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SUMMARY

Five different lyophilization cycles for lyophilize recombinant
Streptokinase intended for pharmaceutical use, were experimen-
ted. Freezing temperatures assayed were -30°C and -50°C and shel-
ves sublimation temperatures were -10°C, 0°C, 10°C and 20°C, and
desorption temperature were 25°C and 30°C. Condenser tempe-
rature was -70°C. The chamber pressure during sublimation was
about 100 pbar and during desorption 10 pbar. Best lyophilization
cycle was found using -50°C for freezing temperature, 10°C for
sublimation and 25°C for secondary drying. With this cycle, the
lyophilization time was réduced from 39 h in the initial cycle to
20 h in the last one, saving 56.8% of the energy consumption.
Residual humidity for the fourth doses assayed was less than 2%,
with compact and uniform cake. The Streptokinase activity was
full recovered after lyophilization in all the cases.

RESUMEN

En este trabajo se comparan cinco ciclos de liofilizacion para la
estreptoquinasa recombinante en sus cuatro formas finales. Fue-
ron ensayadas dos temperaturas de congelaciéon -30°C y -50°C. Se
estudiaron como temperaturas de platinas en la sublimacién -
10°C, 0°C, 10°C y 20°C, y como temperaturas de desorcién 25°C
y 30°C. En todos los ciclos la temperatura del condensador se
fij6 en -70°C. La presidn de la cimara en la etapa de sublimacién
fue aproximadamente de 100 pubar y en la etapa de desorcion de
10 pbar. La temperatura de congelacién del ciclo seleccionado es
de -50°C; la sublimacién se realiza a 10°C y el secado secundario
a 25°C. Con este ciclo se logré reducir el tiempo de liofilizacion
de 39 h a 20 h, con un ahorro de 56.8% de la energia consumida
en el ciclo largo. El por ciento de humedad residual de las cuatro
dosificaciones liofilizadas es menor del 2%. Las pastillas obteni-
das son compactas y uniformes.

INTRODUCCION

La ®streptoquinasa recombinante se usa en trata-
mientos de infartos agudos del miocardio, trombosis
venosa profunda, oclusion arterial, etc. Se obtiene
mediante técnicas de recombinacion del ADN del cul-
tivo de una bacteria transformada por la insercion en
su genoma del gen que codifica para la estreptoqui-
nasa en el Streptoccocus equisimilis del grupo C de
Lancefield (1). La proteina tiene un peso molecular
aproximado de 47 000 Da.

La forma comercial de la estreptoquinasa recom-
binante es la Heberquinasa, comercializada por la fir-
ma Heber-Biotec S.A. y se presenta en forma
liofilizada, pudiendo contener cada bulbo 100 000 U1,
250 000 UI, 500 000 UI 6 750 000 UI de estreptoqui-
nasa recombinante. El aspecto final del producto lo
constituye una pastilla uniforme, porosa, de color
blanco y sin deformaciones estructurales.

La mayor desventaja de la liofilizacion est4 relacionada
con los costos de energia y los largos tiempos de secado.
Una reduccion de los tiempos de secado puede dis-
minuir los costos de produccion, de energia y la dis-
ponibilidad del equipamiento (2, 3).

El proceso de liofilizacion se puede dividir en tres
etapas: congelacion, secado primario (sublimacion del
hielo) y secado secundario (desorcion del agua). La
congelacion del material formulado se debe realizar
a una temperatura inferior a la temperatura de solidifi-
cacion total del producto (4, 5). El secado primario es la
parte del proceso de liofilizaciéon que mas tiempo
consume y se realiza manteniendo controlada la presion
en la camara y suministrando calor al producto. Un
incremento de la temperatura puede reducir el tiempo
de sublimacién, pero se corre el riesgo de que se
produzca el fendmeno de hundimiento de estructura.
Este secado primario se lleva a cabo, por lo tanto, a
una temperatura inferior a la temperatura de fusion
incipiente del producto. La optimizaciéon de este paso
conduce a un proceso de tanteo y error, relacionando
la temperatura y la presion de la camara contra el
tiempo (6).

El secado secundario se realiza por reduccion de
la presion en la cAmara y por incremento de la tempera-
tura. La optimizacion de esta etapa requiere informacion
de los efectos de la temperatura en la descomposicion
del producto y en la velocidad de secado (7).
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El objetivo de este estudio es establecer un ciclo
de liofilizacion corto que satisfaga los requerimien-
tos de las cuatro dosificaciones de estreptoquinasa
recombinante.

MATERIALES Y METODOS

Procedencia del principio activo

Se utilizé SK-r purificada obtenida mediante clonaje y expre-
sion del gen en E. coli. (1).

Preparacion de las muestras

Se realizaron pruebas de liofilizaciéon con placebo de las cua-
tro dosificaciones y con la proteina dosificada en 100 000 UI,
250 000 UI, 500 000 UI y 750 000 UI.

Las muestras que contenian SK-r en las cuatro dosificaciones
estudiadas fueron filtradas de forma estéril en filtros de 0.2 pm
(Millipore) ydispensadas para liofilizar en bulbos 6R norma DIN
en un volumen de 2 mL. Los bulbos fueron llenados empleando
una maquina llenadora semiautomatica modelo Paxall, USA.

