosa del EGFhr; 45 se estudiéo mediante cromatografia liquida de alta eficacia
en fase inversa (RP-HPLC). En el estudio se aislaron tres productos de degradacion que se caracterizaron
mediante secuenciacion de aminoacidos, espectrometria de masas en modo de ionizacién por
electronebulizacion (ESI-MS) e isoelectroenfoque. Se identifico la oxidacién de la Met*' a sulfoxido
(Figura 1.7 a). También se identificaron la desamidacién de la Asn' para formar un residuo de 4cido
isoaspartico (B-Asp') y la conversién del Asp'' a un grupo estable Asp''-succinimida. Los mecanismos de
reaccion generalmente aceptados para la desamidacion de la Asn y la formacion de
succinimida/isomerizacion del Asp se muestran en la figura 1.7 b (Senderoff y cols., 1994). Como
resultado de la exposicion del EGFhr a la luz fluorescente en solucién acuosa se observod un incremento
en la oxidacion de la Met*' (Cini y cols., 1992; Senderoff y cols., 1994).

El efecto del pH en la estabilidad del EGFhr;_sg se estudi6 a las temperaturas de 30; 4 y —20 °C. Se estudio
en tampon 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 maxima estabilidad se encontr6 a pH cercano a 5,3. A esta temperatura, la principal ruta de degradacion
a pH mayor que 6,0 fue la desamidacion de la Asn', que aumento con el incremento del pH. A pH menor
que 5,0, la principal ruta de degradacion que contribuyé fue la formacién de succinimida en el Asp'', que
se incrementd con la disminucion del pH. La oxidacion de la Met*' disminuy6 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
méxima estabilidad se encontrd a pH 6,0. A esta temperatura, la oxidacién de la Met*' paso a ser una ruta de
degradacion mas significativa con respecto a la desamidacion de la Asn' y a la formacion de succinimida en el
Asp'', que lo que fue a 30 °C. La estabilidad de la solucién congelada a —20 °C mostr6 la méxima estabilidad
del EGFhr 45 a pH mayor o igual que 5,0, que se mantuvo constante en este rango. A esta temperatura todas
las rutas de degradacion se enlentecieron y las rutas principales fueron la oxidacién de la Met*' y la formacion
de succinimida en el Asp''; la desamidacion de la Asn' se suprimi6 (Senderoff y cols., 1994).

El efecto del pH en la estabilidad del EGFhr mediante RP-HPLC también se estudi6 en el tampon
Mcllvaine a pH entre 3,0 y 8,0 y temperaturas entre 25 y 60 °C. La maxima estabilidad se detecté a pH
5,6 para las temperaturas de 50 y 60 °C; mientras que para las temperaturas de 40, 37 y 25 °C se detect6 a

pH 7,2 (Yang y cols., 2005).
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Figura 1.7. Representacion esquemdtica de las principales rutas de degradacion del EGFhr.
(a) mecanismos de reaccion para la formacion de sulfoxido de Met, y (b) para la desamidacion en la Asn,

o la formacion del intermediario succinimida, y la apertura de este ciclo para formar el a-Asp y el [-Asp.
Reproducido de Senderoff'y cols., 1994.
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Se ha descrito que segin los resultados de electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), el EGFhr tiene una alta tendencia a la polimerizacion del
monomero en dimeros y trimeros a través del intercambio disulfuro (Brake y cols., 1984), la cual puede
modificar la actividad bioldgica o las propiedades inmunoldgicas (Heath y Merrifield, 1986). Al evaluar
la adsorcion del EGFhr, a concentraciones inferiores a 1,0 ng/mL, en tubos de ensayo de polietileno,
poliestireno y de vidrio se aprecié una reduccion entre 15 y 40 % de la concentracion inicial (Jorgensen y
cols., 1999).

Al evaluar la influencia del estrés térmico a 70 °C en la agregacion de un andlogo del EGFhr, con 14
aminoacidos adicionales en el extremo N-terminal, mediante cromatografia liquida de alta eficacia de
exclusion molecular (SEC), se encontré que el EGFhr fue vulnerable a la formaciéon de dimeros y
multimeros. Después de una hora a 70 °C, se encontraron cambios significativos en la composicion de las
estructuras secundaria del EGFhr, determinada mediante dicroismo circular (CD), comparado con el
control (no calentado). Se increment6 el contenido de hélices-o y disminuy6 el de hojas-f3 antiparalelas
(Lim y cols., 2014b).

El EGFhr producido en el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, de La Habana, Cuba (CIGB)
mediante su expresion extracelular en Saccharomyces cerevisiae se evalud para confirmar su secuencia de
aminodcidos y determinar la presencia de modificaciones post-traduccionales. Se detect6 la presencia de
dos componentes mayoritarios: un componente con sencuencia de aminoacidos del 1 al 51 (EGFhr,.s;)
con 5 947,9 g/mol, y otro con secuencia de aminoacidos del 1 al 52 (EGFhr;.s;) con 6 060,8 g/mol.
Ademas, se aislaron dos componentes minoritarios que ocasionalmente aparecieron y que se identificaron
como oxidacion de la Met?! a sulfoxido del EGFhr s, y el EGFhr;_s,. También se verificé la localizacion
correcta de los tres enlaces disulfuro (Besada y cols., 1990).

A partir de la mezcla de EGFhr,.s5; y el EGFhr.s; que se obtiene en el CIGB, se purificaron las dos formas
moleculares, por RP-HPLC, para comparar su actividad biologica con la molécula completa, el EGFhr;_s3.
Se demostr6 que el EGFhr;s; y el EGFhry_s; son tan bioldgicamente activos como la molécula completa
de EGFhr;s3 en el ensayo in vitro de incorporacion de timidina tritiada y en el ensayo in vivo de
reduccion del dafio gastrico en ratas. Ademads, los autores demostraron que el EGFhr es estable en
sistemas de infusion que emplean albimina humana durante siete dias a temperatura ambiente, sin
pérdidas de la actividad biologica. La exposicion a la luz tampoco afectd la actividad bioldgica (Calnan y

cols., 2000).
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Para evitar algunas de las modificaciones quimicas o productos de degradacion descritos se ha patentado
el reemplazo del Asp11 del EGFhr por un aminodcido diferente, preferiblemente por Glu; y el reemplazo
de la Met*' por la Ile sin la disminucién de su actividad biologica (Medina-Selby y Nascimento, 1992).

1.5.4 Formulaciones del factor de crecimiento epidérmico humano recombinante

El EGFhr se ha formulado en preparaciones oftalmicas (Singh y Foster, 1987) y topicas (Brown y cols.,
1989) para una mas rapida y mejor cicatrizacion de las heridas y quemaduras. Se han investigado
diferentes bases para la liberacion del EGFhr, en heridas abiertas, en formas de geles de pluronic F-127 y
de carbopol (DiBiase y Rhodes, 1996). Un sistema semis6lido de liberaciéon de EGFhr basado en un gel
de carbopol provocd un aumento significativo de la cicatrizacién de las heridas epiteliales de cornea
(Sheardown y cols., 1997). Se ha descrito sobre la estabilizacion del EGFhr en formulaciones acuosas
para preparaciones oftdlmicas y topicas. Aunque no se logrd controlar completamente la desamidacion del
EGFhr, la mayor estabilidad quimica se encontrd6 a pH neutro (tampon Tris-HCI) y al adicionar
surfactantes no i6nicos (0,01-0,1 % m/v) o polimeros (0,1 a 1,0 % m/v). En este estudio se emplearon
surfactantes no i6nicos (Tween 20 y Triton-X-100) para prevenir la agregacién, determinada por
absorbancia a 600 nm (Son y Kwon, 1995).

Se patent6 una formulacion liquida que contiene una cantidad farmacéuticamente efectiva de EGFhr y un
metal cationico, tal como el zinc, el cual es suficiente para prevenir la degradacion de la proteina (Cini y
Finkenaur, 1992). La inclusion en la formulaciéon de EGFhr de un polimero de celulosa soluble en agua,
preferiblemente metilcelulosa o hidroxipropilmetilcelulosa, permitié estabilizar la proteina contra la
pérdida de la actividad biologica (Finkenaur y Somerville, 1988).

Se han desarrollado una amplia variedad de apositos para incrementar la eficacia del uso del EGFhr en la
cicatrizacion (Yildirimer y cols., 2012). Por ejemplo, los apdsitos de esponjas formadas por acido
hialurdnico y colageno (Niiyama y Kuroyanagi, 2014; Sukumar y cols., 2014). Se ha descrito el desarrollo
de peliculas finas de poliuretano que contienen EGFhr mediante el ensamblaje capa a capa (Kulkarni y
cols., 2014). La preparacion de parches electro-hilados con fibras de diametro ultrafino que contienen
EGFhr fueron biolégicamente activos en ensayos in vitro con fibroblastos (Ji y cols., 2011). Los apositos
de quitosano cargados con EGFhr también retuvieron la actividad mitogénica in vitro del EGFhr (Tigli y
Glimiisderelioglu, 2008).

Para mejorar la liberacion del EGFhr y lograr un uso més eficaz en la cicatrizacion de las heridas se han
utilizado las nanotecnologias (Laurencin y Nair, 2014). La mayoria de estas formulaciones solo se han
evaluado en estudios preclinicos. La administracion local mediante atomizacion de formulaciones que

emplean nanoparticulas de acido polilactico coglicolico (Chu y cols., 2010), o microparticulas de acido
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polilactico coglicolico-alginato (Gainza y cols., 2013) cargadas con EGFhr mostraron resultados
preclinicos prometedores. Por otra parte, el uso topico de formulaciones que emplean nanoparticulas
lipidicas cargadas con EGFhr, también ha mostrado resultados alentadores (Gainza y cols., 2014). La
preparacion de liposomas redispersables para liberacion transdermal de EGFhr increment6 la penetracion
de la proteina en la piel (Yin y cols., 2014). El uso de liposomas multilamelares cargados con EGFhr en
una formulacion en gel evidencio resultados promisorios en la cicatrizacion de quemaduras (Degim y
cols., 2011).

Otra estrategia abordada para mejorar la actividad farmacoldgica del EGFhr son los nanoconjugados
(Hajimiri y cols., 2015). Se ha descrito que la conjugacion quimica del EGFhr al PEG es un proceso
eficiente y con elevada retencion de la actividad biologica (Lee y Park, 2002). El uso de conjugados
quimicos EGFhr-dextrina mostr6 resultados alentadores en la cicatrizacion de heridas en ratas diabéticas
(Hardwicke y cols., 2011). La conjugacién de la protamina de bajo peso molecular al extremo N-terminal
del EGFhr por técnicas de recombinacion genética aceler6 el cierre de las heridas en el modelo de ratas
diabéticas (Choi y cols., 2012).

Un gran numero de articulos cientificos y patentes informan sobre formulaciones topicas y oftalmicas de
EGFhr. En los ultimos afios se informa sobre el desarrollo de una amplia variedad de apositos, sistemas de
liberacidon y nanoconjugados. Sin embargo, en toda la bisqueda de literatura realizada hasta la fecha, no
se encontraron antecedentes sobre el desarrollo de una formulacién para la administracién parenteral del

EGFhr.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales
2.1.1 Reactivos
Los reactivos utilizados en los ensayos fueron de calidad analitica, 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 formulacion y liofilizacion.

2.1.3 Materiales de envase primario

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

formulacion y liofilizacion.
2.1.4 Materiales de referencia y biolégicos

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 Direccién de Calidad
(CIGB, Cuba). El anticuerpo monoclonal contra EGFhr CB-EGF.1 y el anticuerpo CB-EGF.2 conjugado
a peroxidasa los suministro el Departamento de Anticuerpos Monoclonales de la Direccién de Produccion

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

Para la realizacion de este trabajo fue necesario utilizar los materiales relacionados a continuacion:

-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 diametro (6,2 cm? de 4rea) con acople a jeringa de 0,2 pm de tamafio de poro de:
acetato de celulosa, celulosa regenerada, poliéter sulfonas y fluoruro de polivinilo (Teknokroma, Espafia).
-Jeringas desechables de 5, 10 y 20 mL (Fisher Scientific, EE.UU.).

-Cartuchos de filtracion de 150 cm? de 0,45 + 0,2 pm de poliéter sulfonas, casetes tipo Hydrosart® de
tamano de poro de 2 000 g/mol y membranas estériles de nitrato de celulosa de 0,45 um (Sartorius Stedim
Biotech GmbH, Alemania).

-Cubetas de cuarzo (Hellma Analytics, Alemania).

-Agua para inyectables (Al) y solucion salina fisiologica (NaCl 0,9 % m/v, SSF) (Quimefa, Cuba).

-Caja plegable de carton ondulado de 220 g/m* con barniz ultravioleta (UV) (Durero Packaging, Espafia)
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Tabla 2.1. Excipientes utilizados en los experimentos de formulacion y liofilizacion

Excipiente Descripcion Suministrador
Sacarosa > 99 %, Farmacopea europea (Ph. Eur.)

;;?ﬁé:;iﬁjéo > 98 %, BioChemica

Lactosa.H,O > 98 %, Ph. Eur.

Glucosa > 99 %, Ph. Eur.

Fruc?osa > 98,5 %, Ph. Eur./Farmacopea de EE.UU. (USP) AppliChem GmbH
Manitol > 98 %, Ph. Eur./USP/Farmacopea Britanica (Darmstadt, Alemania)
Sorbitol > 97 %, Ph. Eur.

Glicerol > 99 %, Ph. Eur./USP

Glicina

Alanina > 98,5 %, Ph. Eur./USP

Leucina

Histidina > 98 %, Ph. Eur./USP

Dextrana 40 > 98 %, Ph. Eur.

PEG 6000 > 99 %, Ph. Eur./USP/ Farmacopea Britanica

Polisorbato 20

Polisorbato 80 > 99,5 %, Ph. Bur.

NaCl > 99,5 %, Ph. Eur./USP/ Farmacopea Britanica Merck KGaA )
KCl > 98 %, Ph. Eu. (Darmstadt, Alemania)
MgCl,.6H,0 > 98 %, Ph. Eur./USP/ Farmacopea Britdnica

Tabla 2.2. Materiales de envase primario

Material Descripcion Suministrador

Vidrio de hidrolitico claro, clase I DURAN Group

Frasco de vidriode 1 L GmbH, Alemania

Tapa de rosca Polipropileno con rosca GL 45

Bulbos 2R y 6R Vidrio de hidrolitico claro, clase 1 Nuova OMP], Italia

Tapones para liofilizacion ~ Goma bromobutilo y siliconizados

de 13 mm y 20 mm Helvoet Pharma,

Sellos de 13 mm y 20 mm  De aluminio y plastico tipo Flip-Off Bélgica
Tabla 2.3. Materiales de referencia de trabajo utilizados

Ensayos Codigo del MRT Otros datos

Ensayo de proliferacion celular EGFhr-10-0812 Calibrado contra el MR 91/530
(NIBSC, Reino Unido)

ELISA de EGFhr, RP-HPLC y EGFhr-10-0812 Calibrado contra el MR 91/550

SDS-PAGE (NIBSC, Reino Unido)

Cuantificacion de proteinas totales BSA-06-1109 Albumina de suero bovino

Cuantificacion 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 purifico como una mezcla de formas
truncadas por el extremo C-terminal, EGFhr.s; y EGFhr.s; (CIGB, Cuba). Las preparaciones del
ingrediente farmacéutico activo (IFA) de EGFhr utilizadas tenian pureza superior al 95,0 % medida en
RP-HPLC y SDS-PAGE. Todas las preparaciones utilizadas eran estériles y apirogénicas, con actividad
biologica especifica en el rango de 1,5-5,0 x 10° 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 degradacion forzada del EGFhr

En los estudios de degradacion forzada del EGFhr se empled una concentracion final de 500 pg/mL para
los ensayos de electroforesis en ausencia de SDS y de SDS-PAGE. Para el resto de los ensayos se utilizd
una concentracion final de 100 pg/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 combinacion de pH extremo y calor

Se estudi6 en una solucién de EGFhr en soluciones tampdn a la concentracion de 0,1 M y diferentes
valores de pH. Para pH 3,0 se utilizé el tampon 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 dia. Para los ensayos de RP-HPLC, SDS-PAGE, ESI-MS, ELISA y el ensayo de

proliferacion celular, las muestras se incubaron durante cuatro dias a la misma temperatura.

2.2.2 Estrés por presencia de agente oxidante

Se evalu6 una solucién de EGFhr a 100 pg/mL en tampoén fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,0). A esta
solucion se le adiciond perdxido de hidrégeno (H,O;) hasta lograr una concentracion final de 0,01 y
0,1 % (v/v). Como control del experimento se preparé una muestra bajo las mismas condiciones, pero no
se le adiciond H,0O,. Las muestras se incubaron a 25 + 2 °C durante 30 min. A continuacion, las muestras

se evaluaron en los ensayos de RP-HPLC, ELISA y ensayo de proliferacion celular.

2.2.3 Estrés por fotolisis

En este estudio también se utilizd una solucion de EGFhr a 100 pg/mL en tampoén fosfato de sodio
(0,1 M, pH 7,0). La solucioén se dispenso a razéon 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 irradiacion de una ldmpara UV modelo UVLS-24
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(LTF Labortechnik GmbH and Co. KG, Alemania), que incluye la combinacion de onda corta (254 nm) y
onda larga (365 nm). La exposicion se extendio 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 continuacion, las muestras se

evaluaron en los ensayos de RP-HPLC, ELISA y ensayo de proliferacion celular.
2.3 Estabilizacion del EGFhr en una formulacion liquida
2.3.1 Preparacion de formulaciones liquidas a escala de banco. Equipos y procedimientos

Las formulaciones liquidas 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 tapon de bromobutilo y sellos de aluminio y plastico 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 i6nica, la concentracion de la proteina, la presencia de excipientes y el efecto
de la temperatura en la estabilidad del EGFhr en solucion. Este mismo procedimiento se empled para la
etapa de preparacion de las formulaciones de las variantes del estudio de tamizado de excipientes y de
combinaciones de excipientes durante la liofilizacion a escala de banco.

2.3.2 Influencia del pH en la solubilidad y estabilidad

Solubilidad

El EGFhr se concentr6 hasta aproximadamente 10,0 mg/mL empleando un dispositivo de ultrafiltracion
Sartocon slice 200, con casetes Hydrosart® de 2 000 g/mol de tamafio de poro (Sartorius Stedim Biotech
GmbH, Alemania). A continuacion, a la solucién concentrada se le cambid el tampdn fosfato de sodio
(10 mM, pH 7,0) por Al empleando el mismo dispositivo de ultrafiltracion. Posteriormente, la solucion
concentrada se dispens6 a 1,0 mL/vial. El producto se secéd al vacio en un liofilizador Durastop (FTS
Systems, EE.UU.) a una temperatura de 25 °C y una presion de 13,33 Pa durante 48 h. Después de secado
el EGFhr, los viales se cerraron y sellaron. El producto se almacen6o a —20 °C hasta que se midi6 la
solubilidad. La influencia del pH en la solubilidad del EGFhr se evaluo tanto en tampon acetato de sodio
(pH 3,0-6,0) como en fosfato de sodio (pH 7,0-8,0), a la concentracion de 0,1 M. Se pesaron fracciones de
50 mg del polvo de EGFhr liofilizado, y se adicionaron a 333 pL de las soluciones con diferentes valores
de pH, para una concentracion tedrica de 150 mg/mL. Después de filtrar las muestras a través de filtros de
0,2 um de acetato de celulosa se midio6 la concentracion de EGFhr por absorbancia a 280 nm.

Estabilidad

La influencia del pH en la estabilidad del EGFhr se evalué 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 concentracion 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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Materiales y métodos

100 pug/mL a partir de una solucion concentrada de EGFhr (5,0 mg/mL). Las muestras para los ensayos de
SEC, CD, dispersion dinamica de la luz (DLS) y potencial Z se diluyeron (1:10) hasta 500 pg/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
evaluacion 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 dias (pH 3,0 a 8,0). Para las evaluaciones en SEC, las muestras se extrajeron
después de cuatro dias. La concentracion de EGFhr se determind mediante ELISA después del
almacenamiento durante 2, 4, 12, 15, 21 y 30 dias a la misma temperatura. La cinética de degradacion se
determino en funcion del pH. En los estudios de estabilidad para evaluar la influencia de los tampones, fuerza
i0nica, concentracion de proteina y presencia de excipientes, las muestras se extrajeron después de uno, tres,
cinco y siete dias para evaluarlas en RP-HPLC; y después de 7, 15 y 30 dias para evaluarlas en ELISA.

2.3.3 Influencia de los tampones

Se evalud una solucion de EGFhr a 100 pg/mL en soluciones tampdn a la concentracion de 0,1 M y
diferentes valores de pH. Para pH 6,0, la estabilidad del EGFhr se estudi6 en los tampones: acetato de
sodio, succinato de sodio, citrato de sodio, fosfato de sodio e histidina-HCI; mientras que para pH 7,0 y
8,0 se estudid en los tampones fosfato de sodio, histidina-HCI y Tris-HCI. La cinética de degradacion se
determino en funcién del pH y el tipo de tampon.

2.3.4 Influencia de la concentracion de proteina

Una solucion de EGFhr con concentraciéon de 5,0 mg/mL se diluyé en tampon fosfato de sodio
(0,1 M, pH 7,0) para lograr las concentraciones finales de 25, 50, 100, 250, 500 y 1000 pg/mL. La
cinética de degradacion se determin6 en funcion de la concentracion de la proteina.

2.3.5 Influencia de la fuerza ionica del medio

Se determiné en una soluciéon de EGFhr a 500 pg/mL en tampdn fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,0), que
contenia diferentes concentraciones de NaCl (0,5, 1,0 y 2,0 % m/v). Como control se prepard una muestra
sin NaCl. Ademas de los ensayos de RP-HPLC y ELISA, en este caso se evaluo la estabilidad a

50% 2 °C en SEC después de 7, 14, 21 y 28 dias de almacenamiento. La cinética de degradacion se

determind en funcién de la concentracion de NaCl.
2.3.6 Influencia de los excipientes

Se evalud la compatibilidad del EGFhr, 100 pug/mL, con los excipientes en tampon fosfato de sodio

(0,1 M, pH 7,0). Los excipientes de tipo sacaridos (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 polimeros
(Dextrana 40 y PEG 6000) al 5,0 %, los surfactantes (polosorbatos 20 y 80) al 0,05 %, los aminoacidos
(glicina, alanina, leucina e histidina) al 2,0 % y las sales (NaCl, KCl y MgCl,) al 1,0 %. Los excipientes
incompatibles, que afectaron la estabilidad del EGFhr en un grado superior al control sin excipiente,
también se estudiaron en tampén Tris-HCl al mismo valor de pH y concentracion del tampon. Para
determinar la interferencia de los excipientes en los ensayos de RP-HPLC y ELISA, para cada condicion

se prepar6 un placebo que contenia todos los componentes, excepto la proteina.
2.3.7 Efecto de la temperatura en la velocidad de desamidacion del EGFhr en solucion acuosa

Se estudid en una solucion de EGFhr a 500 pg/mL en tampon fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,0). Las
muestras en solucion 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 desamidacion (Seccion 2.9.4).
2.4 Estabilizacion del EGFhr mediante la liofilizacion
2.4.1 Influencia de los excipientes en la estabilidad durante la congelacion y descongelacion

La estabilidad del EGFhr en presencia de los excipientes se evalud después de tres ciclos de congelacion a
—20 °C y descongelacion a 25 °C. Para este estudio se emplearon los mismos excipientes y métodos
analiticos que en la seccion 2.3.6. Los excipientes incompatibles, que afectaron la estabilidad del EGFhr
en un grado superior al control que no contenia excipiente, también se estudiaron en tampon Tris-HCI al

mismo valor de pH y concentracioén del tampon.

2.4.2 Preparacion 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 liofilizacion y el almacenamiento del producto liofilizado, se prepararon
siguiendo el diagrama de flujo que se mostré en la figura 2.1. Las formulaciones se prepararon con
75 png/mL de EGFhr, y contenian 2,0 % m/v de los excipientes individuales o de combinaciones de
sacarosa-Dextrana 40, en tampon fosfato de sodio (0,01 M, pH 7,0). Como control negativo se prepard
una solucion de EGFhr a 75 pg/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 liofilizacion 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 comunmente se ha utilizado para la liofilizaciéon 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 maxima cristalizacién (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 liofilizacion, los viales se
cerraron dentro de la camara de secado, y a continuacidon se sellan y almacenan a —20 °C hasta el

momento de los estudios de caracterizacion y estabilidad.

Tabla 2.4. Ciclos de liofilizacion utilizados durante los experimentos de tamizado de excipientes para la
estabilizacion del EGFhr

Sin TT Con TT (excipientes cristalinos®)
Etapa Temperatura  Presionde la  Tiempo Temperatura de Presion de la Tiempo
de platina (°C)  cémara (Pa) (h) platina (°C) camara (Pa) (h)
—45°C atmosférica 2
Congelacion —45 °C atmosférica 5 —~15°C atmosférica 2
—45°C atmosférica 5
Secado -30°C 12,0 8 =30 °C 12,0 8
primario
Secado 25°C 7,5 6 25°C 7,5 6
secundario
“Manitol y glicina

2.4.3 Estudios de estabilidad para la seleccion de las formulaciones liofilizadas

Las muestras controles, equivalentes al tiempo cero de incubacion (tp), 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 analisis, las muestras liofilizadas se rehidrataron con Al a su volumen original.

Para estudiar el efecto de excipientes individuales, se evalu6 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 dias; y en ELISA después 7, 15, 30, 45 y 60 dias. Para estudiar el efecto de las
combinaciones de sacarosa-Dextrana 40, la estabilidad del EGFhr se evalu6 en los ensayos de RP-HPLC,
ELISA y ensayo de proliferacion celular. En este estudio, en todos los ensayos, las muestras se analizaron
después de incubadas durante 7, 15, 30, 45, 60 y 90 dias. Como este fue el paso final para definir la
composicion de la formulacion, también se incluy6 el ensayo de proliferacion celular.

2.4.4 Preparacion de los lotes a escala piloto. Equipos y procedimientos

Los lotes para los estudios de estabilidad, preclinica y clinica se fabricaron a escala piloto (800 mL), siguiendo
el diagrama de flujo que se mostrd en la figura 2.1. En este caso, los procesos de formulacion y llenado

aséptico se ejecutaron en instalaciones que cumplian con los estdndares vigentes de buenas practicas de
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fabricacion. Todos los procesos se llevaron a cabo en un area clase 100, bajo flujo laminar de techo, a
20 + 4 °C y humedad relativa de 55 + 15 %. Se fabricaron lotes a escala piloto a las presentaciones de 25, 75 y
250 pg de EGFhr/vial. La integridad del cartucho de filtracion se determind mediante la técnica del punto de
burbujeo empleando el Sartocheck 4 (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Alemania).

