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1.  RESUMEN 

El Rituximab administrado por vía intravenosa fue el primer mAb terapéutico que se utilizó 

contra el cáncer. Este anticuerpo monoclonal tiene actividad para unir linfocitos a través de 

su grupo de diferenciación número 20 (por sus siglas en inglés CD20), el cual se usa 

actualmente para tratar casi todos los tipos de linfomas no Hodgkin. Al unirse, Rituximab 

induce la muerte de los linfocitos B, activando los mecanismos de defensa del sistema 

inmunitario, como la citotoxicidad celular dependiente del complemento (CDC, por sus 

siglas en inglés), dependiente de células (ADCC, por sus siglas en inglés) e inductora de 

fagocitósis (ADPC, por sus siglas en inglés).  

La conservación adecuada de los medicamentos es un requisito imprescindible para que 

estos mantengan sus propiedades físico-químicas y farmacológicas. Los biofármacos 

fotosensibles son un grupo de sustancias biológicas que por sus características 

fisicoquímicas necesitan conservarse protegidas de la luz. Se puede decir que el envase 

primario y secundario desempeña un papel importante en la protección de los biofármacos 

además de ser la forma farmacéutica la que se somete a dicho estrés radiativo.  

En particular para Rituximab se sabe que dentro de su envase secundario es estable 

durante 24 meses a temperatura de 2-8 °C; que las soluciones diluidas son estables a 2-8 

°C durante 24 horas y a temperatura ambiente durante 24 horas adicionales si no se ha 

roto la esterilidad del producto.  

En este trabajo caracterizamos algunas foto-degradaciones del Rituximab por efecto de la 

radiación UV y visible. Las cuales nos pueden proporcionar información para optimizar las 

fórmulas para el medicamento, mejorando los esquemas inmunoterapéuticos y superar las 

reacciones observadas en algunos pacientes, finalmente optimizando su seguridad y 

eficacia.  

Para ello se realizó la  fotoexposición de Rituximab formulado en tres condiciones que 

incluyeron: 

• Exposición de Rituximab a la luz solar directa, a través de ventana A una 

iluminación con exposición directa al sol con una irradiación de 280-400 nm  (UVB 280-

320 y UVA 320-400), por un tiempo de 1 y 2 h, de 8°C a aprox. 37.5 - 39 °C. Se expuso 

un control obscuro (protegido con envase secundario). 
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• Exposición de Rituximab a la luz solar difusa a través de una ventana, A una 

iluminación con exposición indirecta al sol a 10 cm y 1 m de distancia de una ventana, con 

una irradiación de 300-800 nm  (UVB y UVA), por un tiempo de 1 y 2 h, de 8°C a aprox. 1 

y 2 h, 8 °C a aprox. 23 - 24°C. 

• Exposición de Rituximab a la luz en condiciones ICH, exponiendo Rituximab 

formulado en un medicamento, a una iluminación total de 1.2 x 106 lux-hora de luz en el 

rango visible y a una irradiación integrada de energía en ultravioleta cercano de 200 watts-

h/m2, manteniendo la cámara de fotoestabilidad permanentemente dentro de una cámara 

fría a 5 °C  3 °C. 

Una vez realizadas las fotoexposiciones se hicieron mediciones fisicoquímicas (Abs320 nm, 

Potencial zeta, Fluorometría Diferencial de Barrido (DSF), Cromatografía de intercambio 

iónico (CEX-UPLC-FLR), Dispersión de Luz Dinámica (DLS) y biológicas (Potencia 

biológica por Citólisis dependiente de complemento (CDC) que permitieron dilucidar el 

efecto provocado por cada condición. 

Los resultados muestran que solo la exposición a la luz solar directa durante la exposición 

en el peor de los casos (2 h), aumenta los agregados, la disminución de Tm y disminución 

de CDC que se correlaciona con análisis fisicoquímicos. Mientras que la exposición de la 

sala de luz interior y las condiciones de ICH no tienen ninguna contribución a la 

fotooxidación de Rituximab medida por estos métodos analíticos fisicoquímicos y 

biológicos. [1] 

Estos resultados indican que la administración de Rituximab por perfusión / infusión es 

segura, mientras que el biológico no esté expuesto a la luz solar directa por tiempos 

prolongados. 
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1.  ABSTRACT 

Intravenously administered Rituximab was the first therapeutic mAb to be used in the field 

of oncology. This monoclonal antibody has activity to bind lymphocytes through its cluster 

of differentiation number 20 (CD20), and is now used to treat almost all types of non-

Hodgkin's lymphoma. When Rituximab binds to CD20, induce the lysis of B lymphocytes, 

activating the defense mechanisms of the immune system, such as complement-dependent 

cytotoxicity (CDC), antibody dependent celular cytotoxicity (ADCC), and antibody 

dependent phagocytosis celular (ADPC).  

The proper storage of medicines is an essential requirement for them to maintain their 

physical-chemical and pharmacological properties. Photosensitive biopharmaceuticals are 

a group of biological substances that, due to their physicochemical characteristics, need to 

be kept protected from light. We can say that the primary and secondary packaging play an 

important role in the protection of biopharmaceuticals, in addition to being the 

pharmaceutical form that is subjected to said radiative stress. 

In particular for Rituximab, it is known that within its secondary packaging it is stable for 24 

months at a temperature of 2-8 °C; Diluted solutions are stable at 2-8°C for 24 hours and at 

room temperature for an additional 24 hours if product sterility has not been broken.  

In this work we characterize some photo-degradations of Rituximab due to the effect of UV 

and visible radiation. Which can provide us with information to optimize formulas, to improve 

immunotherapeutic schemes and overcome the adverse reactions observed in some 

patients, and thus improve its efficacy and safety. 

For this purpose, formulated Rituximab was photoexposure under three conditions that 

included:  

• Exposure of Rituximab to direct sunlight, through a window A lighting with direct exposure 

to the sun with an irradiation of 280-400 nm (UVB 280-320 and UVA 320-400), for a period 

of 1 and 2 h. , from 8°C to approx. 37.5 - 39°C. A dark control (protected with secondary 

packaging) was exposed.  

• Exposure of Rituximab to diffused sunlight through a window, To illumination with indirect 

sun exposure 10 cm and 1 m away from a window, with an irradiation of 300-800 nm (UVB 

and UVA), for a time of 1 and 2 h, from 8°C to approx. 1 and 2 h, 8 °C at approx. 23 - 24°C. 
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• Exposure of Rituximab to light under ICH conditions, exposing Rituximab formulated in a 

drug, to a total illumination of 1.2 x 106 lux-hours of light in the visible range and to an 

integrated irradiation of near-ultraviolet energy of 200 watts-h/ m2, keeping the 

photostability chamber permanently inside a cold room at 5 °C  3 °C.  

Once the photoexposures were carried out, physicochemical measurements were made 

(Abs320 nm, Zeta Potential, Differential Scanning Fluorometry (DSF), Ion Exchange 

Chromatography (CEX-UPLC-FLR), Dynamic Light Scattering (DLS) and biological 

(Biological Potency by Cytolysis complement-dependent (CDC)) that allowed to elucidate 

the effect caused by each condition. The results show that only exposure to direct sunlight 

during exposure in the worst case (2 h), increases aggregates, decreases Tm and 

decreases CDC which correlates with physicochemical analyses. While indoor light room 

exposure and ICH conditions have no contribution to Rituximab photooxidation as 

measured by these physicochemical and biological analytical methods. [1]  These results 

indicate that the administration of Rituximab by perfusion/infusion is safe, as long as the 

biologic is not exposed to direct sunlight for long periods of time. 
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2.  INTRODUCCIÓN (MARCO TEÓRICO) 

Hace un par de décadas, la inmunoterapia se integró a la quimioterapia y radioterapia como 

tratamiento adyuvante contra el cáncer. En 1997, 24 años después del primer informe 

sobre tecnología de hibridomas, la Agencia Federal para Administración de Medicamentos 

y Alimentos (por sus siglas en inglés FDA) de EE.UU. aprobó por primera vez el uso clínico 

de un anticuerpo monoclonal (mAb).  

El Rituximab administrado por vía intravenosa fue el primer mAb terapéutico que se utilizó 

contra el cáncer, estableciendo una nueva clase de fármacos denominados ahora 

biofármacos o biológicos. 

Este anticuerpo monoclonal tiene actividad para unir linfocitos a través de su grupo de 

diferenciación número 20 (por sus siglas en inglés CD20), el cual se usa actualmente para 

tratar casi todos los tipos de linfomas no Hodgkin. Al unirse, Rituximab induce la muerte de 

los linfocitos B, activando los mecanismos de defensa del sistema inmunitario, como la 

citotoxicidad celular dependiente del complemento (CDC, por sus siglas en inglés), 

dependiente de células (ADCC, por sus siglas en inglés) e inductora de fagocitosis (ADPC, 

por sus siglas en inglés). [2,3] 

Rituximab está disponible a una concentración de 10 mg/mL en presentaciones 

farmacéuticas líquidas de 100 mg (10 mL) o 500 mg (50 mL) sin conservadores. Antes de 

la administración, Rituximab se diluye a 1-4 mg/mL directamente en bolsa de infusión o 

frasco PET que contienen cloruro de sodio al 0,9% o dextrosa al 5%, estériles, soluciones 

inyectables. Aunque se considera que es bien tolerado por los pacientes tras su 

administración, se producen algunos efectos secundarios. Según una revisión sistemática 

de 28 ensayos clínicos, los eventos más comunes de la monoterapia con Rituximab son 

las reacciones a la infusión/perfusión, especialmente en el primer ciclo, además de  la 

neutropenia. 

La conservación adecuada de los medicamentos es un requisito imprescindible para que 

estos mantengan sus propiedades físico-químicas y farmacológicas. El objetivo prioritario 

es mantener la eficacia y la seguridad ya que fuera de las condiciones adecuadas de 

almacenamiento puede sufrir disminución de la potencia y perder la seguridad por la 

generación de productos de degradación o sustancias tóxicas liberadas de los envases 

primarios. 
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Los biofármacos fotosensibles son un grupo de sustancias biológicas que por sus 

características fisicoquímicas necesitan conservarse protegidas de la luz. Se puede decir 

que el envase primario y secundario desempeña un papel importante en la protección de 

los biofármacos además de ser la forma farmacéutica la que se somete a dicho estrés 

radiativo.  

Es importante que los biofármacos no se expongan a la radiación visible o UV desde su 

fabricación hasta su utilización. Es por ello que como medidas generales se debe tener en 

cuenta que: 1) Únicamente se extraerán del envase que los protege hasta que vayan a ser 

administrados. 2) Se deben reconstituir y administrar justo antes de su uso. 3) Cuando por 

algún motivo el medicamento haya permanecido cierto tiempo expuesto a la radiación se 

debe consultar su estabilidad antes de utilizarlo. 4) Cuando un medicamento presente 

alguna alteración en su aspecto (cambios de color, enturbiamiento o precipitado en 

soluciones) se procederá a su cuarentena para valorar sus atributos críticos de calidad y 

posterior desecho si así lo requiere, aunque no esté caduco. 

En particular para Rituximab se sabe que dentro de su envase secundario es estable 

durante 24 meses a temperatura de 2-8 °C; que las soluciones diluidas son estables a 2-8 

°C durante 24 horas y a temperatura ambiente durante 24 horas adicionales si no se ha 

roto la esterilidad del producto.  

 

2.1.  MEDICAMENTOS BIOTECNOLOGICOS 

2.1.1.  Definición 

La definición de medicamentos biotecnológicos es muy amplia. No hay una definición y 

clasificación de los mismos a nivel mundial, dejando dicha labor a la autoridad regulatoria 

sanitaria de cada país, los cuales se encargan de realizar un seguimiento de los mismos 

tanto para llevar a cabo su registro correspondiente como su vigilancia en el mercado. 

En lo concerniente a México en el Reglamento de Insumos para la Salud, Capítulo VIII, 

Medicamentos Biotecnológicos, Artículo 81. Se menciona lo siguiente: 

Para efectos del presente Reglamento, se considera biofármaco a toda substancia que 

haya sido producida por biotecnología molecular, que tenga actividad farmacológica, que 

se identifique por sus propiedades físicas, químicas y biológicas y que reúna las 

condiciones para ser empleada como principio activo de un medicamento biotecnológico. 
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Asimismo, se entiende por medicamento biotecnológico a toda substancia que haya sido 

producida por biotecnología molecular, que tenga efecto terapéutico, preventivo o 

rehabilitatorio, que se presente en forma farmacéutica, que se identifique como tal por su 

actividad farmacológica y propiedades físicas, químicas y biológicas. 

Los biofármacos y los medicamentos biotecnológicos podrán ser: 

I. Proteínas recombinantes: Las proteínas producidas por cualquier organismo biológico 

procarionte o eucarionte al que se le introduce, por técnicas de ingeniería genética, una 

secuencia de ácido desoxirribonucleico que las codifica; 

II. Anticuerpos monoclonales: Las inmunoglobulinas intactas producidas por hibridomas, 

inmunoconjugados, fragmentos de inmunoglobulinas y proteínas recombinantes derivadas 

de inmunoglobulinas; 

III. Péptidos sintéticos: Los péptidos constituidos por menos de cuarenta aminoácidos 

producidos por técnicas de biología molecular; 

IV. Ácidos nucleicos sintéticos o de plásmidos: Los ácidos nucleicos obtenidos de 

plásmidos naturales o modificados por técnicas de ingeniería genética, y 

V. Los demás que, en su caso, determine mediante acuerdo la Secretaría, conforme a los 

avances técnicos y científicos. 