La SK-r pura se almacendé a -20°C hasta el comienzo del
experimento. Se descongelé a 4°C, se formuld y se dispensé en
bulbos para ser liofilizada. Una vez concluida la liofilizacion los
bulbos fueron sellados al vacio dentro de la liofilizadora y re-
tapados en condiciones estériles. Posteriormente se conserva-
ron a 4°C hasta la realizacion de todos los analisis.

Liofilizacién

Para los estudios de liofilizacién se utilizé una liofilizadora
(Edward Kniese, Inglaterra) modelo S-08 con una capacidad de
evacuaciéon de 20 kg de hielo.

En todos los experimentos realizados, la cdmara de la
liofilizadora se completamente con
aproximadamente 1 200 bulbos, colocandose solamente 200
bulbos que contenian la proteina para cada una de las
dosificaciones estudiadas. En los estudios realizados con
placebo todos los bulbos objeto de estudio se llenaron con
los placebos correspondientes y los restantes se

Ilend

llenaron con agua en un volumen de 2 mL.

Durante todos los procesos realizados se midié y registro
de forma continua las temperaturas de los productos, las
platinas, el condensador y la presiéon en la camara.

Los ciclos se consideraron concluidos cuando las
temperaturas de los productos y las platinas se mantuvieron
igualadas al menos 4 h. Se realiz6 ademas una prueba de
presion en la cimara aislada considerdndose satisfactoria
una variacion menor de 0.5 pbar.

Humedad residual

Para determinar el contenido de agua residual se
seleccionaron 13 bulbos ubicados en distintas localizaciones
dentro de la cimara de la liofilizadora.

El por ciento de humedad residual fue determinado por
el método de Karl Fischer (8), empledndose un sistema de
titulacion DTS-830 (Radiometer, Dinamarca).

Determinaciéon de lIa SK-r

La cantidad de SK-r presente en la formulacién del
producto antes y después de liofilizado fue determinada por
los métodos de sustrato cromogénico y lisis del codgulo (9,
10, 11). Ambos métodos tienen un error estiandar del 10%.

La actividad bioldgica de cada muestra se determiné en 8
réplicas en dias diferentes realizando cada dia tres réplicas
del bulbo analizado.

Apariencia y reconstitucién

La apariencia de la pastilla y el tiempo de reconstitucion fueron
observados después de cada experimento. Las muestras se recons-
tituyen en 2 mL de agua para inyeccién, a temperatura ambiente
y con una ligera agitacion manual del bulbo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con el fin de mantener un margen de seguridad
que garantizara la seguridad del producto, se estable-
¢id un ciclo largo con una duracién de 39 h. Los pa-
rametros caracteristicos de este ciclo se relacionan
en la tabla 1.

Tabla 1
Parametros de liofilizacién para el ciclo largo.
Temperatura de R Tiempo de
R ampa .
Eventos las platinas (h) permanencia
°O) (h)
Congelacion -30 3.5 3.5
Sublimacion
del hielo -1 2 12
Desorcidn
del agua 23 4 13

Se comenzo a realizar vacio en la cdmara 2 h después
de estar la temperatura de las platinas en -30°C. La tem-
peratura del condensador fue de -70°C. La presion de la
camara durante la sublimacion se controld entre 90 y
110 pbar y en el secado secundario fue de aproximada-
mente 10 pbar.

En la tabla 2 se exponen los resultados de porcentaje
de humedad residual y actividad para 10 lotes de SK-r
liofilizados en las condiciones expuestas en la tabla 1. Es
necesario seiialar que los resultados de actividad no pre-
sentaron disminucion respecto al valor inicial y que los
porcientos de humedad residual aunque se encuentran
dentro de los limites establecidos para este tipo de pro-
ducto se pueden considerar elevados y podrian disminuir-
se optimizando las condiciones de liofilizacion.

Para permitir la reduccion del ciclo se estudian los 4
parametros relacionados a continuacion:

- Temperatura de congelacion.

- Velocidad de congelacion.

- Temperatura de sublimacion.

- Temperatura de desorcion.

Se mantuvo constante la temperatura del condensador
en todos los casos estudiados, igual a la del ciclo largo.

Combinando estas variables de disefio en los diferentes
niveles escogidos se obtuvieron condiciones de liofiliza-
cion para realizar cuatro ciclos experimentales. Las con-
diciones de liofilizacion estudiadas en cada ciclo se
muestran en la tabla 3.
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Tabla 2
Comportamiento de los lotes de SK-r atendiendo a su
actividad biolégica y por ciento de humedad residual
(empleando el ciclo largo)

Actividad Actividad del Humedad
Lote tedrica inicial liofilizado residual

(UI/mL) (U/mL) (%)
2001 500 000 556 694 2.23
2002 750 000 765 454 2.23
2003 250 000 298 016 3.20
2004 500 000 547 436 2.50
2005 500 000 560 578 2.00
2006 500 000 610 546 3.04
2007 100 000 110 340 3.90
2008 750 000 790 300 2.06
2009 500 000 550 235 2.00
2010 500 000 510 020 1.90