Los lotes se llenaron a razon de 1,0 mL/vial en una maquina automatica Flexicon FPC50, con precision de
+ 1 % del volumen de llenado (Watson-Marlow, Dinamarca). Esta misma maquina se utiliza para el
retape de los viales. La etapa de liofilizacion se ejecutd en una maquina Edwards Kniese S-08 (Sussex,
Reino Unido) con condensador de capacidad de 20 kg de hielo. La temperatura del producto se registrd
con ayuda de sensores tipo Pt-100 y la presion de la cdmara a través de sensores de termo-conductividad
tipo Pirani, integrados al equipo. La liofilizadora se encuentra en un area clase 100, en las instalaciones de
produccion del CIGB. Durante el proceso de liofilizacion se registrd la temperatura del producto, del
fluido, y del condensador y la presion de vacio de la cdmara. Al finalizar el proceso, los viales se cerraron
dentro de la camara de secado, y a continuacion se sellaron y almacenaron a 5 £+ 3 °C hasta el momento de
efectuar los estudios de caracterizacion y estabilidad. El ciclo empleado forma parte de los resultados del

trabajo y se presenta en la seccion 3.4.2 de Resultados y discusion.
2.5 Evaluacion de la estabilidad del EGFhr durante las operaciones tecnologicas
2.5.1 Efecto de la operacion de mezclado

Con el objetivo de evaluar el efecto de la agitacion en la estabilidad del EGFhr durante la operacion de
mezclado con los excipientes seleccionados, el granel de la formulacion (75 pg/mL de EGFhr, 15 mg/mL
de sacarosa, 5 mg/mL de Dextrana 40 en tampon fosfato de sodio a 0,01 M, pH de 6,5 a 7,0) se sometio a
agitacion empleando una barra magnética y un agitador magnético de velocidad graduable (Ika
Labortechnik, Alemania). La solucion se agit6 a velocidades de 100, 200 y 400 rpm. Para cada velocidad
de agitacion 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 operacion de esterilizacion por filtracion

El efecto del material del medio filtrante en la estabilidad del EGFhr durante la operacion de filtracion
esterilizante, se evalu6 en filtros de acetato de celulosa, celulosa regenerada, poliéter sulfonas y fluoruro de
polivinilo. El sistema se ensamblé mediante la conexion del filtro a una jeringuilla de 5,0 mL. Un volumen de
1,0 mL del formulado a granel que contenia 75 pg/mL de EGFhr se coloco en la jeringuilla, y se hizo pasar a

través de los filtros. Todos los filtros fueron de geometria circular y con la misma area de la seccion transversal
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(6,2 cm?). Las muestras se evaluaron mediante RP-HPLC para determinar el recobrado del proceso, y la pureza

del EGFhr después de la operacion de filtracion y del almacenamiento del filtrado durante siete diasa 5 + 3 °C.

2.5.3 Efecto de las operaciones de liofilizacion y simulacion de la inyeccion

El efecto del proceso de liofilizacion se evalué mediante la comparacion de las caracteristicas 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 inyeccion se evalué¢ mediante una simulacion del
mismo, se compararon las caracteristicas 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 reconstituyé con Al o con SSF, y la estabilidad se evalué mediante
RP-HPLC, SEC, fluorescencia intrinseca del Trp, CD, ELISA y ensayo de proliferacion celular.

2.6 Estabilidad de la formulacion liofilizada de EGFhr en condiciones de estrés

2.6.1 Evaluacion mediante ESI-MS de la estabilidad del EGFhr liofilizado en condiciones de estrés
La estabilidad de la formulacion liofilizada seleccionada conteniendo 75 pg/vial de EGFhr se evalud
después de exponer viales del producto durante 15 dias a 50 + 2 °C. Como control se evaluaron los
mismos ensayos en el producto sin calentar. La estabilidad se evalu6 mediante ESI-MS, determinando la
masa molecular de la proteina intacta (Secciones 2.10.7 y 2.10.9) y la formacion correcta de los enlaces
disulfuro mediante la hidrolisis 4cida parcial de la proteina (Secciones 2.10.7-2.10.9).

2.6.2 Efecto de la humedad residual en la desamidacion del EGFhr

Para generar las muestras con diferentes valores de humedad residual, viales de la formulacion liofilizada
seleccionada que contenian 75 pg/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 continuacion, los viales fueron
tapados y sellados nuevamente. El contenido de humedad residual de los grupos de muestras se determino
mediante el método de Karl Fischer (Seccion 2.8.3). Las muestras liofilizadas con diferentes valores de
humedad residual se almacenaron a 25 + 2,37 £ 2y 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
desamidacion (Seccion 2.9.4).

2.6.3 Efecto de los materiales de envase en la fotoestabilidad de estrés del EGFhr liofilizado

La susceptibilidad a la exposicion a la luz blanca/UV de la formulacion liofilizada de EGFhr se evalu6 en
una fotocamara 424/CF (Nova Etica™, Brasil), equipada con una lampara fluorescente en el UV cercano

(15 W) con distribucion espectral entre 320 y 400 nm y varias lamparas de luz fluorescente blanca
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(15 W). El experimento se realizd a 25 + 2 °C/60 + 5 % de humedad relativa segun la opcion 2 de la guia
de la Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH) (Q1B, 1996). Los grupos de tratamiento fueron:
(i) En el envase primario: viales de vidrio de borosilicato neutro claro, calidad hidrolitica tipo I (6R),
cerrados con tapones para liofilizacion de 20 mm de bromobutilo y sellados con sellos de aluminio y
pléstico Flip-Off de 20 mm.
(i) En el envase secundario: caja plegable de cartén ondulado de 220 g/m? con barniz UV.
(iii) Control en la oscuridad: el producto en el envase primario se cubri6é con papel de aluminio para
evaluar la contribucion de los cambios inducidos por la temperatura en los cambios totales.
Los grupos de muestras se expusieron por un maximo de tres dias a las dos fuentes de luz. Esta condicion
proporciond una iluminacion general de 1,13 veces, como recomienda la guia ICH (1,2 x 10° Ix x h) para
la luz blanca y de 4,25 veces, para la energia UV integrada (200 W x h/m?). El contenido de los viales de
las muestras de los grupos de tratamiento y el control (inicio, ty)) se reconstituyeron con Al y
seguidamente se evaluaron en los ensayos de caracteristicas organolépticas, RP-HPLC, SEC, SDS-PAGE,
ELISA y ensayo de proliferacion celular.
2.7 Estudios de estabilidad de la formulacion desarrollada
Para los estudios de estabilidad se siguieron las recomendaciones de las directrices generales de la ICH
(Q1A(R2), 2003; QI1D, 2003; QI1E, 2003); y lo establecido en las regulaciones del Centro Nacional para
el Control de la Calidad de los Medicamentos (Regulacion 21, 2008; Regulacion 16, 2012). La estabilidad
del producto se evalu6 en los ensayos de esterilidad, pirdgenos, seguridad general, caracteristicas
organolépticas, pH, osmolaridad, humedad residual, RP-HPLC, SEC, SDS-PAGE, concentracion de
proteinas, ELISA y ensayo de proliferacion celular. Los ensayos mencionados se validaron para el control
de calidad y estudios de estabilidad (Gerénimo 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 formulacion seleccionada,
conteniendo 25y 250 pg/mL de EGFhr, se evaludé después de almacenar el producto durante siete dias a
5 £ 3 °C. 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 (ty) y después del almacenamiento.
2.7.2 Estabilidad acelerada y de vida de estante de la formulacion liofilizada

Para los estudios de estabilidad acelerada y de vida de estante se emplearon tres lotes a escala piloto
(800 viales/lote) de la formulacion liofilizada de EGFhr para las dos presentaciones extremas, 25 y

250 pg/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 liberacion y después
de tres y seis meses. Para el estudio de vida de estante, las muestras se colocaron en camara fria con
temperatura controlada de 5 + 3 °C (sin control de la humedad relativa), y se analizaron periédicamente en

el momento de la liberacion y después de 3, 6, 9, 12, 18 y 24 meses.
2.7.3 Estabilidad del reconstituido

Los viales de la formulacion liofilizada con 25y 75 pg/vial de EGFhr, lotes producidos a escala piloto, se
reconstituyeron bajo condiciones asépticas con 5,0 mL de Al o SSF. De esta forma se obtuvieron dos
concentraciones: 5 y 15 pg/mL, que cubren el rango utilizado en la practica clinica (Berlanga y cols., 2013;
Lopez-Saura y cols., 2013). Para t;, y como referencia, el contenido de los viales se resuspendio en 1,0 mL
de Al y se analizo. Los viales reconstituidos con 5,0 mL de Al o SSF se analizaron después de almacenados
durante 24 h a 5 £ 3 °C. Para cada presentacion 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 °C).

2.8 Ensayos de caracterizacion fisico-quimica de las formulaciones. Instrumentos, técnicas y
procedimientos

2.8.1 Analisis térmico diferencial y de impedancia eléctrica

Las evaluaciones de la formulacién por andlisis térmico diferencial (ATD) e impedancia eléctrica se
realizaron en un equipo Lyotherm2 (Biopharma Technology Ltda, Reino Unido). La muestra se congelo
por inmersion del bloque de enfriamiento/calentamiento en un recipiente con nitrégeno liquido, el
calentamiento se inici6 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 determinacion durante la congelacion. Se reporta el valor medio de tres réplicas.

2.8.2 Liomicroscopia criogénica

Las muestras liquidas de las formulaciones se evaluaron en un liomicroscopio criogénico (Biopharma
Technology Ltda, Reino Unido). Un volumen de 2 puL de las formulaciones se aplicé entre dos
cubreobjetos en el conductor térmico y se selldo dentro de la estacion. Las muestras se enfriaron hasta
—50 °C a una velocidad de 5,0 °C/min. A continuacion, se inici6 un vacio dentro de la cdmara que se
mantuvo a aproximadamente 8,0 Pa. Posteriormente la muestra se calentd hasta 25 °C a 1,0 °C/min.
Durante el experimento se registrd la presion, con ayuda de un manometro tipo Pirani, integrado al

equipo. La temperatura a la cual se detect6 el primer cambio estructural se denomina temperatura de
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inicio de colapso (Tj.), y la temperatura a la cual se aprecié 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 Determinacion del contenido de humedad residual de los liofilizados

Se utilizo el método de titulacion 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 Determinacion de la temperatura de transicion vitrea

Se empleo6 un calorimetro diferencial de barrido (DSC), modelo MDSC 2920 (TA Instruments, EE.UU.),
equipado con un accesorio de enfriamiento. Para la calibracion se utilizé Indio “In” como estandar. 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 volatil que evolucione
de las muestras pueda escapar, y se colocaron en el equipo. Se calentaron las muestras bajo purga de
nitrégeno, hasta pasar la T,, a una velocidad de 10 °C/min, sobre el rango de temperatura de 25 a 120 °C.
A continuacion, la muestra se enfrié a aproximadamente 10 °C/min y se recalentdé nuevamente a la misma
velocidad y rango de temperatura para medir la T, en el segundo barrido. La T, reportada fue el valor de

la temperatura en el punto medio de la inflexion del paso de la linea de base de la curva de DSC.
2.8.5 Caracteristicas organolépticas y tiempo de reconstitucion

La apariencia de la pastilla liofilizada se inspecciond visualmente para detectar la presencia de particulas
o cambio de color. El producto se observo en un gabinete de revision con fondo blanco y negro, con
lampara fluorescente de 20 W (CIGB, Cuba). A continuacién, el producto se reconstituyd con 5,0 mL de
Al o SSF, en una cabina de bioseguridad, utilizando jeringuillas desechables estériles (Fisher Scientific,
EE.UU.). El tiempo de reconstitucion fue el transcurrido desde la adicion del solvente hasta la obtencion
de una solucioén disuelta y clara. Después de la reconstitucion, las muestras se inspeccionaron visualmente
para detectar la presencia de particulas, y la transparencia o el cambio de color de la solucion. La
observacion se realizé durante 5,0 s en el mismo gabinete de revision descrito, girando la unidad en todos
los sentidos sobre cada una de las superficies, blanca y negra. Se considerd aceptable una solucion clara,
incolora, sin residuos visibles como materia no disuelta. Se emplearon cinco viales por preparacion, y

para los estudios de estabilidad acelerada y de vida de estante 20 viales por lote en cada evaluacion.
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2.8.6 Conteo de particulas subvisibles

La concentracion de particulas de tamafio mayor o igual que 10 y que 25 um se determiné en un sistema
de recuento electronico de particulas, mediante el método de oscurecimiento de la luz, empleando un
equipo KL-04 (RION Co. LTD., Japén). Los limites maximos aceptables de particulas fueron de 6 000 y
de 600 por unidad de volumen para particulas mayor o igual que 10 um y que 25 um, respectivamente
(USP<788>, 2008). Se tomaron siete viales del producto liofilizado y a cada vial se le inyectd 5,0 mL de
Al luego se colocaron 30 mL de la muestra reconstituida en la celda y se determinaron los conteos de
particulas. Después de cada medicion, para evitar la contaminacién cruzada, el sistema se lavd con

porciones de 5,0 mL de agua excenta de particulas.
2.8.7 pH
El pH se determind empleando un medidor de pH calibrado, PHM220 (Radiometer Analytical, Francia)

segun se ha descrito (USP<791>, 2008). El valor experimental fue el promedio de tres réplicas.
2.8.8 Osmolaridad

La osmolaridad se determiné mediante la técnica del punto de congelacion, utilizando un semimicro
osmometro, modelo K-7400 (Knauer, Alemania). Como referencia se utiliz6é un patrén de 290 mOsm/kg
suministrado por el fabricante y AI como control. Para la medicion se afiadieron 150 pL. de cada muestra
a la celda de vidrio del equipo. Se evaluaron tres réplicas por muestra.

2.8.9 Concentracion de carbohidratos totales

La concentracion de carbohidratos totales se determin6 de forma espectrofotométrica, mediante la reaccion de
la antrona, segun se ha descrito (Umbreit y Burris, 1960). Las lecturas de absorbancia de las muestras y
patrones fue a 585 nm en un espectrofotometro modelo Ultrospec 3 300 pro (Amersham-Pharmacia Biotech,
Suecia). Como referencia para la cuantificacion, 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 caracterizacion fisico-quimica del EGFhr. Instrumentos, técnicas y

procedimientos
2.9.1 Absorbancia a 280 nm

La concentracion de EGFhr se determin6 por el método de absorbancia a 280 nm utilizando el coeficiente
de extincién masico (E% z/;’n = 30,9 mL/mg x cm) determinado en el tampon 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 realizo en un espectrofotometro U-3300 (Hitachi, Japon). Se realizaron tres réplicas por

muestra.
2.9.2 Concentracion de proteinas por el método de Bradford

La concentracion de EGFhr se determind por el método de Bradford segin se ha descrito (Bradford,
1976), utilizando el reactivo suministrado por la firma comercial (Bio-Rad, EE.UU.). Como referencia
para la cuantificacion, las muestras se evaluaron en paralelo con una curva de concentraciones de un MRT

de albumina 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 emple6 el sistema de solucién tampon Tris/tricina, segun el método descrito
(Schiagger y von Jagow, 1987). Se analizaron 10 pg de proteina de cada muestra por triplicado. Las
muestras se prepararon en el tampon de ensayo (Tris-HC1 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 B-mercaptoetanol y 0,005 % m/v de bromofenol azul). Las
muestras se calentaron durante 15 min a 95 °C. La corrida se realizd 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 alcanzo el
final del gel. Las bandas de proteinas se detectaron mediante tincién con azul de Coomassie coloidal
(Invitrogen Ltd., Reino Unido). Los geles se registraron en un densitometro Modelo GS-800 (Bio-Rad,
EE.UU.). Esta imagen se proceso para determinar el porcentaje de pureza mediante el programa Melanie,
v5.02 (GeneBio, Suiza). Se utiliz6 un patréon de My compuesto por: aprotinina (6 511 g/mol), lisozima
(14 300 g/mol), inhibidor de tripsina de soya (20 100 g/mol), anhidrasa carbonica (29 000 g/mol),
ovoalbiimina (43 500 g/mol), albtimina de suero bovino (67 000 g/mol) y B-galactosidasa (116 300 g/mol).
2.9.4 Cuantificacion de la desamidacion mediante electroforesis en ausencia de SDS

Para la electroforesis de proteinas en ausencia de SDS se empled el sistema de solucion tampon
histidina/MOPS, segtn el método descrito (Ramos y cols., 2011). Se analizaron 6 pg de proteina de cada
muestra por triplicado. Las muestras se prepararon en el tampon de ensayo: histidina/HCI 0,15 M, pH 5,0
que contenia 5,0 % v/v de glicerol y 0,005 % m/v de bromofenol azul. El experimento durd
aproximadamente 45 min, a 25 °C y corriente constante de 20 mA. La corrida se interrumpid cuando el
bromofenol azul alcanz6 el extremo inferior del gel. Los geles se tifiieron siguiendo el procedimiento de
tincion con Coomasie (Neuhoff y cols., 1988). Los geles se registraron en un densitometro Modelo
GS-800 (Bio-Rad, EE.UU.). Las imagenes se analizaron con el programa Melanie, v5.02 (GeneBio,
Suiza). Después de la deteccion automatica, la region considerada para la cuantificacion se editd

manualmente hasta la linea de fondo del gel. El porcentaje de pureza se calculé a partir del volumen
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optico de la banda. Como control de EGFhr desamidado en la Asn' se utilizé una preparaciéon que se
obtuvo por el mismo proceso que el EGFhr expresado en Saccharomyces cerevisiae, pero donde el codon

de la Asn' se cambi6 por mutagénesis dirigida por uno de Asp (Investigaciones Biomédicas, CIGB).

2.9.5 Cromatografia liquida de alta eficacia en fase inversa

Se empled 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 separacion en una columna de
poro amplio (Cg) (5 pum, 250 X 4,6 mm) Vydac (Hesperia, EE.UU.). Los solventes y gradientes
fueron: A, 0,1 % de acido 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 °C. La sefial se
detectd 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

integracion fue valle a valle. El tiempo de retencion relativo (trr) se calculo por la expresion:
trr = [(tiempo de retencion del EGFhr modificado)/(tiempo de retencion del EGFhr;.s;)]  [2.1]

2.9.6 Cromatografia liquida de alta eficacia de exclusion molecular

La separacion en SEC fue en el mismo sistema descrito utilizando una columna Superdex 75 HR 10/30
(GE Healthcare Bio-Sciences AB, Suecia). Las condiciones cromatograficas fueron: 0,1 M NaPO4/0,5 M
arginina-HCI a pH 6,5 como fase moévil, la velocidad de flujo fue constante entre 0,4 y 0,5 mL/min, y la
temperatura de trabajo de 25 £ 2 °C. La sefial se detect6 a 280 nm y la corrida durd entre 45 y 55 min. Se
evaluaron dos réplicas por muestra. La My se determiné a partir de un patron de My, (Bio-Rad, EE.UU.),
compuesto por tiroglobulina de bovino (670 000 g/mol), gammaglobulina de bovino (158 000 g/mol),
ovoalbumina (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 ug de EGFhr se diluyé con 1 mL de una
solucion acuosa de 4cido formico al 0,2 % v/v. Luego, se desaldo empleando cartuchos Sep-Pak® Light C8
(Waters, EE.UU.) activados y equilibrados segun las instrucciones del fabricante. La proteina retenida en la
columna se lavo con 3,0 mL de una solucion acuosa de acido férmico 0,2 % v/v, y se eluyd en un volumen

de 1,0 mL de una solucién de acetonitrilo al 60 % en agua que contenia 4cido formico al 1,0 % v/v.
2.9.8 Hidrolisis acida parcial de la proteina

El volumen correspondiente a 50 pg de EGFhr se concentr6 junto con 50 uL de una soluciéon de cloruro

de guanidio 6,0 M en una centrifuga evaporadora a vacio "Speed vac” (Savant, EE.UU.). Seguidamente,
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la muestra se disolvio en 50 pL de 4cido clorhidrico 0,03 M. La solucién se transfiri6é a un vial de cristal
(Pierce, EE.UU.), se elimino el aire por evacuacion al vacio y se calentdé durante 9 h, la temperatura se
mantuvo constante a 104 °C en una estufa (Memmert, Alemania). El hidrolizado se desalé empleando una
microcolumna ZipTip C18 (Millipore, EE.UU.), equilibrada segtn las instrucciones del fabricante. Los
péptidos fueron eluidos en tres pL. de acetonitrilo al 60 % en agua para inyeccidon que contenia 1,0 % v/v
de acido formico, 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 Espectrometria de masas

Los espectros ESI-MS se obtuvieron en un espectrometro de configuracion hibrida ortogonal QTOF-2
(Micromass, Reino Unido) con fuente de ionizacion por electronebulizacion. El analizador se calibré
empleando una mezcla de sales de yoduros de sodio y de cesio (Sigma, EE.UU.) como referencia en un
rango amplio de My (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 espectrometro de masas, respectivamente.
2.9.10 Dispersion dinamica de la luz y potencial Z

Las determinaciones de las distribuciones de tamafio de particulas se realizaron en un Nano Zetasizer
(Malvern Instruments, Reino Unido). El potencial Z de la proteina se midi6 en el mismo instrumento. Las
dos mediciones se realizaron empleando cubetas desechables de pequefio volumen a 25 £ 2 °C. El valor
experimental fue el promedio de tres réplicas para cada ensayo. Las muestras contenian 0,5 mg/mL de
EGFhr en tampén acetato de sodio (pH 4,0-5,0) y en fosfato de sodio (pH 6,0-8,0). Para el analisis de los
datos se empleo el programa DTS v5.10. El diametro hidrodinamico de las especies principales presentes
en la solucion, evaluado por la distribucion por volumen, se estim6 mediante analisis multimodal a partir

de la distribucion de tamafios por intensidad.
2.9.11 Espectroscopia de dicroismo circular en el UV lejano y estructura secundaria

Los espectros de CD en el UV lejano (190-250 nm) se colectaron en un espectropolarimetro (Jasco Inc.,
Japon) utilizando una celda de cuarzo. Todos los espectros se colectaron después de cuatro corridas de
acumulacion a una concentracion de EGFhr de 50 uM. El efecto del fondo se eliminé después de suavizar la
sefal mediante la técnica de filtracion de la transformada rapida de Fourier, y de la substraccion de los
espectros de los tampones. El contenido de estructura secundaria se calculd a partir de la deconvolucion de
los espectros de CD mediante el programa CONTINLL (Provencher y Glockner, 1981; Sreerama y cols.,
2000).
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2.9.12 Espectroscopia de fluorescencia intrinseca del triptéofano

La fluorescencia intrinseca del triptofano en las muestras de EGFhr se estudi6 en un espectrofluorimetro
LS 50 (Perkin Elmer, EE.UU.) empleando cubetas de cuarzo. La longitud de onda de excitacion fue de
295 nm, y los espectros de emision se colectaron entre 305 y 405 nm. La abertura para el paso de la luz
para la excitacion y emision se fijé a dos nm, y la velocidad de barrido para la coleccion de los espectros a
100 nm/min. Los espectros de los blancos se sustrajeron a los de las muestras correspondientes, y se

utiliz6 el promedio de la acumulacion de tres barridos. Las mediciones se realizaron a 25 °C.

2.10 Ensayos de caracterizacion inmunoquimica y biologica del EGFhr. Instrumentos,

técnicas y procedimientos
2.10.1 Ensayo inmunoenzimatico en fase solida

Este método permite la cuantificacion del EGFhr mediante un ELISA tipo sandwich de dos sitios (Freyre
y cols., 1989; Vazquez y cols., 1990). En este ensayo, el EGFhr es reconocido por un anticuerpo
monoclonal de captura (CB-EGF.1) unido a una superficie sélida y por otro anticuerpo monoclonal
(CB-EGF.2) de revelado unido covalentemente a la enzima peroxidasa, cuya presencia se determina por la
adicion del sustrato de la enzima. La lectura de las absorbacias se realizé a 492 nm en un lector de placas
Sensident Scan (Merck, Alemania). Como referencia para la cuantificacion, 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 liofilizacion se calcul6 usando la expresion 2.2:

Concentracion de EGFhr por ELISA después de la liofilizacion
Recobrado (%) = x 100 [2.2]
Concentracion de EGFhr por ELISA antes de la liofilizacion

Las curvas dosis-respuesta se construyeron directamente al graficar los valores de absorbancia a 492 nm

frente al logaritmo de la concentracién de EGFhr.

2.10.2 Ensayo de proliferacion celular

Este ensayo se basa en la propiedad del EGFhr para estimular la proliferacion de las células de la linea
BALB/c 3T3 A31 de fibroblastos de ratén (ECACC, Reino Unido). Se sembraron 1,5 x 10° células/pocillo
en medio DMEM (Dulbecco modified Eagle Medium) (Gibco BRL, EE.UU.), que contenia 5,0 % v/v de
suero fetal bovino (Gibco BRL, EE.UU.). La siembra se realizé a 100 uL/pocillo, en placas de 96 pocillos
de fondo plano (Costar, EE.UU.), y la incubacion a 25 + 2 °C durante 24 h. A continuacion, las células se

lavaron e incubaron con medio DMEN durante 24 h para que las células alcancen un estado quiescente.
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Posteriormente se adicionan diferentes concentraciones del MRT y de las muestras problema de EGFhr
(diluidas en DMEM), y se incubd la placa otras 24 h. Las células viables se tifiieron 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 Ul/mL, por comparacion con el MRT (Tabla 2.3). La actividad bioldgica del
EGFhr se calcul6 procesando las lecturas de absorbancia a 578 nm, a través de un programa estadistico de
lineas paralelas (Finney, 1964). El valor reportado fue la media geométrica de 3-5 ensayos
independientes. El recobrado de la actividad biologica después de la liofilizacion se calculo utilizando la
expresion 2.3:
Actividad bioldgica del EGFhr después de la liofilizacion

Recobrado (%) = x 100 [2.3]
Actividad biologica del EGFhr antes de la liofilizacion

El célculo del porcentaje de méaxima estimulacion del EGFhr en las muestras, a una concentracion

prefijada (Ci), se realiz6 a partir de las lecturas de absorbancia a 578 nm (A), mediante la ecuacion 2.4:

A (Ci) — A (blanco)
% estimulaciéon maxima (Ci) = A (10 ngmD)— A (o ) x 100 [2.4]
ng/mL)— anco

Donde A (Ci) es la absorbancia de la muestra con concentracion 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 maxima concentracion de
EGFhr evaluada en la curva. Las curvas dosis-respuesta se construyeron al graficar el porcentaje de
estimulacion maxima frente al logaritmo de la concentracion de EGFhr. Los valores de la concentracion
efectiva al 50 % (CEs) se calcularon a partir de las curvas dosis-respuesta mediante el andlisis de regresion
no lineal utilizando el programa GraphPad Prism, v5.02 (GraphPad Software Inc., EE.UU.).

La actividad especifica del EGFhr en ensayo de proliferacion celular es definida por la expresion 2.5:

Ensayo de proliferacion celular (UI/mL)

Actividad especifica (U/mg) = [2.5]

Concentracion teorica de EGFhr (mg/mL)

2.10.3 Pirdégenos

La prueba se realizé segiin se ha descrito (USP<151>, 2008), en conejos (linea Chinchilla Bastards,
macho) utilizando una dosis de 10 pg de EGFhr/kg de peso del animal.

2.10.4 Seguridad general

La toxicidad anormal se evalud seguin el procedimiento descrito (Ph.Eur.<2.6.9>, 2003), en ratones macho
de la linea NMRI y en curieles albinos Hartley utilizando dosis tnica de la formulacién con 25 0 75 pg de

EGFhr/animal.
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2.10.5 Esterilidad

La prueba se realizé por el método de filtracion por membrana seglin se ha descrito (USP<71>, 2008). La
prueba se bas6 en la filtracion de la formulacién que se evalua a través de membranas estériles de nitrato
de celulosa de 0,45 um. Se utiliz6 un volumen de 20 mL de muestra. Una membrana se incub6 en un
medio fluido de tioglicolato a 30-35 °C y la otra en caldo de triptona de soya a 20-25 °C por no menos de
14 dias. El contenido de los dos recipientes se examin6 regularmente para detectar signos de crecimiento
microbiano (desarrollo de turbidez o crecimiento sobre la superficie) durante los 14 dias. La prueba de

esterilidad solo fue satisfactoria cuando no se observo crecimiento microbiano.