Actualmente sólo el 20% de los fármacos catalogados como innovadores son obtenidos 

por técnicas biotecnológicas, porcentaje que va aumentando hasta el 50% si se incluyen 

aquellos catalogados en fase de investigación clínica [4] cifras que se ven corroboradas 

cuando se comprueba que año tras año la investigación tanto experimental como clínica 

con medicamentos biotecnológicos superan a los de síntesis química, estimándose que 

en la actualidad, los biofármacos representan alrededor del 15% de los tratamientos 

disponibles. [5] 

 

 2.1.2.  Características de los medicamentos biotecnológicos 

Para la obtención de los medicamentos biotecnológicos se emplean técnicas basadas en 

el ADN recombinante e hibridomas, que incorporan información al material genético de 

organismos vivos como bacterias, hongos, etc., con el cual puedan sintetizar un producto 

terapéutico de una manera exógena. 
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Debido a sus diferencias tanto en el origen como a nivel estructural con los medicamentos 

de síntesis química, presentan características propias a nivel de propiedades 

farmacológicas uso clínico, aspectos regulatorios y seguridad entre otros aspectos, por lo 

que muchos conceptos de farmacología clásica no pueden ser aplicables directamente en 

ellos. 

Las principales diferencias entre los medicamentos biotecnológicos y los de síntesis 

química son: 

 

A. En general los medicamentos biotecnológicos presentan un proceso de producción 

mucho más complejo. Son sustancias terapéuticas generalmente de naturaleza proteica, 

que interactúan con las proteínas humanas.  

Dichas sustancias son producidas por organismos vivos o extractos de estos en el caso 

de bacterias, hongos o células de origen animal o humano, por lo que en el primer paso 

para su obtención es modificar el material genético de una célula o microorganismo 

introduciéndole la secuencia que produzca la proteína de interés. [6] 

 

B. El componente activo de los medicamentos biotecnológicos es heterogéneo y presentan 

una estructura molecular de mayor complejidad y tamaño que los de síntesis química. 

Dado lo anterior su análisis, caracterización y producción será más complicada que la de 

los fármacos de síntesis química, debido a que no pueden replicarse de forma exacta y 

que sus estructuras y propiedades dependerán de los procesos de producción elegidos, 

por lo que existe un grado de variabilidad controlada y admitida por las autoridades 

sanitarias entre lotes del mismo biofármaco. [7] 

 

C. La inmunogenicidad es un riesgo a tener en cuenta, debido a su potencial de activar la 

respuesta inmunitaria induciendo distintas reacciones adversas. Se trata de un proceso en 

el que un organismo vivo genera una respuesta frente a una proteína o sustancia ajena al 

organismo. La respuesta frente a este agente conlleva a la producción de anticuerpos que 

se unen a la entidad extraña para inactivarla formando un complejo antígeno-anticuerpo, 

causante de los efectos adversos. Este factor representa un aspecto muy importante de 

bioseguridad, estableciéndose unos requisitos de evaluación del potencial inmunogénico 
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que aparecen escritos en lineamientos específicos (Guidelines on immunogenicity 

assesment of biotechnology-derived therapeutic proteins).[8]  A pesar de ello la 

inmunogenicidad sigue siendo el principal factor para el fracaso de los medicamentos en 

fases preclínicas. 

 

D. El número de pruebas de control requeridas en un medicamento biotecnológico para 

garantizar su eficacia es mayor en comparación con las pruebas realizadas a los 

medicamentos basados en principios activos de síntesis química. [9, 10] Esto se debe a que 

se requiere un control estricto para garantizar la bioseguridad y la eficacia del biofármaco, 

por lo que el medicamento incluye este tipo de controles. [7] 

 

E. La mayoría de los medicamentos se administran por inyección o infusión en medios 

hospitalarios. No pueden administrarse por vía oral como ocurre con la mayoría de los 

fármacos de síntesis química. [9] 

 

F. El desarrollo del estudio farmacéutico de los biofármacos es complejo. [10] Debido a la 

similitud entre péptidos endógenos y proteínas de nutrientes, y los péptidos y proteínas de 

fluidos biológicos. A pesar de ello, el desarrollo y mejora de las técnicas analíticas permiten 

que cada vez sean más factible, debido al uso de técnicas más complejas como son: 

inmunoensayos muy específicos y de técnicas avanzadas de espectrometría de masas. [11] 

El costo de los medicamentos biotecnológicos es más alto que el de los medicamentos de 

sintesis química. Debido a la dificultad de fabricación y el que no haya alternativas más 

baratas de producción.  

 

2.1.3  Marco legal: la regulación de los medicamentos biotecnológicos 

En Europa desde 1995, la EMA es la encargada de la evaluación y autorización de los 

medicamentos biotecnológicos, agencia en el que están involucrados todos los países 

miembros de la Unión Europea. Dicha evaluación tiene lugar durante 200 días, tras los 

cuales el Comité de Medicamentos para Uso Humano (CHMP; Comittee for Human 

Medicinal Products) elabora una opinión científica. 

Todos los pasos para seguir en el proceso centralizado de autorización por parte de EMA 
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fueron por primera vez descritos en la Regulación (EC) No. 726/2004, el cual fue 

modificado posteriormente por la Directiva (UE) 2017/1572. Y que es obligatorio en los 

siguientes casos: 

 Productos obtenidos mediante el uso de organismos vivos. 

 Medicamentos de terapia avanzada (basados en la manipulación de genes, 

células o tejidos). 

 Productos que contengan alguna sustancia nueva cuyo fin sea el tratamiento del 

síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), cáncer, trastornos 

neurodegenerativos, diabetes u otras enfermedades de carácter inmunitario y 

enfermedades virales.  

 Medicamentos para el tratamiento de enfermedades raras, denominados como 

medicamentos huérfanos. 

En lo concerniente a México se cuenta con la LGS 222BIS, el Reglamento de Insumos 

para la Salud, Capítulo VIII, Productos biotecnológicos, Art 81 BIS y la NORMA Oficial 

Mexicana NOM-257-SSA1-2014, En materia de medicamentos biotecnológicos, que 

abarca: Las Directrices generales de operación para la evaluación de la información 

técnica y científica presentada durante el proceso de la solicitud de registro de 

medicamentos biotecnológicos. Control de la fabricación de medicamentos 

biotecnológicos. Autorización de protocolos. Farmacovigilancia de medicamentos 

biotecnológicos. Requisitos para el reconocimiento de medicamentos biotecnológicos de 

referencia y los Estudios de biocomparabilidad de medicamentos biotecnológicos entre 

normas que aplican para todos los medicamentos. 

 

2.2.  ANTICUERPOS MONOCLONALES 

2.2.1.  Definición. 

Un anticuerpo es una proteína que reacciona une a un antígeno. Los anticuerpos, que 

pueden hallarse en la sangre o en otros fluidos del cuerpo, son utilizados por el sistema 

inmunitario para reconocer y bloquear virus, bacterias, parásitos u hongos. 

A principios del siglo XX, la utilización de los anticuerpos a nivel sanitario consistia en el 

uso de sueros inmunes convencionales que consistía en una mezcla heterogénea de 

inmunoglobulinas de suero procedentes de distintas especies.  
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Cuando se inmunizan los animales con un antígeno específico, pueden generar 

anticuerpos diversos que unen al antígeno en diferentes epítopes del mismo. En ese caso 

reciben el nombre de anticuerpos policlonales. Cuando se ha inmunizado a un animal 

varias veces con el mismo antígeno, sucede una selección específica y maduración de los 

anticuerpos cuya característica principal es la alta afinidad por el antígeno. Por otro lado, 

aquellos producidos por un único linfocito B y sus clonas, reciben el nombre de anticuerpos 

monoclonales y presentan la misma especificidad frente a un único antígeno. De esta 

forma, se puede definir al anticuerpo monoclonal como un anticuerpo homogéneo capaz 

de reconocer una parte del antígeno de forma específica, procedente de células linfocitos 

B. [12] 

En la actualidad los anticuerpos monoclonales terapéuticos se obtienen mediante técnicas 

de Biología Molecular en las cuales, se clonan los genes específicos de un anticuerpo, en 

cósmidos, plásmido y se transfectan a células de mamífero. Creando una célula que 

produce un único tipo de anticuerpos, es decir, un anticuerpo monoclonal recombinante. 

Actualmente, los anticuerpos monoclonales terapéuticos están consolidados en el 

tratamiento de enfermedades inmunológicas y oncológicas, de tal manera que el número 

de ellos aprobados o en ensayos cínicos están en constante aumento  

 

2.2.2.  Estructura. 

Los anticuerpos monoclonales, como inmunoglobulinas que son proteínas altamente 

especializadas presentando estructuras muy específicas en función del antígeno que 

reconozcan. 

Un mAb consta de cuatro cadenas polipeptídicas dos ligeras (L) y dos pesadas (H). Estas 

cadenas están unidas por puentes disulfuro y la estructura tridimensional permanece 

estabilizada por enlaces de tipo no covalentes, como son los puentes de hidrógeno y las 

fuerzas de Van der Waals.  

Esta estructura recibe el nombre de monómero. Las cadenas pesadas y ligeras presentan 

diferencias entre sí, como por ejemplo en el número de dominios (de 3 a 4 dominios 

constantes en el caso de las cadenas pesadas y un único dominio en el caso de las 

cadenas ligeras). 
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Las cadenas polipeptídicas de los mAbs están unidas por puentes disulfuro y la estructura 

tridimensional permanece estabilizada por enlaces de tipo no covalentes, como son los 

puentes de hidrógeno y las fuerzas de Van der Waals. [13] 

Las cadenas pesadas, cuyo peso molecular es de 55 a 77 kDa, constan de 450 a 550 

aminoácidos con un 3 al 15% de carbohidratos necesarios para la estabilidad estructural 

del monómero y favorecer la activación del sistema del complemento y la unión a 

receptores  Fc. 

Existen cinco clases o isotipos de cadenas pesadas, cuyas diferencias estructurales entre 

sí se detectan a nivel de la región carboxilo terminal Su clasificación conlleva el uso de 

letras griegas, las cuales determinarán  el tipo de inmunoglobulina: gamma () presente 

en la IgG,  mu  ()  en  la IgM, alfa () en la IgA, delta () en la IgD y  épsilon  ()  en  la  

IgE.  

Además, presentan una región bisagra cuyo aminoácido predominante es la prolina, 

ubicada entre los dominios CH1 y CH2.  Su longitud es variable (entre 10 a 60 

aminoácidos) en función del tipo de inmunoglobulina. La principal característica de esta 

región es la flexibilidad, factor necesario para la orientación espacial de los paratopos y 

clave para la eficiencia de la unión antígeno-anticuerpo. 

Las cadenas ligeras, cuyo peso molecular es en torno a los 25 kDa, no presentan 

carbohidratos a diferencia de las cadenas pesadas. Constan de 220 aminoácidos 

aproximadamente, pudiéndose dividir en dos dominios: dominio variable en posición 

aminoterminal y dominio constante en posición carboxiterminal. Variaciones estructurales 

en el CL carboxiterminal permiten distinguir dos tipos de cadenas ligeras: kappa () y 

lambda (). Una Ig nunca podrá tener ambas, solamente  o , Figura 1. 

Los extremos amino-terminales de una cadena ligera y una cadena pesada constituyen el 

paratopo o sitio de unión para el antígeno, lo que quiere decir que existen dos sitios de 

combinación por monómero de inmunoglobulina. De esta forma, las inmunoglobulinas G, 

D y E tienen un carácter bivalente porque puede interaccionar con dos epítopos idénticos. 
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Figura 1.  Molécula de inmunoglobulina 

 

Las regiones hipervariables, denominadas también corno regiones determinantes de 

complementariedad (CDR: Complementary Determinig Region) constan de unos 30 

aminoácidos de cada cadena ligera y pesada ubicadas en la región variable. Se pueden 

dividir en distintos subgrupos en función de cada especie en base a su secuencia de 

aminoácidos, siendo en el caso de los humanos cuatro subgrupos para las cadenas kappa, 

seis para las cadenas lambda, y tres para las cadenas pesadas. 

De las dos grandes regiones en las que se divide la estructura de un mAb, el fragmento 

de unión al antígeno (Fab) es el más importante desde el punto de vista funcional. Ubicado 

en la posición amino terminal permite la unión específica con el antígeno sin llevar a cabo 

su precipitación. La otra región en la que se divide el anticuerpo es el fragmento 

cristalizable (Fc), de unos 50 kDa de peso molecular, y cuyo nombre hace referencia a que 

fue la primera región cristalizada y determinada por rayos X. Ubicada en el extremo 

carboxilo terminal de  la  cadena pesada, realiza a cabo muchas funciones importantes, 

activación de las células fagocíticas, citotoxicidad dependiente de  anticuerpos  (ADCC),  

inmunidad  de mucosas, inmunidad neonatal,  hipersensibilidad  inmediata  y  regulación  

de la respuesta inmunogénica.  

Existen cinco grandes tipos de anticuerpos o gammaglobulinas humana: Inmunoglobulinas 

G (IgG), A (IgA), M (IgM), E (IgE) y D (IgD) cuyas diferencias radican en tamaño, carga, 

composición de aminoácidos y contenido de carbohidratos en las cadenas pesadas, Figura 

2. 
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Figura 2. Tipos de anticuerpos e inmunoglobulina. Principales clases de IgG, IgM, IgA, IgD e IgE. 
Cadenas pesadas y ligeras, uniendo cadena, y enlace de Disulfuro. Tetiana Zhabska / Alamy 
Vector. 26 Ene 2021. 

