Revista de Ciencias Farmacéuticas y Alimentarias / www.rcfa.uh.cu ISSN: 2411-927X / RNPS: 2396 / Vol.3/N°.2 - 2017

Marzo - Septiembre Recibido: 11 de jul. 2017 - Aceptado: 17 de jul.2017

ESTUDIO DE ESTABILIDAD DEL FACTOR ESTIMULADOR DE COLONIAS DE GRANULOCITOS
EN BOLSAS PLASTICAS FLEXBOY.

Danae Fernandez'*, Orestes D. Lopez*, Carmen D. Pino', Emnesto R. Fernandez?.
'Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos, Universidad Técnica de Ambato, Ambato, Ecuador
Centro Nacional de Biopreparados, Cuba

*email: dfdezr78 @yahoo.es, da.fernandez@uta.edu.ec

Resumen
Se realiz6 un estudio de estabilidad del Ingrediente Farmacéutico Activo el
rG-CSF en bolsas plasticas flexibles de etil vinil acetato de 50 mL, estériles y listas para el uso,
proveedor STEDIM, con el objetivo de establecer el periodo de validez en este sistema de envase a
la temperatura de 2-8°C. Las muestras fueron tomadas de tres lotes producidos a escala industrial
gue cumplieron los requisitos de calidad especificados por control de la calidad. El producto
muestreado fue ensayado de acuerdo al Cronograma de Ensayos de Estabilidad en los tiempos: 0, 4,
8 y 12 meses. Fueron realizados los ensayos siguientes: Caracteristicas Organolépticas, Actividad
Biolégica, Concentracién de Proteinas, Focalizacion Isoeléctrica, Electroforesis, Western Blotting,
HPLC, pH, Esterilidad y Pirbgenos. Todos los resultados obtenidos en cada ensayo cumplieron con el
criterio de aceptacion para este producto sin presentar diferencias significativas entre las medias
obtenidas en cada analisis, por lo que se puede afirmar que el Ingrediente Farmacéutico Activo de rG-
CSF es estable en bolsas durante 12 meses. El nuevo sistema de envase aseguré la esterilidad de

este producto parenteral, asi como su estabilidad fisica y quimica durante su conservacion.

Palabras clave: rG-CSF, Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos, FLEXBOY, IFA, estudios

de estabilidad

STUDY OF STABILITY OF THE GRANULOCYTE COLONY STIMULATING FACTOR (RG-CSF) IN
FLEXBOY PLASTIC BAGS
Abstract
A stability study of the Active Pharmaceutical Ingredient of the rG-CSF in sterile ready-to-use 50 mL
ethyl vinyl acetate flexible plastic bags, STEDIM supplier, with the aim of establishing the shelf life in
this packaging system at 2-8 °C.Samples were taken from three batches produced at industrial scale
that met the quality requirements specified by quality control. The sampled product was tested
according to the Stability Testing Schedule at the times: 0, 4, 8 and 12 months. The following tests

were performed: Organoleptic Characteristics, Biological Activity, Protein Concentration, Isoelectric
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Targeting, Electrophoresis, Western Blotting, HPLC, pH, Sterility and Pyrogens. All the results
obtained in each assay met the acceptance criterion for this product without presenting significant
differences between the means obtained in each analysis, so it can be stated that the rG-CSF API is
stable in this kind of bags for 12 months. The new packaging system ensured the sterility of this
parenteral product, as well as its physical and chemical stability during its conservation.

Key words: rG-CSF, recombinant Granulocyte Colony Stimulating Factor, FLEXBOY bags, Active
Pharmaceutical Ingredient, stability studies.
Introduccién