2.11 Metodologias de calculo y analisis estadisticos

2.11.1 Analisis cinéticos

Para los andlisis cinéticos, primero se calculd el porcentaje de EGFhr remanente determinado por los
diferentes ensayos segun la ecuacion 2.6. Los ensayos utilizados fueron el area determinada por
RP-HPLC y SEC; la concentracion de EGFhr por ELISA y la actividad biologica en ensayo de

proliferacion celular.

Valor del ensayo de EGFhr en el tiempo de incubacion t
EGFhr remanente (% ) = x 100 [2.6]
Valor del ensayo de EGFhr en el inicio (to)

La constante de velocidad de la reaccion de degradacion observada (Kgps), se determind a partir de la
ecuacion 2.7, graficando el logaritmo neperiano (In) del porcentaje de EGFhr remanente frente al tiempo
(proceso de primer orden). Los valores de Kg,s coinciden con las pendientes de las lineas rectas para cada

condicion evaluada. Los andlisis cinéticos de los estudios se presentan en los anexos del 4 al 9y 11.

In [EGFhr remanente (% )] = — Kobs X t [2.7]

A partir de los valores de los porcentajes de desamidacion (segun la ecuacion 2.8) en funcion del tiempo
se determind mediante ajuste de regresion lineal la pendiente de la recta. El valor de la pendiente coincide
con la K,s de desamidacion (Asnl). Los andlisis cinéticos de desamidacion del EGFhr se presentan en el
anexo 12.

Volumen de la mancha correspondiente al
% EGFhr-Desamidado (Asn') = . EGFhr-Desamidado x 100 [2.8]
Sumatoria de los volumenes de todas las

manchas detectadas
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2.11.2 Calculo de las masas moleculares teoricas de las variantes de enlaces de disulfuro

Las masas moleculares monoisotopicas tedricas de los iones multicargados de cada una de las variantes
peptidicas originadas por la formacion de enlaces de disulfuro incorrectos se calcularon mediante el
programa MassLynx v3.5 (Micromass, Reino Unido). Para dicho proposito primeramente se obtuvo la
composicion elemental de cada uno de los péptidos detectados durante la hidrélisis acida parcial de la
molécula y se consideraron todas las posibles combinaciones de enlaces de disulfuro entre los péptidos
que contienen residuos de cisteinas. También se considerd que la formacion de cada uno de estos enlaces
conlleva a la pérdida de dos atomos de hidrégeno. Ademas, se buscaron posibilidades que implicasen la
formacion de tioles libres al no enlazarse dos residuos de cisteinas. La composicion elemental de cada una

de las variantes se calcul6 con el programa Scrambling (CIGB, Cuba).

2.11.3 Calculos de estructura secundaria del EGFhr mediante modelacion molecular

Las estructuras secundaria del EGFhr se asignaron a partir de la estructura cristalografica del complejo
EGFhr-Receptor PDB ID: 1IVO (Ogiso y cols., 2002). El contenido de estructura secundaria se calculo
con el programa WHAT IF (Vriend, 1990). La metodologia de los indices de corrimientos quimicos
también se utilizo para calcular la estructura secundaria del EGFhr (Wishart y Sykes, 1994), para lo cual
se emplearon los datos de los corrimientos quimicos informados para esta proteina a pH fisiologico
(Huang y cols., 2010). Para estos calculos de estructura secundaria se utiliz6 el programa CSI 2.0 (Hafsa y

Wishart, 2014).

2.11.4 Evaluaciones estadisticas

Para el andlisis de correlacion entre los ensayos de proliferacion celular y ELISA se utilizaron los
resultados de las muestras evaluadas en los estudios de estrés. La correlacion se evalud con el método de
las puntuaciones estandarizadas, haciendo las transformaciones que aparecen en las ecuaciones 2.9 y 2.10.

Finalmente se calculd el coeficiente de correlacion de Pearson mediante la ecuacion 2.11.

Z,=(X— X)/S, [2.9]
Zy=(Y - T)/Sy [2.10]
Iy = (2 Z,x Z, )N [2.11]

Donde X y Y son los resultados de proliferacion celular y ELISA,
X y T los valores medio,
Sxy Sy las desviaciones estandar, y

N el ntimero de determinaciones.
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Esta funcién examina cada pareja de mediciones (una de ELISA y la otra de proliferacion celular) para
determinar si existe alguna relacion con el movimiento de las variables.

Los calculos de las K5 fueron realizados mediante analisis de regresion lineal, empleando el programa
Microsoft Excel 2010 (Microsoft, EE.UU.). Los valores de la K., fueron considerados estadisticamente
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 estadisticamente
mediante el andlisis de varianza (ANOVA) utilizando el programa Statgraphic Centurion XV (StatPoint
Technologies Inc., EE.UU.). Las diferencias fueron estadisticamente significativas para p < 0,05.

Los datos de estabilidad acelerada y de vida de estante se analizaron mediante técnicas de regresion, para
conocer si las variaciones de los parametros fueron estadisticamente significativas o no (Sanford y Bon,
1997). Primero se calcularon las pendientes para cada lote. A continuacion, para conocer si las pendientes
de una misma presentacion eran o no estadisticamente diferentes (el nivel de significacion fue de 0,25), se
compararon las pendientes de los lotes de una misma presentaciéon. Cuando no se detectaron diferencias
entre las pendientes se realizd una prueba para determinar si los interceptos eran diferentes o no. Cuando
las pendientes no fueron diferentes pero los interceptos si, las regresiones se agruparon para obtener una
regresion de pendiente comun. Cuando ni las pendientes ni los interceptos fueron estadisticamente
diferentes, se agruparon las regresiones para obtener una regresion con pendiente comun e intercepto
comun. A continuacion, se compararon la regresion de pendiente comun y la de pendiente comun e
intercepto comun para cada presentacion, siguiendo los mismos procedimientos utilizados para la
comparacion de los lotes. El ultimo paso fue la investigacion de la significacion de las pendientes de
regresion comun (a = 0,05). En todos los casos se asumi6 un modelo cinético de primer orden. Para estos
analisis de regresion se empled el programa DegTest (Registro 1486-2004 del Centro Nacional de

Derechos de Autor, Cuba).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Estudios de degradacion forzada del EGFhr en solucion acuosa

Los estudios de estrés se realizaron para conocer el perfil de degradacion de la molécula, establecer las
mejores condiciones de almacenamiento y evaluar el caracter indicativo de estabilidad de los métodos

analiticos. Las condiciones de estrés aplicadas fueron la combinacioén de valores extremos de pH y calor,

la presencia de agente oxidante y la fotdlisis.

3.1.1 Estrés por combinacion de pH extremo y calor

En general, el andlisis por RP-HPLC se considera un buen método para la deteccion de los cambios
quimicos en los péptidos y las proteinas (Atanu Kumar, 2012). En particular, se plantea que el RP-HPLC es
un método indicativo de la estabilidad quimica 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 EGFhr;.s; con trr de 0,80, y el EGFhr;_s; con trr de 1,0 (Besada y cols., 1990;
Anexo 2). Los perfiles de RP-HPLC de las muestras calentadas durante cuatro dias a 50 °C a diferentes
valores de pH muestran nuevas sefiales que se corresponden con la aparicion de productos de degradacion
del EGFhr, esto evidencia que esta proteina es muy sensible a la degradacion después de la exposicion a
50 °C en solucioén a pH tanto acido como basico, e incluso a pH neutro. Los niveles de degradacion, segin
el pH, fueron: pH 9,0 > pH 3,0 > pH 7,0. En el anexo 3 se muestran los valores de los porcentajes de
EGFhr,s;, EGFhr;.5; y de los productos de degradacion presentes en cada muestra, determinados por

RP-HPLC antes y después de los tratamientos de estrés.
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La SDS-PAGE se utiliz6 para determinar la agregacion y la fragmentacion del EGFhr en funcion del pH
después de la exposicion a 50 °C. En este ensayo, en la muestra incubada a pH 3,0 (carrilera 3 en las
figuras 3.2 a y b) se detect6 una disminucion en la intensidad de la sefial 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 comparacion con el grupo control, tanto en condiciones reductoras como no

reductoras (Figura 3.2). En las condiciones evaluadas no se detect6 la formacion de agregados.

®) 1gmo) 1 2 3 4 5 6 7

@ icgmed) 1 2 3 4 5 6
116,3

= 116,3 —
67,0 _— - 67,0 | -
43,5 - - -— 43,5 -—— -
29,0 -—— — 29,0 -
20,1 20,1 — -
14,3 - - 143 | —
-
&,5 — - 65 |, -
e — — -

Figura 3.2. Patrones de SDS-PAGE del EGFhr después de la aplicacion del estrés por combinacion 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 tampon Tris-tricina. La deteccion se realizo
mediante tincion con azul de Coomassie. Carriles 1 y 7: marcador de My, carriles 2y 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, 4y 5
fueron calentadas durante cuatro dias a 50 +2 C.

Se ha descrito que la aplicacion de la electroforesis en ausencia de SDS permite la separacion de las
especies desamidadas y no desamidadas del EGFhr (Koch y cols., 1984). En el método utilizado en este
estudio se empled un sistema de solucion tampdn histidina/MOPS en el rango de pH (5,0-5,5) (Ramos y
cols., 2011), cercano al punto isoelétrico del EGFhr,_s; y el EGFhr.s; (4,4), el cual acentta las diferencias
en carga eléctrica entre las especies desamidadas y no desamidadas y un aumento en la resolucién de
ambas especies (Yassel Ramos, CIGB, Octubre 2015, comunicacion personal).

Para evitar la formacion de otros productos de degradacion mas alla de la desamidacion, las muestras en
este ensayo se calentaron solamente durante un dia a 50 °C. En la figura 3.3 se observa el predominio de
la formacion de especies basicas a pH 3,0 (banda marcada con el asterisco en el carril 3) la cual pudiera
estar relacionada con la formacion de un Asp-succinimida en el EGFhr debido a que esta modificacion se

favorece a pH acido. En cambio, a pH 7,0 y 9,0 predominé la formacion de especies acidas en el EGFhr
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(carriles 4 y 5). A pH 7,0 y 9,0 se favoreci6 la intensificacion de la banda con mayor migracion. Esta
banda fue identificada como el EGFhr desamidado en la Asn', por tener la misma migracion que un
material de referencia de un EGFhr mutado con Asp'. Estos resultados se corresponden con los
publicados para el EGFhr;4s en solucion acuosa, donde a pH &cido predomin6 la formacion de
Asp''-succinimida que es una especie bésica, y a pH neutro y basico la desamidacion de la Asn' que es

una especie acida (Senderoff y cols., 1994).

1 2 3 4 5 G
EGFhr no desamidado (N'SD...) — - pra— - @
EGFhr desamidado (D'SD...) ——= % —
EGFhr (°%0) 688 67,2 63.2 84,5
P -

Figura 3.3. Patrones de electroforesis en ausencia de SDS empleando un gel de acrilamida/bisacrilamida al
20 % en el sistema tampon histidina/MOPS. La deteccion se realizo mediante tincion con azul de Coomassie.
Carril 1: patron de EGFhr desamidado, carril 2: patron 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, 4y 5
fueron calentadas durante un dia 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 formacion de especies acidas.

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 dia a 50 °C se redujo considerablemente en relacion con el control no calentado, lo que evidencia que esta
molécula es muy sensible a la degradacion en solucion acuosa en un amplio rango de pH (Figura 3.3).

Se describi6 que la alta tendencia a la polimerizacion por intercambio de los enlaces disulfuro es una de las
principales rutas de degradacion del EGFhr (Brake y cols., 1984). En este trabajo se determin6 la formacion
correcta de los enlaces disulfuro a partir de una hidrolisis acida de la proteina y se analizé por ESI-MS. Las
muestras sometidas a estrés por combinaciéon 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 dias 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 relacion masa/carga (m/z) 884,10 y 942,39 de los péptidos [(*S-H'®)-S-S-("*G-L*)]*" y
[(*S-H'%)-S-S-(**G-D*")]*" se corresponden con las sefiales asignadas a dos péptidos (*S-H'®) con (**G-L**) y
(4S-H10) con (18G-D27), respectivamente, enlazados mediante un enlace disulfuro intermolecular entre las
Cys®-Cys™. El i6n m/z 679,53 del péptido [(*G-H'®)-S-S-(**K-R*)]*" se asigné a los péptidos enlazados
mediante un enlace disulfuro intermolecular que une a las Cys'*-Cys’!, y ademas contiene un enlace
disulfuro intramolecular que une a las Cys*-Cys*%. El i6n m/z 772,87 del péptido [*>C-R*]*" se corresponde
con un enlace disulfuro intramolecular entre las Cys**-Cys*. 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 formacién correcta de los
enlaces disulfuro intramoleculares esperados (Cys®-Cys™, Cys'*-Cys®! y Cys*-Cys™).

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
combinacion de pH extremo y calor, se calculd la composicion elemental de todos los péptidos que se
pudieran formar por enlaces de disulfuro entre los residuos de cisteinas de la molécula. Consideramos
solo las especies que se generan mediante cortes especificos por la hidrdlisis 4cida parcial (extremos N y
C terminal de Asp, Glu, Asn y Gln). Posteriormente, se buscaron exhaustivamente todas las variantes
peptidicas en el espectro ESI-MS de la hidrolisis &cida parcial de las muestras. Este andlisis cualitativo se
realizd con el programa Scrambler (CIGB, Cuba), el cual modela las distribuciones isotopicas de los
péptidos a partir de su composicion elemental. La presencia de cada una de estas senales, se busco
minuciosamente en el espectro ESI-MS después de magnificar adecuadamente cada una de las regiones en
que se deberian detectar las distintas especies multicargadas, y no se detect6 sefial alguna que coincidiera
con las m/z y las distribuciones isotdpicas predichas para los enlaces de disulfuro incorrectamente
formados. Los analisis por ESI-MS permiten afirmar que el EGFhr mantiene la formacion 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 polimerizacion del EGFhr por intercambio de enlaces disulfuro. En dicha
investigacion los autores se basaron Unicamente en los resultados de SDS-PAGE. Los resultados de este
trabajo demuestran mediante la combinacion de las técnicas de SDS-PAGE y ESI-MS que el EGFhr no
presenta tal tendencia a la polimerizacion, y que mantiene la formacion correcta de los enlaces disulfuro

aun después de tratamientos drasticos de estrés.
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3.1.2 Estrés por presencia de agente oxidante y por fotolisis

En la secuencia de aminodcidos del EGFhr existen varios residuos oxidables y fotosensibles: His, Trp, Met,
Phe, Tyr y Cys (Michaeli y Feitelson, 1997). Se conoce que los residuos Tyr'">, His'® y Tyr’’ son esenciales
para la union del EGF a su receptor (Lu y cols., 2001). Por otro lado, se comunica sobre la fotooxidacion del
EGFhr (Cini y cols., 1992), y la deteccion por RP-HPLC de la oxidacién del EGFhr4g, dada por una
elevada sensibilidad hacia la oxidacion de la Met*' a sulfoxido (Senderoff y cols., 1994). En los estudios de
caracterizacion del IFA de EGFhr obtenido en el CIGB también se ha detectado la oxidacion de la Met*' a
sulféxido en RP-HPLC, y caracterizado por ESI-MS (Besada y cols., 1990; Anexo 2).

En estudios de degradacion forzada se ha descrito el empleo del H,O, a concentraciones de hasta el
3,0 % (v/v) para censar la tendencia de los medicamentos a la oxidacion (Blessy y cols., 2014). Los perfiles
cromatograficos de RP-HPLC muestran una répida degradacion del EGFhr en presencia de H,O,, la
degradacion se incrementd de manera proporcional a la concentracion de H,O, a 25 °C (Figura 3.5 a). Los
principales productos de degradacion eluyeron a menor trr que las especies no modificadas. En este caso a trr
de 0,71 y 0,93 para el EGFhr,.5; y el EGFhr,._s;, respectivamente. En la literatura se indica que los péptidos y
proteinas que contienen Met oxidada son mas hidrofilicos en su comportamiento en RP-HPLC que sus
analogos no modificados (Zybailov y cols., 2009), lo cual sugiere que estas especies pudieran corresponderse
con la oxidacion de la Met®! a sulfoxido para el EGFhr,s; y el EGFhr;.s;. Ademads, 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 sefial del espectro ESI-MS correspondiente al péptido N-terminal (Asn'-Lys*®)**
se detectd 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 incorporacioén de un atomo de oxigeno en la cadena lateral de la Met. Al analizar dicha
especie en ESI-MS/MS se detectd, a partir del ion precursor y otros fragmentos, una pérdida de masa de
64 g/mol (—CH3SOH), la cual es muy especifica de péptidos que contienen un residuo de sulfoxido de Met,
lo que corrobora que este péptido esta oxidado (Besada y cols., 1990).

Una forma comun de evaluar la susceptibilidad a la fotodegradacion de las proteinas es la exposicion
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 exposicion a la radiacion UV en cubetas de cuarzo. Se observa que
desaparecieron las sefiales del EGFhr, lo que indica una degradacién extensiva de la proteina. Al
comparar el perfil cromatografico de la muestra de EGFhr expuesta a radiacion UV en viales de vidrio de
borosilicato, con el del control en la oscuridad; el perfil cromatografico de la primera incrementd

notablemente las sefiales de los productos de degradacion con trr de 0,71 y de 0,93. Estas se corresponden
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con la oxidacion de la Met*! a sulfoxido para el EGFhr;_s; y el EGFhr,.s,, respectivamente. En el perfil
también aparicen nuevos picos minoritarios a mayores tiempos de retencion que el del EGFhr.s;. Los
resultados evidenciaron que el vidrio de borosilicato posee una elevada propiedad protectora frente al

paso de la radiacion UV, por lo que evita la degradacion extensiva del EGFhr.

(a) (b)
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57,4 5%
: |
g i s
& S Irradiado vial
adiado viales
~ H,0, 0,01 % o 641 93
=] = :
i e -
= = |
= =
E E Control oscuridad 0.8 1,0
= Control - (pH7,0,25°C) , 28,0%
AL (pH7,0, 25 °C) | | :
T L L L] I L] L] L] L) I L L L L] I T L] L L] I L] L] L) L) = ’ " L I L L) L) L l X L o Lt I ¥ ' . L I L L) L v
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25

Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 3.5. Efecto de la presencia de agente oxidante, y de la accion de la fotolisis en la estabilidad del
EGFhr. (a) Perfiles en RP-HPLC del EGFhr después de la aplicacion del estrés por la presencia de
H>0,(0,01 y 0,1 %) durante 30 min a 25 +2 C. (b) Perfiles en RP-HPLC después de la exposicion a
UV 254/365 nm durante 24 h a 25 + 2 °C. Las especies se separaron en una columna Vydac Cg
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 aparicion o el incremento de la senial
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 EGFhr,.s;, EGFhr;.5; y de los productos de
degradacion presentes en cada muestra al ser evaluados en RP-HPLC, antes y después de la exposicion a
las condiciones de estrés por la presencia de agente oxidante y por la fotdlisis. En los cromatogramas, se
aprecia una notable disminucion en el porcentaje de las sefiales del EGFhr, acompafiada por el incremento
de las senales asignadas a la oxidacion del EGFhr a sulfoxido de Met. Los resultados corroboran que el

RP-HPLC es un método indicativo de estabilidad.
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3.1.3 Evaluacion de las muestras de degradacion forzada mediante los ensayos de ELISA y
de proliferacion celular

El ELISA tipo sandwich con el cual se evalu¢ la estabilidad del EGFhr detecta cambios en el plegamiento
de la proteina, 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 proliferacion celular del EGFhr se considera un ensayo de actividad funcional
para esta proteina, debido a que los eventos de proliferacion celular resultan imprescindibles para el
proceso de cicatrizacion de las heridas.

En la figura 3.6 a se muestran los resultados de las evaluaciones en los ensayos de ELISA y de
proliferacion celular de las muestras que se utilizaron en los estudios de degradacion forzada del EGFhr.
Las principales afectaciones en los dos ensayos se observaron después de la exposicion a pH 3,0 y 9,0
durante cuatro dias a 50 °C; y después de la irradiacion con UV en cubeta de cuarzo. Estos resultados
estan en concordancia con los ensayos fisico-quimicos anteriores: RP-HPLC, SDS-PAGE Yy electroforesis
en ausencia de SDS, en los cuales se detecto la aparicion de nuevas especies con tales muestras.

No se observan afectaciones en relacion con el control no tratado en las muestras sometidas a estrés por
exposicion a H,O,, ni cuando la exposicion a radiacion UV se realizd en viales de vidrio, como indican
los resultados de ELISA y de proliferacion celular (Figura 3.6 a). En esas condiciones, el inico cambio
fisico-quimico detectado fue el incremento de la sefial en RP-HPLC correspondiente a la oxidacion de la
Met*' a sulféxido, se puede concluir que dicha ruta de degradacion no tiene relevancia para el
reconocimiento inmunologico del EGFhr por ELISA, ni para la actividad biologica.

La figura 3.6 b muestra una correlacion entre los resultados del ELISA y de proliferacion celular para las
muestras evaluadas en el estudio de estrés, como lo evidencia el valor del coeficiente de correlacion de
Pearson de 0,98. Al mapear los epitopos que reconocen los dos anticuerpos utilizados en el ELISA de
EGFhr, se encontré que los aminoacidos criticos para el reconocimiento por el anticuerpo monoclonal
CB-EGF.1 fueron: Pro’, Leu®, Ser’, Asp'', Gly'?, Tyr'"’; en tanto que para el CB-EGF.2 fueron: Tyr™,
Ile™, Leu®®, Asp®’, Lys™ (Infante y cols., 2014). Los dos anticuerpos inhiben la activacion del receptor de
EGF en ensayos de inhibicion de la fosforilacion inducida por el ligando. Los epitopos identificados para
los dos anticuerpos se solapan con la superficie de interaccion EGF/receptor, y proporcionan una
racionalidad estructural para la neutralizacion de los efectos bioldgicos del EGFhr. Estos datos justifican

la correlacion estadistica entre el ELISA y el ensayo de proliferacion celular (Figura 3.6 b).
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El hecho de que los epitopos identificados para los anticuerpos empleados en el ELISA no incluyan la
Met*' del EGFhr explica por qué no se encontraron afectaciones de las muestras en los resultados del
ELISA donde se observo la oxidacion de la Met*! a sulféxido (por ejemplo, en presencia de H,0,). La
Met*! en el EGFhr se encuentra expuesta al solvente (Ogiso y cols., 2002; Huang y cols., 2010). Esta
localizacion hace que su oxidacion hacia sulféxido no deba provocar alteraciones apreciables en la
estabilidad del plegamiento de esta proteina, y en consecuencia no termine afectando su actividad
bioldgica. Si estuviera en el interior de la proteina plegada, en un entorno hidrofébico, la Met*! oxidada (a
sulfoxido) dejaria de satisfacer dos enlaces por puentes de hidrégeno (8,38-20,92 kJ/mol por cada puente)
con respecto al estado desnaturalizado. Ello reduciria significativamente la estabilidad del plegamiento de
la proteina, y provocaria cambios conformacionales que pudieran afectar su actividad biologica (Stryer,
2008). Ademas, el residuo Met®' se encuentra parcialmente expuesto (en particular el 4tomo S° también
establece contactos con grupos polares) en la estructura del complejo con el receptor (Ogiso y cols.,
2002). Esto sugiere que la oxidacién no afectaria apreciablemente la superficie de contacto con el
receptor. En tal sentido, el reemplazo de la Met*' por el residuo Ile mediante mutagénesis dirigida no

provoco alteraciones en la actividad biologica del EGFhr (Medina-Selby y Nascimento, 1992).
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Mediante los estudios de estrés en solucion acuosa se demostrd que el EGFhr se degrada con facilidad
durante la exposicion a 50 °C, a H,O, y a la radiacion UV. Las principales rutas de degradacion a pH 7,0
fueron la desamidacién de la Asn' y la oxidacion de la Met*' a sulfoxido. La combinacion de los ensayos
de RP-HPLC, electroforesis, ESI-MS, ELISA y ensayo de proliferacion celular permiten evaluar
apropiadamente la estabilidad del EGFhr.

3.2 Estabilizacion del EGFhr en una formulacion liquida

Entre los factores del ambiente de la solucion que rodea la proteina son importantes para preservar la
estabilidad: el pH, el tipo de tampon, la fuerza idnica, la concentracion de la proteina y los excipientes
(Manning y cols., 2010). Los estudios de estabilidad en solucion acuosa se realizaron a 50 °C, 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 evaluacion de los factores de la solucion, extrinsecos a la proteina, 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 evalué mediante la cuantificacion por absorbancia a 280 nm,
de la proteina soluble después de la filtracion de la solucion. La solubilidad del EGFhr aumenté con el
incremento del pH en el rango entre 4,0 y 8,0, con valores maximo 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 proteinas al alejarse el pH de la
solucion de su punto isoelétrico. El punto isoelétrico para el EGFhr4ges 4,55 (Senderoff'y cols., 1994).

