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ABSTRACT
Extraction and quantitation studies of the active ingredient from an hydrophilic (potassium estearate)cream pre-
pared either with recombinant or leukocyte human interferons, were done. The cream samples were treated with
different extraction solutions including acids, alkali, surfactants and organic solvents. Recombinant alpha inter-
feron (IFN) was best extracted using acetone (1-5 %) or using a two phase extraction system composed by diethyl
ether: H,O (1:1). With this solutions about 80 % of the active ingredient was recovered from the cream. In the
case of leukocyte IFN, the two phase extraction system using diethyl ether: H,O (1:1) extracted up to 95 % of the
IFN. In addition other cream bases were assayed for the formulation of the IFNs creams. High recovery (99 %) of
the active ingredient was obtained using diethyl ether: H,O (1:1) for the following creams: a) Potasium estearate,
b} base composed of polysorbate 80 (0.83 %), propylenglycol (10 %), cetilyc alcohol {1.14 %), glyceride
monoestearate (6.67 %), methylparabene {0.18 %), propylparabene (0.02 %), H,O: csp, combined with carbopol
940 gel to 0.5 %, and c) the same as b) without carbopol 940.
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RESUMEN
En el presente trabajo se realiza el estudio para el establecimiento de un protocolo en la determinacién del in-
terferén (IFN) humano (¢-2b recombinante y leucocitario) presente en la crema (ungiento hidréfilo con base de
estearato de potasio). Los ensayos de extraccién fueron realizados con cremas preparadas a diferentes concentra-
ciones 50, 100, 200, 300 y 400 ng IFN/g crema. Fueron probados diferentes medios de extraccion, entre ellos:
dcidos, dlcalis, detergentes y solventes. Los mejores resultados se obtuvieron al emplear el sistema de dos fases
dietil éter: H,O (1:1) o una solucién de acetona entre 1 y 5 % como solucién de extraccion, y se lograron del 70
al 80 % de recuperacion de la molécula de IFN a-2b Hu-r, mientras que en el caso del IFN leucocitario se obtuve
una recuperacion de mas del 95 % cuando se empled el sistema de dos fases dietil éter: H,O (1:1). Se evaluaror:
otras bases como posibles alternativas para la formulacién del principio activo y se realizaron extracciones con
diferentes agentes. Se logré un recobrado analitico del 99 % con el sistema de 2 fases dietil éter: H,O (1:1), para
las siguientes bases: a) base de estearato de potasio, b) base compuesta por polisorbato 80 (0,83 %),
propilenglicol (10 %), alcohol cetilico (1,14 %), monoestearato de glicerilo (6,67 %), metil parabeno (0,18 %),
propil parabeno {0,02 %), H,0: csp combinada con gel de carbopol 940 al 0,5 %, y <) sin gel carbopol 940 e
incorpordndole poliserbato 80.

Palabras claves: extraccién, crema, cuantificacion, IFN a-2b Hu-r, IFN leucocitario, base

Introduccién

A partir de su descubrimiento por Isaacs y Linden-
mann (1) los interferones han sido proteinas de gran
interés sobre todo por su capacidad de encontrarse a
la vanguardia en el sistema de defensa del organismo.
De acuerdo con sus propiedades antigénicas. bio-
logicas y quimicas. los interferones se dividen en tres
erupos: interferon o lcucocitario vy linfoblastoide,
interferon B fibroblastoide ¢ interferdn y inmune (2).
Il efecto bioldgico de esta proleina esta dado pri-
meramente por su accion antiviral al interactuar con
receptores especificos en la superficie de la célula,
que provocan reacciones cn cadena y sintesis de
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ciertas enzimas, que intervienen en la inhibicion de
la replicacion viral, También son reportadas sus pro-
piedades antitumorales, asi como su efecto inmuno-
modulador en el organismo (2).

Su cficacia terapéutica ha sido demostrada con re-
sultados exitosos, en la aplicacion terapéutica de al-
gunas enfermedades virales como por ejemplo: den-
guc hemorragico, virus tipo 1l (3), hepatitis virales
fulminantes y crénicas (4). en neoplasia del pulmon
(5). Se ha aplicado con éxito en enfermedades cuta-
neas como ¢l herpes zoster (6) y en pacientes con ve-
rrugas plantares (7), entre otras.