El rG-CSF es el Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos obtenido por via recombinante,
constituyendo el Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA) del ior® LeukoCIM, este es un biosimilar del
Neupogen® producido por la Empresa Farmacéutica Amgen. Es un producto de alto potencial
terapéutico utilizado durante la quimioterapia del cancer (1) ya que regula la produccién de neutréfilos
en la médula 6sea (2), ocupando un lugar importante dentro de los productos biotecnoldgicos en el

mercado mundial. Se obtiene a partir de la bacteria Escherichia coli en la cual se insert6 un plasmido

gue codifica para la expresion del rG-CSF. La proteina expresada por las bacterias se encuentra
como cuerpos de inclusion, que posteriormente a través de la lisis celular son recuperados y disueltos
en un medio apropiado. A partir del procesamiento de los cuerpos de inclusion se obtiene la materia
prima activa para la purificaciéon y formulacion de la solucion parenteral para el rG-CSF (3).
Para la liberacion de los lotes de IFA y su comercializacion, es necesario que cumplan con los
criterios de aceptacion para los Requisitos de Calidad presentes en su especificacion. Fue factible
utilizar en su almacenamiento las bolsas plasticas de etil vinil acetato, por lo que fue necesario
realizar un estudio de estabilidad a tiempo real en este sistema de envase a la temperatura de 2- 8 °C
para predecir el periodo de validez de este producto (4) ya que las proteinas son moléculas sensibles
a la interaccion contenedor/cierre.
De acuerdo a Weitbrecht, Kallmeyer (5) estas bolsas de bioprocesamiento Flexboy® estan disefiadas
para la preparacion, el almacenamiento y el transporte de soluciones biofarmacéuticas, productos
intermedios y productos finales a granel. Este envase no contiene extractables toxicos para el
organismo humano, proporcionan una alternativa de un solo uso a los recipientes de vidrio, acero
inoxidable y plastico rigido tradicionales en una gran variedad de aplicaciones, proporcionando una
facil manipulacion y esterilidad para el IFA (5).

Materiales y Métodos
En el estudio se utilizaron muestras tomadas de modo aleatorio provenientes de 3 lotes de IFA que

cumplieron con los requisitos de calidad, envasadas en bolsas plasticas flexibles FLEXBOY de etil
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vinil acetato de 50 mL, estériles y listas para el uso, proveedor STEDIM, y conservadas a la
temperatura de 2-8 °C. Se realizaron los siguientes ensayos: Caracteristicas Organolépticas,
Concentracién de Proteinas, pH, Focalizacion Isoeléctrica, Electroforesis, Cromatografia Liquida de
Alta Resolucién, Actividad Bioldgica, Western Blotting, Esterilidad y Pirégenos en los tiempos 0, 4, 8y
12 meses, de acuerdo con el Cronograma de Ensayos de Estabilidad, para verificar el cumplimiento
de los requisitos de calidad durante su conservacion (6).

Técnicas analiticas

Electroforesis en Gel de Poliacrilamida (SDS- PAGE): Se realizé por un Sistema de Buffer discontinuo
en Gel de Poliacrilamida en presencia de Dodecil Sulfato Sédico (SDS-PAGE). El método consistio en
la separacion de las proteinas por su peso molecular al aplicar una corriente eléctrica alterna,
utilizando un patron de G-CSF de 18 800 Da con un 99% de pureza.

Western Blotting: Esta técnica se utilizé para la identificacion de proteinas que luego de ser
transferidas a una membrana son reveladas con un anticuerpo monoclonal especifico para rh-G-CSF.
Focalizacion isoeléctrica: Fue identificada la proteina mediante su punto isoeléctrico (pl),
separandolas por su diferente distribucion de cargas eléctricas utilizando un gradiente de pH entre 5y
8. El Neupogen® presenta un punto isoeléctrico de 6,0 (7), en correspondencia el criterio de
aceptacion del IFA para este ensayo fue de 6,1 + 0,15.

Concentracion de proteinas: Se realizO mediante el método de absorcion ultravioleta, utilizando el
principio de la ley de Lambert-Beer que establece que la absorbancia de una solucion es
directamente proporcional a su concentracion. Los residuos aromaticos correspondientes a la
fenilalanina, triptéfano y tirosina absorben entorno a los 260-290 nm. La fenilalanina sélo absorbe de
250 a 260 nm y su contribucién es muy pequefia, por tanto la sefial a 280 nm es debido a los residuos
aromaticos de tirosina y triptéfano (8).