Los datos experimentales de los ensayos de RP-HPLC y ELISA demostraron una relacién lineal entre el In de
la concentracién 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 K, en funcion del pH
(Figura 3.7 b). La degradacion del EGFhr a 50 °C se catalizé a valores de pH inferiores a 6,0 y superiores a
8,0, como muestran los resultados del RP-HPLC y el ELISA. La méxima estabilidad del EGFhr estuvo en el
rango de pH entre 6,0 y 8,0, con el valor dptimo cercano a 7,0. La Ky del EGFhr obtenida por ELISA fue
menor que por RP-HPLC (Figura 3.7 b). En los estudios de estrés previos se evidencié que algunos de los
productos de degradacion 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 estudi6 mediante CD en la region del UV lejano
(Figura 3.7 c). Todos los espectros (en condiciones acidas y basicas) mostraron un perfil caracteristico de
formas plegadas. La banda del espectro por encima de 225 nm se produce basicamente por la aquiralidad

generada por los tres puentes disulfuro intramoleculares, asi como por las cadenas laterales de los aminoacidos

60



(0) 0’8 HAA(—) 0L HA (1) 09 HA (W) 9°¢ HA ‘(- - ) 9°€ Hd v pSONID UOIIN]OS Ud AYJOF [P A 2P S0422dS7 (3)
(00106 HA) owpos ap op.i0q £ ()‘9-0‘9 Hd) o1pos ap ofsof (9¢c-0‘€ Hd) 01pos ap 0ipjaov souoduivy so] ua ul () 2p [oUlf UOIIDAJUIIUOD
pun v [jd ap saoppa sajua.afip uowzipn a8 YSITd & ITdH-dd 2p opoiut 2 1od D, 0§ v 4y JOH [2p popiigviso-[id ap jiiod (q) wu )87
D p12UDPQL0SqD L0d OpPUIULIIAP LY DT [P prpijignios-Iid ap Jifiaq (p) "Hd ]ap uo1dUNnf U2 PSONID UOION]OS U2 Y JO (2P POPYIGDIST L € DANSLY

(wu) epuo ap phybuon
05z oz v'>4 02z 02 002

1 n 1 L 1

- gl-
= 1=

- z1-

P
01 (, Jowp o Bap) [p]

7 Q)
H{ Hd
4l = 8 L 2 % % E % 6 8 L 9 s ¥ £ T 1
L | | | | | | | | .—HD..D i i i i i i i i .—”¢©
- s -
ET0 fT 2
[ = i n_q.
F -] E =
: s : oy
Er 2 ) )
- & - =
- Z : "
£ 0T £ 00T w
. TTET 6THT S8HT : g
VSI'Td —+— D T1dH-dI—o— e 0001
(@ (e)

uoISnISIp A sopensay



Resultados y discusion

aromaticos 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-f. La presencia de un minimo alrededor de 200 nm est4 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 soluciéon a pH 7,0 se calculé a partir de la
deconvolucion del espectro de CD (Tabla 3.1). Las estructuras fueron consistentes con un minimo
negativo en el espectro alrededor de los 200 nm. Los resultados de los espectros con el programa
CONTINLL mostraron una diferencia cuadratica 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 cristalografica del complejo EGFhr-Receptor PDB ID: 1IVO (Ogiso y
cols., 2002); y empleando los datos de los corrimientos quimicos informados para esta proteina a pH

fisiologico (Huang y cols., 2010) (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Contenido de estructuras secundarias del EGFhr

Método de calculo Hoja beta (%) Heélice alfa (%) Otras (%)
Deconvolucién del espectro de CD a pH 7,0 36 7 57
Modelacién molecular a partir de la estructura 27 6 67
cristalografica PDB ID: 11VO
Modelacion molecular a partir de los 30 8 62

corrimientos quimicos en RMN

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 pequeiia variacion 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 analisis de agregados durante el desarrollo de proteinas
farmacéuticas (Philo, 2009). El efecto del pH de la solucion en la agregacion del EGFhr se estudio por
SEC y DLS. Debido a que el EGFhr se unid inespecificamente a la matriz de la columna, la separacion en
SEC se realizd en presencia de arginina, como se sugirido para estos casos (Ejima y cols., 2005). Los
cromatogramas de la figura 3.8 a muestran el efecto del pH en la agregacion del EGFhr después de cuatro
dias de exposicion a 50 °C. La poblacion principal de moléculas de EGFhr (My de 6 216 g/mol) eluyo
aproximadamente a 37,5 min, el cual se corresponde con el mondomero de la proteina con una My de

6 190 g/mol, determinada a partir de la curva de calibracion. Las poblaciones que eluyeron a menores
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Figura 3.8. Estabilidad coloidal del EGFhr en funcion del pH de la solucion. (a) Perfiles cromatograficos en
SEC del EGFhr a diferentes valores de pH después de cuatro dias de incubacion a 50 +2 . Los perfiles
también muestran los porcentajes de recobrado’/pureza, en ese mismo orden, encima de cada cromatograma
y sombreado. Los volumenes totales aplicados fueron los mismos para todas las muestras. Las especies se
separaron en una columna Superdex 75 empleando como fase movil el tampon 0,1 M NaPO/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 senial
correspondiente al tampon de las muestras. Se inserta la curva de calibracion derivada de los marcadores de

M. (b) Distribucion de tamario de particulas por DLS en funcion del pH. (c) Potencial Z en dependencia
del pH.

"El recobrado (%) de EGFhr mediante SEC se calculé como la relacion entre el area del pico principal

después de cuatro dias de almacenamiento a 50 +2 °C y el area del pico principal de la muestra control
(no tratada) y multiplicado por 100.
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tiempos de retencion representan agregados de la proteina, 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 cromatograficos muy similares a la muestra
no calentada, con recobrados de pureza y masa superiores al 93,9 %; (ii) formacion de oligdémeros solubles
en el rango de pH entre 9,0 y 10,0 con una disminucion significativa de la pureza y el recobrado de la masa
(de 50,1 a 85,5 %), y (ii1) formacion de variantes truncadas del EGFhr y pérdida significativa del recobrado
de la masa de la proteina 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 formacion de mondémeros a partir de agregados reversibles durante la
dilucién de la muestra con la fase movil. Por consiguiente, es importante comprobar la fiabilidad de los
resultados de los perfiles cromatograficos comparandolos con los obtenidos empleando técnicas
ortogonales (Carpenter y cols., 2010). Para dicho propdsito, las muestras en el rango de pH entre 4,0 y 8,0
fueron analizadas mediante DLS, la cual proporciona informacion significativa con relacion al tamano de
los agregados. Los resultados de DLS, normalizados por el volumen de las particulas 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 encontrd
que la mayoria de las especies estaban formando particulas de tamafio entre 2,0 y 3,0 nm, las cuales
pueden atribuirse a la estructura monomérica del EGFhr. Los resultados del estado de agregacion del
EGFhr por SEC y durante la evaluacion 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 EGFhr;_45 (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 mds bajos de potencial Z correlacionaron con la presencia de
agregados de alto peso molecular; mientras que las que tuvieron los valores modulares mas altos
correlacionaron con la presencia en solucion de particulas de tamafio entre 2,0 y 3,0 nm, que pueden ser
atribuibles al mondémero de EGFhr (Figura 3.8 b y ¢). Estos resultados sugieren que los procesos de
agregacion del EGFhr, en el rango de pH entre 4,0 y 5,0; son mediados probablemente por interacciones
electrostaticas (Roberts y cols., 2011). El control de la agregacion es una preocupacion durante la
produccion, purificacion y formulacion de proteinas terapéuticas (Roberts y cols., 2011), y el pH de la

solucidn se considera uno de los factores mas importantes para controlar dicha agregacion (Wang, 2005).
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Se seleccion6 el rango de pH entre 6,0 y 8,0 para futuros estudios de estabilizacion del EGFhr en una
formulacion parenteral. En este rango de pH se favorecen al mismo tiempo la estabilidad quimica,
coloidal y el plegamiento correcto de esta proteina, como evidenciaron los resultados de RP-HPLC,
ELISA, solubilidad, CD, SEC, DLS y potencial Z.

3.2.2 Efecto del tipo de tampon

Un factor importante en la estabilidad en solucion de proteinas y péptidos es la catélisis de los tampones en
los diferentes procesos de degradacion (Bell, 1997). La estabilidad en solucion del EGFhr se estudi6 en
diferentes tampones en el rango de pH entre 6,0 y 8,0. Los valores de Kops, para las combinaciones de tampon
y pH, se muestran en la figura 3.9, los calculos de las K5 aparecen en el anexo 5.

A pH 6,0 el tampodn histidina mostré un marcado incremento de la Ko, con respecto a los otros tampones
evaluados. La mayor estabilidad del EGFhr se observo a pH 7,0 en los tampones fosfato de sodio y
Tris-HCI, con los valores mas bajos de la Ky,s en RP-HPLC. Los valores de las Kqys para el EGFhr en los
diferentes pH y tampones no mostraron diferencias significativas en el ELISA. La magnitud en la cual
una proteina particular puede ser estabilizada o desestabilizada por una combinaciéon de tampones y pH
depende de muchos factores. Un factor influyente puede ser la interaccion entre los grupos ionizables de
los iones tampon (segin su pKa) y las cadenas laterales de los aminoacidos de las proteinas (Ugwu y
Apte, 2004). Esta pudiera ser la razén por la cual se obtuvieron valores de K tan altos para el EGFhr en

el tampon histidina a altas temperaturas.

ORP-HPLC OELISA
03 T Figura 3.9. Valores de la K s del EGFhr en
B % funcion del pH y el tipo de tampon durante
~ 021 el almacenamiento a 50 + 2 °C. La
;:'0.15 - T I T estabilidad de la proteina se evalué mediante
£ 014 I I [ = - RP-HPLC y ELISA. La barra de error
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Aunque los tampones fosfato y Tris a pH 7,0 mostraron resultados similares, el tampon fosfato de sodio
fue seleccionado para futuros estudios debido a las siguientes razones. Primero, a pH 7,0 el tampon Tris
tiene una capacidad tampon mas baja que el fosfato (pKa del Tris 8,06 y pKa del fosfato 7,20). Segundo,
el tampon Tris tiene valores de opKa/o0T relativamente altos (—0,028/°C) con respecto al fosfato
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(—0,0028/°C) (Beynan y Easterby, 1996). Ademas, el tampon fosfato es mas economico que el Tris y

mucho mas utilizado en formulaciones de proteinas.
3.2.3 Efecto de la concentracion de la proteina

Un factor clave en la estabilidad en solucion de proteinas y péptidos es su concentracion (Frokjaer y Otzen,
2005; Wang, 2005). En el anexo 6 se muestran los calculos de las Kqps. La figura 3.10 muesta los resultados
del efecto de la concentracion de EGFhr en su estabilidad, evaluada mediante los ensayos de RP-HPLC y
ELISA. Los resultados indican que la concentracion de EGFhr en el rango entre 25 y 1000 pg/mL no tuvo un
efecto significativo en su constante de degradacion. En este estudio, como en otros previamente mostrados, se

encontraron mayores valores de Kq,s en RP-HPLC que en ELISA.

ORP-HPLC OELISA

0,18 7

0,16

0.14 - Figura 3.10. Valores de la K, del EGFhr en
0,12 % + % funcion de la concentracion de la proteina en
0.1 - tampon fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,0) durante el
0.08 7 almacenamiento a 50 + 2 °C. La estabilidad de la
0,06 1 proteina se evalué mediante RP-HPLC y ELISA.
0884 La barra de error representa el intervalo de
0‘05 | confianza del 95 %.
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3.2.4 Efecto de la fuerza ionica del medio

La fuerza i6nica es considerada un factor importante que modula la estabilidad coloidal y la agregacion de las
proteinas, y que también puede afectar las rutas de degradacién quimica (Manning y cols., 2010). Ademas, la
modulacion de la fuerza idnica, mediante la variacion de la concentracion de NaCl, constituye una de las vias
mas utilizadas para ajustar la osmolaridad de las formulaciones parenterales. El efecto de la fuerza ionica en la
estabilidad del EGFhr se evalu6 en tampon fosfato de sodio a pH 7,0 y 50 °C, mediante los ensayos de
RP-HPLC, SEC y ELISA. Los valores de K, para las concentraciones de NaCl son mostrados en la
figura 3.11 a y los célculos de las K, aparecen en el anexo 7.

La estabilidad del EGFhr no mostrd variaciones significativas para las concentraciones de NaCl
empleadas, con valores de K,s similares para las concentraciones de NaCl en cada uno de los ensayos
evaluados. Como muestra la figura 3.11 b, la fuerza idnica, modulada por la concentracion de NaCl, no

influy6 en los perfiles cromatograficos del EGFhr en SEC bajo las condiciones estudiadas. Es de destacar
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la elevada estabilidad del EGFhr a pH cercano al fisioldgico frente a la agregacion a 50 °C, como

evidencian los resultados de SEC.
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Figura 3.11. Efecto de la fuerza ionica en la estabilidad del EGFhr en tampon fosfato de sodio
(0,1 M, pH 7,0) durante la exposicion a 50 £+ 2 °C. (a) Valores de las K,»s mediante RP-HPLC, ELISA y
SEC en funcion de la concentracion de NaCl. La barra de error representa el intervalo de confianza del
95 %. (b) Perfiles cromatogrdficos en SEC a diferentes concentraciones de NaCl, después de 21 dias de

incubacion a 50 =2 °C. Las especies se separaron en una columna Superdex 75 empleando como fase
movil el tampon 0,1 M NaPO/0,5 M arginina-HCl a pH 6,5 y a un flujo constante de 0,4 mL/min. La
flecha indica la senial correspondiente al tampon de las muestras.

3.2.5 Compatibilidad del EGFhr con los excipientes para administracion parenteral

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de los excipientes sobre la estabilidad del EGFhr en solucion
acuosa. Para la seleccion de los excipientes (azucares, polioles, aminoacidos, polimeros, surfactantes y sales) y
su concentracion se considero su presencia en estudios de formulaciones de proteinas (Wang, 2000; Manning
y cols., 2010). El desempeio de los excipientes se evalud en tampon fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,0) a 50 °C.
El estudio de estabilidad acelerada es uno de los métodos mas apropiados para evaluar rapida y exactamente la
estabilidad quimica de las formas farmacéuticas. Este procedimiento es apropiado para determinar oxidacion,
hidrdlisis, reaccion con impurezas reactivas de excipientes y desnaturalizacion de las proteinas (Kenneth y
Roger, 2005). Se consideraron incompatibles aquellos excipientes que su intervalo de confianza del 95 % no
contienen el valor estimado para el tampon (control sin excipientes), y el intervalo de confianza del 95 % del

tampoOn (control sin excipientes) no contiene el valor estimado de la muestra del excipiente a comparar.
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La evaluacion del efecto de los excipientes en la estabilidad del EGFhr durante la exposicion a 50 °C indico
su incompatibilidad con tres sacaridos, un polimero y una sal (Figura 3.12), los célculos de los valores de las
Kobs s€ muestran en el anexo 8. Los azucares reductores (lactosa, glucosa y fructosa) afectaron la estabilidad
del EGFhr después del estrés por exposicion a 50 °C, como indican los resultados de RP-HPLC y ELISA.
Los azucares reductores pueden reaccionar con los residuos de Lys y Arg de las proteinas para formar
aductos de carbohidratos mediante la reaccion de Maillard (Chuyen, 1998). También se describe sobre la
oxidacion de las proteinas por la presencia de trazas de peroxido en el PEG (Kumar y Kalonia, 2006). Sin
embargo, los resultados de la cuantificacion 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 demostré que el
ELISA empleado no detecta la presencia de la Met*' oxidada a sulfoxido en el EGFhr (Seccién 3.1.3).

La solucion de EGFhr en tampdn fosfato de sodio, en presencia de MgCl,, cambid del aspecto claro a
opalescente. Este cambio de aspecto estuvo asociado a una afectacion 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 Mg®", y precipitan (Wazer y Callis, 1958). La adicion de MgCl, a la solucién
de EGFhr en presencia de fosfato pudiera inducir la formacion del precipitado a altas temperaturas. La
captura de la proteina por los precipitados pudiera ser la causa de la afectacion en los resultados
observados en RP-HPLC y ELISA.

Para determinar la influencia del tampon fosfato de sodio en los resultados de incompatibilidad del EGFhr,
los excipientes que resultaron incompatibles en fosfato de sodio también fueron evaluados en el tampon
Tris-HCI (Figura 3.12). Se siguié el mismo criterio de comparacion que el utilizado para evaluar la
compatibilidad en el tampdén fosfato de sodio. Después de la incubacion a 50 °C, la presencia de los
azucares reductores (lactosa, glucosa y fructosa) también afectd la estabilidad del EGFhr por los dos
ensayos (RP-HPLC y ELISA), en este caso en el tampon Tris-HCI. El EGFhr estuvo més afectado por los
azucares reductores en tampon fosfato que en tampdn Tris. En el caso del PEG el efecto del tampén fue
contrario, el EGFhr se afectd mas en tampon Tris que en fosfato, incluso en los resultados de ELISA
(Figura 3.12). La presencia del MgCl, en tampon Tris no provocod cambio en la apariencia de la solucion de
EGFhr, y no afect6 la estabilidad del EGFhr como indican los resultados de RP-HPLC y ELISA. Los
resultados, de conjunto, indican un efecto de interaccion entre los excipientes y el tipo de tampon. Sin
embargo, la mayoria de los excipientes que tuvieron un efecto negativo para la estabilidad del EGFhr en

tampon fosfato de sodio, lo mantuvieron en Tris-HCI.
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Figura 3.12. Efecto de los excipientes en la estabilidad del EGFhr en solucion acuosa en tampon fosfato
de sodio (pH 7,0,100 mM) durante el almacenamiento a 50 +2 °C. Los valores de la K,ps se determinaron
en RP-HPLC (a) y en ELISA (b). La estabilidad del EGFhr en los excipientes que resultaron
incompatibles en tampon fosfato también se estudio en tampon Tris-HCI (pH 7,0; 100 mM). La barra de
error representa el intervalo de confianza del 95 %. *Denota incremento significativo en la K,ps con
respecto al tampon (control sin excipientes).
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La figura 3.13 muestra los perfiles cromatograficos representativos de las muestras de EGFhr con los
excipientes que resultaron incompatibles después de la exposicion a 50 °C. La muestra control, no tratada,
representa dos especies, el EGFhr;_s; (pico con trr 0,8) y EGFhr,_s; (pico con trr 1,0). En presencia del PEG, el
EGFhr mostré un incremento significativo de las sefales de los picos con trr 0,71 y 0,93, que se corresponden
con la oxidacion a sulfoxido de la Met*! en el EGFhr,_s; y el EGFhry_s;, respectivamente. En la muestra control
(tampon) después de calentada durante tres dias a 50 °C, al igual que en presencia del resto de los excipientes,
se observd un incremento en las sefales de los picos con trr 0,82 y 1,02 que se corresponden con
modificaciones quimicas del EGFhr;s; y el EGFhrs;, respectivamente. Estos resultados estan en
concordancia con los de los estudios de estrés (Seccion 3.1), y con los reportados para el EGFhr en solucion

(Araki y cols., 1989; Besada y cols., 1990; Senderoff'y cols., 1994).

Figura 3.13. Perfiles cromatogrdaficos del EGFhr, después de

. tres dias de almacenamiento a 50 °C en tampon fosfato de
Gl11ctosa 5.9%

sodio (0,1 M, pH 7,0) en presencia de los excipientes

B" —_— A 27.6% incompatibles. La separacion se realizo en una columna Vydac

Cs empleando un gradiente lineal de 20-40 % (v/v) de

|
W
L\w acetonitrino/0,05 % TFA en agua/0,1 % TFA en 28 min, a un

0.3 flujo constante de 1,0 mL/min. Las flechas indican la aparicion
J‘PEG 6000
|

Control

0.71

Absorbancia, 226 nin

o el incremento de la senial con respecto al control con su
correspondiente valor de trr. Trr (0,71): EGFhr;_s; oxidado en
Met’! a sulfoxido, trr (0,8): EGFhr;.s;; trr (0,93): EGFhr.s;
oxidado en Met’! a sulfoxido, trr (1,0): EGFhr;.s;. Encima de
cada cromatograma y sombreado se presentan los porcentajes
de EGFhr no modificado remanente.

0 5 10 15 20 25
Tiempo (min)

Los perfiles de RP-HPLC para el EGFhr en presencia de los azlcares reductores muestran una apreciable
disminucién de la intensidad, acompafiada por el ensanchamiento de los picos principales del EGFhr;.s; y
el EGFhr.sy, y la aparicion de nuevos picos (Figura 3.13). Estos resultados se deben probablemente a la
interaccion entre los azucares reductores y el EGFhr, y la formacion de productos de glicosilaciéon no
enzimatica de la proteina (Ros¢i¢ y Horvat, 2006; Ledesma-Osuna y cols., 2008). La fructosa fue el

excipiente que mas afecto, al no detectarse ninguna sefial en el cromatograma de esta muestra. En este
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caso también pudieran ocurrir otras reacciones de degradacion como desnaturalizacion y agregacion (Lim
y cols., 2014a).

Los resultados de este estudio muestran que con una adecuada seleccion de los excipientes es posible
controlar en solucién acuosa una de las principales rutas de degradacion del EGFhr, que es la oxidacion a
sulfoxido de la Met*'. Sin embargo, como muestra la figura 3.12, ninguno de los excipientes evaluados mostro
un efecto estabilizante notable con relacion al tampon (control sin excipiente). El incremento en la senal

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 desamidacion del
EGFhr en solucion acuosa

Una de las principales rutas de degradacion del EGFhr en solucion acuosa es la desamidacion de la Asn',
la cual se favorece a pH neutro y bésico (Koch y cols., 1984; Araki y cols., 1989; Senderoff y cols.,
1994). Los resultados del estudio de degradacion forzada realizado en solucidén acuosa (Seccion 3.1.1)
evidenciaron la tendencia del EGFhr a la desamidacion de la Asn'; y la factibilidad de su deteccion y
cuantificacion mediante electroforesis en ausencia de SDS. Anteriormente se determind que el EGFhr en
solucion acuosa, a valores de pH cercanos a 7,0, logra prevenir completamente la agregaciéon mientras
mantiene su plegamiento correcto (Seccidn 3.2.1). Debido a que la desamidacion de la Asn' es la ruta de
degracion del EGFhr con una mayor Ea (98,91 kJ/mol) (Senderoff y cols., 1994), y en consecuencia la
que debe ser mas sensible a los efectos de la temperatura, es que evaluamos el efecto de esta variable en
dicha ruta de degradacion.

En la figura 3.14 a se muestran las curvas de incremento del porcentaje de desamidacion de la Asn' del
EGFhr en funcién del tiempo y la temperatura de almacenamiento, determinada mediente electroforesis
en ausencia de SDS. Se observé 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 desamidacién de la Asn' del
EGFhr en solucion acuosa en funcion del inverso de la temperatura se ajustaron a la ecuacion de
Arrhenius en el rango de temperaturas estudiado (r* = 0,996). La E, 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 E,
informado para la desamidacion de la Asn para varios péptidos (Oliva y cols., 2006; Wakankar y
Borchardt, 2006). El valor de E, informado para el EGFhr; 45 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
EGFhr 43 y lo evaluaron en una solucion de tampon fosfato de sodio (pH 6,0, 20 mM) que contenia

polisorbato 80 al 0,01 %, mediante un método de RP-HPLC. En cambio, en este estudio se evalué una
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mezcla de EGFhr,.5;/EGFhr;.s; en tampon fosfato de sodio (pH 7,0; 100 mM) mediante una

electroforesis en ausencia de SDS.

@  es50c  m2s°C 37°¢  X50°C 6 7

y=-7538,068x+ 28,434
7= 10,996
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1
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Figura 3.14. Efecto de la temperatura en la desamidacion en solucién acuosa del EGFhr (Asn') mediante
electroforesis en ausencia de SDS. (a)Cinética de desamidacion de la Asn' del EGFhr en funcién de la
temperatura. (b) Grdfico de Arrhenius segin la ecuacion 1.4, del In de la Ky de desamidacion (4sn') en
funcion del inverso de la temperatura (kelvin).

8

4
Tiempo (neses)

Al calcular la constante de velocidad de desamidacion (Tabla 3.2), se observa que a la temperatura de
5 £ 3 °C, condicién de almacenamiento refrigerada, ocurre un incremento en la desamidacion de
aproximadamente 3,43 %/mes. A partir de estos resultados pueden notarse las dificultades para garantizar la

calidad farmacéutica de una fomulacion liquida de EGFhr durante tiempos prolongados a 5 £+ 3 °C.

Tabla 3.2. Valores de la constante de velocidad de desamidacion del EGFhr en funcion de la
temperatura. Entre paréntesis el intervalo de confianza del 95 %

Temperatura (°C) K,ns Desamidacion (Asn') (%/mes) r
5£3 3,43 (3,27-3,67) 0,999
25+2 26,29 (12,30-40,28 ) 0,970
3712 62,94 (29,08-96,81) 0,970
50+2 150,61 (128,5-172,72) 0,994

Las principales rutas de degradacion del EGFhr en solucion acuosa fueron la oxidacién de la Met' a sulfoxido
y la desamidacién de la Asn', lo cual indica la complejidad para lograr la estabilidad de esta proteina durante
tiempos prolongados a 5 + 3 °C en una formulacion liquida. Debido a las dificultades para controlar la
desamidacion del EGFhr en solucion 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 formulacion en
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estado solido para encontrar una solucion técnica apropiada. Por ello se propuso estudiar la estabilizacion del

EGFhr mediante la liofilizacion.

3.3 Estabilizacion del EGFhr en una forma farmacéutica liofilizada

3.3.1 Efecto de la congelacion-descongelacion

Los experimentos de congelacion-descongelacion son utiles para identificar excipientes que estabilizan
durante la congelacion, la liofilizacion, o el almacenamiento. Durante la congelacion y descongelacion las
proteinas se exponen a varios factores de estrés: tensiones interfaciales, fluctuaciones de temperatura,
crio-concentracion, cristalizacion de los excipientes, separacion 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 solucién a 50 °C (Seccion 3.2.5).

Los resultados de la evaluacion de la compatibilidad del EGFhr con los excipientes durante la
congelacion-descongelacion 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 solapd con el rango del control (sin
excipientes) para la misma prueba, mostrando una disminucion de los valores. Los excipientes
incompatibles se destacan en negrita. Los azucares reductores, y de forma mas pronunciada la fructosa,
afectaron la estabilidad del EGFhr en RP-HPLC. Los azucares no reductores (sacarosa y trehalosa), y los
polioles (manitol, sorbitol y glicerol) mostraron un efecto estabilizante sobre el EGFhr después de tres
ciclos de congelacion-descongelacion, como atestiguan los resultados de RP-HPLC y ELISA. En general,
el efecto de los aminoacidos 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 congelacion-descongelacion, como evidencian los resultados de
pureza por RP-HPLC.

Debido a que el tampon fosfato puede presentar cambios de pH durante los procesos de congelacion y
descongelacion, los excipientes que afectaron la estabilidad del EGFhr durante estos procesos también
fueron evaluados en el tampon Tris-HCl. Como muestran los resultados de RP-HPLC de la tabla 3.3,
entre los excipientes que afectaron la estabilidad del EGFhr en tampdn fosfato de sodio (fructosa,
polisorbatos y PEG), solamente los polisorbatos afectaron la estabilidad del EGFhr en tampén Tris-HCI.
El EGFhr se oxidé con mayor facilidad en presencia de la fructosa y el PEG en el tampon fosfato de sodio
que en el Tris-HCI. Esto pudiera deberse a la disminucion del pH durante los procesos de congelacion y
descongelacion en presencia del tampdén fosfato (Murase y Franks, 1989), o debido a factores de

interaccion 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 congelacion a
—20 °C y descongelacion a 25 °C, determinada mediante RP-HPLC y ELISA

Grupo Excipientes RP-HPLC (%) ELISA (%)°
Tampon (Control sin excipiente) - 93,2-96,0 85,0 -106,8
Sacarosa 95,2-96,4 1004 -117,4

Trehalosa 95,7-97,1 80,7 -103,3

Sacaridos Raffinosa 93,6 -94,2 95,2-112,8
Lactosa 92,4-932 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 95,7-973 100,2 - 110,0
Glicerol 91,9-953 106,9 - 119,5
Glicina 93,5-95,7 101,8 -117,0

Aminoacidos Alanina 92,1-949 99.0-1234
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
Polimeros Dextrana 40 92,9 -941 107,8 -117,6
PEG 6000 89,3-91,3 99,7-1223

NacCl 93,2-944 90,9 - 112,1

Sales KCl 92,6 - 94,8 81,6 - 98,6
MgCl, 95,0-97,0 82,5-100,9
- 94,3 -95,7 105,4 - 107,8

Excipientes incompatibles Fructose 93,1-944 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

“RP-HPLC (%) = [(Suma de las dreas de los picos de impurezas del EGFhr) x 100)/ (Suma de las dreas
de todos los picos detectados). Se calcula para la muestra después de los ciclos de
congelacion-descongelacion.

YELISA (%) = [(Concentracién de EGFhr por ELISA después de congelacion-descongelacion) x 100/
(Concentracion de EGFhr por ELISA antes de congelacion-descongelacion).