 

Las gammaglobulinas IgG son las mayoritarias, pudiendo distribuirse por todo el 

organismo e, incluso, atravesar la placenta para dar inmunidad fetal. Estas se subdividen 

en cuatro sub-tipos: IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 en función del número de aminoácidos en la 

región bisagra y del número de puentes disulfuro entre cadenas pesadas. El tipo IgG, es 

el más empleado con fines terapéuticos, y de entre las diferentes subclases, la 1 es la que 

presentan la mayoría de los comercializados, entre otras razones, por su larga vida media 

en los fluidos biológicos. 

 

2.2.3.  Nomenclatura. 

Según la OMS, existen más de 300 denominaciones comunes internacionales (DCI) para 

los anticuerpos monoclonales desde el año 1992. La nomenclatura está basada en una 

revisión del International Non propietary Names (INN) for biologicaI and biotechnological 

substances. Las DCI (ver Figura 3) para los anticuerpos monoclonales están compuestas 

de un prefijo (partícula A), un sufijo (partícula B) y ambos con un infijo. 

prefijo + infijo A (objetivo, órgano) + infijo B (origen) + sufijo 

El prefijo debe ser al azar, y su único requisito es el de contribuir a un nombre eufónico 

(armonioso) y distintivo.  

 



“C A R A C T E R I Z A C I Ó N  D E  L A  D E G R A D A C I Ó N  D E  R I T U X I M A B  P O R  E F E C T O  D E  L A  L U Z ” 

 

28 

 

 

 

 

Figura 3. Nomenclatura de anticuerpos monoclonales 

 

La partícula A indica el tipo de diana (molécula, célula, órgano, enfermedad), por ejemplos: 

-b (o -ba) es de objetivo bacteriano; -c (o -ci) es de objetivo cardiovascular; -t (o -tu) de 

objetivo tumoral; l (o -h) su objetivo es ser inmunomodulador. La partícula B indica la 

especie sobre la que está basada la secuencia de Ig del mAb: (- o- ratón; -u- humano; -zu- 

humanizado; -xi- quimérica; -xizu- quimérico- humanizada; etc.). El sufijo (terminación) 

común para los mAbs es —mab. 

 

2.2.4.  Obtención. 

La forma clásica de obtener anticuerpos frente a un antígeno es mediante el uso de 

animales, como el conejo o caballo (sueros con anticuerpos policlonales). De esta forma, 

se necesita inocular previamente al animal (inmunizar) con la sustancia contra la cual se 

necesitan generar anticuerpos. Tras ello, se purifican del suero mediante diferentes 

técnicas cromatográficas. 

En 1975, César Milstein, George Köhlr y Niels K. Jerme, consiguieron desarrollar una 

técnica para la producción de anticuerpos procedentes de un único clon de linfocitos B, 

hecho que les permitió ser galardonados con el premio Nobel de Medicina en 1984, 

mediante el uso de hibridomas o células híbridas de linfocitos B con células plasmáticas 

tumorales de mieloma múltiple.  
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Dicho hibridoma, presenta las propiedades idóneas de ambos para su utilidad: producción 

de un anticuerpo específico (linfocito B) y la inmortalidad con gran capacidad de 

crecimiento (mieloma).  

Las células usadas en un inicio fueron células de ratón, aunque en la actualidad el tipo 

celular usado para la producción de hibridomas son variadas. Posteriormente, se 

consiguieron erradicar reacciones adversas que se detectaban en muchos pacientes, 

gracias a las investigaciones de Gregory Winter y Richard Lerner que humanizaron los 

anticuerpos monoclonales. 

 

2.2.5. Tecnologías para la producción de anticuerpos monoclonales por medio de 

hibridomas.  

La producción de anticuerpos monoclonales se puede realizar a través de diferentes 

técnicas, siendo la más usada la técnica de generación de hibridomas mencionada 

anteriormente. 

Con relación a esta generación de hibridomas, a finales del siglo pasado se desarrollaron 

modelos de ratones transgénicos a los que habían sido inoculados los genes para la 

producción de inmunoglobulinas humanas, los cuales permiten el desarrollo de linfocitos 

B en gran cantidad, productores de anticuerpos humanos. 

Para la obtención del anticuerpo monoclonal específico, se les inmunizaba con el antígeno 

para después usar sus bazos para la obtención de hibridomas siguiendo cualquier 

protocolo convencional. Del bazo se extraen los linfocitos B, que se fusionan en presencia 

de polietilenglicol (PEG) con células tumorales de mieloma múltiple, consiguiendo que 

puedan crecer de forma indefinida en un cultivo celular. La unión de ambas células, 

constituyen el hibridoma, capaz de multiplicarse rápida e indefinidamente, para producir 

gran cantidad de anticuerpos. Estos hibridomas son cultivados para obtener colonias 

capaces de producir un único tipo de anticuerpo, los cuales serán analizados para conocer 

la afinidad por un antígeno determinado para su selección y posterior aislamiento. De esta 

forma, se obtienen poblaciones homogéneas de anticuerpos frente a un único antígeno. 

 

 

 



“C A R A C T E R I Z A C I Ó N  D E  L A  D E G R A D A C I Ó N  D E  R I T U X I M A B  P O R  E F E C T O  D E  L A  L U Z ” 

 

30 

 

 

 

2.2.6.  Producción de anticuerpos terapéuticos por ingeniería genética. 

A pesar de la gran efectividad para la obtención de anticuerpos monoclonales de tipo 

murino (procedente de ratón), no ocurre lo mismo con los anticuerpos monoclonales de 

tipo humano, por lo que se han desarrollado otras técnicas alternativas a la obtención de 

estos anticuerpos monoclonales humanos a partir de hibridomas. 

Entre estas tecnologías se encuentra la tecnología de los anticuerpos recombinantes, en 

la cual no es necesaria la inmunización del animal. Para ello, se requieren grandes 

bibliotecas de genes de anticuerpos, cuyo screening debe tener una eficiencia comparable 

a la del sistema inmune, mediante la exposición en la superficie de microorganismos los 

anticuerpos producidos. 

En la actualidad, se producen mediante el uso de biorreactores donde células de ovario 

de hámster chino (CHO) se desarrollan en cultivo en suspensión sin suero. Estas células 

han sido transfectadas anteriormente con un vector de expresión que contiene la 

secuencia codificante del mAb. Posteriormente, se procede a los procesos de purificación 

y control de calidad. 

 

2.3.  DESCRIPCIÓN DE RITUXIMAB 

2.3.1.  Procedimiento de obtención y características. 

Rituximab (RTX) es un anticuerpo monoclonal quimérico murino/humano obtenido por 

ingeniería genética, que representa una inmunoglobulina glicosilada con las regiones 

constantes de la IgG1 humana y las secuencias de la región variable de las cadenas ligeras 

y cadenas pesadas murinas cuya función es la unión al antígeno CD20, que es una 

proteína transmembranal que forma un tetrámero que es un canal de iones para calcio, 

partícipe de la regulación de la activación de linfocitos B [14] (Figuras 4 y 5). 

El Rituximab se obtiene mediante el uso de la ingeniería genética, a través de la cual se 

combina la región variable de un anticuerpo monoclonal murino con las regiones 

constantes de la IgG humana. Este anticuerpo se produce a partir de un cultivo en 

suspensión de células de mamífero (células de ovario de hámster chino) y se purifica 

mediante cromatografía de afinidad y de intercambio iónico, incluyendo procedimientos 

específicos de inactivación y de eliminación viral. [14] 
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Figura 4. Modelo molecular del fármaco Rituximab. Este anticuerpo monoclonal 
quimérico, destruye las células B que tienen la proteína CD20 en su superficie. Se 
utiliza para tratar enfermedades que se caracterizan por un número excesivo, 
disfuncional o hiperactivo de células B. Esto incluye muchos linfomas, leucemias, 
rechazo de trasplantes y trastornos autoinmunes. (Es una fotografía de Laguna Design 
19 Sep 2018. Science Photo Library). [15]  

 

El dominio Fab del Rituximab se une al antígeno CD20 en la superficie de los linfocitos B, 

mientras que el dominio Fc puede reclutar efectores de la respuesta inmune para mediar 

la lisis de los linfocitos B. Los mecanismos posibles de la lisis celular mediada por efector 

incluyen citotoxicidad dependiente del complemento- (CDC) como resultado de la unión 

de C1q, y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) mediada por uno o 

más receptores Fcγ de la superficie de los granulocitos, macrófagos y células NK (natural 

killer). También se ha demostrado que la unión del Rituximab al antígeno CD20 de los 

linfocitos B induce la muerte celular por apoptosis. [14] 
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Figura 5. Rituximab 3D. Fuente: Wikiderma. Academia Española de Dermatología y Venereología 
(España); 31 Mar 2017 

 

Rituximab es un medicamento que se usa para tratar los siguientes cánceres de la sangre 

y afecciones inflamatorias: 

 Linfoma folicular y linfoma no Hodgkin difuso de células B grandes (dos tipos de 

linfoma no Hodgkin, un cáncer de la sangre). 

 Leucemia linfocítica crónica (LLC, otro cáncer de la sangre que afecta a los 

glóbulos blancos). 

 Artritis reumatoide grave (una afección inflamatoria de las articulaciones). 

 Granulomatosis con poliangeítis (GPA o granulomatosis de Wegener) y poliangeítis 

microscópica (MPA), que son afecciones inflamatorias de los vasos sanguíneos. 

 Pénfigo vulgar de moderado a grave, una enfermedad autoinmune caracterizada 

por ampollas generalizadas y erosión de la piel y las membranas mucosas 

(superficies corporales húmedas, como el revestimiento de la boca). "Autoinmune" 

significa que la enfermedad es causada por el sistema inmunológico (las defensas 

naturales del cuerpo) que ataca las propias células del cuerpo. 

 

Dependiendo de la afección que se use para tratar, Rituximab se puede administrar solo 

o con quimioterapia (otros medicamentos contra el cáncer) o medicamentos utilizados para 

trastornos inflamatorios (metotrexato o un corticosteroide) [16] 
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Los anticuerpos de Rituximab son estructuras en forma de Y que consisten en dos cadenas 

pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas conectadas por enlaces disulfuro (ver 

en Figura 1, los puentes disulfuro). La escisión proteolítica de anticuerpos por papaína 

produce dos fragmentos de unión a antígenos (fragmentos Fab) y un fragmento 

cristalizable (fragmento Fc). Los brazos superiores de la Y, que contienen regiones de 

secuencia variable y secuencia constante, forman las piezas Fab. La pieza Fc, que es 

reconocida por receptores específicos en las células efectoras humanas, consiste en las 

porciones de las cadenas pesadas que forman el tallo de la Y. [17] 

 
Figura 6. Diagrama de estructura de Rituximab. El Rituximab es un anticuerpo quimérico del tipo 
de inmunoglobulina G1 kappa con regiones murinas de secuencia variable anti-CD20 (áreas llenas) 
y regiones humanas de secuencia constante (áreas abiertas). 

La estructura quimérica de Rituximab comprende regiones constantes humanas de IgG 1 

y cadena kappa y regiones variables de cadena pesada y ligera de un anticuerpo murino 

a CD20 (Figura 6). [18] Las regiones variables murinas se unen selectivamente al antígeno 

CD20 expresado en la superficie de los linfocitos B normales y en la mayoría de los 

linfomas de células B. La presencia de una región constante humana permite que el 

Rituximab se una a los receptores Fc en las células efectoras humanas (por ejemplo, 

células de linfoma, macrófagos y neutrófilos) para mediar tanto la citotoxicidad 

dependiente del complemento como la citotoxicidad mediada por células dependiente de 

anticuerpos y disminuye su inmunogenicidad.[18] In vitro, se ha demostrado que el 

Rituximab inhibe la proliferación celular, induce la apoptosis y sensibiliza las células del 

linfoma a los efectos de ciertos agentes de quimioterapia.[19] Esta interacción sinérgica 

sugiere el potencial de una mayor eficacia del tratamiento cuando se combinan Rituximab 

y quimioterapia y fomenta una mayor investigación en pacientes con enfermedad 

recurrente. Después de la administración de Rituximab, las células B recubiertas de 

anticuerpos se agotan rápidamente de la sangre periférica, los ganglios linfáticos y la 

médula ósea. [18] 
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Tabla 1. Características técnicas del Anticuerpo Recombinante Anti-Human 
CD20 (rituximab) [20]  
Inmunógeno Línea celular linfoblastoide humana SB 

Especie  hospedera Ratón 

Derivación Quimérico (ratón/humano) 

Tipo IgG1 - kappa 

Especificidad Dio positivo contra el antígeno humano nativo 

Reactividad de especies Humano  

Aplicaciones Adecuado para su uso en Neut, ELISA, IF, IP, FuncS, FC, WB y la mayoría 
de los otros métodos inmunológicos 

Nombre comercial Rituximab / Rituximab 

Cas 174722-31-7 

Nombre genérico Rituximab 

Vida media biológica 30 a 400 horas (varía según la dosis y la duración del tratamiento) 

Código ATC L01XC02 

Banco de Drogas DB00073 

UNII 4F4X42SYQ6 

ChEMBL CHEMBL1201576 

Mw 143.859,7 g/mol 

Aplicaciones Adecuado para usar en Neut, ELISA, IF, IP, FuncS, FC, WB y la mayoría 
de los otros métodos inmunológicos 

Fórmula C6416H9874N1688O1987S44 

Almacenamiento Guardar en condiciones estériles a -20°C al recibirlo. Se recomienda 
envasar la proteína en cantidades más pequeñas para un 
almacenamiento óptimo 

Enfermedades relacionadas Granulomatosis de Wegener (WG) y poligamiitis microscópica (MPA), 
en combinación con glucocorticoides 

Origen: Anticuerpo recombinante antihumano CD20 (Rituximab) - Creative Biolab 

 

Tabla 2. Antecedentes del Anticuerpo Recombinante Anti-Human CD20 
(rituximab) [20]  
Introducción CD20 es una molécula de superficie de linfocitos B que desempeña un 

papel en el desarrollo y la diferenciación de células B en células 
plasmáticas. 