Fue considerado valores aceptables de concentracion de proteinas mayores o iguales a 1 mg/mL.
Actividad biol6gica: Se fundamenté en la capacidad del rG-CSF de estimular la formacién de colonias
diferenciadas de las células progenitoras de la médula ésea, conociendo que éste producto estimula
la produccion de un linaje especifico y produce colonias de granulocitos. Se consideraron valores
aceptables los que cumplen con el criterio de aceptacion de 30 = 9 Ul/vial (9).

Analisis potenciométrico (pH): Se realiz6 la potenciometria, utilizando un pHmetro calibrado con
buffers de pH 4 y 7. Los valores de pH que se obtuvieron entre 3,8 y 4,2 fueron considerados
aceptables segun la especificacion del producto.

Cromatografia en fase reversa: Se utilizé esta técnica cromatogréafica para cuantificar la presencia de
productos de degradacién en el rG-CSF debido al nuevo sistema de envase (10).

Cromatografia en gel filtracion: La columna fue calibrada con estandares de peso molecular, se
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determind el peso molecular de la sustancia en analisis, comparando con la sustancia de referencia.
La proteina pudo sufrir modificaciones transduccionales durante la fermentacion, purificacion y
conservacion que afectarian su actividad bioldgica. Mediante esta técnica se determiné si existia la
presencia de agregados en el IFA (11).

Caracteristicas Organolépticas: Se realizé la inspeccion visual para comprobar si el IFA se mantiene
como un liquido transparente e incoloro, libre de particulas.

Esterilidad: Se determind si existia presencia de microorganismos viables en el IFA mediante la
filtracion de una muestra de este a través de una membrana, se analizé al inicio y a los 12 meses, de
acuerdo a lo reportado en la USP 24 (12).

Pir6genos: Fue realizada para detectar un nivel aceptable de riesgo de reacciones febriles
concerniente al producto objeto de analisis en los pacientes a los que se les suministrara el IFA de
rG-CSF en forma parenteral, en correspondencia con la USP 24. El producto cumplira con los
requerimientos de ausencia de pirdgenos, si ningln conejo muestra un incremento de la temperatura
individual de 0,5°C o mas, por encima de su temperatura control, y si la suma de los 3 incrementos

individuales de temperatura maximos, no excede de 1,4°C (12).

Analisis estadistico
Los resultados fueron analizados estadisticamente con el Software STATGRAPHICS CENTURION
version 17.1.12. Este sistema compard las medias de los valores obtenidos para los ensayos:
Concentracion de Proteinas, pH, Focalizacion Isoeléctrica, Electroforesis, Cromatografia Liquida de
Alta Resoluciéon, Actividad Bioldgica, en los tiempos: 0, 4, 8 y 12 meses mediante la prueba de
Andlisis de varianza, calculando el valor de F para determinar si existieron diferencias significativas
entre estas.

Resultados y Discusion
Resultados
Los resultados del estudio de estabilidad se muestran en la tabla 1, donde se observa que los valores
obtenidos en cada ensayo, para los tres lotes en estudio, cumplieron con el limite especificado durante
los 12 meses. Se demostrd con el analisis estadistico que no existieron diferencias significativas entre

los valores obtenidos en cada tiempo por cada lote.
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Tabla 1. Resultados obtenidos en el estudio de estabilidad