Se muestran los valores minimo y maximo 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 congelacion-descongelacion son mostrados en la figura 3.15. Durante este estrés los tnicos
resultados afectados fueron los de RP-HPLC, no asi los de ELISA. La muestra control no se afectd después
de tres ciclos de congelacion a —20 °C, sin embargo, en presencia de fructosa mostrd un incremento de las
sefiales de los picos con trr de 0,71 y 0,93, que se corresponden con la oxidacion de la Met®' a sulfoxido del
EGFhr,s5; y el EGFhrs,, respectivamente. Las muestras en presencia de glucosa, polisorbato 80 y PEG
también mostraron un pequeno incremento en las sefiales de los mismos picos. Este incremento en la oxidacion
de la Met®' a sulfoxido durante el estrés por congelacion y descongelacion, pudiera deberse al incremento de la
concentracion de oxigeno disuelto en el hielo (Schwimmer, 1981). Otros autores han informado que la
concentracion de oxigeno en una solucion “parcialmente” congelada a —3,0 °C fue 1 150 veces mayor que a
0 °C (Fennema, 1975). Las sefiales de estos picos en presencia de fructosa fueron mucho mas intensas que las
obtenidas con el uso de los otros excipientes (Figura 3.15). La formacion de sulféxido de Met en el péptido
Met-encefalina se atribuyd a la presencia de la fructosa y la glucosa. Los autores informan sobre una fuerte
correlacion entre la oxidacion de la Met y la concentracion del azucar, con un mayor potencial oxidativo para la

fructosa (Jakas y Horvat, 2008).

Figura 3.15. Perfiles cromatograficos del EGFhr en
tampon fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,0), después de
3 ciclos de congelacion a —20 °C y descongelacion a
25 °C. La separacion se realizo en una columna Vydac

E st 0--*35 Cs empleando un gradiente lineal de 20-40 % (v/v) de
?‘i )\Lchtosa Mn 78,5% acetonitrino/0,05 % TFA en agua/0,1 % TFA en 28 min,
= a un flujo constante de 1,0 mL/min. Las flechas indican
E la aparicion o el incremento de la sefial con respecto al
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La principal ruta de degradacion del EGFhr durante el estrés por congelacion-descongelacion fue la
oxidacion de la Met®' a sulfoxido, la cual puede ser controlada con una seleccion adecuada de los

excipientes y el pH de la solucion.
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3.3.2 Tamizado de excipientes para una formulacion liofilizada

En el estudio de tamizado de excipientes durante la liofilizacion se descartaron los excipientes
incompatibles con el EGFhr durante la exposicion en solucion a 50 °C y después del estrés por congelacion-
descongelacion. También se descartaron otros excipientes por no ser apropiados para el proceso de
liofilizacion, y se priorizaron aquellos que comunmente se emplean en la liofilizacion de productos
farmacéuticos (Wang, 2000). Las formulaciones liofilizadas estan constituidas por una mezcla compleja de
excipientes que beneficia al ingrediente activo o al producto como un todo. Sin embargo, la composicion
exacta de la formulacion define los pardmetros de los procesos subsiguientes. Por ejemplo, mientras mas
baja es la temperatura critica del producto, mas lento, largo y costoso serd el proceso de liofilizacion.
Consecuentemente, para la seleccion de los excipientes se combinaron elementos de su desempefio en la
estabilizacion del EGFhr y su influencia en la temperatura de inicio de colapso (Ti) mediante
liomicroscopia criogénica.

La tabla 3.4 muestra los valores de Tj. de las formulaciones de EGFhr, donde los valores mas bajos, inferiores
a —40 °C, se obtuvieron en presencia de sorbitol y en el tampdn fosfato. Los valores més 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 analisis por el liomicroscopio, se observo una amplia region de microcolapso entre —29,6 y —7,5 °C. Esta
region de microcolapso pudiera estar relacionada con la presencia de manitol en estado amorfo. Se ha
informado sobre la inhibicion de la cristalizacion del manitol en formulaciones que contienen tampdn fosfato
(Izutsu y cols., 1993). En concordancia con otros estudios, los valores de T, fueron ligeramente inferiores a los
valores de T,  reportados para los mismos excipientes (por ejemplo, los valores de Ti/ T,’, en °C, 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 alteré notablemente durante la liofilizacion para la mayoria de las
formulaciones investigadas; lo que indica que el secado fue conducido por debajo de la temperatura
critica. Las excepciones fueron las formulaciones con sacarosa y con trehalosa, con apariencia
parcialmente colapsadas. En el tampon 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 T;. mediante liomicroscopia criogénica y con el proceso de liofilizacion 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 reconstitucién no
fueron notablemente diferentes, todos muy pequefios, inferiores a 1 min. Este resultado probablemente se
debe a las bajas concentraciones de los excipientes utilizados y de la proteina, los cuales tienden a
producir pastillas que se reconstituyen facilmente. 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. Relacion de los excipientes utilizados con las T;. y los atributos de la pastilla liofilizada

Excipientes Ti. (°C) Ciclo Apariencia Humedad residual Tiempo de
(%, m/m) reconstitucion (s)
Tampon —49,5+0,5 Sin TT Blanca, colapsada 3,714 6=+1
(Fosfato Na)
Sacarosa -35,3+0,4 Sin TT Blanca, ligeramente 3,1+£0,3 912
colapsada
Trehalosa -324 +£1,2 Sin TT Blanca, ligeramente 3,4+0,6 11+3
colapsada
Rafinosa -27,7£0,9 Sin TT Blanca, no colapsada 32+04 13£3
Dextrana 40 -14,1+1,2 Sin TT Blanca, no colapsada 39+0,5 162
Sorbitol 459+ 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 2,603 103
Glicina 97405 Sin TT** Blanca, no colapsada 2,8+0,5 11+1
Con TT Blanca, no colapsada 2,3+0,3 162

TT: Refiere la inclusion de tratamiento térmico durante el proceso de liofilizacion (Seccion 2.4.2).

La estabilidad del EGFhr se estudié empleando métodos evaluados como indicativos de estabilidad. Se
empled el RP-HPLC por ser un método que evidencid ser muy versatil en su potencial para la deteccion
de los diferentes productos de degrdacion del EGFhr. Como complemento del RP-HPLC se emple6 el
ELISA, el cual evidenci6 una fuerte correlacion estaditica positiva con el ensayo de proliferacion celular y
es un ensayo que permite evaluar simultineamente un elevado nimero de muestras, y que es mucho mas
sencillo que los ensayos basados en células.

La estabilidad del EGFhr durante la liofilizacion se evalu6 mediante la comparacion 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 compard con la de la solucion de partida de EGFhr, de
96,9 %. Los excipientes fueron considerados protectores cuando el error estandar de la pureza del EGFhr
incluyé el valor de 96,9 %. La figura 3.16 a muestra que la pureza por RP-HPLC después de la
liofilizacion se afectd unicamente en el control (tampdn 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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Resultados y discusién

El recobrado del proceso de liofilizacion, evaluado mediante la concentracion en ELISA, se considero
cuantitativo cuando incluy6 el valor del 100 % en el intervalo de su error estdndar. Los resultados del
recobrado del proceso evidenciaron una disminucion 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 liofilizaciéon en presencia del manitol cuando la
operacion se realizd con TT, figura 3.16 b. Por el contrario, la inmunoreactividad del EGFhr no se afect6
durante la liofilizacion en presencia de sacarosa, trehalosa o sorbitol; ni en presencia de manitol cuando la
operacion se realizo sin TT. La inefectividad de la rafinosa pudiera deberse a posibles interacciones de
este sacarido con las proteinas a nivel de la estructura secundaria, segin se evidencid mediante CD para
un inhibidor del factor de necrosis tumoral alfa (Lim y cols., 2014a).

La estabilizacion completa del EGFhr se alcanzé inicamente al incorporar la proteina en matrices amorfa
de disacaridos como la sacarosa y la trehalosa, en el sorbitol y ademas con la inclusion del manitol cuando
se empled el proceso sin TT. Las formulaciones con sorbitol y disacaridos estuvieron colapsada y
parcialmente colapsada, respectivamente (Tabla 3.4). Sin embargo, en presencia de estos excipientes se
logroé la estabilizacion completa del EGFhr durante la liofilizacion, 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 estabilizaciéon completa del EGFhr. Informes sobre la
influencia del colapso en la estabilidad de las proteinas durante la liofilizacién han mostrado que las
pastillas colapsada tienen un tiempo de reconstitucion similar, y estabilidad durante el proceso de
liofilizacién 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 estudid durante la
exposicion a 50 °C. Los datos experimentales demostraron una relacion lineal entre ¢l In de la
concentracion 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 Ky, fueron mayores en RP-HPLC que en ELISA
(Figura 3.16 ¢ y d). El ensayo de ELISA empleado no detecta la presencia de la Met*' oxidada a sulfoxido
en el EGFhr, y tiene un menor potencial que el RP-HPLC para detectar simultineamente las diferentes
modificaciones quimicas del EGFhr (Seccion 3.1).

Los resultados de los valores de Kg,s muestran la presencia de excipientes ‘“estabilizantes” y “no
estabilizantes” del EGFhr liofilizado a 50 °C (Figura 3.16 ¢ y d). Los estabilizantes (sacarosa, trehalosa,
rafinosa y Dextrana 40) mostraron valores de K,ps inferiores a 0,005 d'l, mientras los no estabilizantes
(tampén fosfato de sodio, manitol, sorbitol y glicina) mostraron valores de Kgps superiores a 0,01 d'. La

estabilidad durante la exposicion a 50 °C de la formulacion liofilizada de EGFhr mejor6, con respecto al
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control sin excipiente, al incorporar la proteina 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 proteina durante
el almacenamiento a altas temperaturas, han mostrado una estabilidad completa de la proteina en las
pastillas colapsada (Schersch y cols., 2012). Por otra parte, se ha informado una disminuciéon de la
estabilidad para los liofilizados que colapsaron durante el almacenamiento, debido al inicio de la
cristalizacion y a la hidrélisis del estabilizante (Schersch y cols., 2013). En este trabajo no se observd
relacion directa entre el colapso de la pastilla del excipiente durante la liofilizacion y su potencial para la
estabilizacion del EGFhr a altas temperaturas.

En el anexo 10 se muestran los perfiles de RP-HPLC tipicos del EGFhr liofilizado en presencia de los
excipientes después de siete dias de almacenamiento a 50 °C. Los picos se identificaron segin 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 EGFhry_s; y el EGFhr_s,, respectivamente. En los perfiles
cromatograficos del EGFhr liofilizado en presencia de estos excipientes no se detectd la aparicion de
nuevos picos ni el incremento de la senal de los picos correspondientes a los productos de degradacion
detectados en el control, no calentado. En las formulaciones liofilizadas se encontraron las mismas rutas
de degradacion que en las formulaciones en solucidon acuosa.

Los disacaridos proporcionaron una elevada estabilizacion del EGFhr durante el proceso de liofilizacion,
y el almacenamiento del liofilizado a 50 °C. Sin embargo, las T;. de estas formulaciones fueron inferiores
a—30 °C, y las pastillas generadas después de la liofilizacidon 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 Tj. (—14,1 °C) y un desempefio eficaz en la estabilizacion del
EGFhr liofilizado durante la exposicion a 50 °C. Para mejorar las propiedades tecnologicas y cosméticas
de una formulacién potencial de EGFhr, se propuso investigar la estabilidad de esta proteina en
formulaciones liofilizadas con combinaciones de disacaridos-Dextrana 40. Debido a que la estabilizacion
del EGFhr por la sacarosa y por la trehalosa mostro resultados similares, se seleccioné la sacarosa. Esta
seleccion se baso 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 combinacion de la sacarosa y la Dextrana 40 como excipientes

Se estudid el efecto de las combinaciones sacarosa-Dextrana 40 en las propiedades farmacéuticas de la

formulacion. Los estudios mediante liomicroscopia criogénica mostraron un incremento en la Tj. con el
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incremento en la fraccion masica de Dextrana 40 (Tabla 3.5). No se observaron evidencias de formacion
de escamas o costras en ninguna de las variantes, ni defectos macroscopicos, excepto para la variante que
solo contenia sacarosa que resultd en una pastilla parcialmente colapsada. Los tiempos de reconstitucion
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 T;. y en los atributos de la pastilla
liofilizada de las formulaciones de EGFhr

Fraccién masica de Ti. (°C) Apariencia dela  Humedad residual Tiempo de
Dextrana 40 (m/m)* pastilla (%, m/m) reconstitucion (s)
0 -35,3+0,4 Parcialmente 33+0,3 10+2
colapsada
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 42+0,3 18+3

“Fraccion mdsica de Dextrana 40 (m/m)= (masa de Dextrana 40)/(masa de Dextrana 40 + masa de
sacarosa).

En estudios de estabilizacion de formulaciones liofilizadas de proteinas se ha descrito sobre la mejora que
produce la inclusion de la Dextrana 40 en las propiedades farmacéuticas de una formulacion base de
sacarosa (Allison y cols., 2000). Debido a que la Dextrana 40 tiene una alta T,’, cercana a —10 °C (Her y
Nail, 1994), la coliofilizaciéon de la sacarosa con la Dextrana 40 incrementd la T," y la Ti. de la
formulacion; 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 °C disminuye el tiempo de la etapa de secado primario en
aproximadamente un 13 % (Pikal, 1990). En tal sentido, la variaciéon en la Tj. de aproximadamente 5 °C
que se produce entre dos variantes vecinas de fraccion masica de Dextrana 40 es significativo para el
proceso de liofilizaciéon. Un simple calculo aritmético permite anticipar una variacion potencial de
aproximadamente un 50 % en el tiempo de secado primario.

La estabilidad del EGFhr durante la liofilizacion se evalu6 mediante la comparacion 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 compard con la de la solucion de partida de EGFhr, de
96,9 %. Los excipientes se consideraron protectores cuando el error estandar de la pureza del EGFhr
incluy6 el valor de 96,9 %. La figura 3.18 a muestra que la pureza por RP-HPLC después de la

liofilizacion no se afectd en ninguna de las variantes.
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El recobrado del proceso de liofilizacion, mediante los ensayos de ELISA y de proliferacion celular, se
considerd cuantitativo cuando incluy6 el valor del 100 % en el intervalo de su error estandar. Las tres
variantes con fracciones masicas 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 disminuyd en las
combinaciones con fraccion masica de Dextrana 40 superiores a 0,5 m/m. Informes previos indican que
los ensayos de ELISA y de proliferacion celular son sensibles a los cambios en el plegamiento del EGFhr
(Puchades y cols., 2005; Infante y cols., 2014). Un polisacarido de cadena larga, como la Dextrana 40, no
puede formar enlaces por puentes de hidrégeno intermoleculares entre la proteina y el sacarido, lo que explica
la incapacidad de los sacaridos grandes para proporcionarle proteccion a las proteinas durante el secado
(Crowe y cols., 1993b). Esta pudiera ser la causa de la disminucion en el recobrado del EGFhr durante la

liofilizacion en las variantes con fraccion masica de Dextrana 40 superiores a 0,5 m/m.
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Figura 3.17. Influencia de la fraccion masica de Dextrana 40 en la estabilidad del EGFhr en combinaciones
sacarosa-Dextrana 40 formuladas en tampon fosfato de sodio (0,01 M, pH 7,0). La estabilidad de la proteina
se evaluo mediante RP-HPLC, ELISA y ensayo de proliferacion celular. (a) Recobrado del proceso de
liofilizacion y (b) estabilidad del EGFhr liofilizado durante la exposicion a 50 +2 °C (Ku). En (a) la linea
horizontal continua (100 %) representa el recobrado del 100 %, y la linea 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 exposicion a 50 °C se increment6 (disminucion de la Kops)
con el incremento de la fraccion masica de Dextrana 40 (Figura 3.17 b). Los célculos de las K para los
ensayos se muestran en el anexo 11. La estabilidad del EGFhr en estado solido durante la exposicion a
altas temperaturas puede ser influenciada por la T, y la temperatura de cristalizacion de la formulacion. El
valor de la T, reportado para la Dextrana 40 (190 °C) es muy superior al de la sacarosa (74 °C)

(Saleki-Gerhardt y Zografi, 1994; Shamblin y cols., 1999). La adicion de excipientes como la Dextrana 40
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puede aumentar notablemente la T, y la temperatura de cristalizacion 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 desamidacion/isomerizacion en el estado sélido (Wakankar
y Borchardt, 2006; Schersch y cols., 2013).

En estado solido, las dos causas fundamentales que originan los fendmenos de oxidacion, desamidacion e
isomerizacion son la presencia de oxigeno disuelto y de agua. Ambas fueron eliminadas durante la
liofilizacion. Es de esperar que los resultados de estabilidad sean susceptibles de ser mejorados mediante la
reduccion de la humedad residual del producto a través de la optimizacion del proceso de liofilizacion.
Considerando los resultados anteriores, se descartd una formulacion que contenga solamente sacarosa debido a
sus inferiores propiedades organolépticas, baja T;. (Tabla 3.5) ¢ inferior estabilidad a 50 °C con respecto al
resto de las variantes evaluadas (Figura 3.17 b). Las formulaciones con fracciones masicas de Dextrana 40 por
encima de 0,5 m/m fueron descartadas debido a la disminucion del recobrado de EGFhr durante el proceso de
liofilizacion, segln los resultados de ELISA y de proliferacion celular (Figura 3.17 a). Con el objetivo de
mantener un margen de seguridad con relacion a las composiciones criticas se selecciond una formulacion con

fraccion masica de Dextrana 40 de 0,25 m/m (Tabla 3.6).

Tabla 3.6. Composicion de la formulacion liofilizada de EGFhr seleccionada (fraccion mdsica de
Dextrana 40 de 0,25 m/m)

Componente Cantidad por vial Funcién
EGFhr 25,750250 pg Citoprotector y efecto trofico
Sacarosa 15,000 mg Estabilizante
Dextrana 40 5,000 mg Estabilizante
Dihidrogeno fosfato de sodio dihidratado 1,061 mg Regulador de pH
Hidrégeno fosfato de di-sodio 0,454 mg Regulador de pH

3.4 Evaluacion de las operaciones tecnoldgicas y caracterizacion de la formulacion desarrollada
Para el anélisis de la calidad de una formulacion liofilizada se requiere de un conjunto amplio de técnicas
analiticas, que proporcionen datos que permitan una caracterizacion cientificamente fundada de los
atributos de calidad del producto y los parametros criticos del proceso (Siew, 2014).

3.4.1 Operaciones de formulacion y esterilizacion

Una formulaciéon robusta debe permitir que se mantenga estable el producto biofarmacéutico durante las
etapas de su fabricacion. Al mismo tiempo, los parametros claves de los procesos deben optimizarse para
lograr un método de fabricacion robusto (Rathore y Rajan, 2008). Debido a que las proteinas son moléculas

labiles, las fuerzas de cizallamiento que se pueden generar durante los procesos de mezclado y filtracion
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pueden afectar su estabilidad (Biddlecombe y cols., 2009; Thomas y Geer, 2011). Por otra parte, la interaccion
de las proteinas con las superficies, o con los lixiviables de los materiales que se emplean para su fabricacion,
también pueden afectar su estabilidad (Bee y cols., 2011).

El efecto de la velocidad de agitacion y el tiempo de mezclado en la estabilidad del EGFhr se evalu6 a
escala de banco para simular la influencia de las fuerzas de cizallamiento. Para ello, la formulacion se
sometio a diferentes velocidades de agitacion, durante diferentes intervalos de tiempo; a continuacion la
estabilidad del EGFhr se evalué mediante RP-HPLC. En la figura 3.18 a se observa que la unica condicion
que afectd la estabilidad del EGFhr fue a la velocidad extrema de 400 rpm, y solamente después de 30 min
de agitacion. La resistencia del EGFhr al efecto de las fuerzas de cizallamiento pudiera estar relacionado con
sus caracteristicas estructurales: proteina pequefia y con tres enlaces por puentes de disulfuro
intracatenarios. Como parte de la estrategia de control del proceso de fabricacion, para el mezclado del
EGFhr con el tampén de formulacion, se recomiendan velocidades de agitacion inferiores a 200 rpm y

tiempos de mezclado méximo de 30 min.
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Figura 3.18. Influencia de las operaciones de mezclado y filtracion esterilizante en la estabilidad de la
formulacion de EGFhr mediante RP-HPLC. (a) Efecto de la velocidad y el tiempo de agitacion durante el
mezclado. (b) Influencia de la naturaleza del medio de filtracion en el recobrado y la pureza en
RP-HPLC del EGFhr después de la filtracion. La linea horizontal continua en ambas figuras representa
el recobrado absoluto (100 %), y en (b) la linea horizontal discontinua representa la pureza en RP-HPLC
del EGFhr de partida (95,7 %). *Denota disminucion significativa del recobrado o la pureza en
RP-HPLC del EGFhr (cuando el error estandar de la varible no incluyo el valor esperado (linea
discontinua para la pureza en RP-HPLC y linea continua para el recobrado).

El proceso de filtracion esterilizante de las formulaciones puede afectar la estabilidad de las proteinas
debido a la adsorcion en las superficies del medio de filtracion; la formacion de agregados o la induccion

de cambios quimicos (Mahler y cols., 2010; Huang y cols., 2011; Liu y cols., 2012). Se evalu¢ el efecto
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de la naturaleza del medio de filtracion en el recobrado y la estabilidad del EGFhr después del proceso de
filtracion (Figura 3.18 b). El recobrado de la proteina después del proceso no se afecto, el error estandar
del valor medio para los medios de filtracion evaluados incluy¢ el valor del recobrado absoluto (100 %,
linea continua en la figura 3.18 b). Sin embargo, el unico medio de filtraciéon donde no se afecto la pureza
en RP-HPLC del EGFhr fue al emplear los filtros de poliéter sulfonas, en este caso el error estandar del
valor medio incluy6o el valor de pureza del material de partida (95,7 %, linea discontinua en la
figura 3.18 b). La pureza del EGFhr después de la filtracion, segun la naturaleza del medio de filtracién
mostro el siguiente orden: poliéter sulfonas > fluoruro de polivinilo > acetato de celulosa > celulosa
regenerada. Después del almacenamiento del material filtrado durante siete dias a 5 £ 3 °C, la pureza del
EGFhr continu6 invariable en las muestras donde se emplearon medios de filtracion de poliéter sulfonas.
Sin embargo, para el resto de las muestras la pureza continué disminuyendo durante el almacenamiento
(Figura 3.19 b).

Es posible garantizar la estabilidad del EGFhr durante los procesos de formulacion y esterilizacion,
mediante el control de la velocidad de agitacion y el tiempo de mezclado, y con el empleo de filtros de

poliéter sulfonas para su filtracion esterilizante.

3.4.2 Caracterizacion de la formulacion para el proceso de liofilizacion y ciclo empleado
para la fabricacion de lotes a escala piloto

Existen varias técnicas bien establecidas para la caracterizacion de la formulacion para el proceso de
liofilizacion. El objetivo es determinar la magnitud del enfriamiento requerido para lograr la solidificacion
completa de la matriz, y el valor de la “temperatura méxima permisible del producto”, para lograr una
liofilizacion segura y eficiente (Roos, 1997). Las variables criticas de la formulacion se evaluaron
mediante impedancia eléctrica, ATD y liomicroscopia criogénica (Hajare y cols., 2012).

Los resultados del ATD (Figura 3.19 a) no mostraron ninglin pico que pudiera relacionarse con los valores
de temperatura eutéctica o de T, de la formulacion. En la curva de ATD se sefiala el evento identificado
como A, el cual esta relacionado con el inicio de la fusion 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 °C se produce una inflexion en el
valor maximo de impedancia, lo cual indica que la congelacion de esta formulacion 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 solidificacion de la matriz. En el punto C a —26 °C se refleja un cambio brusco de la pendiente de

la curva, seguida de la disminucion sostenida de los valores de impedancia. Este comportamiento es
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indicativo de la desestabilizacion de la matriz congelada, que pudiera tener influencia sobre las variables del

ciclo de liofilizacion (Hajare y cols., 2012).
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Figura 3.19. Caracterizacion de la formulacion de EGFhr antes de la liofilizacion. (a) Andlisis de
impedancia eléctrica (linea continua) y curva de ATD (linea discontinua). (b) Andlisis mediante
liomicroscopia criogénica. En (b) las flechas indican la posicion del frente de secado, y los circulos
encierran los primeros puntos de colapso (T,.), detectados durante el secado del producto.

El analisis por liomicroscopia criogénica permite la observacion de los cambios morfologicos que se
producen en la estructura de la matriz durante la liofilizacion, en funcion 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 formulacion de EGFhr. En la misma se reflejan los cambios microscopicos
que se producen en la morfologia de la matriz, a medida que se sobrepasan los valores de temperatura de
colapso. Los resultados evidenciaron una T;. de —30,8 °C y una temperatura de colapso completo de
—27,8 °C. Al variar la concentracion de la proteina entre 25 y 250 ug/mL, se obtuvieron valores de Tj.
similares y cercanos a —30,8 °C. No se encontraron signos de formacion de costras o escamas en las
diferentes condiciones.
Los resultados anteriores se tuvieron en consideracion para disefiar el ciclo de liofilizacion a escala piloto.
Este producto puede liofilizarse con facilidad a temperaturas cercanas a —30,8 °C después de una
congelacion inicial a temperaturas inferiores a —42,0 °C. En la figura 3.20 se muestra el ciclo de
liofilizacién empleado para la fabricacion de la formulacion 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 Tj. 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 transicion vitrea

La caracterizacion de la Ty y su relacion con la humedad residual son elementos importantes de todo
producto liofilizado, ya que se considera como un atributo critico de calidad que la T, del producto sea
superior a la temperatura de almacenamiento. La figura 3.21 a muestra los termogramas de DSC
empleados para determinar la T, del producto a diferentes valores de humedad residual, segin el método
de Karl Fisher. Con el incremento de la humedad residual del producto disminuy¢ el valor de su T,, con

valores de T, de 52,6 y 42,0 °C para valores de humedad residual de 3,06 y 4,22 %, respectivamente.

(a) 00 ®) 100 -
90 4
30 - y=-10.865x+ 87,01
; i 17=0,998
- e 70
z T 52.57°C —~ 60 A
= \ Humedad residual = 3,06 % [
= 021 \s\ - 501
g 7 N b0
o o B 40 -
=
=] 30 A
o=
= 4035°C i
= ’_‘—‘—H‘—-_.ﬂ_“______ ) Humedad residual =4,22 % i
42.03°C 3 |
10
0 T T T T
-0.4 T T
350 46,7 58.4 70,0 0 1 2 3 4 5
Exo hacia arriba Temperatura (°C) Humedadresidual (%)

Figura 3.21. Relacion de la T, de la formulacion liofilizada de EGFhr con la humedad residual. (a)
Determinacion mediante DSC de la T, de la formulacion liofilizada de EGFhr para diferentes valores de
humedad residual del producto. (b) Relacion de la T, con la humedad residual del liofilizado. En (b) se
inserta la ecuacion obtenida mediante andlisis de regresion, y que es:

T, = —10,87 x humedad residual + 87,01 ~(* = 0,998) [3-1]

La figura 3.21 b muestra la relacion entre la T, y la humedad residual de la formulacion en estudio.
Empleando la ecuacion de ajuste obtenida mediante andlisis de regresion, como tendencia a la linealidad
entre los parametros T, y humedad residual, es posible estimar el valor de T, para cualquier valor de
humedad residual del producto. Por ejemplo, para una humedad residual del producto del 5,0 %, el valor
de T, estimado estd por encima de 30 °C. Segun refiere la ICH, para productos que se almacenan bajo
condiciones refrigeradas (5 + 3 °C), la condicion de estudio acelerado es de 25 + 2 °C (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 formulacion que solo contiene sacarosa se informa un valor de T, de

59 °C para una humedad residual del 1,0 % (Saleki-Gerhardt y Zografi, 1994). Sin embargo, para la
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formulacion sacarosa-Dextrana 40 desarrollada en este trabajo se estima un valor de T,

superior (de 76,2 °C) para el mismo valor de humedad residual (1,0 %).
3.4.4 Tiempo de reconstitucion y materia particulada

Un atributo deseado de todo producto liofilizado es lograr una rapida reconstitucion, que de lugar a una
solucion transparente y libre de particulas. La pastilla de la formulacion liofilizada de EGFhr se reconstituyo
facilmente, con un tiempo de reconstitucion inferior a 20 s. Entre los métodos para cuantificar la presencia
de particulas subvisibles se encuentran el de oscurecimiento de la luz, la microscopia y el de zona de
deteccion eléctrica (Coulter) (Singh y cols., 2010). El conteo de particulas subvisibles aceptable en
preparaciones parenterales deben ser inferior a 6000 para particulas mayores o iguales que 10 um, e inferior
a 600 para particulas mayores o iguales que 25 um (USP<788>, 2008). La figura 3.22 muestra los
resultados para la formulacion de EGFhr con el método de oscurecimiento de la luz. El conteo de particulas
mayores o iguales que 10 um fue inferior a 3000 y para particulas mayores o iguales que 25 um fue inferior

a 50. Estos resultados son muy inferiores a los limites exigidos por la USP.