Nombres alternativos Rituximab; rituximab / rituximab; 174722-31-7; rituximab; Zytux; 
DB00073MS4A1; 4 dominios que abarcan membranas, subfamilia A, 
miembro 1; CD20; Antígeno de linfocitos B CD20; B1; Bp35; MS4A2; 
Antígeno CD20; Receptor CD20;antígeno de superficie leucocitaria Leu-
16; Linfocito B c 

Identificación de genes 931 

UniProt ID P11836 

Origen: Anticuerpo recombinante antihumano CD20 (Rituximab) - Creative Biolab 
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2.3.2.  Mecanismo de acción. 

El mecanismo de acción involucra la unión del Rituximab a través de la región variable con 

el antígeno CD20 sobreexpresado en linfocitos B malignizados. Dicha unión presenta una 

afinidad y especificidad elevadas, cuantificada en 5,2 nmol/L. Su peso molecular es de 145 

kDa.

 

Figura 7. Rituximab es el anticuerpo monoclonal anti-CD20 de los linfocitos B.[17] 
Modificado de la fuente: Sany J. Nuevas estrategias terapéuticas en artritis reumatoide. 
XIII Congreso Internacional de Reumatología. Termas de Chillán (Chile); 2004 

 

La unión antígeno-anticuerpo se ve involucrada en cuatro rutas encargadas de lisar estas 

células cancerosas: citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC), fagocitosis 

celular dependiente de anticuerpo, citotoxicidad dependiente de complemento (CDC), 

siendo éste el último mecanismo principal de Rituximab y el efecto antitumoral principal 

producto de la apoptosis u otras rutas de muerte celular (Figura 7). 

La unión del fragmento cristalizable (Fc) a las células cancerosas genera la reorganización 

de los antígenos CD20 en parches sobre la membrana lipídica que provocan la activación 

de la ruta clásica del complemento, por la exposición del sitio de C1q, por lo que se activa 

la citotoxicidad dependiente del complemento, lisis de las células tumorales y se favorece 

un incremento de la actividad fagocítica. 
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La interacción entre el fragmento cristalizable Fc con receptores Fc gamma expresada en 

determinadas células como son las Natural Killers (NK), granulocitos y macrófagos, 

desencadena la activación de la citotoxicidad  celular dependiente de anticuerpo. 

 

2.3.3.  Aplicaciones. 

Rituximab es un anticuerpo monoclonal ampliamente utilizado para el tratamiento de 

linfomas no Hodgkin B de alto y bajo grado (B-NHL) y con actividad terapéutica también 

en otras neoplasias de células B como leucemia linfocítica crónica de células B, leucemia 

de células pilosas y macroglobulinemia de Waldenström [21, 22, 23, 24, 25, 26] (Tabla 3). 

Recientemente por su actividad lítica de células B ha encontrado una aplicación para el 

tratamiento de varias enfermedades autoinmunes, como la artritis reumatoide, la 

trombocitopenia inmune [27, 28]  y el vitíligo.  

 

      Tabla 3.- Relación de aplicaciones de Rituximab. 

Enfermedad Uso 

 

 Linfoma folicular 
- Paciente con linfoma no Hodgkin de baja 

recurrencia. 

- Pacientes de progresión rápida de la enfermedad 

- Pacientes en estadio III-IV en monoterapia, 

quimioresistentes o en recidiva tras quimioterapia 

Linfoma difuso de linfocitos B grandes 

(DLBCL) 

- Pacientes con DLBCL en combinación con agentes 

quimioterápicos no tratados. 

- Pacientes con recidiva en estadio III 

Leucemia linfocítica crónica 
- Todos grupos de pacientes en combinación con 

agentes quimioterápicos 

Granulomatosis con poliangeítis y 

poliangeítis microscópica 
- En combinación con glucocorticoides 
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También se ha demostrado el desarrollo de anticuerpos idiotípicos en pacientes tratados 

con Rituximab, quienes pueden sufrir reacciones alérgicas al ser tratados con posterioridad 

con otros anticuerpos. Se está investigando sobre el modo de superar dicha resistencia, 

siendo fundamentalmente el uso de adyuvantes inhibidores de las vías antiapoptóticas, 

entre los que se encuentran inhibidores de la histona de acetilasa, inhibidores químicos 

dirigidos, inhibidores del proteosoma, inhibidores selectivos  de  productos  génicos  

antiapoptóticos  y microRNAs, o el uso combinado con  lenalidomida, inmunomodulador 

que potencia la ADCC, observando  mejoría  en pacientes con resistencia a Rituximab. 

 

2.3.4.  Efectos adversos. 

Las más comunes suelen ser reacciones  relacionadas  con  la infusión. Las más severas, 

incluyen broncoespasmos e hipertensión (en el 12% de los pacientes). Debido a esto, se 

recomienda una vigilancia durante las primeras 24 horas del tratamiento,  momento  en el 

que suelen aparecer este tipo de reacciones que, en caso de ser de mayor gravedad, se 

considera la suspensión del tratamiento. 

Otros efectos adversos consisten en infecciones y efectos a nivel del sistema circulatorio 

y cardíaco. También se  han detectado  casos en los que se ha reactivado el virus de la  

Hepatitis  B,  desarrollando hepatitis fulminante, insuficiencia hepática y muerte en algunos 

casos. 

En tratamientos monoterápicos de 4 semanas con Rituximab, se han detectado citopenias 

leves y reversibles, acompañados de neutropenia, leucopenia y trombocitopenia. Otros 

eventos incluyen trastornos del sistema respiratorio, trastornos gastrointestinales, 

trastornos cutáneos, trastornos metabólicos y trastornos del sistema nervioso. 

 

2.3.5.  Forma farmacéutica. Composición y excipientes. 

Rituximab se presenta en una disolución concentrada para preparar a partir de ella una 

disolución más diluida para perfusión. El aspecto de ambas disoluciones es de un líquido 

transparente e incoloro. Cada vial contiene 100 mg de Rituximab disueltos en 10  mL, por 

tanto su concentración es de 10 mg/mL. Los excipientes que contiene son el citrato sódico, 

polisorbato 80, cloruro sódico y agua para inyectables. 
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 2.4.  ESTABILIDAD EN MEDICAMENTOS DE USO HUMANO 

 2.4.1.  Definición. 

Para hablar sobre la estabilidad  de  un  medicamento  en  primer lugar hay que definir el 

concepto de “estabilidad” del mismo, en la Norma Oficial Mexicana NOM-073-SSA1-2015, 

“Estabilidad de fármacos y medicamentos”, se menciona como: la capacidad de un 

fármaco, un medicamento o un remedio herbolario contenido en un sistema contenedor-

cierre de determinado material, para mantener, durante el tiempo de almacenamiento y 

uso, las especificaciones de calidad establecidas. 

En el caso de los medicamentos biotecnológicos, debido a su naturaleza proteica o 

polipeptídica, su estabilidad es bastante  más compleja que la de los medicamentos 

tradicionales dado que son estructuras cuya actividad biológica y/o funcional depende de 

fuerzas tanto covalentes como no covalentes de las cuales las últimas pueden ser 

fácilmente desequilibradas. De tal forma, que son más sensibles a factores ambientales 

como lo son la temperatura, humedad, luz, oxidación,  fuerza iónica y estrés mecánico que 

los fármacos de síntesis química, por lo que se requieren para los medicamentos 

biotecnológicos unas condiciones más estrictas de almacenamiento para evitar su 

degradación y conservar su actividad biológica. 

Esta inestabilidad puede ser originada  por  numerosos  aspectos que pueden agruparse 

en varios tipos como son: 

• Físicos. 

• Químicos. 

• Biológicos. 

 

2.4.2.  Tipos de estudio. 

Los estudios de estabilidad no sólo están circunscritos al establecimiento de una fecha de 

caducidad sino de objetivos que dependiendo de la etapa de desarrollo del producto 

evolucionan junto con él. 

Desde este punto de vista, los estudios de estabilidad de cada etapa son complementarios 

y estudios previos que enriquecen los de las fases siguientes (Figura 8): 
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Figura 8. Etapas en el desarrollo de un producto farmacéutico en que se realizan pruebas de 
estabilidad. 

 

Una vez establecido un producto los diferentes estudios de estabilidad que se pueden 

llevar a cabo son los de estabilidad acelerada, estudios a largo plazo, especiales como 

aquéllos en donde intencionadamente se expongan a condiciones extremas de luz, 

humedad, temperatura, congelación/descongelación, etc. 

Por ejemplo, en las etapas de productos propuestos se desarrollan estudios de estabilidad 

acelerada a fin de someter a condiciones extremas, que permitan conocer el 

comportamiento del producto ante dichas situaciones. En productos establecidos 

comercializados se monitorea su comportamiento de forma periódica generalmente anual 

de tal forma que se corrobore que el comportamiento del producto se ha sostenido.   

2.4.3.  Regulación. 

Existen diferentes organismos internacionales que se ocupan de la seguridad de los 

medicamentos de uso humano que se comercializan, y por tanto de los requerimientos 

para el cumplimiento de la estabilidad de los mismos. En 1990 tuvo lugar la constitución 

de la International Conference on Harmonisation (ICH) of Technical Requirements for the 

Registration of Pharmaceuticals for Human Use para armonizar la normativa mundial de 

seguridad, efectividad y calidad de los medicamentos desarrollados y registrados para uso 

humano. Desde entonces, en esta conferencia participan las agencias del medicamento 

de Europa, Japón y EUA, constituyéndose en una organización internacional generadora 

de guías y recomendaciones unificadas para su cumplimiento por parte de las industrias 

farmacéuticas, de manera que se asegure la calidad de los medicamentos comercializados 

en los países que adoptan el cumplimiento de lo indicado en las correspondientes guías. 

Existen además otros organismos internacionales que establecen recomendaciones para 

la evaluación de los medicamentos biotecnológicos, como es la Food and Drug 

Administration (FDA) o al European Medicine Agency (EMA) o incluso sistemas nacionales 

de salud, como el NHS (National Health System) del Reino Unido. No obstante, en general 

todos ellos parten de las indicaciones generales recogidas en las guías de la 

organización ICH. 

Preformulación Formulación
Producto 

propuesto
Producto 

nuevo
Producto 

establecido
Producto en 

revisión
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Entre otras, las guías ICH establecen recomendaciones sobre el desarrollo de los estudios 

de estabilidad en biofármacos. Concretamente, las guías Q5A a Q5E están dirigidas a la 

calidad de los productos biotecnológicos (Quality of Biotechnological Products). Dentro de 

ellas, la guía Q5C tiene como propósito armonizar sobre los estudios requeridos para la 

evaluación de la estabilidad de los productos biotecnológicos/biológicos (Stability Testing 

of Biotechnological/Biological Products). Concretamente la guía Q6B (Specifications: test 

procedures and acceptance criteria for biotechnological/biological products) indica qué tipo 

de caracterización y qué tipo de análisis deben de realizarse para poder realizar una 

adecuada descripción de la estabilidad de un medicamento y/o  producto farmacéutico 

biotecnológico. Se destacan en ella, como aspectos importantes en la caracterización de 

los medicamentos y productos biotecnológicos, el estudio de propiedades físicoquímicas 

y de la actividad biológica. 

La regulación aplicable en México para este tema se aborda en la Norma Oficial Mexicana 

NOM-073-SSA1-2015, “Estabilidad de fármacos y medicamentos, así como de remedios 

herbolarios”, en cuyo contenido se establecen las especificaciones y los requisitos de los 

estudios de estabilidad, su diseño y ejecución, que deben de efectuarse a los fármacos, 

medicamentos, así como a los remedios herbolarios para uso humano, que se 

comercialicen en territorio nacional, así como aquellos medicamentos con fines de 

investigación. 

Existen algunos lineamientos en regulación nacional e internacional a considerarse como: 

Para un medicamento nuevo, los estudios de estabilidad deben llevarse a cabo en al 

menos 3 lotes de producción, o lotes piloto del medicamento, provenientes de un sitio de 

desarrollo o de producción, fabricados con la misma fórmula cualitativa utilizada en los 

estudios clínicos fase III y aplicando el método de fabricación que simule el proceso que 

será usado en la fabricación de los lotes de producción para ser comercializados. 

Para un medicamento conocido o genérico los estudios de estabilidad deben llevarse a 

cabo en al menos 3 lotes de producción o lotes piloto del medicamento, y aplicando el 

método de fabricación que simule el proceso que será usado en la fabricación de los lotes 

de producción para comercialización. 

Cuando sea posible los lotes del medicamento deben ser producidos utilizando diferentes 

lotes del fármaco. 
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Se deben elegir las condiciones de los estudios de estabilidad de acuerdo a las 

condiciones declaradas en el marbete para cada medicamento o dispositivo médico de 

acuerdo a lo dispuesto en la normatividad, tanto nacional e intencional, vigente.  

Los estudios deben llevarse a cabo en el mismo envase primario propuesto para su 

almacenamiento y distribución. 