1. Isaacs A, Lindenmann J, Virus Interfer-
ence. Proc Soc London 1957 Ser B147:
258-267.

2. Cantell K. Una gota de agua en un
océano: ideas sobre los interferones
Interferon y Biotecnologia 1984;1:1-10.

3. Limonta M, Alemany J, Peléez O,
Lépez-Saura P, Aguilera A, Mas P et al
Tratamiento local con interferén leuco-
cifario en la conjuntivilis hemorrdagica
aguda, Memorias | Seminario cubano
sobre Interferon 1983,87-108.
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En el siguiente trabajo se deseribe la evaluacion
de diferentes medios para la extraccion del interferon
(IFN) humano (e-2b recombinante y leucocitario) de
una crema medicamentosa con el fin de establecer un
protocolo que permita la cuantificacion de la molé-
cula ¥ pueda ser utilizado como método analitico
para ¢l control de calidad.

I:n general para ¢l caso de semisolidos se requie-
ren pasos adicionales de extraccion del prineipio ac-
tivo, Cremas a base de interferoncs han sido utiliza-
das para el tratamiento de varias enfermedades. En
ellas. el interferdn ha sido extraido mediante ctanol
dcido o con el medio de ensayo de interferon. Tam-
bién se reporta la liberacion del IFN de la crema
traspasandelo al medio mediante incubacion durante
algunas horas, a 37 °C (2).

Materiales y Métodos

Procedencia del principio activo (IFN ¢-2b Hu-r
e IFN leucocitario)

Se utilizd 1PN «-2b Hu-r purificado, obtenido me-
diante clonaje y expresion del gen en Escherichia
coli (8) ¢ IFN leucocitario purificado, producido a
partir de donaciones de sangre. por el método de
Cantell (9).

Composicién de la base de estearato de pota-
sio utilizada en la formulacién del IFN
-2b Hu-r

Composicion: acido estedrico 18 %, carbonalo de
potasio anhidro 0.05 %, metil parabeno 0.18 %, pro-
pil parabeno 0,02 %, glicerina 5 %, agua purificada
76.3 % y principio activo 20 000 Ul/g (100 ng/g).

Composicion de las diferentes bases evalua-

das como posibles alternativas para la formu-
lacion del IFN

Todas las bases evaluadas constituven una emulsion,
de aceite en agua y su composicion esta referida al
porcentaje de cada componente en el agua.

Base No. 2

Constituida por: PEG 4000 (32 %), PEG 400 (68 %)
v H-0: esp.

Base No. 3

Constituida por: glicerina (5 %), dcido estearico (15
%), carbonato de potasio (0.6 %), metil parabeno
(0.18 %), propil parabeno (0.02 %) y Ha0: esp.

Base No. 4

Constituida por: polisorbato 80 (0,83 %), propilen-
glicol (10 %). alcohol cetilico (1,14 %), monocstea-
rato de glicerilo (6.67 %). melil parabeno (0.18 %).
propil parabeno (0,02 %) y H,0: ¢sp, carbopol 940 al
0.25 %.
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Base No. 5

Constituida por: laurilsulfato de sodio (1 %). petro-
lato blanco (25 %), alcohol estearilico (25 %). propi-
lenglicol (12 %), metil parabeno (0,025 %), propil
parabeno (0.025 %) y H,0: csp.

Base No. 6

Estas bases varian su composicion en el contenido de
polisorbato 80, pero son similares en los siguientes
compuestos:

e Propilenglicol (10 %), alcohol cetilico (2,27 %),
monocstearato de glicerilo (13.33 %), metil para-
beno (0,18 %), propil parabeno (0.02 %) v 11,0:
csp.

* Basc (6.a) constituida ademas por 1,65 % de poli-
sorbato 80.

¢ Base (6.b) constituida ademds por 3,3 % de poli-
sorbato 80,

* Base (6.c) constituida ademas por 5 % de polisor-
bato 80.