Ensayo/Método a ser aplicado Tiempo | Tiempo | Tiempo | Tiempo

cero 4 meses| 8 meses | 12 meses| Criterio de aceptacion
Lote 1 | Cumple | Cumple | Cumple | Cumple Liquido transparente
Caracte,rlst_lcas Lote2 | Cumple | Cumple | Cumple | Cumple © mpoloro, libre - de
organolépticas particulas
Lote 3 | Cumple | Cumple | Cumple | Cumple | Sedimentadas.
Concentracion de Lote 1 1,7 1,62 1,72 1,58
Proteinas Lote 2 14 1,38 1,41 1,36 >1 mg/mL
Lote 3 1,3 1,4 1,33 1,36
Lote 1 4,0 4,08 4,03 3,98
pH Lote 2 4,1 3,99 4,06 4,05 4+0,2
Lote 3 4,0 4,1 4,03 4,12
Cromatografia en Lote 1 98,4 98,63 98,53 98,24
Fase Reversa Lote 2 99,3 98,46 98,26 97,62 > 95 04
Lote 3 99,3 98,9 98,06 98,34 B
Cromatograffa en Lote 1 98,2 97,44 97,83 97,47
Gel Filtracion Lote 2 99,0 98,03 98,00 97,81 > 95 04
Lote 3 99,3 99,15 98,54 98,70 B
Lote 1 30 30 26 31
Actividad bioldgica Lote 2 34 28 35 25 :
Lote3 | 28 30 26 28 30£9 Ulivial
Lote 1 5,99 6,04 6,12 6,03
rocajizacion lote2 | 599 | 605 | 614 | 603 610,15
soeléctrica
Lote 3 6,06 6,01 6,03 6,01
Lote 1 | Cumple | Cumple | Cumple | Cumple Corresponde con el
Electroforesis Lote 2 | Cumple | Cumple | Cumple | Cumple bona
Lote 3 | Cumple | Cumple | Cumple | Cumple patron
Lote 1 | Cumple | Cumple | Cumple | Cumple Corresponde con el
Western Blotting Lote 2 | Cumple | Cumple | Cumple | Cumple 8
Lote 3 | Cumple | Cumple | Cumple | Cumple patron
Lote 1 | Cumple - - Cumple
Esterilidad Lote 2 | Cumple - - Cumple Estéril
Lote 3 | Cumple - - Cumple
Lote 1 | Cumple - - Cumple
Pir6genos Lote 2 | Cumple - - Cumple Apirogénico
Lote 3 | Cumple - - Cumple

En la electroforesis se comprobé la presencia de una Unica banda en el gel que corresponde con
igual peso molecular que el patron utilizado de 18 800 Da, no detectandose la presencia de

agregados, manteniendo igual comportamiento que el reportado por Herman, Boone (7) en la
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caracterizacion del NEUPOGEN® (FILGRASTIM). Este fue identificado contra un anticuerpo
especifico mediante Western Blotting.

A través de Focalizacion isoeléctrica se obtuvo una banda mayoritaria a un punto isoeléctrico que
corresponde con valores entre 6,1 £ 0,15 en las muestras analizadas, cumpliendo con el criterio de
aceptacion especificado para este producto, ademas coincide con el valor obtenido para el
Neupogen®. En la tabla 2 se observa un valor-P de la razon-F mayor o igual que 0,05, por lo que no
existieron diferencias estadisticamente significativas entre las medias obtenidas en cada tiempo
ensayado, con un nivel del 95% de significacion.

Tabla 2. Analisis de varianza para la focalizacion isoeléctrica

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F|Valor-P
Entre grupos |0,0130917 3 ]0,00436389 3,12 0,0882
Intra grupos |0,0112 8 10,0014

Total 0,0242917 11

Todas las determinaciones de concentraciéon de proteinas realizadas a los tres lotes en estudio
alcanzaron valores superiores a 1 mg/mL, cumpliendo con el limite planteado en la especificacion, no
existieron diferencias estadisticamente significativas entre las medias de los 4 tiempos para un nivel
del 95% de significacion (tabla 3).

Tabla 3. Andlisis de varianza para la concentracion de proteinas

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razon-F|Valor-P
Entre grupos |0,0044 3 10,00146667 0,05 0,9846
Intra grupos |0,239267 8 10,0299083

Total 0,243667 11

Durante los 12 meses el rG-CSF conservé la actividad bioldgica presentando en los tres lotes valores
aceptables que cumplen con el criterio de aceptacion, no existiendo diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de los 4 tiempos con un nivel del 95% de significacién (tabla 4).

