XVI Congreso Nacional de

Biotecnologia y Bioingenieria

21 al 26 de Junio de 2015 Guadalajara, Jalisco, México.

EVALUACION DE LA ESTABILIDAD QUIMICA DE UNA PROTEINA RECOMBINANTE EN
DISTINTAS CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO.

Maria Luisa Espinoza Miranda, Héctor Arrieta Mirassou, Alejandra Barbachano Torres, Irene Ruiz Flores, Oscar
Guillermo Zufiga Gonzalez,Marcela Pérez Ambriz, Zarina Lépez Villavicencio.Laboratorios Cryopharma S.A de C.V.
Departamento de Investigacion y Desarrollo de Biotecnologia. Tlajomulco de Zufiga, Jalisco C.P. 45640,
investigacion-biotecnologia@grupoifaco.com

Palabras clave: Estabilidad quimica, Proteina recombinante, Electroforesis capilar

Introduccion. Ciertas proteinas de uso terapéutico son
susceptibles a procesos de degradacidon quimica como
hidrélisis y deamidacion (1,2). Los productos de degrada-
cion afectan la eficacia y seguridad de las mismas, por lo
que, se deben estudiar las condiciones que eviten su ge-
neracion (3). La Farmacopea Europea (FE) establece la
electroforesis capilar (EC) como método de analisis de
las variantes de carga (deamidados e hidrolizados) para
las soluciones concentradas de la proteina en estudio y
define los limites: 5.0% deamidados, 2.0% de cualquier
otra impureza y 10.0% de la suma total de variantes de
carga (4).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del pH,
temperatura y tiempo de almacenamiento sobre la esta-
bilidad quimica de una proteina recombinante mediante
EC.

Metodologia. Se utilizé un disefio de experimentos multi-
factorial con los factores: pH (4 y 7); temperatura de
almacenamiento: ambiente (25+/- 2°C)), refrigeracion (2-
8°C) y congelaciéon (<-70°C)); y tiempo de almacena-
miento (0 y 4 dias). La solucion empleada en los experi-
mentos del factor pH fue ajustada al pH correspondiente.
Los tratamientos se hicieron con una solucién de proteina
preparada a 2 mg/mL Yy se realizaron por duplicado. Los
productos de degradacion se analizaron por EC y se
identificaron por el tiempo de retencion relativo (Trr) con
respecto al pico principal (deamidados 1.05, hidrolizados
0.95). La cuantificacién en porcentaje se determind en
funcion del area total de los picos. En el andlisis de los
datos se empled un ANOVA, con a=0.05.

Resultados. EI ANOVA confirmé que el pH, la tempe-
ratura y el tiempo de almacenamiento tienen efecto signi-
ficativo sobre la formacion de hidrolizados y deamidados,
asimismo la interaccion de los tres factores(pvalue=0.00).
A pH 7 se obtuvo un promedio de 3.18% de deamidados
y 0.18% de hidrolizados, mientras que a pH 4 fue del
2.50% vy 2.65%, respectivamente. El almacenamiento du-
rante 4 dias a temperatura ambiente y pH 4 favoreci6 la
formacién de hidrolizados mientras que a pH 7 la de dea-
midados. Si la proteina es congelada o refrigerada a pH
7 se tiene un promedio de 2.65% de deamidados y
0.18% de hidrolizados, mientras que a pH 4 de 2.59% y
0.74%, respectivamente. La EC (Fig. 1) mostro los dea-
midados, hidrolizados y una impureza que aparece a Trr

1.02; que ha sido reportada como GIn18 (3) cuyo nivel en
todos los tratamientos fue menor al 2.0%.
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Fig. 1 Electroferogramas traslapados para las condiciones estudiadas
pH, tiempo y temperatura de almacenamiento, C:hidrolizados, H: pico
principal, G:impureza, D: deamidados, AU: Unidades de absorbancia.

Conclusiones. El pH, la temperatura y el tiempo de
almacenamiento son factores criticos en la estabilidad
guimica de la proteina recombinante en estudio, si se de-
sea disminuir el porcentaje de formacion de deamidados
e hidrolizados se recomienda mantener el pH de las solu-
ciones de la proteina cercano a 7 y en la medida de lo
posible, congelar a -80°C.
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