 

2.5.  FOTOESTABILIDAD 

La degradación de un fármaco es un problema que afecta la vida de anaquel de todo 

medicamento, dando como resultado un cambio en su apariencia, estructura, actividad y/o 

potencia. Dicho problema es causado por la luz ultravioleta proveniente de fuentes como 

el sol y la iluminación artificial. También hay otros factores que causan dicho fenómeno 

como el calor y el envejecimiento natural del producto o excipientes. 

El presente trabajo de investigación será sustentado por bases teóricas y apoyadas por 

datos experimentales en una forma objetiva e interpretadas en la misma forma para llegar 

a conclusiones que sirvan de apoyo para las tomas de decisiones en la selección, 

almacenamiento, formulación y utilización de materiales en la fabricación del Rituximab. 

Los fármacos afrontan un problema, que es el cambio de las propiedades físico-química-

biológicas que es provocada por la luz conocida como fotoestabilidad. La luz es un agente 

potente que puede generar síntesis y descomposición. Los medicamentos son muy 

variables a la susceptibilidad de la luz solar, luz ultravioleta, luz fluorescente y la luz 

infrarroja y, por consiguiente, al cambio de sus propiedades. 

La fotoestabilidad de un fármaco puede definirse como la respuesta del fármaco o producto 

farmacéutico a la exposición a la luz solar, UV y visible en estado sólido, semisólido o 

líquido que conduce a un cambio físico o químico. 

La respuesta del fármaco a la absorción y excitación de la luz se puede considerar en 

términos de reacciones de fotodegradación (fotólisis) a través de la formación de radicales 

libres o reacciones de fotosensibilización por transferencia de energía intermolecular. 

Estas reacciones involucran reacciones primarias (fotoquímicas) y secundarias (químicas) 

que dan los productos finales. 
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En vista de la fotosensibilidad y la fotoinestabilidad de los fármacos y adyuvantes, es 

necesario conocer la fotoestabilidad de estas sustancias y sus productos formulados para 

evaluar lo siguiente: 

 

(i) Las características intrínsecas de fotoestabilidad. 

(ii) Los cambios físicos y químicos tras la exposición a la luz. 

(iii) Las vías y mecanismos de fotodegradación. 

(iv) La vida útil de los productos. 

(v) La eficacia de los agentes estabilizadores en la fotoestabilización. 

(vi) La necesidad de modificación de los parámetros de formulación. 

(vii) La necesidad de medidas para superar los efectos de la exposición a la luz durante la 

fabricación, el envasado, el etiquetado, el transporte y el almacenamiento. 

(viii) Los efectos biológicos inducidos por la luz. 

(ix) El diseño del paquete primario y secundario. 

 

Los requisitos para los estudios de fotoestabilidad, considera lo siguiente: 

(i) La solubilidad del fármaco y elección del medio de reacción. 

(ii) Las características espectrales de la molécula del fármaco. 

(iii) La sensibilidad de la molécula del fármaco a la luz solar, UV y visible. 

(iv) El recipiente de reacción y la fuente de radiación apropiada para las características 

espectrales de la molécula del fármaco. 

(v) El conocimiento del modo de fotodegradación y la naturaleza de los fotoproductos de 

los estudios preliminares. 

(vi) Un método de ensayo indicador de estabilidad validado para determinar el fármaco 

intacto y los fotoproductos en el material degradado. 
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2.5.1.  Luz Solar. 

La luz solar es una mezcla de radiaciones de distintas longitudes de onda ( λ ). La longitud 

de onda, es la distancia entre dos puntos idénticos de dos ciclos repetitivos adyacentes de 

la onda. Las radiaciones electromagnéticas propagadas por el sol y que llegan a la tierra 

contienen un rango de longitud de onda que va de los rayos gamma hasta ondas de radio. 

Muchas de estas ondas electromagnéticas son filtradas por la atmósfera, pero una porción 

de la región de ultravioleta que posee una longitud de onda de 290 o 400 nm, llega hasta 

la superficie de la tierra. 

 

2.5.2.  Luz Visible. 

Se llama espectro visible a la región del espectro electromagnético que el ojo humano es 

capaz de percibir. A la radiación electromagnética en este rango de longitudes de onda se 

le llama luz visible o simplemente luz. 

No hay límites exactos en el espectro visible: el ojo humano típico responderá a longitudes 

de onda de 380 a 750 nm, aunque en casos excepcionales algunas personas pueden ser 

capaces de percibir longitudes de onda desde 310 hasta 1050 nm. [29] Los arcos iris son un 

ejemplo de refracción del espectro visible. El «color más visible» es el amarillo 

El amarillo es el color que se percibe ante la fotorrecepción de una luz cuya longitud de 

onda dominante mide entre 574 y 582 nm. Se encuentra a la coloración característica de 

la piel del limón maduro, de la flor del diente de león, de las abejas o del oro. 

La luz solar que llega a la superficie terrestre se compone de tres longitudes de onda que 

son la ultravioleta (UV), la visible (VIS) y la infrarroja (IR). (Figura 9) 

La luz puede ser descrita por su longitud de onda, para lo cual el nanómetro (nm) es una 

conveniente unidad de longitud. Un nanómetro es 1/1,000,000 de milímetro (mm). 
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Figura 9. El Espectro electromagnético 

 

Por encima de la frecuencia de las radiaciones infrarrojas se encuentra lo que comúnmente 

es llamada luz, un tipo especial de radiación electromagnética que tiene una longitud de 

onda en el intervalo de 0,4 a 0,8 micrómetros. Éste es el rango en el que el sol y las 

estrellas similares emiten la mayor parte de su radiación. Probablemente, no es una 

coincidencia que el ojo humano sea sensible a las longitudes de onda que emite el sol con 

más fuerza. Las unidades usuales para expresar las longitudes de onda son el armstrong 

y el nanómetro. 

La luz que perciben los ojos es realmente una parte muy pequeña del espectro 

electromagnético. La radiación electromagnética con una longitud de onda entre 380 nm y 

760 nm (790-400 THz) es detectada por el ojo humano y se percibe como luz visible. Otras 

longitudes de onda, especialmente en el infrarrojo cercano (más de 760 nm) y ultravioleta 

(menor de 380 nm) también se refiere a veces como la luz, aún cuando la visibilidad a los 

seres humanos no es relevante. Si la radiación que tiene una frecuencia en la región visible 

del espectro electromagnético se refleja en un objeto, por ejemplo, un tazón de fruta, y 

luego golpea los ojos, esto da lugar a la percepción visual de la escena. El sistema visual 

del cerebro procesa la multitud de frecuencias que se reflejan en diferentes tonos y 

matices, y a través de este fenómeno psicofísico, no del todo entendido, la mayoría de la 

gente percibe un tazón de fruta; un arco iris muestra la óptica (visible) del espectro 

electromagnético.[30]  
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2.5.3.  Luz Ultravioleta. 

Se denomina radiación ultravioleta o radiación UV a la radiación electromagnética cuya 

longitud de onda está comprendida aproximadamente entre los 100 nm (100 E−09 m) y 

los 400 nm (400 E−09 m). Su nombre proviene del hecho de que su rango empieza desde 

longitudes de onda más cortas de lo que el ojo humano identifica como luz violeta, pero 

dicha luz o longitud de onda, es invisible al ojo humano al estar por encima del espectro 

visible.  

Esta radiación es parte integrante de los rayos solares y produce varios efectos en la salud 

al ser una radiación entre ionizante y no-ionizante. [31]  

Los rayos ultravioleta son invisibles para la mayoría de los seres humanos. El lente del ojo 

humano bloquea la mayor parte de la radiación en el rango de longitud de onda de 300-

400 nm (nanómetros); las longitudes de onda más cortas son bloqueadas por la córnea. 

[32] 

La luz ultravioleta es una porción de la energía solar y en menor grado de la luz artificial. 

La luz UV puede ser radiada por tubos de cuarzo que contienen vapor de mercurio 

(emisor), cuando se induce una corriente en los polos, se genera un arco voltaico que 

ioniza a los átomos del mercurio, donde los electrones incrementan su energía hasta 

convertirlo en fotones de luz UV. Su longitud de onda va de 295 a 400 manómetros, sin 

embargo, la CIE (Comisión Internacional de Iluminación, publicación No 20) hace una 

distinción en el espectro de la luz ultravioleta en tres regiones: 

 

A) UVA tiene un rango de 315 a 400 nm. 

• Produce ligera degradación de polímeros. 

• Produce curtido solar, no quemaduras. 

• Usado para probar fibras y materiales para interiores. 

• No es absorbido por el vidrio de las ventanas. 

 

B) UVB tiene un rango de 280 a 315 nm. 

• Es la más corta de las longitudes de onda del espectro solar sobre la tierra. 

• Produce mayor grado de degradación de polímeros. 

• Produce quemaduras solares. 

• Es absorbido por el vidrio de las ventanas. 
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C) UVC tiene un rango de menos de 280 nm. 

• Solo se encuentra en el espacio exterior. 

• Es absorbido por la capa de ozono de la atmósfera. 

• Mata a los microorganismos.[33]  

 

Según su longitud de onda, se distinguen varios subtipos de rayos ultravioleta [33] 

 

Tabla 4. Subtipos de rayos ultravioleta según su longitud de onda 

NOMBRE  ABREVIATURA  
LONGITUD DE 
ONDA (NM)  

ENERGÍA 
POR FOTÓN 

(EV)  
NOTAS/ NOMBRES ALTERNATIVOS  

Ultravioleta a 
(onda larga)  

UVA 400-315 3,10-3,94 
UV de onda larga, luz negra, no absorbida por 
la capa de ozono: UV suave.  

Ultravioleta b 
(onda media)  

UVB 315-280 3,94-4,43 
UV de onda media, principalmente absorbido 
por la capa de ozono: UV intermedio; radiación 
Dorno.  

Ultravioleta c 
(onda corta)  

UVC 280-100 4,43-12,40 

UV de onda corta, UV germicida, radiación 
ionizante en longitudes de onda más cortas, 
completamente absorbida por la capa de ozono 
y la atmósfera: UV duro.  

Ultravioleta 
cercano (near)  

NUV 400-300 3,10-4,13 Visible para pájaros, insectos y peces.  

Ultravioleta 
medio (middle)  

MUV 300-200 4,13-6,20  

Ultravioleta 
lejano (far)  

FUV 200-122 6,20-10,16 
Radiación ionizante en longitudes de onda más 
cortas.  

Línea lyman-
alpha  

H Lyman-α / 
Ly-α 

122-121 10,16-10,25 Línea espectral a 121,6 nm, 10,20 eV.  

Ultravioleta de 
vacío  

VUV 200-10 6,20-124 
Muy absorbido por el oxígeno atmosférico, 
aunque las longitudes de onda de 150 a 200 nm 
pueden propagarse a través del nitrógeno.  

Ultravioleta 
extremo  

EUV 121-10 10,25-124 
Radiación totalmente ionizante según algunas 
definiciones; completamente absorbido por la 
atmósfera.  
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2.6.  TÉCNICAS PARA EVALUACIÓN DE MOLÉCULAS FOTOSENSIBLES 
RESULTANTES. 

2.6.1.  Abs320 nm.  

La espectrofotometría se basa en la medida de la absorción, por diferentes sustancias, de 

una radiación electromagnética de longitud de ondas situadas en una banda definida y 

estrecha, esencialmente monocromática. La banda espectral empleada en las mediciones 

se extiende desde las longitudes de onda corta de la zona ultravioleta (190 nm a 380 nm) 

hasta la visible (380 nm a 780 nm) del espectro. 

Esta técnica ajustada a una longitud de onda de 320 nm se utiliza para detectar agregados 

insolubles, que son partículas grandes que dispersan la luz, diferentes de las proteínas 

solubles que no dispersan la luz en esta longitud de onda.  

El fundamento de la espectroscopia se debe a la capacidad de las moléculas para absorber 

radiaciones, entre ellas las radiaciones dentro del espectro UV/visible. 

 

2.6.2.  Potencial zeta.    

Tiene por propósito medir el potencial electrostático en la doble capa eléctrica que rodea 

una molécula en solución. 

El potencial zeta es una medida de la magnitud de la repulsión o atracción electrostática 

(o de carga) entre las moléculas (o partículas), y es uno de los parámetros fundamentales 

que se sabe que afectan la estabilidad. Su medición aporta información detallada de las 

causas de la dispersión, agregación o floculación, y se puede aplicar para mejorar la 

formulación de dispersiones, emulsiones y suspensiones. 

Para medir el potencial zeta, se aplica un campo eléctrico a 20 V por medio de electrodos 

inmersos en la muestra provocando que las partículas cargadas se muevan a través del 

campo eléctrico detectándose su movimiento por medio de un LASER a una longitud de 

onda normalmente de 658 nm.  

Los parámetros que influyen en dicho movimiento son: la viscosidad del solvente, el 

tamaño de la partícula, su forma y carga que se encuentran descritos en la fórmula con la 

que describe su cálculo: 

𝜁 = 0.008 + 0.026𝑙𝑜𝑔10(𝐶) 
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Siendo (C) la concentración de sales del electrolito en mol/litro, y ζ el potencial zeta en 

volts (Una expresión del mismo obtenida por ajuste de datos por Pride y Morgan para 

concentraciones de sales menores a 0.5 mol/litro). 

A mayor velocidad, mayor la carga de la molécula y mayor potencial zeta, ya que los demás 

parámetros son constantes. Normalmente por arriba de +/-20 mV se puede considerar que 

las soluciones o suspensiones son estables. 