Tabla 3

Condiciones de liofilizacion ensayadas en las cinco variantes
experimentales

Parametros I + I III v v
Rampa de
congelacién (h) 2 1.5 2 0.5 !
Temperatura de 30 230 230 50 -50

congelacién (°C)

Tiempo de
reposo en la 2.5 3.5 2.5 4 2.5
congelacion (h)

sub]}i?m?:\z?ége(h) 25 2.5 LS 1 1.5
sublimbeion (o) | 20 | 10| 0 | 10 | 10
sul;{iilfllgggnde(h) 2.5 10.5 75 9.5 9.5
desorerin de(h) 05 {05 | 05 1 0.5
Tomperatuttde | 30 | 25 | 25 | 25 | 25
de;roifcni]gjno de(h) 3.3 2 3.5 6 5
Tieélilcplg lot(zllll)del 21 21 18 5 -

La presidn de la cdmara durante la sublimacion se
mantuvo controlada en un rango de 90 a 110 pbar. El
vacio se aplicd en todos los casos cuando el producto
estaba totalmente congelado.

Se decidi6 estudiar el efecto de la velocidad y de
la temperatura de congelacion sobre la calidad y ac-
tividad bioldgica del producto liofilizado, ya que la
velocidad y temperatura de congelacion empleadas
inicialmente en el ciclo largo provocaron una exten-
sidn innecesaria de las condiciones de liofilizacidn.

Ademds al liofilizar congelando mas rapidamente, se
logra obtener cristales mds pequefios y por lo tanto
un producto final con una estructura mas homogénea.

Se decidi6 ademads estudiar el efecto de una tem-
peratura de sublimacidon mas alta, con el fin de poder
disminuir la duracidn del secado primario del pro-
ducto.

La temperatura de secado secundario se mantuvo
a 25°C, puesto que la misma no provoca la desnatu-
ralizacion térmica del producto.

Del andlisis de los resultados obtenidos (tabla 4),
utilizando placebos de las dosificaciones estudiadas,
se puede plantear que las dosificaciones de 100 000
UI y 250 000 UI pueden ser liofilizadas con cua-
lesquiera de las cuatro variantes inicialmente en-
sayadas, no siendo asi con las dosis de 500 000 Ul y
750 000 UI en las cuales se obtienen pastillas rajadas
y cristalizadas (al realizar un corte transversal a las
pastillas se observan dos capas de congelacidon, una
de las cuales es en forma de finos cristales).

De acuerdo con estos resultados se decidié probar
una nueva variante experimental (variante V), subli-
mando a 10°C, disminuyendo el tiempo en alcanzar
la temperatura de sublimacidn y congelando a -50°C,
realizindose en estas condiciones un nuevo ciclo con
las caracteristicas expuestas en la tabla 3. El producto
asi congelado manifiesta una apariencia homogénea.

Al comparar las figuras 1 y 2 se puede observar el
comportamiento de los diferentes pardmetros ensaya-

Tabla 4
Calidad del producto liofilizado obtenida para cada
dosificacion estudiada en las cinco variantes experimentales.

Dosificacion
Variante 500 000 750 000
Expc};i(:ncnto Defecto % Defecto %
. pastilla
|| e | RS |
ajada cristalizada
. pastilla
g pn.}‘fléla 38 rajada y 92
rajada cristalizada
. pastilla
- I;("ls?(lilf 90 rajada y 90
ajada cristalizada
. pastilla
- pagnéla 82 rajada y 95
rajada cristalizada
- - _ R =

Para las dosificaciones de 100 000 UI y 250 000 UI se obtienen
pastillas liofilizadas sin ningin defecto al emplear cualesquiera de

los ciclos experimentales propuestos.
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Fig. 3: Comparacion de los ciclos de liofilizacién de la SK-r (largo
y variante V)

Las pastillas se disolvieron rdpidamente en 2 mL de
H,O para inyeccion, no presentdndose diferencias en
cuanto a tiempo de reconstitucion entre las cuatro
dosificaciones existentes.

CONCLUSIONES

Las dosificaciones de 100 000 UI y 250 000 UI pue-
den ser liofilizadas con cualesquiera de los cinco ci-
clos de liofilizacion propuestos, obteniéndose con el
ciclo V las condiciones de por ciento de humedad
residual, actividad bioldgica y apariencia del producto
liofilizado requeridas para este tipo de producto.

Las dosificaciones de 500 000 UI y 750 000 UI se
obtienen con las condiciones requeridas de calidad
del producto liofilizado al emplear el ciclo correspon-
diente a la variante experimental V.

El ciclo para las cuatro dosificaciones de SK-r co-
rrespondiente a la variante nimero V, con un tiempo
de duracién total de 20 h implica un ahorro de tiempo
de aproximadamente 19 h por cada proceso de liofi-
lizacidn, lo que significa un aumento de la producti-

vidad y un ahorro energético del 56.8% del consumo
respecto al ciclo largo por cada liofilizacion.
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