Forma de preparacién de las cremas

Se prepararon cremas a diferentes coneentraciones
de IFN npatural y leucocitario: 50, 100, 200, 300 y
400 ng IFN/g crema.

Una ver definidos los gramos de crema necesarios
para cada ensayo, s¢ le anade el principio activo de
acuerdo a la concentracion a la cual se desea preparar
y s¢ agila vigorosamente a una temperatura de 4 °C
por espacio de 1 min,

Procedimiento para la extraccién

Se prepard la crema a razén de 100 ng IFN/g crema
(20 000 UI IFN/g crema). Para cada extraccion se
tomaron 2 g de crema. y sc disolvieron en 20 mL de
solucion.

[.os medios de extraccion utilizados fueron: acido
clorhidrico (HCI). hidréxido de sodio (NaOH). eta-
nol 90 %, tween 80, dodesilo hidrogenosulfato sal
sodica (SDS) (Merck, Alemania), acetonitrilo, ace-
tona. éter de petréleo, dietil éter y cloroformo (Fluka,
Suiza), tampdn salino de potasio (PBS) ¥ acetato de
sodio 0.1 M (Mcrck, Alemania).

Scguidamente se procedio a la homogenizacion de
la crema v la solucién de extraccion durante 1 min.
in algunos casos se probo el use de agentes mecani-
cos durante la homogenizacion: dispersor (tipo poli-
ron, IKA, Alemania) y ultrasonido (B. Braun, Ale-
mania),

Todos los ensayos de extraccién se realizaron a
4°C.

Una vez realizada la extraccion, las muestras son
centrifugadas a 16 000 rpm durante 10 min. La fase
acuosa lue colectada y sometida a andlisis para la
cuantificacion de la moléeula de [FN mediante ¢l uso
de las téenicas de titulacion antiviral (10) v ELISA (11).
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Cada ensayo de extraccion fue realizado con dos
réplicas.

Los porcentajes de extraccion en la crema fueren
determinados teniendo en cuenta la cantidad de IFN
extraido al utilizar el método descrito anteriormente,
en relacion con la cantidad que sc adiciona a la cre-
ma cn la preparacion de cada muestra.

El procedimicnto empleado en cuanto a la forma
de preparacion y extraccion es valido para las res-
lantes cremas preparadas a 50, 200, 300 y 400 ng
[FN/g.

Actividad biologica

La actividad biolagica del 1I'N «-2b Hu-r fue deter-
minada a través de la inhibicion del electo citopatico
del Mengovirus en células Hep 2 (10).

ELISA

LLas determinaciones por ELISA se realizaron utili-
zando un sistema de dos anticucrpos maonoclonales
segun método deserito por Cruz, 1990 (11).

LLos datos son procesados por un analisis de regre-
sion y correlacion.,

Resultados y Discusién

En la Tabla 1 se muestran los porcentajes de extraec-
cion del IFN o-2b Hu-r presente en la crema cuando
se utilizaron como medios de extraccidn: Tween &0,
acctonitrilo 50 %, NaOH 0,02 M + etanol 30 %, cla-
nol 90 %, PBS, NaOH 0.01 M y HCI 0.01 M. Du-
rantc la homogenizacion se emplearon ultrasonido y
dispersor. Las muestras procedentes de las extraccio-
nes fueron dializadas en PBS 1X, con el objetivo de
adecuar el medio para la posterior cuantificacion em-
pleando la téenica del ELISA (11). En todas las va-
riantes probadas se observd un bajo recobrado dc la
molécula de interés.

Del andlisis de los resultados anteriores se des-
cartd ¢l uso de agentes mecanicos externos durante la

homogenizacion de la crema, asi como la homogeni-
zacion y dialisis de las muestras con posterioridad a
la extraccion al quedar demostrado que estos factlores
no influyen cn ¢l recobrado del principio activo,

En posteriores estudios se emplearen para la ex-
traccion detergentes y otras solucioncs de solventes
organicos (Tabla 2). Con los detergentes s¢ obluvie-
ron por cientos bajos en la cxtraccion del principio
aclivo, sin embargo al realizar extracciones con solu-
ciones de acetona preparadas a diferentes porcenta-

jes, se logro un aumento en la recuperacion del prin-

cipio activo. Sc obtuvo cntre 70 v 80 % de extraccion
de la molécula con acctona al 5 %, asi como con cl
sistema de dos fascs dictil éter: HoO (1:1); para lo
anterior se empled el ELISA (11) como método ana-
litico (Tabla 2) ¥ se realizaron varias réplicas cn am-
bos casos.