 

2.6.3.  Fluorometría diferencial de barrido (DSF). 

La fluorometría de barrido diferencial es una técnica termoanalítica en la que se coloca un 

fluoróforo hidrofóbico junto con la proteína de la que se quiere saber su temperatura media 

(Tm). El fluoróforo se une a una proteína conforme se despliega al aumentar la temperatura 

de la muestra. Dado que con el aumento de la temperatura sus puentes de hidrógeno se 

rompen, expone aminoácidos hidrofóbicos con lo que se favorece la unión del sensor. 

Dicho fluoróforo al unirse a una molécula mucho mayor, reduce su movimiento browniano 

significativamente aumentando la probabilidad de que los fotones del LASER que radían 

la muestra exciten sus electrones , fluoresciendo. La máxima pendiente de fluorescencia 

se toma en su punto de inflexión y como la Tm de la molécula que se analiza. Se conoce 

que a mayor Tm, mayor estabilidad de la molécula en anaquel y por tanto una mayor 

extensión de su fecha de caducidad. Por lo cual forma un método crítico para evaluar el 

estado molecular de una proteína. 

DSF se ha encontrado como una aplicación casi universal en el estudio de 

macromoléculas biológicas. La DSF define de manera cualitativa la Tm aparente de una 

molécula, unión a su ligando y para evaluar la estabilidad térmica de una formulación. La 

DSF puede dilucidar los factores que contribuyen al plegado y estabilidad de las 

biomoléculas nativas. Estos rearreglos estructurales dan lugar a la absorción de calor 

causada por la redistribución de enlaces no covalentes. Estos factores incluyen 

interacciones hidrofóbicas, enlaces de hidrógeno y entropía de conformación. Al formar 

estructuras bien definidas las biomacromoléculas se someten a cambios de conformación 

técnicamente inducidos.  
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2.6.4.  Cromatografía CEX-UPLC. 

La cromatografía de intercambio catiónico es una forma de cromatografía de intercambio 

iónico (IEX), que se utiliza para separar moléculas en función de su carga superficial neta. 

La cromatografía de intercambio catiónico, más específicamente, utiliza una resina de 

intercambio iónico cargada negativamente la cual tiene afinidad por las moléculas que 

tienen cargas superficiales positivas netas. 

 

2.6.5.  Potencia Biológica por Citotoxicidad Dependiente de Complemento (CDC). 

El análisis está basado en la capacidad de la muestra para inducir citólisis dependiente del 

complemento (CDC) en células que expresan CD20 en presencia de complemento 

humano. La viabilidad de las células, después de un tratamiento con la muestra se mide 

utilizando un reactivo redox que genera fluorescencia después de que ha sido absorbido 

y metabolizado por células vivas. Tras la muerte celular inducida por algún factor 

apoptótico o tóxico. 

 

2.6.6.  Dispersión de luz dinámica (DLS). 

Esta técnica utilizada para determinar el tamaño promedio de una partícula y de la 

distribución de tamaños, para partículas disueltas y suspendibilidad en un líquido (intervalo 

de 2 nm – 2 mm). Basada en el efecto Doppler, se incide un haz de luz láser en un medio 

que contiene las muestras. La correlación espacial disminuye con el tiempo, de manera 

que el instrumento puede evaluar el tiempo en el cual una molécula o partícula permanece 

en una posición dada. A mayor tamaño de la molécula se mueve más lento y existe una 

mayor correlación respecto del tiempo. Y es directamente proporcional dicha correlación a 

su tamaño. 
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3.  ANTECEDENTES. 

3.1.  FOTOESTABILIDAD EN PROTEÍNAS TERAPÉUTICAS. 

Se ha documentado la susceptibilidad de las proteínas recombinantes con actividad 

terapéutica, de sufrir modificaciones en su estructura primaria, secundaria o terciaria 

derivadas de su exposición a la luz, que podrían ocasionar cambios en su actividad e 

inmunogenicidad (Figura 10), siendo los principales blancos de sensibilidad los enlaces 

peptídicos de la cadena principal, así como los aminoácidos triptófano, tirosina, fenilalanina 

y cisteína, traduciéndose en los efectos perjudiciales predominantes: la fotoagregación y 

la fotodegradación. 

 

 

Figura 10. Fotooxidaciones, fotodegradaciones en proteínas. Sun Protection in Man, P.U. 
Giacomoni, 2001 Elsevier Science B.V 

 

Los estudios de degradación controlada son cruciales en los estudios de desarrollo de 

medicamentos, incluidos los biotecnológicos. [ 26] 

Ellos constituyen una herramienta necesaria a la hora de evaluar robustez de un producto 

a diversas situaciones, incluida la luz. En este caso concreto, existe una guía de 

recomendaciones sobre como  degradar  controladamente el medicamento: la ICH Q1B 

(Stability Testing. Photostability Testing of New Drug Substances and Products). En ella 

se establecen  las condiciones para exponer medicamentos a la radiación 

electromagnética. 

Transferencia de radical 
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Si bien existen algunas referencias del impacto de la radiación ultrvioleta en anticuerpos 

monoclonales como es el caso del artículo Effect of UVC Irradiation on the Oxidation of 

Histidine in Monoclonal Antibodies, en el cual oxidan residuos de histidina en fármacos de 

anticuerpos monoclonales de inmunoglobulina gamma 1 (IgG1) utilizando radiación 

ultravioleta C (UVC: 200–280nm), y llegan a la conclusión de que  el daño debido a la 

fotooxidación UVC de los residuos de histidina se pueden evitar en condiciones ácidas 

donde se protona el anillo de imidazol de la estructura [22],  es escasa la información 

particular de fotooxidaciones para el anticuerpo Rituximab. 
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4.  JUSTIFICACIÓN.   

Si bien existen algunas referencias del impacto de la radiación ultrvioleta en anticuerpos 

monoclonales, es escasa la información particular de fotooxidaciones para el anticuerpo 

Rituximab. El presente trabajo busca ahondar en el conocimiento básico del impacto de la 

irradiación solar y de luz ultrvioleta controlada bajo condiciones de la guía de estudios de 

estabilidad ICH Q1b, de tal forma que esta información contribuya en el conocimiento del 

control de la fotoestabilidad del medicamento, ya que este parámetro no ha sido tan 

ampliamente estudiado en esta proteína 

 

5.  HIPÓTESIS. 

El anticuerpo monoclonal Rituximab se fotodegrada proporcionalmente a las intensidades 

de irradiación de luz solar y ultravioleta, generando modificaciones relacionadas 

principalmente con el aumento de agregados, disminución de su temperatura media (Tm), 

variantes de carga ácida y disminución de la potencia de Citotoxicidad celular dependiente 

del complemento (CDC). 

 

6.  OBJETIVOS. 

6.1.  General. 

Evaluar mediante una caracterización fisicoquímica y biológica los cambios que se deriven 

de la fotoexposición del anticuerpo monoclonal Rituximab considerando las condiciones 

de uso en vida real y las referidas por la guía de la Conferencia Internacional sobre 

Armonización ICH Q1B. 

 

6.2.  Objetivos específicos    

 Exposición del anticuerpo monoclonal Rituximab a diferentes condiciones de luz, 

tanto en las establecidas en la guía ICH Q1B como en condiciones de radiación 

solar, para inducir la formación de moléculas de degradación. 

 Caracterización de la molécula de Rituximab por medio de técnicas 

fisicoquímicas(Abs320 nm, Potencial zeta, Fluorometría Diferencial de Barrido 



“C A R A C T E R I Z A C I Ó N  D E  L A  D E G R A D A C I Ó N  D E  R I T U X I M A B  P O R  E F E C T O  D E  L A  L U Z ” 

 

53 

 

 

(DSF), Cromatografía de intercambio iónico (CEX-UPLC-FLR), Dispersión de Luz 

Dinámica (DLS) y biológicas (Potencia biológica por Citólisis dependiente de 

complemento (CDC), para evaluar si existen formas degradadas.  

 

7.  ESTRATEGIA EXPERIMENTAL. 

La  fotoexposición de Rituximab formulado se realizó en tres condiciones que incluyen: 

 Exposición de Rituximab a la luz solar directa  a través de ventana 

 Exposición de Rituximab a la luz solar difusa a través de una ventana 

 Exposición de Rituximab a la luz en condiciones ICH 

 

Figura 11. Estrategia de fotoexposición de las muestras de Rituximab 

 

A continuación se describen las condiciones de cada una de las tres condiciones antes 

mencionadas: 
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7.1.  EXPOSICIÓN DE RITUXIMAB A LA LUZ SOLAR DIRECTA A TRAVÉS DE 

VENTANA. 

Se realizó un estudio exponiendo Rituximab formulado en un medicamento Rituximab 10 

mg/mL, solución inyectable, en envase primario cerrado, en posición vertical a una 

iluminación con exposición directa al sol con una irradiación de 280-400 nm  (UVB 280-

320 y UVA 320-400), por un tiempo de 1 y 2 h, de 8°C a aprox. 37.5 - 39 °C.  

Se expuso un control obscuro (protegido con envase secundario) a una exposición con 

iluminación con exposición directa al sol, con una irradiación de 300-800 nm  (UVB y UVA), 

por un tiempo de 1 y 2 h, de 8 °C a aprox. 22 - 24 °C. El objeto de exponer el control en 

estas condiciones fue evidenciar la protección que proporciona el envase secundario y a 

su vez comparar si existía un efecto o no de degradación en las muestras. 

 

7.2. EXPOSICIÓN DE RITUXIMAB A LA LUZ SOLAR DIFUSA A TRAVÉS DE UNA 

VENTANA 

Se realizó un estudio exponiendo Rituximab formulado en un medicamento Rituximab 10 

mg/mL, solución inyectable, en envase primario cerrado, en posición vertical. A una 

iluminación con exposición indirecta al sol a 10 cm y 1 m de distancia de una ventana, con 

una irradiación de 300-800 nm  (UVB y UVA), por un tiempo de 1 y 2 h, de 8°C a aprox. 1 

y 2 h, 8 °C a aprox. 23 - 24°C. Se utilizó un luxómetro digital para las mediciones de la 

intensidad de luxes de la radiación solar en que fue expuesto el producto. 

 

 

 

  Figura 12. Luxómetro digital Benentech.  

Mod. Gm1020 Rango 0~200,000 Lux 
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7.3. EXPOSICIÓN DE RITUXIMAB A LA LUZ EN CONDICIONES ICH 

Realizar un estudio exponiendo Rituximab formulado en un medicamento, a una 

iluminación total de 1.2 x 106 lux-hora de luz en el rango visible y a una irradiación integrada 

de energía en ultravioleta cercano de 200 watts-h/m2, manteniendo la cámara de 

fotoestabilidad permanentemente dentro de una cámara fría a 5 °C  3 °C.  

Se incluyó un “control obscuro” que correspondió al producto en evaluación 

completamente cubierto con hojas de aluminio para evitar el paso de luz, pero expuesto a 

las mismas condiciones y tiempo que las muestras problema. 

El tiempo necesario para cubrir los requisitos de iluminación e irradiación fueron 10 días. 

 

     Tabla 5.- Datos del producto fotoexpuesto. 
 

PARÁMETRO DESCRIPCIÓN 

DENOMINACIÓN DISTINTIVA: NO APLICA 

DENOMINACIÓN GENÉRICA: RITUXIMAB 

CONCENTRACIÓN: COMO SOLUCIÓN INYECTABLE: 10 MG/ML 

FORMA FARMACÉUTICA: SOLUCIÓN INYECTABLE 

SISTEMA CONTENEDOR-

CIERRE: 

COMO SOLUCIÓN INYECTABLE: VIAL VIDRIO 

CLARO TIPO I, 10 ML, BOCA 20 MM, TAPÓN 

BROMOBUTILO GRIS, 20 MM. CASQUILLO FLIP 

OFF, 20 MM. 

FABRICANTE DEL 

MEDICAMENTO: 

PROBIOMED SA DE CV, SAN ESTEBAN 88 

COLONIA SANTO TOMÁS, AZCAPOTZALCO, 

CDMX. 

SITIO DONDE SE REALIZA EL 

ESTUDIO EN CONDICIONES 

ICH 

GRUPO IDEA®, AV. JOSÉ MARÍA MORELOS Y 

PAVÓN, FRACCIONAMIENTO LAS AMÉRICAS, 

C.P. 55076, ECATEPEC DE MORELOS, 

ESTADO DE MÉXICO. 
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Figura 13. Medidas del módulo de fotoestabilidad. 

 

 

Figura 14. Fotoexposición de muestras de Rituximab en condiciones mencionadas 
en la ICH. 

 

Una vez fotoexpuesto el producto, se realizaron las siguientes técnicas fisicoquímicas y 

biológicas para la evaluación de moléculas fotosensibles resultantes.  

• Abs320 nm 

• Potencial zeta 

• Fluorometría Diferencial de Barrido (DSF) 

• Cromatografía de intercambio iónico (CEX-UPLC-FLR)  

• Potencia biológica por Citólisis dependiente de complemento (CDC) 

• Dispersión de Luz Dinámica (DLS) 
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8.  MATERIALES Y MÉTODOS    

8.1.  Reactivos y materiales usados. 

Durante la ejecución de este estudio se utilizaron los siguientes reactivos y materiales: 

Acetonitrilo grado analítico (ACN), ácido cítrico, ditiotreitol (DTT), acetato de sodio, citrato 

de sodio, fosfato diácido de sodio mono hidratado, fosfato dibásico de sodio dihidrato, 2- 

ácido (N-morfolino) etanosulfónico (MES), cloruro de sodio, fosfato dibásico 

heptahidratado y sulfato de sodio, de J.T. Baker (Center Valley, Pensilvania, EE. UU.). Los 

materiales de grado analítico, ácido clorhídrico, hidróxido de sodio, urea, ácido 

trifluoroacético, acetonitrilo, agua, tripsina y ácido fórmico se obtuvieron de Sigma-Aldrich 

(St Louis, MO, EE. UU.). Protein Thermal Shift Kit® se obtuvo de Applied Biosystems 

(Waltham, MA, EE. UU.).  