Tabla 4. Andlisis de varianza para la actividad biol6gica

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Razoén-F|Valor-P
Entre grupos |10,9167 3 |[3,63889 0,31 0,8165
Intra grupos 93,3333 8 (11,6667

Total 104,25 11

En los resultados de pH se muestra en la tabla 5 que no existieron diferencias estadisticamente
6
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significativas entre las medias de los cuatro tiempos con un nivel del 95% de significacion durante los
12 meses del estudio.
Tabla 5. Analisis de varianza para el pH

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razo6n-F|Valor-P
Entre grupos |0,0055 3 [0,00183333 0,80 0,5265
Intra grupos |0,0182667 8 ]0,00228333

Total 0,0237667 11

En ambas cromatografias se obtuvo una banda que corresponde mayor al 95 % siempre en la misma
posicion y sin observar la presencia de picos adicionales en las muestras analizadas. No existieron
diferencias estadisticamente significativas entre las medias de los tiempos muestreados para un nivel
del 95% de significacion.

Discusion
Se comprobd e identifico la presencia del rG-CSF, sin existir desamidacion, esta es una reaccion muy
probable que ocurra debido a cambios en el aminoacido glutamato por glutamina en la posicién 68 de
la cadena aminoacidica (7).
Con la cromatografia en fase reversa se demostré que no existié degradacion de la proteina durante
la conservacion; no hubo presencia de agregados, ni modificaciones postraduccionales en la proteina
durante la conservacion lo que fue demostrado con el HPLC su estabilidad quimica.
De acuerdo a los resultados obtenidos se propone que el Ingrediente Farmacéutico Activo de rG-CSF
se puede envasar en bolsas plasticas flexibles de etil vinil acetato a la temperatura de 2-8 °C durante
12 meses, ya que cumplié con los criterios de aceptacion para los requisitos de calidad evaluados en
los tres lotes, comprobandose que este envase lo mantiene apirogénico y estéril, conservando su

actividad biolégica y manteniéndose como un liquido transparente e incoloro.
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Material Suplementario

Tabla 1: Resultados de la Focalizacion Isoeléctrica (6,1 + 0,15).

Lotes T=0 meses T=4 meses T= 8 meses T=12 meses
1 5,99 6,04 6,12 6,03
2 5,99 6,05 6,14 6,03
3 6,06 6,01 6,03 6,01
Resumen Estadistico
Recuento |Promedio [Desviacion Coeficiente de Minim |Méximo |Rango
Estandar Variaciéon 0
0 Meses |3 6,01333 [0,0404145 0,672082% 5,99 |6,06 0,07
4 Meses |3 6,03333 [0,0208167 0,345028% 6,01 |6,05 0,04
8 Meses |3 6,09667 [0,0585947 0,961093% 6,03 |6,14 0,11
12 Meses |3 6,02 0,01 0,166113% 6,01 |6,03 0,02
Total 12 6,04083 |0,0469929 0,777921% 5,99 |6,14 0,15
Sesgo Curtosis
Estandarizado |Estandarizada
0 Meses |1,22474
4 Meses [-0,914531
8 Meses |-1,06618
12 Meses |0
Total 1,70408 0,609631
Tabla 2: Resultados del ensayo de Concentracién de proteinas (> 1 mg/mL).
Lotes T=0meses | T=4 meses T= 8 meses T=12 meses
(5-02-07) (Abril-Mayo 2007) (13-07-07)
1 1,7 1,62 1,72 1,58
2 1,4 1,38 1,41 1,36
3 1,3 1,4 1,33 1,36
Resumen Estadistico
Recuento [Promedio |Desviacién Coeficiente de Minimo |Maximo |[Rango
Estandar Variacion
0 meses |3 1,46667 |0,208167 14,1932% 1,3 1,7 0,4
4 meses |3 1,46667 [0,133167 9,07954% 1,38 1,62 0,24
8 meses |3 1,48667 |0,205994 13,8561% 1,33 1,72 0,39
12 3 1,43333 (0,127017 8,86166% 1,36 1,58 0,22
meses
Total 12 1,46333 (0,148834 10,1709% 1,3 1,72 0,42
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Sesgo Estandarizado |Curtosis Estandarizada
0,914531
1,19374
1,02023

1,22474

0 meses
4 meses
8 meses
12
meses
Total

1,18975 -0,670021

Tabla 3: Resultados de la Actividad Biolégica (30 + 9 Ul/vial).
Lotes T=0 meses | T= 4 meses | T= 8 meses T=12 meses
(5-02-07) (Abril-Mayo 2007) | (13-07-07)