Resultados similares se obtuvieron con cremas de
estearato de potasio preparadas a diferentes concen-
traciones de IFN o-2b Hu-r (50, 100 y 400 ng IFFN/g
crema), extraidas con acctona al 5 % y con ¢l sislema

Tabla 2. Extraccion del IFN -2b Hu-r de las
cremas utilizando diferentes agentes. La con-
centracién de la molécula de IFN se deter-
miné por el sistema ELISA,

Solucién de extraccion Porcentaje
de extraccién
Tween 80 (0,1 %) 28
Tween 80 (0,5 %) 16
Tween 80 (1,0 %) 10
SDS (1,0 %) 10
Acetona (0,5 %) 75
Acetona (1,0 %) 79
Acetona (2,0 %) 74
Acetona (3,0 %) 59
Acetona (5,0 %) 79
Dietil éter: H,O (1:1) 80

Tabla 1. Extraccién del IFN a-2b Hu-r de las cremas utilizando diferentes soluciones. La concen-

tracién de IFN se determiné por ELISA.

Recobrado (%) ELISA

Solucién de extraccién A B C D E F
NaOH (0,01M) 24 25 20 10 14 10
HCI (0,01 M) <4 <4 <4 <4 <4 <4
PBS <4 <4 <4 <4 <4 <4
Etanol (90 %) <4 <4 <4 <4 <4 <4
NaOH (0,02M)+Etanol (50 %) 10 10 10 10 10 10
Tween 80 (0,05 %) 10 7 10 10 10 10
Acetonitrilo (50 %) 10 10 10 10 10 10

Variantes; A: homogenizacién de lo crema y la selucién de extraccion utilizando ultrasenido. B: homogenizacién de la cre-
ma y la solucién de extraccion de forma manual. C: homoegenizacion de la crema y la solucion de extraccién utilizando
dispersor. D: didlisis de la muestra después de emplear la variante A. E: didlisis de la muestra después de emplear la va-
riante B. F: didlisis de la muesira después de emplear la variante C.
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de dos fases dietil éter: H,O (1:1) (Figura 1), Esto
confirma los resultados del estudio anterior realizado
en cremas preparadas a 100 ng v demuestra la posi-
bilidad de aplicacion del método a un amplio rango
de concentracion del principio activo. En esta figura
se presentan los resultados al cmplear la titulacion
antiviral {10) y ¢l ELISA (11) como técnicas analiti-
cas de cuantificacion de la moléeula de IFN. Como
s¢ observa en la [igura los recobrados obtenidos para
cremas preparadas a dilerentes concentraciones de
IFN son mayores cuando se cuantifican por el sis-
tema ELISA. en comparacidn con los obtenidos al
utilizar la titulacién antiviral, csto pudiera deberse a
la posible inactivacion del IFN con la acetona o por
toxicidad del medio de extraccion en el cultivo celu-
lar utilizado para la determinacién, aunque las
muestras, posteriormente a la extraccion, fueron dia-
lizadas en PI3S Ix durante 12 h.

Teniendo en cuenta el estudio anterior y los re-
sultados obtenidos para la extraccion de la molécula
de IFN a-2b Hu-r de las cremas, se prepararon cre-
mas de estearato de potasio con IFN leucocitario
(Leuferon, CIGB). Para las extracciones se probaron
algunos solventes orgdnicos como: acctona, éter de
petroleo, cloroformo y dictil ¢ter,

Los resultados que aparecen en la Tabla 3 mues-
fran una alta recuperacion del principio active cuan-
do se empled como medio de extraccién el sistema
de dos fases dictil éter: HoO (1:1).