El agua desionizada utilizada para todos los análisis (excepto MS) se obtuvo de un sistema 

de purificación Millipore Milli-Q. FBS (CAT SH30071) de Hyclone y medio RPMI 1640 con 

rojo fenol, con L-glutamina, sin bicarbonato de sodio, se obtuvieron de Thermo Fisher 

Scientific (Waltham, MA, EE. UU.). El producto farmacéutico Rituximab utilizado en este 

estudio fue producido internamente por Probiomed S.A. de C.V (Ciudad de México, 

México). En este estudio se utilizaron lotes del producto Rituximab formulados en tampón 

citrato (25 mM), NaCl (mM) y PS80 (0,18 %), a pH 6,5. Todas las soluciones se filtraron a 

través de una membrana de polipropileno hidrófilo de 0,2 µm de Merck Group (Darmstadt, 

Alemania) excepto las muestras de potencial DLS y Zeta que se filtraron a través de 0,1 

µm. 

Particularmente para los ensayos biológicos se utilizaron los reactivos: Línea celular 

WIL2S (ATCC No. CRL-8885), Estándar de Rituximab interno de Probiomed S.A. de C.V., 

Alamar Blue (Biosource, Cat. DAL1025), Azul tripano (SIGMA No. T6146), Albumina 

bovina (Calbiochem, Cat. 12657), Complemento de suero humano (Quidel, Cat. A113), 

Dextrosa (JTBaker, Cat.1916-01), Dimetil sulfóxido (Sigma Aldrich, Cat. D2650-5XML), 

Eritrosina B (Sigma Aldrich, Cat.200964-5), Gentamicina 50 mg/mL (Gibco, Cat. 15750-

078), Medio RPMI 1640 (1X), liquido (Gibco, Cat. 22400-071), Suero fetal bovino 

certificado (Gibco, Cat. 16000-044) 
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8.2.  Métodos. 

8.2.1.  Absorbancia a 320 nm. 

Se utilizó un espectrofotómetro DU-650 Beckman para la detección de agregados 

insolubles utilizando una celda de cuarzo QS con paso de celda de 1 cm. Las muestras se 

analizaron a 10 mg/mL. Todas las muestras fueron esterilizadas por filtración (previo al 

estrés de la radiación solar) utilizando una membrana de 0,2 µm, que eliminó las partículas 

de gran tamaño que dispersaban la luz, las cuales no están relacionadas con la radiación. 

La metodología para realizar las pruebas de absorbancia consistió en que:  

1) Se filtraron las muestras a través de filtros acrodiscos con membranas de 0.2 µm. 

2) Se encendió el espectrofotómetro UV-Visible Encender monitor y se esperó el 

término de ejecución de las pruebas diagnósticas del equipo. 

3) Se establecieron las condiciones de medición (longitud de onda, ajuste de abertura 

de la rendija, ubicación de la celda). 

4) Se encendió la lámpara de luz UV (190 nm – 380 nm). Se dejó calentar el equipo 

15 minutos antes de la operación del equipo. 

5) Se ajustó el equipo para las lecturas a 320 nm. 

 

Figura 15. Espectrofotómetro Beckman 

 

6) Se verificó que se usara la celda de cuarzo QS con paso de celda QS. Se colocó 

1 mL de muestra en la celda. Se colocó en el portaceldas del equipo, verificando 

que el área transparente de la celda quedara en el trayecto del haz de luz. 

 



“C A R A C T E R I Z A C I Ó N  D E  L A  D E G R A D A C I Ó N  D E  R I T U X I M A B  P O R  E F E C T O  D E  L A  L U Z ” 

 

59 

 

 

 

7) Se corrió el espectro de absorción y se reportaron los valores obtenidos de las 

absorbancias. 

 

8.2.2.  Potencial Zeta 

Las medidas de potencial zeta se realizaron en un instrumento Möbius (Wyatt). Las 

muestras a una concentración de 1 mg/mL se filtraron a través de membranas de 0.1 µm 

y se colocaron manualmente en la celda electroforética. La electroforesis se realizó a la 

oscilación eléctrica de 20 Hertz a 20 ºC, 2.5 V durante 15 s en modo LÁSER bajo (réplicas 

técnicas más biológicas n = 3 + 3). Después de la medición, también se verificó la ausencia 

de burbujas en la celda. 

 

Figura 16. Analizador de potencial Z Mobius 

 

8.2.3.  Fluorometría de barrido diferencial (DSF). 

La desnaturalización de las especies fotodegradadas de Rituximab sin modificar (control) 

se realizó mediante adsorción Sybr Green (25x, 2 ml cada pocillo) y fluorescencia en una 

escala de temperatura de 1 ºC cada 31 segundos de 24 a 93 ºC (70 ciclos). El gradiente 

de temperatura  se realizó en un termociclador 7500 Applied biosystems utilizando el 

protocolo proporcionado por el fabricante (Applied Biosystems).  
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El volumen final se ajustó a 40 µL. La cantidad de proteína fue de aproximadamente 38 µg 

por pocillo. La Tm se calculó utilizando la ecuación de Boltzmann 14 ajustada dentro de los 

límites de cada curva sigmoidal y los resultados se promediaron (n=6) utilizando el 

software Origin-Lab® versión 8.1 SR2. La estabilidad estructural y la resistencia a la 

desnaturalización inducida térmicamente se evaluaron comparativamente para el 

Rituximab no modificado (control) y el Rituximab expuesto directamente a la luz solar. 

Réplicas técnicas: n = 6. 

 

8.2.4.  Cromatografía de intercambio iónico (CEX-UPLC-FLR). 

La cromatografía CEX de gradiente se realizó en un sistema UPLC de Acquity Waters. La 

metodología para realizar dichas pruebas consistió en:  

1) La columna utilizada fue de Protein Pak SP (sulfopropil) 1000 Å, 4,6 x 

100 mm, 7 μm.  

2) La temperatura de la columna se fijó en 30 ºC. Se realizó una 

cromatografía de gradiente utilizando tampón MES de 10 mM a pH 6.5 

como tampón de fosfato de 100 mM con NaCl de 500 mM como 

eluente B a pH 6.5.  

3) El gradiente cromatográfico se estableció de la siguiente manera: Fase 

B móvil de 5 a 20 % en 17 min, luego a 100 % en 0.1 min, siguiente 

0.9 min a 5 % y otros 2 minutos se agregaron para el equilibrio.  

4) El flujo de fase móvil se fijó en 0,8 ml/min. Se inyectaron 10 μL en el 

sistema cromatográfico a 2 mg/ml y las muestras se mantuvieron a 15 

ºC durante los análisis.  

5) La detección UV se realizó a 280 nm y la fluorescencia con una 

longitud de onda de excitación de 275 nm y la detección de emisión a 

340 nm. 

Las muestras no expuestas se utilizaron como controles. 
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8.2.5.  Actividad CDC 

Se usaron células WIL-2S como células diana en el ensayo de CDC. Las células se 

sembraron en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con FBS al 10 %. Se prepararon 

diluciones en serie de Rituximab en presencia de células diana (50,000 células, 50 

µL/pocillo) y complemento de suero humano (Quidel) a una dilución de 1:5 (50 µL por 

pocillo).  

Las concentraciones finales de Rituximab en el ensayo fueron de 0.114, 0.0651, 0.0372, 

0.0213, 0.0122, 0.00695, 0.00397 y 0 µg/pocillo en diluciones en serie de 1:1.75 en un total 

de 150 µL/pocillo. Se incubaron placas de poliestireno negro de fondo plano de 96 pocillos 

(Corning), cargadas con muestras, a 37 ºC, 5 % de CO2 durante 2 h. Pasado este tiempo, 

se adicionaron a cada pocillo 20 µL de Alamar Blue. Se incubaron 280 placas durante otras 

24 h a 37 ºC y se midió la fluorescencia en un espectrofotómetro Spectramax M3 con 

excitación a 530 nm y detección realizada a 590 nm (repeticiones biológicas; n = 3). 

Dentro de la instrumentación utilizada están: Autoclave de doble puerta (OTSA No Serie 

35596), Balanza analítica (Sartorius BP210D No. Serie 51109256), Balanza de doble 

platillo (OHAUS, Harvard Trip Balance), Campana de flujo laminar (Conviron VRL 48 No. 

Serie 950264), Contador de células (Daiger, modelo KX6594), Dosificador de repetición 

(Eppendorf, Finnpipette, Brand), Gabinete de seguridad biológica (Forma Scientific 1148 

No. Serie 15791-251), Incubadora de CO2 (Cellstar SWJ500TABA No. Serie 02QF-292374-

OF), Lector de microplacas con fluorescencia (Spectra Max®, Molecular Devices), Medidor 

del nivel de CO2 (Bacharach Fyrite No. Serie 119026), Microcentrífuga (Beckman GS 

15No. Serie GXB95L05), Micropipeta monocanal (Labsystem, Finnpipette de 0.5-10, 5-40, 

20-100, 20-200 y 200-1000 µL), Microscopio invertido triocular (Nikon, modelo TMS-F, No 

serie 210447). 

La metodología para realizar las pruebas de potencia fue:  

1) Contar las células WIL2-S, diluirlas hasta una concentración de 1x106 

células/mL en RPMI 1640. 

2) Dispensar 50 µl/pozo de la suspensión celular en la placa de 96 pozos negra 

con fondo claro y plano (concentración final 5x104 células/pozo) excluyendo los 

pozos de la periferia. 
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3) Colocar a la columna 11, 100 µL de medio de prueba para Rituximab (control 

celular) 

4) Diluir el suero humano 1:5 en RPMI+0.1% BSA en un tubo de 15 mL (800 µL 

de suero + 3200 µL de medio). 

5) Dispensar 50 µL de suero humano diluido en los pozos de la placa, excluyendo 

los pozos de la periferia. 

6) Dispensar 150 µL de medio RPMI+0.1% BSA en los pozos de la periferia 

(“solamente medio”). 

7) Preparar una curva estándar generando diluciones independientes por 

triplicado hasta llegar a una concentración de 4.0 µg/mL 

8) Diluir la  muestra  analizada a concentraciones de 4.0 µg/mL de  acuerdo con 

la  concentración de proteína.   

9) Adicionar las curvas estándar y de muestra a la microplaca – 50 µL/pozo en el 

formato de placa.  

10) Preparar en la placa diluciones seriales de 1:1.75.    

11) Incubar la microplaca por 2 hrs. en una incubadora humidificada a 37 oC, 5 % 

de CO2. 

12) Dispensar 20 µL de Alamar Blue a todos los pozos de la placa.  

13) Incubar la placa toda la noche en una incubadora humidificada a 37 oC, 5 % de 

CO2. 

14) Remover la placa de la incubadora.   

15) Leer la fluorescencia a 530 nm para emisión, 590 nm para excitación.  

16) El análisis de datos y los cálculos son realizados por líneas paralelas 
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8.2.6.  Dispersión dinámica de luz.  

El tamaño del radio hidrodinámico del Rituximab se puede medir mediante dispersión 

dinámica de la luz (DLS). La correlación entre la velocidad y el tamaño se calculó utilizando 

la ecuación límite de Rayleigh-Gans-Debye.  

Las mediciones de radio hidrodinámico de Rituximab se realizaron en un instrumento 

Möbius (Wyatt) a una concentración de 1 mg/mL disuelto en tampón, utilizando una célula 

PMP de 1 cm de longitud de trayectoria. Las curvas se ajustaron al modelo de ajuste de 

regularización. Las mediciones se adquirieron durante 15 segundos (n=3). Se utilizó BSA 

de Thermo Scientific (2 mg/mL) como sustancia de referencia de radio hidrodinámico. Se 

utilizó una muestra no expuesta como referencia inicial del radio hidrodinámico. 

La técnica de Dispersión Dinámica de Luz (DLS), por sus siglas en inglés, es un método 

absoluto y no destructivo que permite obtener el radio hidrodinámico (Rh) de partículas en 

solución. El Rh es el radio en nanómetros (nm) de una esfera sólida hipotética con un 

coeficiente de difusión traslacional (Dt) y viscosidad intrínseca (η) particulares.  

Esta medición se logra mediante el monitoreo por parte de un módulo contador de fotones, 

de las fluctuaciones dependientes del tiempo de la luz dispersada por las partículas debido 

al movimiento Browniano (movimiento aleatorio de partículas en solución).  

Las partículas con menor tamaño relativo se difunden más rápido causando fluctuaciones 

de intensidad más frecuentes que las partículas con mayor tamaño relativo. Una función 

de autocorrelación es calculada y graficada a partir de las fluctuaciones de intensidad con 

respecto al tiempo y el decaimiento de la función es ajustado para determinar el Dt de la 

partícula y de forma subsecuente, derivar el Rh. 

La metodología para realizar las pruebas de dispersión dinámica de luz  fue:  

1) Ajustar las muestras de proteína a 1 mg/mL y filtrar por 0.2 µm. 

2) Ajustar los parámetros del instrumento a lo declarado en la metodología. 

3) Llenar una celda de PMP transparente con 1 mL de muestra. 

4) Y leer en el instrumento la dispersión dinámica de las partículas 
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9.  RESULTADOS. 