(@) LSC (3184)  LSE (6000) (b) LSC=40 LSE=600

25 —

20 25
T (]
E 15 E 20
3 g .
8 10 8
L ™ 10

5

I 5
T L I'_I T L) L |
0 1200 2400 3600 4800 6000 7200 o

. 0 100 200 300 400 500 600
Particulas >= 10 pm Particulas >=25 pm

Figura 3.22. Histograma de frecuencia de los datos observados para la variable particulas subvisibles.
(a) Histograma de los datos observados para la variable particulas mayores o iguales que 10um,y (b) para
la variable particulas mayores o iguales que 25um. Se emplearon resultados de 44 lotes. LSC-limite superior
de control; LSE-limite superior de especificacion (USP<788>, 2008).

De conjunto, los resultados de las evaluaciones y caracterizaciones de la formulacion parenteral de EGFhr
desarrollada evidenciaron que la misma mantiene una calidad apropiada durante los procesos de
formulacion, esterilizacion por filtracion y liofilizacion, lo cual permitird su uso como medicamento

inyectable.
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3.4.5 Efecto de los procesos de liofilizacion y simulacion de la inyeccion en la estabilidad del

EGFhr

Como el ambiente de las heridas cronicas se caracteriza por la presencia de células inflamatorias,
proteasas y contaminacion microbiana (Schultz y Gibson, 2013); es deseable que el producto
biofarmacéutico inyectable sea isotonico (270-330 mOsmol/kg). Por otra parte, no es obligatorio que este
producto sea isotonico, debido a que se trata de un parenteral de “pequefio” volumen, menor de 5,0 mL
(De Luca y cols., 1992). Por consiguiente, para evaluar la estabilidad de la formulaciéon de EGFhr se
utilizaron como solvente de reconstitucion el Al y la SSF.

Los procesos de liofilizacion y reconstitucion pudieran dafiar la estabilidad de las formulaciones de
proteinas. Ademas, el efecto global del paso de la formulacion a través del sistema de inyeccion a ser
empleado en la clinica también pudiera dafiar la estabilidad de la proteina, debido al estrés por
cizallamiento durante la liberacion (Thomas y Geer, 2011). La estabilidad del EGFhr durante los procesos
de liofilizacion, reconstitucion y el paso a través del sistema de inyeccion, se evalud por diferentes
métodos analiticos. Se evaluaron tres muestras: Pre-Liof., Liof.-reconstituido y después de la simulacion
de la inyeccion (Después-Jeringa).

Analisis fisico-quimicos

Como se evidencid en los capitulos anteriores, el andlisis del EGFhr en RP-HPLC ha permitido la
deteccion simultanea de los productos de degradacion 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 EGFhr;s; y el
EGFhr,_s;. Los perfiles cromatograficos de las cinco muestras fueron similares. Esto evidencié que ni el
proceso de liofilizacion, ni el de simulacion de la inyeccidn afectaron la estabilidad quimica del EGFhr. El
EGFhr permaneci6 estable independientemente de que el liofilizado fuera reconstituido con Al o SSF.

La agregacion del EGFhr en las muestras se evalu6 mediante SEC (Figura 3.23 b). Los perfiles
cromatograficos indicaron que la estabilidad coloidal del EGFhr no se afectd durante los procesos de
liofilizacion ni de simulacion de la inyeccion, después de la reconstitucion con Al o con SSF. La poblacion
principal de moléculas eluy6 a aproximadamente 29,8 min, lo que se corresponde con el mondomero de
EGFhr (My de 5 700 g/mol), segun su determinacion a partir de la curva de calibracion derivada de los
marcadores de My (Figura 3.23 b). Las sefiales de los picos de los excipientes pueden identificarse por
comparacion directa con el placebo (15 mg/mL de sacarosa, 5 mg/mL de Dextrana 40 en tampon 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 liofilizacion y simulacion de la inyeccion en la estabilidad del EGFhr
mediante HPLC. (a) Superposicion de los cromatogramas en RP-HPLC. Las especies se separaron en
una columna Vydac Cs 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) Superposicion de los cromatogramas
en SEC. Las especies se separaron en una columna Superdex 75 empleando como fase movil el tampon
0,1 M NaPO,0,5 M arginina-HCI a pH 6,5 y una velocidad de flujo constante de 0,5 mL/min. Se inserta
la curva de calibracion derivada de los marcadores de My, Las muestras liofilizadas fueron reconstituidas
con Al o con SSF.

Estabilidad del plegamiento de la proteina

La evaluacion de la estabilidad del plegamiento de las proteinas es importante durante la caracterizacion
de una formulacion liofilizada, ya que la preservacion de la conformacion nativa es una garantia para el
mantenimiento de su actividad biologica (Friess y Winter, 2013). Se ha informado que la retencion del
plegamiento de la proteina después de la liofilizacion es un indicador de mayor estabilidad de la
preparaciéon (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 Al o con SSF fueron similares.
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Esto evidencié que el plegamiento del EGFhr no varid significativamente como resultado de las

operaciones de liofilizacion, reconstitucion y simulacion de la inyeccion (Figura 3.24 a).
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Figura 3.24. Efecto de los procesos de liofilizacion y simulacion de la inyeccion en la estabilidad del
plegamiento del EGFhr. (a) Superposicion de los espectros de CD en el UV-lejano, y (b) superposicion
de los espectros de fluorescencia intrinseca del Trp. El inserto de (b) muestra los espectros de
fluorescencia normalizada para las mismas muestras. Las muestras liofilizadas fueron reconstituidas con
Al o con SSF.

El plegamiento del EGFhr se evalué mediante espectroscopia de fluorescencia intrinseca del Trp, con
espectros practicamente idénticos para las muestras, lo que indicé 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 practicamente idénticos, con maximo de emision
cercano a 350 nm, y con desviacion estandar de los valores de la longitud de onda del maximo de emision
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 tipicos 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 fisiologico (Huang y
cols., 2010). Todas estas observaciones, de conjunto, indican que no ocurrieron cambios mayores en el

ambiente atomico de los residuos de Trp. En caso de agregacion deberian detectarse cambios espectrales.

Inmunoreactividad y actividad biologica

La inmunoreactividad del EGFhr en las muestras evaluadas: Pre-Liof., Liof-reconstituido y Después-Jeringa,
se evaluo 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 union 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 liofilizacion y simulacion de la inyeccion en la estabilidad del
EGFhr mediante los ensayos biologicos. (a) inmunoreactividad en un ELISA basado en anticuerpos
monoclonales. Las barras de error no son visibles en la escala de la figura. (b) Actividad biologica en
ensayo de proliferacion celular. Las muestras liofilizadas se reconstituyeron con Al o con SSF.

La actividad bioldgica in vitro del EGFhr se evalu6 utilizando un ensayo de proliferacion celular. Las curvas
log (concentracion) versus respuesta mostraron una forma sigmoide simétrica. Las curvas dosis-respuestas de
la actividad bioldgica de las muestras evaluadas fueron virtualmente superponibles, lo que indica que ni el
proceso de liofilizacion ni el de simulacion de la inyeccion afectaron la propiedad de union del EGFhr a su
receptor celular (Figura 3.25 b). Los valores de la CEsy de las muestras oscilaron entre 0,56 y 0,68 ng/mL,
resultando similares a la informada para el EGFhr;_s3 de 0,6 ng/mL (Miyauchi y cols., 1998).

Los resultados presentados evidencian que la formulacion parenteral de EGFhr seleccionada proporciona una
estabilizacion completa a la proteina durante los procesos de liofilizacion, reconstitucion (Al y SSF), y el paso
a través del sistema jeringuilla y aguja. Esta conclusion se basa en los resultados de RP-HPLC, SEC, CD,
fluorescencia intrinseca del Trp, ELISA y ensayo de proliferacion celular.

3.5 Estabilidad del EGFhr liofilizado en condiciones de estrés

3.5.1. Evaluacion mediante ESI-MS de la estabilidad en condiciones de estrés del EGFhr liofilizado

El analisis de la proteina intacta mediante ESI-MS se considera una herramienta ideal para evaluar la
estabilidad quimica de los péptidos y proteinas (Staub y cols., 2011; Fang y cols., 2012). Por tal motivo, se
determin6é la masa molecular del EGFhr mediante ESI-MS en las muestras después del proceso de
liofilizacion y después del almacenamiento del liofilizado durante 15 dias a 50 °C. En los espectros ESI-MS
de la proteina intacta (Figura 3.26 a y b) solamente se observan las sefiales de los estados de carga 4+, 5+ y
6+ que coinciden con los valores esperados para las especies del EGFhrs; y el EGFhr_s; sin modificaciones
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Figura 3.26. Evaluacion de la estabilidad del EGFhr liofilizado mediante espectrometria de masas.
Espectros ESI-MS de la proteina intacta contenida en el producto liofilizado (a), y en el liofilizado después
del almacenamiento por 15 dias 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 EGFhr;.s; y EGFhr;.s; (masas
teoricas: 6 059,82 y 5 946,66 g/mol), respectivamente. Espectros ESI-MS (350-1 100 m/z) correspondientes
a la hidrolisis acida parcial del EGFhr contenido en el producto liofilizado (c), y en el liofilizado después
del almacenamiento por 15 dias 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 cisteinas unidas por enlaces disulfuro.
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quimicas. Tampoco se detectaron nuevas sefiales que indiquen la apariciéon de modificaciones en el EGFhr
durante la liofilizacion o el almacenamiento del liofilizado durante 15 dias a 50 °C.

Los resultados anteriores evidenciaron que la liofilizacion fue una herramienta util para lograr la estabilizacion
del EGFhr. Sin embargo, las modificaciones covalentes como el intercambio de puentes disulfuro pueden
ocurrir incluso en estado sélido (Yoshioka y cols., 1993). Por ejemplo, se ha descrito un incremento en la
reactividad de la reaccion de intercambio de enlaces disulfuro en estado sélido respecto a solucion de péptidos
derivados de la hormona de crecimiento humano (Chandrasekhar y Topp, 2015).

Considerando las razones anteriormente descritas se investigd sobre la formacion correcta de los enlaces
disulfuro del EGFhr en la formulacion liofilizada, y después de calentada. Segun 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 cisteinas formando los enlaces disulfuro intramoleculares esperados
para el EGFhr (Cys®-Cys®, Cys'*-Cys®! y Cys®*-Cys™). En este caso, de forma similar a como se analiz6
para los estudios de degradacion forzada en solucidén acuosa en la seccion 3.1.1, también se realizé una
busqueda exhaustiva de las variantes peptidicas que tedricamente se pueden generar en el espectro
ESI-MS de la hidrdlisis acida parcial del EGFhr. La presencia de cada una de estas sefiales se busco
minuciosamente en el espectro ESI-MS después de magnificar adecuadamente cada una de las regiones en
que se deberian detectar las distintas especies multicargadas. No se detecto sefial alguna que coincidiera

con las m/z y la distribucion isotopica predichas.
3.5.2. Efecto de la humedad residual del liofilizado en la velocidad de desamidacion del EGFhr

Debido a que los niveles de humedad residual del sélido pueden influir en la velocidad de desamidacion, la
estabilidad del EGFhr liofilizado se evaluo a diferentes valores de humedad residual y temperaturas de
almacenamiento. La desamidacion de la Asn' del EGFhr se cuantificé mediante electroforesis en ausencia
de SDS. Empleando la expresion 3.1 obtenida a partir del grafico de la figura 3.21 b, que relaciona los
valores de humedad residual con la T, del producto, fue posible estimar la T, 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 exposicion 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 desamidacion de la Asn' en el liofilizado a
diferentes valores de humedad residual para las temperaturas de 25, 37 y 50 °C. A partir de la pendiente de
estas curvas se calculd la K,y de desamidacion para cada variante. Los valores de la K,y de desamidacion

(Asn') del liofilizado a 2,8 % de humedad residual, comparados con los del EGFhr en estado acuoso
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(Seccion 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 disminucion de la Koy de desamidacion en estado sélido con respecto
a solucion acuosa (entre 2,7 y 116,6 veces), reportada para algunos péptidos (Li y cols., 2006).

Con los valores de la Ko de desamidacion, la T, y la temperatura de almacenamiento de cada variante se
construy? el grafico de la figura 3.27 b. A temperaturas de almacenamiento por debajo de la T, (T-T,< 0)
se reduce considerablemente la K,,s de desamidacion, llegando a anularse aproximadamente a 25 °C por
debajo de la T,. Esto significa que el producto terminado con una humedad residual inferior al 3,0 %

pudiera almacenarse de forma estable a 25 °C.

(a) Humedadresidual (%) 2.8 3.7 59

EGFhrnodesamidado > @ @ ™ = - .- & -
- -—

EGFhr desamidado —* ' -
% Desamidacion (Asnl) s 15.8 25,7
o) - |
4 35 E
:E o :
= 225 - L@
2 s Vitreo : :
E 90 4 : Gomoso
& 15
2 10 - ;
M
gl L S
’ -
O ‘. T ‘I’ I‘ T T 1
-40 -30 -20 -10 U] 10 20
T-Tg(°C)

Figura 3.27. Cuantificacion de la desamidacion del EGFhr en funcion de la humedad residual y la T, de
la formulacion liofilizada. (a) Andlisis mediante electroforesis en ausencia de SDS de las muestras con
diferentes valores de humedad residual después de 15 dias de almacenamiento a 50 + 2 °C. (b) Relacion
de la K, de desamidacion (Asn') en funcién de la diferencia entre la temperatura de almacenamiento (T)
v la T4 del producto. La identificacion del EGFhr no desamidado y desamidado se corresponden con la
migracion de los patrones mostrados en la figura 3.3.
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Los resultados de este trabajo son similares a informes recientes con relacion a la preparacion de polvos
liofilizados de liposomas redispersables para la liberacion transdermal de EGFhr (Yin y cols., 2014). En
dicho estudio se demostrd6 que la estabilidad del EGFhr libre en la solucién tampén disminuyd
marcadamente después de un mes a 25 °C, con solamente un 9,7 % del EGFhr de partida. La formulacion
de EGFhr en liposomas increment6 la estabilidad de la proteina en solucién; y los polvos de liposomas
secados mediante liofilizacién convencional y liofilizacion por atomizacion ultrasénica mantuvieron su
completa estabilidad después de un mes de almacenamiento a 25 °C.

De conjunto, los resultados de la evaluacion de la estabilidad de la formulacion 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 dias a 50 °C), permiten anticipar una elevada estabilidad del
producto terminado. Posteriormente se estudiara 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 exposicion a la luz blanca/UV puede afectar a las proteinas 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 como la energia de la radiacion es transferida (Kerwin y Remmele,
2007). Los medicamentos sensibles a la luz pueden ser afectados por la luz solar (especialmente la radiacion
ultravioleta) o por las fuentes de luz artificial (por ejemplo, la luz fluorescente). Como consecuencia aparecen
cambios en las propiedades fisico-quimicas o bioldgicas del producto. Los estudios de estrés confirmaron que
el EGFhr es sensible a la fotolisis inducida por la radiacion UV (Seccion 3.1.2).

La proteccion fisica de la exposicion a la luz blanca/UV con el sistema de envase primario o secundario
puede ser necesaria para proteger a las proteinas labiles de la fotooxidacion. Para determinar si los
materiales de envase primario y/o secundario son apropiados para proporcionar una proteccion efectiva a
la formulacion liofilizada de EGFhr del efecto perjudicial de la luz blanca/UV, se evalu6 la
fotoestabilidad en condiciones de estrés. La aparicion de cambios durante la exposicion de las muestras
fue evaluada mediante diferentes pruebas analiticas y los resultados comparados con los valores de
referencia. La significacion de los cambios se determindé mediante ANOVA utilizando un nivel de
significacion de 0,05 (Anexo 13).

La tabla 3.7 muestra los resultados del efecto de la exposicion a la luz blanca/UV de la formulacion 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 irradiacion, tanto antes como
después de su reconstitucion, ni cambio de color como resultado de la exposicion a la luz blanca/UV. Por otra
parte, la actividad especifica en el ensayo de proliferacion celular no se afectod, en comparacion con los valores
de referencia después de la irradiacion en los materiales de envase estudiados, con una probabilidad de 0,3864
(Anexo 13). La pureza del EGFhr medida en SEC después de la exposicion a la luz blanca/UV disminuy6
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 disminucion en
la pureza en SEC de la muestra expuesta en el envase primario, la afectacion fue pequefia, 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 exposicion del producto a la luz blanca/UV
disminuy6 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 estadisticamente 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 cromatograficos de RP-HPLC muestran un incremento en la sefial correspondiente a los picos
marcados con la flecha, para la muestra expuesta en el envase primario, que se corresponde con la
oxidacion de la Met*' a sulfoxido (Figura 3.28). También aparecieron nuevos picos a tiempos de retencion

mayores a los de los picos principales.

08 Mo Figura 3.28. Perfiles cromatogrdficos
| ’ magnificados de RP-HPLC segun los materiales
FEB | de envase empleados durante la irradiacion en
E Envase 0,71 | \"'; ||1| condiciones de estrés del EGFhr liofilizado. La
= f| secundario 1||. |I i . separacion se realizo en una columna Vydac Cg
e I\‘“‘%-—I — | “HH f \\J\L_ A empleando un gradiente lineal de 20-40 % (v/v)
E | \ E;:J;;D '| lﬂ|||l-’llllhh'g£ L ;;; de acetonitrino/0,05 % TFA en agua/0,1 % TFA
E | S J\ | '|| V‘lhﬂ__: b en 28 min, a un flujo constante de 1,0 mL/min. Las
E Control |I || I| lL | flechas indican incremento o aparicion de sefiales
ﬁ‘ ] L ggﬂlll_d?jl e l\_MJ f ‘Il‘x_r 97 4% en relacion 00112 Iel control. Trr (0,71): EGFhr_s;
D | - L “~— | oxidado en Met"" a sulfoxido, trr (0,8): EGFhr,.s5;;
\ Inicio. t; | “.J . . trr (0,93): EGFhr;s; oxidado en Met’! a
| ! kmr\m_gfi/_n sulfoxido, trr (1,0): EGFhr,s;. Encima de cada
cromatograma y sombreado se presentan los
— T T " T " T T T 7 porcentajes de EGFhr no modificado remanente.
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Tiempo (min)
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El mayor incremento en los productos de degradacion 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
incluyo el envase secundario, no se detectaron cambios con relacion a la muestra de partida (ty), como
muestra la figura 3.28. El envase secundario propuesto protegié efectivamente al EGFhr liofilizado del
efecto perjudicial provocado por la exposicion a la luz blanca/UV. El principal producto de degradacion
detectado fue la oxidacion del EGFhr en la Met?' a sulfoxido, en concordancia con informes previos sobre
la fotooxidacion del EGFhr (Cini y cols., 1992). La degradacion pudiera deberse a la oxidacion indirecta
de la proteina, a partir de la formacion de especies de oxigeno reactivas, como los radicales perdxido
(Kerwin y Remmele, 2007).

De los resultados de la exposicion del EGFhr liofilizado a la luz blanca/UV puede concluirse que los
materiales de envase escogidos son efectivos para la fotoproteccion de la proteina. Las condiciones de
exposicion utilizadas en este estudio proporcionan un elevado margen de seguridad con respecto a las
indicadas en la guia ICH (Q1B, 1996). Se utilizé una dosis de 1,2 veces lo estipulado en la guia ICH Q1B
para lampara de luz fria blanca fluorescente, y de 4,5 veces lo estipulado para la energia ultravioleta

integrada.

3.6 Estudios de estabilidad de la formulacion liofilizada de EGFhr

Para ser util como producto terapéutico, la formulaciébn debe mantener la integridad fisica, quimica y
biolégica del EGFhr durante 24 meses como minimo (Chang y Hershenson, 2002). Teniendo en cuenta esto,
para evaluar la estabilidad de la formulacion liofilizada de EGFhr se tomaron como base los criterios de las
guias ICH (Q5C, 1996; Q1A(R2), 2003; QI1D, 2003; Q1E, 2003); y lo establecido en las regulaciones del
Centro Nacional para el Control de la Calidad de los Medicamentos (Regulacion 21, 2008; Regulacion 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
esterilizacion in situ de la linea de llenado y de la maquina liofilizadora, el tiempo de duraciéon del
llenado, etc. El periodo de tiempo debe permitir responder a necesidades operativas que requieran
posponer las operaciones de llenado y/o, liofilizacion (Regulacion 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 dias 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 dias de
almacenamiento a 5 +3 C

Presentaciones 25 pg/vial 250 pg/vial
Pruebas Valores de Referencia to 7 dias to 7 dias
Caracteristicas  Solucion clara e incolora,
organolépticas sin residuos visibles Cumple Cumple Cumple Cumple
como materia no disuelta
Contenido por — 80-120 % del valor 965 1127 9161042 82,2-1034 933-109.4
Bradford (%) prefijado
Actividad
especifica 1,5-5,0 2,1-2,8 2,1-3,0 1,7-2,7 2,3-2,5
(x 10° U/mg)
Pureza en 2950 97.4-97,7 964979 97,1974  96,9-97.3
RP-HPLC (%) EGFhI‘]_51 + EGFhI‘]-52
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 minimo y maximo 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 formulacion liofilizada de EGFhr se evalu6 segun los
criterios de las guias ICH. Especificamente, para cubrir el plan de desarrollo clinico, se realiz6 un estudio
de corchete entre 25 y 250 pg/vial segun la guia ICH (Q1D, 2003). Para ello, se evaluaron tres lotes de
cada presentacion.

Los resultados de los puntos finales de las pruebas del estudio de estabilidad acelerada y de vida de
estante para cada presentacion se muestran en la tabla 3.9. Para las condiciones de almacenamiento
estudiadas no se observaron cambios en la apariencia, identidad, contenido, actividad especifica y pureza
en las diferentes evaluaciones, y los resultados permanecieron dentro de los valores de referencia. La
excepcion fue la humedad residual que aumentd en el tiempo, con el valor mas alto alcanzado a la
condicién de mayor temperatura (25 + 2 °C/60 + 5 % de humedad relativa). Este incremento en el
contenido de humedad residual es comun para los productos liofilizados y es causado por la desadsorcion
del agua de los tapones de goma de los viales, seguido por la captura de la humedad por la pastilla
liofilizada higroscopica (Vromans y Van Laarhoven, 1992; Corveleyn y cols., 1997). Sin embargo, lo mas
importante es que el incremento en el contenido de humedad residual no sobrepas6 los valores de
referencia (£ 5 %), ni afectd la calidad del producto durante los periodos evaluados a las respectivas

condiciones de almacenamiento (Tabla 3.9).
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Los examenes de la formulacién a los diferentes periodos de tiempo durante los estudios acelerado y de
vida de estante no indicaron la aparicion de cambios fisicos, tales como: colapso, cambio de color o
aparicion de particulas. Bajo las mismas condiciones, la reconstitucion completa del producto ocurrié en
un tiempo inferior a 20 s, no dejo residuos visibles y di6 lugar a una solucion 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 especifica no cambiaron en el tiempo. Los perfiles cromatograficos de RP-HPLC solamente
mostraron variaciones pequefias durante los periodos de tiempo y condiciones de almacenamiento
evaluadas, sin cambios en el tiempo de retencion o la aparicion de nuevos picos (Anexo 14). Los perfiles
de SEC indicaron unicamente la presencia de la especie monomérica de EGFhr durante los periodos
evaluados (Anexo 14). La formulacién probd ser no pirogénica, no toxica, y estéril en las diferentes
evaluaciones del presente estudio.

La guia ICH QI1E aborda el tema de la evaluacion de los datos de estabilidad y presenta varios enfoques
estadisticos para la evaluacion de los resultados de uno o varios lotes generados por disefios de estabilidad
reducidos o completos (Q1E, 2003). Para el andlisis de los datos de los estudios acelerado y de vida de
estante, la aplicacion de un disefio de regresion lineal simple se considera razonable. Por dicha razon, se
aplico la siguiente ecuacion:

InY = InY,—Pendiente x t [3.2]

Donde Y es el ensayo, t es el factor tiempo expresado en meses, la pendiente es la constante de
degradacion y Yy es el ensayo en t.

Para el analisis estadistico de tendencia, entre las caracteristicas evaluadas en los estudios de estabilidad,
se analizaron la pureza en RP-HPLC y la actividad biologica. La primera se selecciondé debido a su
habilidad para detectar pequefios cambios quimicos 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 presentacion de 25 pg/vial fueron significativamente
diferentes y no pueden ser agrupadas (Anexo 15). En este caso ninguna de las pendientes fue significativa,
probablemente debido a la pequefia potencia estadistica de la prueba y no debido a la ausencia real de
variacion de la pureza en el tiempo. El analisis visual de la variacion de la pureza en el tiempo
(Figura 3.29 a y b) indica que el lote 1 no mostré disminucion de la pureza durante los primeros 3 meses.
Este resultado est4 en contraste con la variacién de pureza para los otros lotes de las dos presentaciones y

sugiere la subestimacion de la pureza en t, para el lote 1.
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Resultados y discusién

Para la presentacion de 250 pg/vial la variacion de la pureza en el tiempo no mostr6 diferencias significativas
entre los lotes. Sin embargo, los interceptos fueron significativamente diferentes, por lo que se calculd una
pendiente de regresion comun (Tabla 3.10). La pendiente de regresion comun fue significativa, con una
probabilidad de 0,0006, lo que significa que la pureza variod significativamente en el tiempo, pero el modelo de
regresion predice que la pureza permanecera por encima de 95,0 % por mas de 6 meses, incluido el lote con el

valor de pureza mas bajo en el tiempo de liberacion (Anexo 16).