Se realizaron ademds experimentos de extraccion
de cremas de estearato de potasio preparadas a dife-
rentes dosificaciones del prineipio activo y se deter-
mino la molécula de IFN por titulacion antiviral (10)
{Figura 2). S¢ obtuva una correspondencia entre los
valores de actividad biologica (10) de la molécula en
las cremas testadas respecto a los valores de titulo
con que fueron preparadas inicialmente.

Como posibles alternativas para la formulacion
del principio activo se estudiaron diferentes tipos de
bases. En fa Tabla 4 se presentan los resultados de
las extracciones realizadas con algunos solventes or-
ganicos,

Las bases evaluadas fueron: base de polietilen-
glicol. base de estearato de potasio, base similar a
la utilizada en la formulacion Neo. 4, a la cual sc
incorporod gel carbopol 940 al 0.5 % en proporcion
1:1. base cuya constitucion ¢s una modificacion del

Tabla 3. Extraccién del IFN leucocitario utili-
zando diferentes agentes.

Kesie Recobrado
(ELISA)
Acetato de sodio 0,1M, pH 4,5 2%
Acetona 5 % 70 %
Eter de petroleo 30 % 46 %
Cloroformo 30 % 12 %
Dietil éter: H,O (1:1) 97 %
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Figura 1. Resultados de la extraccion del principic activo en cremas de IFN hu-
mano-recombinante empleando acetona al 5 % y el sistema de 2 fases dietil éter: H,0O
{1:1). La concentracién del principio active fue determinada por ELISA y por actividad

biolégica.

ungtiento hidréfilo y tres bases similares en compo-
sicion a la base No. 4, variando el contenido de
polisorbato 80.

Las extracciones con el sistema de dos fases dietil
éter: H,O (1:1) de las bascs 3, 4 y 6.c resultaron ser
las de mejores recobrados del principio activo, y se
lograron valores cercanos al 100 %. Aunque los re-
sultados no se muestran, la cuantificacién y reco-
brado del IFN por actividad biologica coincide con
los resultados que se obtuvieron por ELISA.

Este resultado da la posibilidad del uso de nuevas
bases para la formulacién de la molécula de IFN,
ademas de utilizar el protocolo de extraccién aqui
descrito como método analitico para la cuantifica-
cion de la molécula.
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Concentracion de la crema (Ul/g)

Figura 2. Resultados de la extraccion con dietil éter: H,O (1:1) de cremas con IFN leucoci-

minada por actividad biclogica.

Biotecnologia Aplicada 1998; VYol. 15, No, 2

tario preparados a diferentes dosificaciones. La concentracion del principio activo fue deter-



Idalmis Reverén et al. Extraccion del principio activo en cremas de IFN humano

Tabla 4. Extraccion del IFN leucocitario en diferentes formulaciones. La concentracién del principio
activo fue determinada mediante el sistema ELISA.

Recobrado analitico (%)

Formulaciéon
Acetona 5 %

Eter de petroleo: H,O Dietil éter: H,0O

2 8 8 8
3 75 45 98
4 75 50 99
5 15 15 15
6.a 75 52 85
6.b 40 25 60
b6.c 65 82 99
Conclusiones Sc demuestra la posibilidad de utilizar difcrentes

Ll método desarrollado permite extraer del 70-80 %
del principio activo presente en cremas de [N
w-2b Hu-r utilizando ¢l sistema de dos lases dietil
éter: 1,0 (1:1) o soluciones de acctona al 5 %.

n ¢l caso de las cremas preparadas con IFN leu-
cocitario se logra una recuperacion de mas del 95 %
al emplear el sistema de 2 fases dictil éter: TO (1:1).

Recibido en septiembre de 1997. Aprobado
en octubre de 1997.

bases para la formulacion del IFN humano. y se han
logrado recuperaciones del 99 % con el sistema de
2 fases dietil ¢ter: 11,0 (1:1) para las formulaciones
3,4yb6b.c.

De acuerdo a estos resultados ¢l protocolo extrac-
tivo aqui descrito puede ser utilizado para un ensayo
dec recupcracion y control de la actividad del princi-
pio activo de cremas que contienen IFN.
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