1 30 30 26 31

2 34 28 35 25

3 28 30 26 28
Resumen Estadistico

Recuento |Promedio |Desviacion Coeficiente de Minimo |Maximo |Rango
Estandar Variacion

0 meses |3 30,6667 |3,05505 9,96212% 28,0 34,0 6,0
4 meses |3 29,3333 |1,1547 3,93648% 28,0 30,0 2,0
8 meses |3 29,0 5,19615 17,9178% 26,0 35,0 9,0
12 3 28,0 3,0 10,7143% 25,0 31,0 6,0
meses
Total 12 29,25 3,07852 10,5248% 25,0 35,0 10,0

Sesgo Estandarizado

Curtosis Estandarizada

0 meses

0,6613

4 meses

-1,22474

8 meses

1,22474

12 0
meses

Total

0,807057

-0,160995

- Tabla 4: Resultados de las determinaciones de pH (4 £ 0,2).

Lotes T=0 meses T=4 meses T= 8 meses T= 12 meses
(5-02-07) (Abril-Mayo 2007) (13-07-07)
GO6IFA022 4,0 4,08 4,03 3,98
GO6IFA023 4,1 3,99 4,06 4,05
GO6IFA024 4,0 4,1 4,03 4,12

10
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Resumen Estadistico

Recuento |Promedio |Desviacion Coeficiente de Minimo |Maximo |Rango
Estandar Variacion
0 Meses |3 4,00333 |0,0057735 0,144217% 4,0 4,01 0,01
4 Meses |3 4,06 0,06245 1,53818% 3,99 4,11 0,12
8 Meses |3 4,04 0,0173205 0,428725% 4,03 4,06 0,03
12 MESES |3 4,05 0,07 1,7284% 3,98 4,12 0,14
Total 12 4,03833 |0,0464823 1,15103% 3,98 4,12 0,14

Sesgo Estandarizado |Curtosis Estandarizada
0 Meses 1,22474
4 Meses  [-0,914531
8 Meses 1,22474
12 MESES |0

Total 0,843188 -0,557694

Fase reversa

Resumen Estadistico

Recuento |Promedio |Desviacion Coeficiente de Minimo |Maximo |Rango
Estandar Variacion

0 meses |3 99,0 0,519615 0,524864% 98,4 99,3 0,9
4 meses |3 98,6633 |0,221886 0,224892% 98,46 (98,9 0,44
8 meses |3 98,4633 |0,179536 0,182338% 98,26 [98,6 0,34
12 3 98,0667 |0,390043 0,397732% 97,62 (98,34 (0,72
meses

Total 12 98,5483 |0,464813 0,47166% 97,62 [99,3 1,68

Sesgo Estandarizado |Curtosis Estandarizada
0 meses |-1,22474
4 meses |0,467233
8 meses |-1,01864

12 -1,1348

meses

Total 0,0418401 0,52539

Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Entre grupos |1,36937 3 (0,456456 3,63 0,0645
Intra grupos |1,0072 8 10,1259

Total (Corr.) |2,37657 11
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Fase normal

Resumen Estadistico

Recuento |Promedio |Desviacion Coeficiente de Minimo |Maximo |Rango
Estandar Variacion
0 meses |3 98,8333 |0,568624 0,575336% 98,2 99,3 1,1
4 meses |3 98,2067 |0,868581 0,884442% 97,44 199,15 |1,71
8 meses |3 98,0233 |0,505404 0,515596% 97,53 198,54 |1,01
12 3 97,9933 |0,635164 0,648171% 97,47 98,7 1,23
meses
Total 12 98,2642 |0,663948 0,675676% 97,44 99,3 1,86
Sesgo Estandarizado |Curtosis Estandarizada
0 meses |-0,85253
4 meses |0,62043
8 meses |0,146592
12 0,841927
meses
Total 0,383247 -0,95863
Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F|Valor-P
Entre grupos (1,37582 3 10,458608 1,06 0,4196
Intra grupos |3,47327 8 10,434158
Total (Corr.) |4,84909 11
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