Tabla 3.10. Evaluacion estadistica mediante técnicas de regresion de los resultados de estabilidad
acelerada y de vida de estante de los lotes (n = 3) de la formulacion liofilizada de EGFhr”

Probabilidad (25£2 °C) Probabilidad (5 £ 3 °C)

Parametro Presentacion RP-HPLC  Actividad especifica = RP-HPLC Actividad especifica
25 pg/vial 0,15 0,52 0,64 0,95
Pendiente 250 pg/vial 0,36 0,28 0,37 0,67
25 ug/vial +250 pg/vial ~ No procede 0,95 0,66 0,31
25 ng/vial No procede 0,027** 0,075* 0,67
ntercepto 250 pg/vial 0,008" 0,048 019" 0.46
25 pg/vial +250 pg/vial ~ No procede No procede No procede 0,30
Regresion comun 0,0006 0,36 0,26 0,55

Pendiente Pendiente Pendiente Intercepto y
Comentario sobre la regresion comun, lotes de comun, ambas comun, ambas pendiente comun,
comun 250 pg/vial presentaciones presentaciones ambas presentaciones

“Diferencias estadisticamente significativas segiin se describe en la seccion 2.11.4: " (p <0,25), " (p <0,05).
Para las dos presentaciones, ninguno de los lotes mostrd variaciones apreciables en el tiempo para la
actividad especifica en ensayo de proliferacion celular en el estudio acelerado (Figura 3.29 ¢ y d). Los
valores de probabilidad para la diferencia de las pendientes no fueron estadisticamente significativos para
las presentaciones de 25 y 250 pg/vial, dando la posibilidad de combinar las pendientes de los lotes de la
misma presentacion (Tabla 3.10, Anexo 17). Tampoco resultd estadisticamente significativo el valor de
probabilidad para la pendiente de la regresion comun (con los lotes de ambas presentaciones). Finalmente,
se obtuvo una regresion de pendiente comtin con 11 grados de libertad para la varianza residual. El elevado
numero de grados de libertad implica una elevada potencia estadistica, pero aun en ese caso la regresion no
mostré significacion con un valor de probabilidad de 0,36 (Tabla 3.10). Esto significa que no hubo
variaciones de la actividad especifica 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

andlisis de regresion, se compararon las pendientes de los lotes para cada presentacion, y siempre que fue
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Resultados y discusién

posible se combinaron (Tabla 3.10, Anexo 18). Los valores de probabilidad para la diferencia de las
pendientes no fueron estadisticamente significativos, lo que permite combinar las pendientes de los lotes de la
misma presentacion. Tampoco fueron estadisticamente significativas las pendientes de las regresiones
comunes para cada presentacion, lo que permite combinar las pendientes de ambas presentaciones.
Finalmente, se obtuvo una regresion de pendiente comun con 35 grados de libertad para la varianza residual.
El elevado numero de grados de libertad implica una alta potencia estadistica, pero aun en ese caso la
regresion no mostrd significacion (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 observacion visual de la figura 3.30 ¢ y d no se aprecian variaciones de la actividad especifica de
los lotes en el tiempo. Para este ensayo, se realizé un andlisis 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 permitio
realizar el analisis de una regresion comun con 40 grados de libertad para la varianza residual. La probabilidad
para la pendiente comun fue de 0,55, lo que significa que la actividad bioldgica no cambi6 en el tiempo (Tabla
3.10).

Los estudios de estabilidad del EGFhr en solucion acuosa a altas temperaturas han evidenciado que esta es una
molécula muy labil. La vida ttil, mediante RP-HPLC, observada para un EGFhr 45 en solucion a 30 °C fue de
aproximadamente seis dias (Senderoff y cols., 1994). Se ha descrito que la estabilidad del EGFhr libre, en
solucion tampon, disminuy6 hasta solo un 9,7 % del valor inicial después de un mes a 25 °C (Yin y cols.,
2014). El EGFhr en solucion después de almacenado a altas temperaturas experimenta desamidacion de la
Asn' y oxidacion de la Met”' a sulfoxido. La prevencién de estas rutas de degradacion se logré mediante la
liofilizacion 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 periodos de tiempo limitado, principalmente como parte
de estudios de estabilidad acelerada en solucion acuosa (Araki y cols., 1989; Senderoff y cols., 1994; Yin y

cols., 2014).

3.6.3 Estabilidad del producto reconstituido

La estabilidad de la formulacion liofilizada de EGFhr después de reconstituida puede ser influenciada por la
temperatura de almacenamiento y el tipo de solvente utilizado para la reconstitucion. Al igual que durante la
evaluacion del efecto del proceso de liofilizacion, para los estudios de estabilidad del producto reconstituido
se utilizo tanto Al como SSF. La estabilidad del reconstituido se estudi6 en las presentaciones de 25 y
75 ng/vial, que cubren el rango utilizado en ensayos clinicos (Fernandez-Montequin y cols., 2009). Para

evaluar la calidad del producto hasta el final de su vida util, la estabilidad del reconstituido se estudio en
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lotes del producto liofilizado con fecha cercana a su caducidad y en lotes poco después de su fabricacion. 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 especifica en ensayo de proliferacion celular y pureza por RP-HPLC durante las
evaluaciones, y los resultados se mantuvieron dentro de los valores de referencia.

La completa reconstitucion de un producto liofilizado dentro de un periodo de tiempo corto es muy
importante, mientras que la reconstitucion 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 Al 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 pequeiia variacion observada en el pH se debe
probablemente a las variaciones de la fuerza idnica, segun la teoria de Debye-Hiickel (Debye y Hiickel,
1923); y no impactaron en la calidad del producto (Tabla 3.11). Como es de esperar, la osmolaridad del
producto se vio influenciada por el solvente de reconstitucion. La reconstitucion con SSF hace isotdnica la
solucion y no afectd 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 pg/vial, el EGFhr fue quimica, fisica y
bioldgicamente estable como un polvo liofilizado para inyeccion, y mantiene su solubilidad y estabilidad.
Al mismo tiempo, estos datos demuestran que la calidad del producto se mantiene durante la exposicion a
la luz, la transportacion, el almacenamiento prolongado o la reconstitucion. 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 clinicos (Fernandez-Montequin y cols., 2009;
Berlanga y cols., 2013), y un balance beneficio-riesgo positivo para el tratamiento de la ulcera del pie

diabético (Lopez-Saura y cols., 2013).
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Conclusiones

4. CONCLUSIONES

1.

La combinacion de los ensayos de RP-HPLC, electroforesis en ausencia de SDS, espectrometria de
masas en modo ESI-MS, ELISA y ensayo de proliferacion celular permiten una evaluacion apropiada
de la estabilidad del EGFhr. Las principales rutas de degradacion del EGFhr identificadas fueron la
desamidacion de la Asn' y la oxidacion de la Met*' a sulfoxido.

En solucion acuosa la mayor estabilidad quimica, coloidal y del plegamiento del EGFhr, durante la
exposicion a 50 + 2 °C, se encontr6 a pH cercano a 7,0. La principal incompatibilidad de esta proteina se
encontrd con los azlcares reductores, los polisorbatos y el polietilenglicol, ya que incrementan la
oxidacion del EGFhr. No obstante, a pH 7,0 ocurrié la desamidacion de la Asn' a una velocidad de
3,43 %/mes a 5 + 3 °C, lo cual dificulta el logro de una formulacion liquida estable a largo plazo.

La combinacion de la sacarosa (15 mg/mL) con la Dextrana 40 (5 mg/mL) en tampdn fosfato de sodio
a pH 7,0 y 10 mM permiti6 la estabilizacion del EGFhr durante la liofilizacion, y aumentd su
estabilidad durante el almacenamiento a 50 £ 2 °C.

La formulacion desarrollada de EGFhr mantiene su estabilidad durante las operaciones tecnoldgicas de
mezclado, esterilizacion por filtracion, liofilizacion, y simulacidon de la inyeccion. Dicha formulacion
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 solucién transparente con conteo de particulas subvisibles inferior a

3000, para particulas mayores o iguales a 10 um, y a 50 para particulas mayores o iguales a 25 pm.

. La evaluacion en espectrometria de masas del EGFhr evidencio que la proteina liofilizada se mantiene

intacta después de 15 dias de almacenamiento a 50 + 2 °C. La desamidacién de la Asn' en la
formulacion 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 (carton con barniz UV) fue capaz de brindar una proteccion efectiva al producto,
frente al efecto de la exposicion a la luz blanca/UV.

La formulacion liofilizada fue estable durante al menos 2 afios a 5 £ 3 °C, y 6 meses a 25 + 2 °C.
Después de su reconstitucion con Al o con SSF, el producto mantuvo la estabilidad fisica, quimica y

bioldgica durante 24 ha 5 + 3 °C.
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Recomendaciones

5. RECOMENDACIONES

1. Proponer nuevos estudios para mejorar el proceso de liofilizacion (por ejemplo resistencia de la capa
secay Tg" por DSC).

2. Realizar el escalado industrial del proceso de fabricacion del producto.
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9. ANEXOS

ANEXO 1
Caracterizacion por ESI-MS del IFA del EGFhr producido en Saccharomyces cerevisiae
Determinacion de la masa molecular de la proteina intacta

En los analisis en ESI-MS del EGFhr se detectan las sefiales de los estados de cargas 4+, 5+ y 6+ que
fueron consistentes con las masas moleculares teoricas del EGFhr truncado en el extremo C-terminal para
dar especies con 51 y 52 aminodcidos 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
EGFhr;s; y EGFhr;.5; de 6 059,68 y 5 946,43 g/mol, respectivamente. Considerando que las masas
tedricas del EGFhr;_s, y EGFhr;_s; son de 6 059,82 y 5 946,66 g/mol, los resultados fueron determinados
con muy buena exactitud, esto evidencio la integridad de los dos componentes mayoritarios del IFA de

EGFhr (EGFhI‘]-s] y el EGFhI‘1_52).

T -
EGFlr 6+ EGFhr, 5, s il TOF m\? gf +
100- AB A5 ) EGFhn 1.52 Jed
1010.81 ] 1212.86 A A 6059685004
‘ 1515.83 B 5946.43:0.00
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Espectro ESI-MS de la proteina intacta del IFA de EGFhr. Como EGFhr;s; y EGFhr)_s; se representan las
especies truncadas en el extremo C-terminal del EGFhr con 52 y 51 aminodcidos, respectivamente. En la

ol LEER R4 PR BRUARD AR B
1700 1800 1900

esquina superior derecha de cada espectro con las letras A y B se muestran las masas moleculares promedio
determinadas para el EGFhr)s; y EGFhr)_s; (masas teoricas: 6 059,68 y 5 946,43 g/mol), respectivamente.

Secuenciacion de los extremos C-terminal y N-terminal

Para la secuenciacion de los extremos C-terminal y N-terminal fue necesario digerir con tripsina el IFA de
EGFhr. En el espectro ESI-MS de la digestion con tripsina de la proteina después de reducida y
propionamidada se muestran las sefiales marcadas con rombos negros para identificar las especies
asignadas a péptidos del C-terminal, y las marcadas con circulos negros se corresponden con las asignadas

a péptidos del N-terminal del EGFhr.
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Espectro ESI-MS de la digestion triptica de la proteina reducida y propionamidada del IFA de EGFhr.
Las seniales marcadas con rombos y circulos 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 senales

correspondientes a los péptidos.

Masas moleculares monoisotopicas obtenidas para los péptidos generados durante la digestion triptica
de la proteina reducida y propionamidada

m/z tedrica y/ m/z experimetal Error (%)’ Asignacion
49526 2 495,26 0,00 D>
438,72 2 438,72 0,00 D*-E”!
633,30 1 633,32 0,003 w1
794,87 2 794,89 0,003 YZ¥RY
832,61 4 832,63 0,003 g

N'-K
1109,83 3 1 109,82 0,0009
980,23 5 980,25 0,002 NLR!
1225,03 4 1 225,06 0,002

“el error estd calculado de la siguiente manera: Error(%) = {Abs [(Micsrica - Mexperimental)/Miesrical} X100

Los péptidos C-terminal correspondientes a las sefales doble carga m/z 438,72 y 495,26 de las especies
EGFhr,5; y EGFhr_s;, respectivamente, se secuenciaron mediante ESI-MS/MS. Los espectros ESI-MS/MS
deconvolucionados permiten asegurar que las secuencias asignadas a los péptidos C-terminal (**DLKWWE?")
y (46DLKWWEL52) se corresponden con las esperadas para el EGFhr|s; y EGFhr,.s;, respectivamente. Las

dos especies mayoritarias del EGFhr mantienen integro el extremo C-terminal.
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Espectro ESI-MS/MS de la serial doble carga m/z 438,72 correspondiente al péptido C-terminal
(4 SDLKWWE"! ) de la especie EGFhr;_s;, contenido en el IFA.
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Espectro ESI-MS/MS de la serial doble carga m/z 495,26 correspondiente al péptido C-terminal
(4 SDLKWWEL?* ) de la especie EGFhr_s;, contenido en el IFA.

El péptido N-terminal correspondiente a la sefial cuatro cargas m/z 832,00 se secuencid mediante
ESI-MS/MS. El espectro ESI-MS/MS deconvolucionado permite asegurar que la secuencia asignada al
péptido N-terminal ('NSDSEC*PLSHDGY C*LHDGVC*MYIEALDK?®) se corresponde con la esperada,

y que el EGFhr mantiene el extremo N-terminal integro.

'NSDSEC*PLSHDGYC*LHDGVC*MYIEALDK?2#
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Espectro ESI-MS/MS deconvolucionado de la serial cuatro cargas m/z 832,00 correspondiente al péptido
N-terminal del IFA de EGFhr.

C*: cisteinas reducidas y alquiladas con acrilamida.
129



Analisis de los enlaces disulfuro

Para verificar la correcta formacion de los enlaces disulfuro en el EGFhr, la proteina se sometid a
hidrolisis 4cida parcial (Besada y cols., 1990). En la tabla de la pagina siguiente se muestran los valores
de las relaciones m/z de los péptidos generados. Las sefiales se asignaron considerando la concordancia
entre los valores tedricos y experimentales y la especificidad del corte quimico realizado. En el espectro
ESI-MS, se observan los iones de m/z correspondientes a los péptidos que mantienen enlazadas las

cisteinas por enlaces disulfuro (Cys®-Cys™, Cys'*-Cys®' y Cys**-Cys*) (Besada y cols., 1990).

12G-H16).S.S.(28K .R45)3
(12G-HI)-5-S-(K-REP* (12G-HIShS-SEKREM* o o) s 5 105 Eones ‘}) SRR
(V1134 TOF MS ES+
100+ (L L [(*S-H")-SS-("8G-L2)P* (BC-RH 874 49 9.01e3

33774 71287 (*S-H'9)-S-S-("*G-L%)]**

884 411
&

76142
2 3825 (33C_R45 3+ 335 41 {43_H10}_s_s_(186_D2T]2+
(47L_E51)2+ 5155
331-23?81 I 52157, 75
‘, 506.24 192 98045
L L s e miz
350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 000 950 1000

Region ampliada del espectro ESI-MS (350-1000 m/z) correspondiente a la hidrdlisis en medio acido del
EGFhr contenido en el IFA.
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Masas moleculares monoisotopicas de los péptidos que estan formando enlace disulfuro en la molécula
de EGFhr que fueron detectados durante la caracterizacion por ESI-MS después de la hidrolisis acida

parcial
m/ z m/z %)* Asignacion
tedrica experimental Error (%) g
0,002

315,25 3 >15,24 CHR® (péptido con un enlace disulfuro
772,36 |2 772,36 0.00 intramolecular entre las Cys®>-Cys*?)
58002 |3 589.94 0.003 [(*S-H'")-S-S-("®G-L*)]" sefial asignada a dos

’ ’ ’ péptidos (*S-H' y '®G-L?®) enlazados mediante un
38438 | 2 384 41 0.003 enlace disulfuro intermolecular entre las Cys’-Cys®’

[(*S-H'")-S-S-("*G-D*")]" sefial asignada a dos
941,93 |2 941,92 0,001 péptidos (*S-H' y '®G-D?) enlazados mediante un
enlace disulfuro intermolecular entre las Cys®-Cys®

[(*S-H'")-S-S-("*G-E**)] sefial asignada a dos

792,35 |2 792,35 0,00 péptidos (*S-H' y '®G-E**) enlazados mediante un
enlace disulfuro intermolecular entre las Cys®-Cys®

437,74 | 2 437,74 0,00 'L-L*%"

381,19 |2 381,20 0,003 ('L-E°Y"

904,75 |3 905,08 0,036 120 1116 2By pAS\T e 1

? ’ [(“G-H”)-S-S-(""K-R™)] senal asignada a dos
g 12 16 _ 281, 145 .
678.81 | 4 679.06 0,036 péptidos ( G-H y . K-R™) enlazados mediante un
enlace disulfuro intermolecular que une a las

Cys'*-Cys®' y ademas contiene un enlace disulfuro

54323 15 543,45 0,040 intramolecular que une a las Cys>-Cys**

“el error estd calculado de la siguiente manera: Error (%) = {Abs [(Miesrica — Mexperimenta)/Mieorical A X100
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ANEXO 2
Caracterizacion por ESI-MS de los principales productos de degradacion 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 cromatografico de RP-HPLC del IFA de EGFhr, las especies eluidas se

colectaron y analizaron por ESI-MS para caracterizar cada especie a nivel molecular.
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Aislamiento en RP-HPLC de los componentes principales y productos de degradacion del IFA de EGFhr.
Las especies se separaron en una columna Vydac Cs 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 proteina intacta determinada por ESI-MS.

Identificacion de los componentes principales y productos de degradacion de las fracciones de EGFhr
separadas mediante RP-HPLC

Fraccion trr’ Masa Masa Error (%)’ Asignacion
tedrica | experimental
a 0,72 | 5962,66 5962,74 0,001 EGFhr;_s; Met”' sulfoxido
1 0,81 | 5946,66 5 946,69 0,0005 EGFhr,.s;
b 0,94 | 6075,82 6 075,96 0,002 EGFhr,_s, Met”' sulfoxido
2 1,00 | 6059,82 6 059,81 0,0001 EGFhr,_s,
c 1,18 | 6168,64 6 169,05 0,007 EGFhry.s, + 113 g/mol

“trr: tiempo de retencion relativo.
trr = [(tiempo de retencion del EGFhr modificado)/(tiempo de retencion del EGFhr;_s3)].

“el error estd calculado de la siguiente manera: Error (%) = {Abs [(Misrica - Mexperimental)/Miesrical} X100
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Caracterizacion 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 EGFhr .5, y
EGFhr,.s; y considerando la adicién de un atomo de oxigeno, presumiblemente por un proceso de

oxidacion con el consecuente incremento en la masa molecular de +16 g/mol.
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Espectros ESI-MS correspondientes a fracciones (b) y (a) del cromatograma de RP-HPLC [fraccion (b),
(Panel A) y fraccion (a), (Panel B)] Las masas moleculares teoricas promedio del EGFhr;s; y el
EGFhr,_s;, presumiblemente oxidado en la Met,; 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 oxidacién especifico tentativamente fue asignado a la oxidacion de la Met*' a sulféxido
(Besada y cols., 1990). Para verificar esta hipdtesis, 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 oxidacion especifico. El péptido
N-terminal con la Met*' oxidada a sulfoxido se detecté en los espectros como sefiales triple cargadas

(m/z 1 115,79) y tetracargadas (m/z 837,08) como se muestra en la siguiente figura.
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Espectros ESI-MS de los péptidos tripticos después de la reduccion y alquilacion de las cisteinas de las
especies de EGFhr;.s; (Panel A) y EGFhr;s; (Panel B). Las sefiales mds intensas fueron asignadas, se
muestra la carga del ion y entre paréntesis la masa molecular teorica. Las regiones destacadas dentro
del rectangulo se muestran en la figura siguiente.

La distribucion isotopica teérica del péptido N-terminal no modificado (Figura siguiente, panel A) se
compar6 con la del mismo péptido que presumiblemente tenia oxidada la Met*' a sulfoxido (Figura

siguiente, panel B), los resultados concuerdan con los esperados.
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Distribuciones isotopicas teoricas correspondientes a las especies no oxidada (A) y oxidada (B) del
péptido N-terminal del EGFhr (Asn'-Lys®)*". Las regiones ampliadas en los paneles C y D se
corresponden con regiones destacadas dentro del rectangulo de la figura anterior.

Para confirmar que el péptido N-terminal contenia una Met oxidada a sulfoxido se secuenci6 el péptido

triple carga m/z 1 115,16 mediante ESI-MS/MS. En el espectro ESI-MS/MS de la siguiente figura se

observod una sefial intensa debido a la pérdida de masa de 64 g/mol del i6n precursor.
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Espectros ESI-MS/MS de la senial triple carga con relacion m/z de 1 115,16 correspondiente al péptido
N-terminal (Asn'-Lys®®) con un sulféxido de Met.
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La fragmentacion debido a la pérdida de masa de 64 g/mol (—CH3SOH) es muy especifica de péptidos que
contienen un residuo de sulfoxido de Met, lo que corrobora que este péptido estd oxidado. Este tipo de
fragmentacion ha sido reportada por otros autores al identificar péptidos con la Met oxidada a sulfoxido

(Smith y cols., 1997; Lagerwerf y cols., 1996).
Caracterizacion de la fraccion (c) correspondiente al EGFhr;.s; + 113 g/mol

En la siguiente figura se muestra el analisis por ESI-MS de la fraccion (c) del cromatograma de
RP-HPLC. Se observa una proteina cuya masa molecular se corresponde con el EGFhr;s; con un
incremento de masa de 113 g/mol. Debido a que dicho incremento de masa nunca se detectd en la especie
de EGFhr.5;, se asumié como hipotesis que la modificacion ocurrié en el extremo C-terminal de la

especie de EGFhr,_s,.
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Espectros ESI-MS de la fraccion (c) del cromatograma de RP-HPLC donde se observan los iones
multicargados del EGFhr;_s; con un incremento de masa de 113 g/mol (A). Las regiones ampliadas (B) y
(C) muestran la distribucion isotopica teorica del EGFhr;s, en forma continua y de barra,
respectivamente. La region ampliada en (D) muestra la distribucion isotopica experimental del ion
multicargado (6+) del espectro en (A).

La fraccién (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 localizaciéon de la
modificacion de la proteina. En el espectro ESI-MS de la digestion con tripsina de esta fraccion que se
muestra debajo, el péptido C-terminal del EGFhr;s, (WWEL) no se detectd, esto sugiere que la
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modificacion ocurri6 en la region C-terminal de la proteina. Sin embargo, se detect6d una sefial doble carga
m/z 551,79 que no puede explicarse por la secuencia del EGFhr, excepto considerando el péptido

C-terminal del EGFhr,_s; con incremento de masa de 113 g/mol.

egfred-alg-pico 12 55 {1.568) Cm (42.82) TOF M5 ES+
ER{TGT 7.7
100 917978 7. 783
BE2 2551
%_
ER2T92E
| Mj 553 2000
0 T T T T T 1 1 mfz
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Region ampliada del espectro ESI-MS de la digestion triptica del EGFhr_s; con un incremento de masa
de 113 g/mol, se observa una sernial doble carga m/z 551,79 que no se pudo asignar a los péptidos
tripticos.

El péptido C-terminal correspondiente a la sefial doble carga m/z 551,79 se secuenci®é mediante
ESI-MS/MS. En la figura de la pagina siguiente se muestra el espectro deconvolucionado, asegurando que
el incremento de 113 g/mol ocurrié en el péptido C-terminal del EGFhr,.5;. Esta modificacion ocurre
probablemente en el extremo C-terminal del EGFhr;.s3, donde la Argss estd modificada a un aldehido
(Amici y cols., 1989). Esta reaccion de oxidacion es catalizada por la presencia de iones metélicos y
radicales libre de oxigeno, los cuales estan presentes en el proceso de fermentacion y catalizan dicha
reaccion como se ha informado. Otro factor que contribuye es la aireacion vigorosa que se requiere para el

crecimiento de la biomasa. Debemos enfatizar que esta modificacion es minoritaria.
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Espectro ESI-MS/MS del péptido m/z 551,79 mostrado en la figura anterior. Esta sefial se corresponde
con el péptido C-terminal con un incremento de su masa de 113 g/mol.
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ANEXO 4

Calculos de las constantes de velocidad de degradacion del EGFhr en funcion del pH de la solucion
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Cinética de degradacion del EGFhr en funcion del pH de la solucion a 50 + 2 °C por el método de
RP-HPLC (panel a) y por el de ELISA (panel b).

Parametros de ajuste de la ecuacion de la recta para los diferentes valores de pH. Entre paréntesis el
intervalo de confianza del 95 %

RP-HPLC

ELISA

I<obs (%/ d)

I<obs (%/ d)

pH
3
4
5
6
7
8
9
10

0,93 (0,88-0,97)
0,80 (0,77-0,82)
0,51 (0,47-0,54)
0,148 (0,125-0,170)
0,104 (0,081-0,126)
0,185 (0,156-0,215)
6,68 (5,49-7,86)
16,46 (13,92-19,01)

0,998
0,999
0,997
0,983
0,966
0,981
0,984
0,993

0,363 (0,328-0,399)
0,331 (0,295-0,366)
0,141 (0,126-0,156)
0,048 (0,042-0,053)
0,04 (0,037-0,044)
0,064 (0,052-0,077)
0,191 (0,187-0,196)
1,37 (0,89-1,84)

0,998
0,998
0,996
0,993
0,998
0,996
0,999
0,987
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ANEXO 5
Calculos de las constantes de velocidad de degradacion del EGFhr en funcion del pH y el tipo de

tampon de la solucion
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Cinética de degradacion del EGFhr en funcion del pH y el tipo de tampon de la solucion a 50 +2 °C 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 ay b) y a pH 7,0 y 8,0 (paneles ¢ y d).En lineas discontinua pH 7,0 y en
lineas continuas pH 8,0.

Parametros de ajuste de la ecuacion de la recta para las combinaciones de pH y tipo de tampon. Entre
pareéntesis el intervalo de confianza del 95 %

RP-HPLC ELISA

pH  Tipo de tampon Kops (%0/d) 1’ Kops (%/d) 1’
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
Fosfato 0,131 (0,103-0,160) 0,986 0,072 (0,048-0,096) 0,988
8,0 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

141



ANEXO 6

Calculos de las constantes de velocidad de degradacion en funcion de la concentracion de EGFhr
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Cinética de degradacion del EGFhr en funcion de la concentracion de la proteina en la solucion a
50 £2 °C por el método de RP-HPLC (panel a) y por ELISA (panel b).

Parametros de ajuste de la ecuacion de la recta para las concentraciones de EGFhr. Entre paréntesis el
intervalo de confianza del 95 %

RP-HPLC ELISA
Concentracion Kobs (%/d) r Kobs (%/d) r
EGFhr (ug/mL)
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

Calculos de las constantes de velocidad de degradacion del EGFhr en funcion de la fuerza ionica de

la solucion
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Cinética de degradacion del EGFhr en funcion de la fuerza ionica de la solucion a 50 + 2 °C por el
método de RP-HPLC (panel a), SEC (panel b) y ELISA (panel c).

Parametros de ajuste de la ecuacion de la recta para las concentraciones de NaCl. Entre paréntesis el
intervalo de confianza del 95 %

RP-HPLC SEC ELISA
NaCl Kobs (%o/d) r Kobs (%o/d) r Kobs (%o/d) r
(%)
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

143



ANEXO 8

Calculos de las constantes de velocidad de degradacion del EGFhr en solucion acuosa en presencia

de los excipientes cominmente utilizados en formulaciones parenterales de proteinas
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Cinética de degradacion del EGFhr en presencia de los excipientes en solucion acuosa a 50 =2 °C en
tampon fosfato de sodio obtenida por el método de RP-HPLC (paneles ay c) y por ELISA (paneles by d).
En presencia de sacaridos (paneles ay b), y de polialcoholes y aminodacidos (paneles c y d).
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Cinética de degradacion del EGFhr en presencia de los excipientes en solucion acuosa a 50 + 2 °C
obtenida por el método de RP-HPLC (paneles ey g) y por ELISA (paneles fy h). En tampon fosfato de
sodio y en presencia de polimeros y sales (paneles e y f), y en tampon Tris-HCI con los excipientes que
resultaron incompatibles en tampon fosfato de sodio (paneles gy h).
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Parametros de ajuste de la ecuacion de la recta para el EGFhr en solucion en presencia de los

excipientes. Entre paréntesis el intervalo de confianza del 95 %

RP-HPLC ELISA

Excipientes Kops (%/d) r’ Kopbs ( %/d) r’
Tampén 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
MgCl, 0,201 (0,151-0,250) 0,982 0,090 (0,061-0,119) 0,989
Tampon Tris-HCI 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
MgCl, 0,098 (0,074-0,122) 0,982 0,055 (0,052-0,058) 0,999
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ANEXO 9
Calculos de las constantes de velocidad de degradacion del EGFhr liofilizado en presencia de los

excipientes comunmente utilizados en formulaciones parenterales de proteinas
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Cinética de degradacion del EGFhr liofilizado en presencia de los excipientes a 50 £ 2 °C por el método
de RP-HPLC (panel a) y el de ELISA (panel b). En lineas discontinuas el proceso de liofilizacion con
tratamiento térmico (Gly Con TT y manitol Con TT).

Parametros de ajuste de la ecuacion 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 (x 1072, %/d) r Kobs (x 1072, %/d) r
Tampo6n 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 metodologias de liofilizacién
utilizadas (Seccion 2.4.2).
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ANEXO 10

Comparacion de los perfiles cromatograficos de RP-HPLC del EGFhr liofilizado en presencia de los

excipientes después de siete dias de almacenamiento a 50 °C
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ConTT

Glicina

——=

Manitol

Absorbancia, 226 nn

Sorbitol

_ 87.5
Tampon
Sacarosa “ J Q5.4 04

0,8 1,0
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No calentada ] 96.9%

L] l L) | ] | L)
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Tiempo (min)

Perfiles cromatogrdficos de RP-HPLC correspondientes a las muestras en presencia de excipientes en las
formulaciones liofilizadas. Las muestras fueron evaluadas después de siete dias de exposicion a
50 £ 2 °C. La formulacion base empleada para todos los excipientes fue el tampon fosfato de sodio
(10 mM, pH 7,0). Las metodologias de liofilizacion utilizadas fueron “Sin TT” (sin tratamiento térmico y
“Con TT” (con tratamiento térmico). Las especies se separaron en una columna Vydac Cg 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 aparicion o el incremento de sefial con respecto al
control con su correspondiente valor de trr. Trr (0,71): EGFhr .5 oxidado en Met”' a sulfoxido; trr (0,8):
EGFhr;s;; trr (0,93): EGFhr;_s; oxidado en Met’! a sulfoxido, trr (1,0): EGFhr;.s,. Encima de cada

cromatograma y sombreado se presentan los porcentajes de EGFhr no modificado remanente.
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ANEXO 11

Calculos de las constantes de velocidad de degradacion del EGFhr liofilizado en presencia de las

combinaciones sacarosa-Dextrana 40
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Cinética de degradacion del EGFhr liofilizado en combinaciones sacarosa-Dextrana 40 a 50 + 2 °C por
el método de RP-HPLC (panel a) y el de ELISA (panel b).

Parametros de ajuste de la ecuacion de la recta para las combinaciones sacarosa-Dextrana 40
liofilizadas. Entre paréntesis el intervalo de confianza del 95 %

RP-HPLC
Kobs

ELISA

Fraccidén masica de

I<obs

Dextrana 40" (m/m)

(x 1072, %/d)

1'2

(x 1072, %/d)

1'2

0
0,25
0,5
0,75
1

0,29 (0,26-0,32)
0,22 (0,18-0,26)
0,20 (0,14-0,25)
0,17 (0,13-0,20)
0,15 (0,11-0,19)

0,995
0,982
0,962
0,982
0,959

0,24 (0,18-0,31)
0,19 (0,17-0,21)
0,15 (0,14-0,17)
0,13 (0,11-0,15)

0,097 (0,075-0,12)

0,964
0,993
0,994
0,987
0,974

“Fraccion masica de Dextrana 40 (m/m) = (masa de Dextrana 40)/(masa de Dextrana 40 + masa de sacarosa).



ANEXO 12

Cuantificacién de la constante de velocidad de desamidacién de la Asn' del EGFhr en funcién de la

humedad residual del liofilizado
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Cinética de desamidacion de la Asn' del EGFhr en funcién de la humedad residual del liofilizado
mediante electroforesis en ausencia de SDS a diferentes temperaturas: (a) 25 =2 °C, (b) 37 £2 °C y (c)

50 +2 °C. En cada grdfico, ademdas del porcentaje de humedad residual, se indica entre paréntesis la T,
del producto.

Parametros de ajuste de la ecuacion de la recta para los diferentes valores de humedad residual y
temperaturas. Se incluyen los valores de los parametros de ajuste del EGFhr en solucion acuosa segun la
tabla 3.2. Entre paréntesis el intervalo de confianza del 95 %

25+2°C 37+2°C 50 +2°C
Humedad Kobs r Kobs r Kobs r
residual [% Desamidado [% Desamidado [% Desamidado
(%) (Asn')/mes] (Asn')/mes] (Asn')/mes]
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

solucion 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

Evaluacion estadistica de los resultados del estudio de fotoestabilidad en condiciones de estrés del

EGFhr liofilizado en presencia de diferentes materiales de envase

1) Se muestran las salidas del ANOVA para el ensayo de proliferacion celular

Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-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 Multiple 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
1I) Se muestran las salidas del ANOVA para la pureza por SEC

Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-p
Entre grupos |1,87605 3 0,625349 4,67 0,0169
Intra grupos |2,00736 15 10,133824

Total (Corr.) |3,88341 18
Pruebas de Miltiple 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

IIl)  Se muestran las salidas del ANOVA para la pureza por RP-HPLC

Tabla ANOVA

Fuente Suma de G! |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-p
Cuadrados

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 Multiple Rangos, Método: 95.0 porcentaje LSD

Condiciones Casos Media Grupos Homogéneos

Envase primario 3 94,2813 X

Envase secundario 3 97,0567
Inicio (t=0) 3 97,38
Control oscuridad 3 97,3833

ltallel
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ANEXO 14
Perfiles cromatograficos de la formulacion liofilizada de EGFhr durante los estudios de estabilidad

acelerada y de vida de estante
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Perfiles cromatogrdficos de la formulacion liofilizada de EGFhr después del analisis 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 ug/vial (paneles ay c) y 250 ug/vial (paneles by d). La separacion en RP-HPLC se
realizo en una columna Vydac Cg 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 separacion en SEC se realizo
en una columna Superdex 75 empleando como fase movil el tampon 0,1 M NaPO,0,5 M arginina-HCI a
pH 6,5 y a un flujo constante de 0,4 mL/min.
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ANEXO 15

Evaluaciones estadisticas de los resultados de estabilidad a 25 =+ 2 °C en RP-HPLC mediante

técnicas de regresion. Presentacion de 25 pg/vial

Real Stability Program Results

Name of the Study: RP-HPLC (25 pg/vial)
Kinetics: 1th order
Normalization: Against Labeled Value
Labeled Value: 1
Minimum permisible Activity in percent: 100

Lots Data

Total Number of Lots in the study: 3
Number of active lots in the study: 3

Data for Active Lots (time in months)

Time
0.00
3.00
6.00

Lot 1

Purity Time
95.300 0.00
95.300 3.00
95.100 6.00

Lot 2

Purity Time
95.600 0.00
95.500 3.00
95.300 6.00

Lot 3
Purity
96.000
95.712
95.497

Regression Summary and ANOVA for equallity of slopes and intercepts

Lot Name Sxx

Regression with common slope
-0.0315 0.00002 -0.000583 0.000018 0.0000036 5 0.0000007 0.0039317
Residual Mean Square due to common slope 0.0000026 2 0.0000013

25 pg/vial

Lot1 -0.0063 0.00000
Lot2 -0.0094 0.00001
Lot3 -0.0158 0.00001

Syy Slope

Summary of ANOVA for common slope

F= 3.823 Probability= 0.14960798<0.25 Significant, slopes are considered unequals

SSReg SSRes dfRes MSRes
-0.00035 0.000002 0.0000007 1 0.0000007 0.3333333
-0.00052 0.000005 0.0000002 1 0.0000002 0.1212852
-0.00088 0.000014 0.0000001 1 0.0000001 0.0529715
Pooled Residual Mean Square 0.0000010 3 0.0000003

Parameters used for estimation as results of the above analysis

Intercept= 4.564221604
Slope= -0.000876324
Estimated Results
Time % RP-HPLC
0.000 95.9878484
6.000 95.4844744
12.000 94.9837403
18.000 94.4856320
24.000 93.9901359
30.000 93.4972383
36.000 93.0069254
48.000 92.0340001
60.000 91.0712524

Time to reach the minimum permissible purity = 5208.3751538595 months
Lower Limit of the time to reach the minimum permissible purity= 3412.8581995936 months

Lower Limit
95.8164560
95.3139809
94.5758041
93.8252925
93.0776276
92.3348632
91.5975445
90.1398565
88.7049504

153



ANEXO 16

Evaluaciones estadisticas de los resultados de estabilidad a 25 =+ 2 °C en RP-HPLC mediante

técnicas de regresion. Presentacion de 250 pg/vial

Real Stability Program Results

Name of the Study: RP-HPLC (250 pg/vial)
Kinetics: 1 th order

Normalization: Against Labeled Value
Labeled Value: 1

Minimum permisible Activity in percent: 100

Lots Data
Total Number of Lots in the study: 3
Number of active lots in the study: 3

Data for Active Lots (time in months)

Lot 4 Lot 5 Lot 6
Time Purity Time Purity Time Purity
0.00 95.500 0.00 96.000 0.00 95.800
3.00 95.300 3.00 95.700 3.00 95.500
6.00 95.200 6.00 95.500 6.00 95.400

Regression Summary and ANOVA for equallity of slopes and intercepts

LotName Sxx Sxy Syy Slope SSReg SSRes dfRes MSRes Probability
Lot4 -0.0094 0.00001 -0.00052 0.000005 0.0000002 1 0.0000002 0.1207898
Lot5 -0.0157 0.00001 -0.00087 0.000014 0.0000002 1 0.0000002 0.0727316
Lot6 -0.0126 0.00001 -0.00070 0.000009 0.0000007 1 0.0000007 0.1786460

Pooled Residual Mean Square 0.0000011 3 0.0000004

Regression with common slope
250 pg/vial  -0.0377 0.00003 -0.000697 0.000026 0.0000022 5 0.0000004 0.0005598

Residual Mean Square due to common slope 0.0000011 2 0.0000005
Summary of ANOVA for common slope

F= 1.483 Probability=0.35653456>0.25 Not significant, slopes are considered equals

Regression with common slope and common intercept
250 pg/vial -0.0377 0.00005 -0.000697 0.000026 0.0000287 7 0.0000041 0.0391654

Residual Mean Square due to common slope and intercept 0.0000265 2 0.0000133
Summary of ANOVA for common intercept

F=36.528 Probability= 0.00783389<0.25 Significant so intercepts are considered unequals
Parameters used for estimation as results of the above analysis

Intercept= 4.558951819
Slope= -0.000697353

Estimated Results

Time % RP-HPLC Lower Limit
0.000 95.4833436 95.3938342
6.000 95.0846646 94.9955289
12.000 94.6876502 94.5177540
18.000 94.2922935 94.0273635
24.000 93.8985876 93.5361872
30.000 93.5065255 93.0463812
36.000 93.1161005 92.5585838
48.000 92.3401341 91.5898651
60.000 91.5706341 90.6307915

Time to reach the minimum permissible purity= 6537.5082963334 months
Lower Limit of the time to reach the minimum permissible purity= 5193.9490677535 months
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ANEXO 17

Evaluaciones estadisticas de los resultados de estabilidad a 25 £ 2 °C por actividad especifica

mediante técnicas de regresion

I) Presentacion de 25 pg/vial

Real Stability Program Results

Name of the Study: Specific Activity (25 pg/vial)
Kinetics: 1 th order

Normalization: Against Labeled Value

Labeled Value: 1

Minimum permisible Activity in percent: 100

Lots Data
Total Number of Lots in the study: 3
Number of active lots in the study: 3

Data for Active Lots (time in months)

Lot 1 Lot 2 Lot 3
Time Activity Time Activity Time Activity
0.00 3005200.000 0.00 2051000.000 0.00 2065160.000
3.00 2731056.586 3.00 2414503.318 3.00 1666327.000
6.00 2704691.001 6.00 2249065.287 6.00 1827538.663

Regression Summary and ANOVA for equallity of slopes and intercepts

Lot Name Sxx Sxy Syy Slope SSReg SSRes dfRes MSRes Probability
Lot1 -0.3161 0.00678 -0.01756 0.005550 0.0012314 1 0.0012314 0.2802422
Lot2 0.2766 0.01339 0.01536 0.004249 0.0091373 1 0.0091373 0.6189816
Lot3 -0.3667 0.02317 -0.02037 0.007471 0.0157014 1 0.0157014 0.6155807

Pooled Residual Mean Square 0.0260701 3 0.0086900

Regression with common slope
25 pg/vial -0.4062 0.04334 -0.007523 0.003056 0.0402845 5 0.0080569 0.5649393
Residual Mean Square due to common slope 0.0142144 2 0.0071072
Summary of ANOVA for common slope
F= 0.818 Probability= 0.52060332>0.25 Not significant, slopes are considered equals

Regression with common slope and common intercept
25 pg/vial -0.4062 0.30923 -0.007523 0.003056 0.3061730 7 0.0437390 0.7991463
Residual Mean Square due to common slope and intercept 0.2658885 2 0.1329442
Summary of ANOVA for common intercept
F=15.298 Probability=0.02668287<0.25 Significant so intercepts are considered unequals

Parameters used for estimation as results of the above analysis

Intercept= 14.489562569
Slope= -0.007522603

Estimated Results

Time Activity Lower Limit
0.000 1962171.9757735 1726604.3914341
6.000 1875577.0834558 1650405.6060078
12.000 1792803.8109900 1403374.7827424
18.000 1713683.5020282 1167610.3419204
24.000 1638054.9433917 966749.0357610
30.000 1565764.0365880 799040.1545110
36.000 1496663.4838243 659883.9615055
48.000 1367476.4652126 449530.9222323
60.000 1249440.4407676 306005.3753944

Time to reach the minimum permissible activity= 1926.1366983091 months

Lower Limit of the time to reach the minimum permissible activity= undefined
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IT) Presentacion de 250 pg/vial

Real Stability Program Results

Name of the Study: Specific Activity (250 pg/vial)
Kinetics: 1th order

Normalization: Against Labeled Value

Labeled Value: 1

Minimum permisible Activity in percent: 100

Lots Data
Total Number of Lots in the study: 3
Number of active lots in the study: 3

Data for Active Lots (time in months)

Lot 4 Lot 5 Lot 6
Time Activity Time Activity Time Activity
0.00 2808862.400 0.00 2731288.000 0.00 2604359.200
3.00 3212547.172 3.00 2301845.862 3.00 2292029.456
6.00 3095615.854 6.00 2284856.485 6.00 2415693.646

Regression Summary and ANOVA for equallity of slopes and intercepts

Lot Name Sxx Sxy Syy Slope SSReg SSRes dfRes MSRes Probability
Lot4 0.2916 0.00962 0.01620 0.004725 0.0048941 1 0.0048941 0.5056100
Lot5 -0.5354 0.02039 -0.02975 0.015926 0.0044638 1 0.0044638 0.3099736
Lot6 -0.2256 0.00825 -0.01253 0.002828 0.0054179 1 0.0054179 0.6017216

Pooled Residual Mean Square 0.0147758 3 0.0049253

Regression with common slope

250 pg/vial -0.4694 0.03825 -0.008692 0.004080 0.0341736 5 0.0068347 0.4746569

Residual Mean Square due to common slope 0.0193978 2 0.0096989
Summary of ANOVA for common slope
F= 1.969 Probability=0.28430825>0.25 Not significant, slopes are considered equals

Regression with common slope and common intercept

250 pg/vial -0.4694 0.13598 -0.008692 0.004080 0.1318967 7 0.0188424 0.6558199
Residual Mean Square due to common slope and intercept 0.0977231 2 0.0488616

Summary of ANOVA for common intercept

F= 9.921 Probability= 0.04759965<0.25 Significant so intercepts are considered unequals

Parameters used for estimation as results of the above analysis

Intercept= 14.742647577
Slope= -0.008692386

Estimated Results

Time Activity Lower Limit

0.000 2527263.3030456 2246426.8429970
6.000 2398833.7942082 2132268.7749645
12.000 2276930.7674831 1817143.8518389
18.000 2161222.5625754 1517836.0337500
24.000 2051394.3733776 1262171.7371120
30.000 1947147.3914794 1047879.0903720
36.000 1848197.9932033 869312.8744125
48.000 1665128.7857715 597640.4698395
60.000 1500193.0980345 410588.5542137

Time to reach the minimum permissible activity= 1696.0414335775 months
Lower Limit of the time to reach the minimum permissible activity= undefined
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ANEXO 18

Evaluaciones estadisticas de los resultados de estabilidad a 5 £ 3 °C en RP-HPLC mediante técnicas
de regresion

I) Presentacion de 25 pg/vial

Real Stability Program Results

Name of the Study: RP-HPLC (25 pg/vial)
Kinetics: 1th order

Normalization: Against Labeled Value
Labeled Value: 1

Minimum permisible Activity in percent: 100

Lots Data
Total Number of Lots in the study: 3
Number of active lots in the study: 3

Data for Active Lots (time in months)

Lot1 Lot2 Lot 3
Time Purity Time Purity Time Purity
0.00 95.300 0.00 95.600 0.00 96.000
3.00 95.500 3.00 95.200 3.00 95.200
6.00 95.000 6.00 95.600 6.00 95.500
9.00 95.100 9.00 95.700 9.00 95.040

12.00 95.000 12.00 95.200 12.00 95.500
18.00 95.200 18.00 95.200 18.00 95.700
24.00 95.000 24.00 95.100 24.00 85.500

Regression Summary and ANOVA for equallity of slopes and intercepts

Lot Name Sxx  Sxy  Syy Slope SSReg SSRes dfRes MSRes Probability
Lotl -0.0558 0.00002 -0.00013 0.000007 0.0000167 5 0.0000033 0.2005280
Lot2 -0.0822 0.00004 -0.00019 0.000016 0.0000254 5 0.0000051 0.1383828
Lot3 -0.0084 0.00006 -0.00002 0.000000 0.0000646 5 0.0000129 0.9141964

Pooled Residual Mean Square 0.0001067 15 0.0000071

Regression with common slope
25 pgfvial -0.1465 0.00013 -0.000114 0.000017 0.0001132 17 0.0000067 0.1321662
Residual Mean Square due to common slope 0.0000065 2 0.0000033
Summary of ANOVA for common slope
F= 0.458 Probability= 0.64125386>0.25 Not significant, slopes are considered equals

Regression with common slope and common intercept
25 pg/fvial -0.1465 0.00017 -0.000114 0.000017 0.0001573 19 0.0000083 0.1722836
Residual Mean Square due to common slope and intercept 0.0000441 2 0.0000221
Summary of ANOVA for common intercept
F= 3.101 Probability= 0.07459806<0.25 Significant so intercepts are considered unequals

Parameters used for estimation as results of the above analysis

Intercept= 4.556864583
Slope= -0.000113710

Estimated Results

Time % RP-HPLC Lower Limit

0.000 95.2842551 95.0815858

6.000 95.2192687 95.0499890
12.000 95.1543267 94.9917318
18.000 95.0894289 94.9040092
24.000 95.0245754 94.7955902
30.000 94.9597661 94.6759719
36.000 94.8950010 94.5505695
48.000 94.7656034 94.2917510
60.000 94.6363822 94.0284024

Time to reach the minimum permissible purity= 40074.4886084040 months
Lower Limit of the time to reach the minimum permissible purity= undefined
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IT) Presentacion de 250 pg/vial
Real Stability Program Results

Name of the Study: RP-HPLC (250 pg/vial)
Kinetics: 1 th order

Normalization: Against Labeled Value
Labeled Value: 1

Minimum permisible Activity in percent: 100

Lots Data
Total Number of Lots in the study: 3

Number of active lots in the study: 3

Data for Active Lots (time in months)

Lot 4 Lot 5 Lot 6
Time Purity Time Purity Time Purity
0.00 95.500 0.00 96.000 0.00 95.800
3.00 95.600 3.00 95.900 3.00 95.900
6.00 96.700 6.00 96.200 6.00 96.800
9.00 96.600 9.00 96.000 9.00 96.400
12.00 96.400 12.00 95.000 12.00 96.200
18.00 95.900 18.00 96.200 18.00 96.400
24.00 95.900 24.00 95.000 24.00 96.100

Regression Summary and ANOVA for equallity of slopes and intercepts

Lot Name SXX Sxy Syy Slope SSReg SSRes dfRes MSRes Probability
Lot4 0.0298 0.00015 0.00007 0.000002 0.0001483 5 0.0000297 0.8023850
Lot5 -0.1468 0.00018 -0.00034 0.000050 0.0001335 5 0.0000267 0.2285918
Lot6 0.0381 0.00007 0.00009 0.000003 0.0000715 5 0.0000143 0.6478132

Pooled Residual Mean Square 0.0003532 15 0.0000235

Regression with common slope
250 pg/vial -0.0790 0.00041 -0.000061 0.000005 0.0004040 17 0.0000238 0.6573733
Residual Mean Square due to common slope 0.0000508 2 0.0000254
Summary of ANOVA for common slope
F= 1.079 Probability= 0.36506530>0.25 Not significant, slopes are considered equals

Regression with common slope and common intercept
250 pg/vial 0.0790 0.00050 -0.000061 0.000005 0.0004931 19 0.0000260 0.6705895
Residual Mean Square due to common slope and intercept 0.0000891 2 0.0000445
Summary of ANOVA for common intercept
F= 1.891 Probability=0.18520794<0.25 Significant so intercepts are considered unequals

Parameters used for estimation as results of the above analysis

Intercept= 4.564516627
Slope= -0.000061318

Estimated Results

Time % RP-HPLC Lower Limit

0.000 96.0161711 95.6307112
6.000 95.9808526 95.6587455
12.000 95.9455470 95.6360533
18.000 95.9102544 95.5572413
24.000 95.8749748 95.4389711
30.000 95.8397082 95.2993138
36.000 95.8044545 95.1485770
48.000 95.7339861 94.8316452
60.000 95.6635695 94.5058218

Time to reach the minimum permissible purity= 74440.1854212242 months
Lower Limit of the time to reach the minimum permissible purity= undefined
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ANEXO 19

Evaluaciones estadisticas de los resultados de estabilidad a 5 £ 3 °C por actividad especifica

mediante técnicas de regresion

I) Presentacion de 25 pg/vial
Real Stability Program Results

Name of the Study: Specific Activity (25 pg/vial)
Kinetics: 1 th order

Normalization: Against Labeled Value

Labeled Value: 1

Minimum permisible Activity in percent: 100

Lots Data
Total Number of Lots in the study: 3
Number of active lots in the study: 3

Data for Active Lots (time in months)

Lot 1 Lot 2 Lot 3
Time Activity Time Activity Time Activity
0.00 3005200.000 0.00 2051000.000 0.00 2065160.000
3.00 2731056.586 3.00 2414503.318 3.00 1666327.000
6.00 2704691.001 6.00 2249065.287 6.00 1827538.663

Regression Summary and ANOVA for equallity of slopes and intercepts

Lot Name Sxx Sxy Syy Slope SSReg SSRes dfRes MSRes Probability
Lot1 -0.3161 0.00678 -0.01756 0.005550 0.0012314 1 0.0012314 0.2802422
Lot 2 0.2766 0.01339 0.01536 0.004249 0.0091373 1 0.0091373 0.6189816
Lot3 -0.3667 0.02317 -0.02037 0.007471 0.0157014 1 0.0157014 0.6155807

Pooled Residual Mean Square 0.0260701 3 0.0086900

Regression with common slope
25 pg/vial -0.4062 0.04334 -0.007523 0.003056 0.0402845 5 0.0080569 0.5649393

Residual Mean Square due to common slope 0.0142144 2 0.0071072
Summary of ANOVA for common slope

F= 0.818 Probability= 0.52060332>0.25 Not significant, slopes are considered equals

Regression with common slope and common intercept
25 pg/vial -0.4062 0.30923 -0.007523 0.003056 0.3061730 7 0.0437390 0.7991463

Residual Mean Square due to common slope and intercept 0.2658885 2 0.1329442
Summary of ANOVA for common intercept

F=15.298 Probability=0.02668287<0.25 Significant so intercepts are considered unequals

Parameters used for estimation as results of the above analysis

Intercept= 14.489562569
Slope= -0.007522603

Estimated Results
Time Activity Lower Limit

0.000 1962171.9757735 1726604.3914341
6.000 1875577.0834558 1650405.6060078
12.000 1792803.8109900 1403374.7827424
18.000 1713683.5020282 1167610.3419204
24.000 1638054.9433917 966749.0357610
30.000 1565764.0365880 799040.1545110
36.000 1496663.4838243 659883.9615055
48.000 1367476.4652126 449530.9222323
60.000 1249440.4407676 306005.3753944

Time to reach the minimum permissible activity= 1926.1366983091 months

Lower Limit of the time to reach the minimum permissible activity= undefined
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IT) Presentacion de 250 pg/vial

Real Stability Program Results

Name of the Study: Specific Activity (250 pg/vial)

Kinetics: 1 th order

Normalization: Against Labeled Value

Labeled Value: 1

Minimum permisible Activity in percent: 100

Lots Data

Total Number of Lots in the study: 3
Number of active lots in the study: 3

Data for Active Lots (time in months)

Lot 4
Time Activity Time
0.00 2808862.400 0.00
3.00 3212547.172 3.00
6.00 3095615.854 6.00

Lot 5

Activity Time
2731288.000 0.00
2301845.862 3.00
2284856.485 6.00

Lot 6

Activity
2604359.200
2292029.456
2415693.646

Regression Summary and ANOVA for equallity of slopes and intercepts

Lot Name Sxx Sxy Syy

Regression with common slope

250 pg/vial -0.4694 0.03825 -0.008692 0.004080 0.0341736 5 0.0068347 0.4746569

Slope SSReg SSRes dfRes MSRes Probability

Lot4 0.2916 0.00962 0.01620 0.004725 0.0048941 1 0.0048941 0.5056100

Lot5 -0.5354 0.02039 -0.02975 0.015926 0.0044638 1 0.0044638 0.3099736

Lot6 -0.2256 0.00825 -0.01253 0.002828 0.0054179 1 0.0054179 0.6017216
Pooled Residual Mean Square 0.0147758 3 0.0049253

Residual Mean Square due to common slope 0.0193978 2 0.0096989
Summary of ANOVA for common slope

F= 1.969 Probability= 0.28430825>0.25 Not significant, slopes are considered equals

Regression with common slope and common intercept

250 pg/vial -0.4694 0.13598 -0.008692 0.004080 0.1318967 7 0.0188424 0.6558199
Residual Mean Square due to common slope and intercept 0.0977231 2 0.0488616

Summary of ANOVA for common intercept

F= 9.921 Probability=0.04759965<0.25 Significant so intercepts are considered unequals

Parameters used for estimation as results of the above analysis

Intercept= 14.742647577

Slope= -0.008692386

Estimated Results
Time Activity
0.000 2527263.3030456
6.000 2398833.7942082
12.000 2276930.7674831
18.000 2161222.5625754
24.000 2051394.3733776
30.000 1947147.3914794
36.000 1848197.9932033
48.000 1665128.7857715
60.000 1500193.0980345

Lower Limit
2246426.8429970
2132268.7749645
1817143.8518389
1517836.0337500
1262171.7371120
1047879.0903720

869312.8744125

597640.4698395

410588.5542137

Time to reach the minimum permissible activity= 1696.0414335775 months
Lower Limit of the time to reach the minimum permissible activity= undefined
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