Las soluciones de Rituximab en su recipiente de cierre primario (viales) se expusieron a la 

radiación solar a través de una ventana y a diferentes distancias de ella. Se probaron dos 

condiciones sobre este esquema, irradiación solar directa y radiación difusa, indicadas en 

el estudio como muestras SDL (luz solar directa) y SIL (luz solar indirecta), 

respectivamente.  

Los perfiles de radiación solar indirecta se muestran en la siguiente Figura 17. 

 

 

Figura 17. Perfiles de radiación solar indirecta. 

 

Viales de Rituximab a 10 mg / mL en viales, se expusieron a radiación solar directa e 

indirecta a través de una ventana (difusa) A) Las muestras SDL fueron expuestas a 

radiación solar directa (), B) Muestras de SILA con luz solar indirecta(), a 10 cm de 

ventana lejana, muestras SLIB con luz solar indirecta a 1 m lejos de la ventana, y 

muestras SDLC () fueron expuestas a radiación solar directa dentro de los contenedores 

primario y secundario. El control se expuso a una lámpara fluorescente durante las 2 horas 

().  

Las mediciones de iluminancia en diferentes lugares del cuarto de Probiomed S.A. de C.V. 

en que se hizo la exposición están escritas en la siguiente Tabla 6: 
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Tabla 6. Condiciones de exposición de rituximab a la luz solar directa y difusa a través de 
ventana. 
 

Función 
Muestras 

fotooxidadas 
Acrónimo 

Cantidad de 

iluminancia expuesta 

a las muestras 

Horario 

NA Muestras expuestas 

directamente a la luz 

solar (SDL) 

SDL 2h 145093 10 a 12 am 

SDL 1h 75537 10 a 12 am 

3 
SDLC 2h 3514 10 a 12 am 

SDLC 1h 2017 10 a 12 am 

1 Muestras expuestas 

indirectamente a la luz 

solar (SILA y SILB) 

SILB 2h 5993 10 a 12 am 

SILB 1h 3259 10 a 12 am 

2 
SILA 2h 4223 10 a 12 am 

SILA 1h 1603 10 a 12 am 

4 Control  Control 834 10 a 12 am 

 

 

Las condiciones de exposición de Rituximab a la luz en condiciones ICH corresponden a 

una iluminación total de 1.2 x 106 lux-hora de luz en el rango visible y a una irradiación 

integrada de energía en ultravioleta cercano de 200 watts-h/m2. 

 

9.1.  Absorbancia a 320 nm. 

Se midió la absorbancia a 320 nm para detectar agregados insolubles, que son partículas 

grandes que dispersan la luz, diferentes de las proteínas solubles que no dispersan la luz 

en esta longitud de onda. 
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Tabla 7. Resultados de Absorbancia a 320 nm en muestras de Rituximab fotoexpuestas. 
 

Condición Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Promedio DE 

SDL2h 0.04760 0.0489 0.0477 0.0481 0.0007 

SDL1h 0.03740 0.0390 0.0454 0.0406 0.0042 

SILA 2 h 0.03820 0.0402 0.0418 0.0401 0.0018 

SILA 1 h 0.03600 0.0386 0.0405 0.0384 0.0023 

SILB 2 h 0.03770 0.0406 0.0407 0.0397 0.0017 

SILB 1 h 0.03680 0.0375 0.0407 0.0383 0.0021 

ControlSDLC2h 0.04480 0.0400 0.0411 0.0420 0.0025 

ControlSDLC1h 0.03750 0.0413 0.0380 0.0389 0.0021 

ICHEP 0.0296 0.0296 0.0304 0.0299 0.0005 

ICHES 0.029 0.0295 0.03 0.0295 0.0005 

Control 2 0.0300 0.0300 0.0306 0.0302 0.0003 

 

 

 Figura 18. Resultados de Absorbanca a 320 nm en muestras de Rituximab fotoexpuestas 
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       Tabla 8. Resultados de Abs 320 nm en muestras de Rituximab fotoexpuestas 
 

Abreviatura Descripción Abreviatura Descripción 

SDL2h 
Exposición solar directa, 

2h 
SDLC2h 

Control de exposición solar 

(envase secundario) 2 h 

SDL1h 
Exposición solar directa, 

1h 
SDLC1h 

Control de exposición solar 

(envase secundario) 1 h 
SILA2h 

Exposición difusa solar a 

10 cm, 2h 

SILA1h 
Exposición difusa solar a 

10 cm, 1h 
ICHEP 

Condiciones ICH, envase 

primario 

SILB1h 
Exposición difusa solar a 

1m, 1h 
ICHES 

Condiciones ICH, envase 

secundario 

SILB2h 
Exposición difusa solar a 

1m, 2h 
Control 2 

Control de exposición 

condiciones ICH 

 

 

Figura 19. Gráfico de caja y bigotes, resultados de absorbancia a 320 nm 
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Fuente 
Sumas de 

cuadrados 
g.l. Cuadrado Medio Cociente-F Valor-P 

Entre grupos     9.92102E-04 10 9.92102E-05 24.15 0 

Intra grupos 9.03933E-05 22 4.10879E-06 

  

 

Contraste de Hipótesis: 

Hipótesis Nula: No existe diferencia entre los grupos o medias.  

Hipótesis alternativa: Existe diferencia entre los grupos y las medias. 

Puesto que el valor p de la prueba F es inferior a 0.05, hay diferencia estadísticamente 

significativa entre las medias.  

Por tanto, sí existe diferencia entre los grupos que se fotoexpusieron en condiciones 

diferentes. 

 

9.2.  Potencial Zeta 

El potencial zeta es una medida de la magnitud de la repulsión o atracción electrostática (o 

de carga) entre las partículas, y es uno de los parámetros fundamentales que se sabe que 

afectan la estabilidad. 

El cambio de carga también cambia la estabilidad del Rituximab en solución, por lo que la 

medición del potencial Zeta cobró importancia para evaluar la estabilidad del anticuerpo. 
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Tabla 9. Resultados de potencial Z en muestras de Rituximab fotoexpuestas con envase 
secundario 

Muestra 
Temp Celda PALS Conductividad PALS Amplitud Mobilidad Potencial Zeta 

(C) (mS/cm) (V) (µm cm/s V) (mV) 

1 Ritux 1 mg/mL 
Env Sec M1 

20.0 15.47 0.022 -0.21 -4.41 

Media  20.0 15.47 0.022 -0.21 -4.41 

S  0.0 0.00 0.000 0.00 0.00 

%S  0.0 0.00 0.000 0.00 0.00 

S2  0.0 0.00 0.000 0.00 0.00 

Min  20.0 15.47 0.022 -0.21 -4.41 

Max  20.0 15.47 0.022 -0.21 -4.41 

 

 

Tabla 10. Resultados de potencial Z en muestras de Rituximab fotoexpuestas 
Muestra Temp Celda PALS Conductividad PALS Amplitud Mobilidad Potencial Zeta 

 (C) (mS/cm) (V) (µm cm/s V) (mV) 

1 Ritux 1 mg/mL 
Fotoxi M1 

20.0 17.04 0.070 -0.48 -10.15 

Media  20.0 17.04 0.070 -0.48 -10.15 

S  0.0 0.00 0.000 0.00 0.00 

%S  0.0 0.00 0.000 0.00 0.00 

S2  0.0 0.00 0.000 0.00 0.00 

Min  20.0 17.04 0.070 -0.48 -10.15 

Max  20.0 17.04 0.070 -0.48 -10.15 

 

 

Tabla 11. Resultados de potencial Z en muestras control 

Muestra 
Temp Celda PALS Conductividad PALS Amplitud Mobilidad Potencial Zeta 

(C) (mS/cm) (V) (µm cm/s V) (mV) 

1 Ritux 1 mg/mL 
Obscuro M1 

20.0 17.32 0.023 -0.26 -5.51 

Media  20.0 17.32 0.023 -0.26 -5.51 

S  0.0 0.00 0.000 0.00 0.00 

%S  0.0 0.00 0.000 0.00 0.00 

S2  0.0 0.00 0.000 0.00 0.00 

Min  20.0 17.32 0.023 -0.26 -5.51 

Max  20.0 17.32 0.023 -0.26 -5.51 
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Figura 20. Gráfico de Potencial Z en muestras de Rituximab fotoexpuestas con envase 
secundario. 

 

 

 

Figura 21. Gráfico de Potencial Z en muestras de Rituximab fotoexpuestas. 
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Figura 22. Gráfico de Potencial Z en muestras control 

 

 

Figura 23. Resultados de potencial Z en muestras de Rituximab fotoexpuestas 

 

Derivado de medir la carga superficial de las partículas en la inter-fase de la primera capa 

iónica y la capa difusa, entre las muestras medidas no se observa una diferencia entre 

ellas. 

 

 



“C A R A C T E R I Z A C I Ó N  D E  L A  D E G R A D A C I Ó N  D E  R I T U X I M A B  P O R  E F E C T O  D E  L A  L U Z ” 

 

72 

 

 

 

9.3.  Fluorometría diferencial de barrido (DSF). 

 

Figura 24. Gráfico de DSF en muestras de Rituximab fotoexpuestas con envase secundario 

 

Figura 25. Gráfica de DSF en muestras de Rituximab fotoexpuestas 
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Figura 26. Gráfico de DSF en muestras control 

 

Tabla 12. Resultados de la Fluorometría diferencial de barrido en muestras de Rituximab 
fotoexpuestas 

 

Muestras Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Réplica 4 Réplica 5 Réplica 6 Media DE 

SDL2h 63.696 64.780 63.658 64.090 64.666 63.689 64.10 0.5119 

SDL1h 64.787 64.983 65.108 65.392 64.822 64.559 64.94 0.2887 

SILA 2 h 64.751 65.235 65.394 65.061 64.679 65.269 65.06 0.2920 

SILA 1 h 64.421 64.861 64.773 64.924 64.782 65.093 64.81 0.2232 

SILB 2 h 64.353 64.907 64.918 64.787 64.110 64.737 64.64 0.3295 

SILB 1 h 64.611 64.340 64.539 64.445 64.441 64.743 64.52 0.1433 

ControlSDLC2h 65.160 64.910 64.252 64.843 64.125 65.656 64.82 0.5707 

ControlSDLC1h 65.435 65.172 65.106 64.635 64.982 65.416 65.12 0.2980 

ICHEP 65.290 65.615 65.048 65.129 64.835 64.865 65.13 0.2915 

ICHES 65.052 64.582 65.041 65.619 64.818 64.613 64.95 0.3828 

Control 2 64.681 64.734 64.419 64.678 65.106 64.960 64.76 0.2407 
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Figura 27. Resultados de la Fluorometría diferencial de barrido en muestras de Rituximab 
fotoexpuestas 

 

 

Tabla 13. Resultados de la Fluorometría diferencial de barrido en muestras de Rituximab 
fotoexpuestas 

Abreviatura Descripción Abreviatura Descripción 

SDL2h Exposición solar directa, 2h SDLC2h 
Control de exposición solar 
(envase secundario) 2 h 

SDL1h Exposición solar directa, 1h 

SDLC1h 
Control de exposición solar 
(envase secundario) 1 h 

SILA2h Exposición difusa solar a 10 cm, 2h 

SILA1h Exposición difusa solar a 10 cm, 1h ICHEP 
Condiciones ICH, envase 
primario 

SILB1h Exposición difusa solar a 1m, 1h ICHES 
Condiciones ICH, envase 
secundario 

SILB2h Exposición difusa solar a 1m, 2h Control 2 
Control de exposición 
condiciones ICH 

 

 

La foto-oxidación al oxidar aminoácidos modifica la carga y cambia la estabilidad de sus 

interacciones intramoleculares. 
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Figura 28. Gráfico de caja y bigotes, resultados de la Fluorometría diferencial de 

barrido. 

 

 

Fuente Sumas de 

cuadrados 

g.l. Cuadrado 

Medio 

Cociente-F Valor-p 

Entre grupos     5.58318 10 0.558318 4.68 0.0001 

Intra grupos 656752 55 0.119409 

  

 

Contraste de Hipótesis: 

Hipótesis Nula: No existe diferencia entre los grupos o medias.  

Hipótesis alternativa: Existe diferencia entre los grupos y las medias. 

Puesto que el valor p de la prueba F es inferior a 0.05, hay diferencia estadísticamente 

significativa entre las medias  

Si existe diferencia entre los grupos que se fotoexpusieron en condiciones diferentes. 
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9.4.  Cromatografía de intercambio iónico (CEX-UPLC-FLR). 

 

Tabla 14. Adecuabilidad en la Cromatografía de exclusión molecular en muestras de 
Rituximab fotoexpuestas. 

Reporte analítico 

Determinación de Isoformas cargadas en Rituximab por CEX-UPLC-FLR 

Muestra: Rituximab 

Lote(s):5433130804 

Sustancia de referencia: 5433130804 sin luz 

Deteccion 295nm ex, 340nm em 

Columna: Protein Pak SP 7 mcm 4.6 X100 mm 

Código del sistema: 02-01-02820 

CRITERIO RESULTADO DICTAMEN 

Verifica que los cromatogramas de la sustancia de 

referencia de Rituximab sean consistentes con el 

cromatograma teórico. 

Corresponden Cumple 

Verifica que el nivel de ruido o señal de fondo del blanco, no 

sea superior a 2 mv. 
1 mV Cumple 

Verifica que el tiempo de retención de los picos 

correspondientes a rituximab sea mayor a 3 min. 
SR: 11 min. Cumple 

Verifica que el coeficiente de variación respecto del área 

porcentual del pico correspondiente a Rituximab sea menor 

o igual al 7 % para el triplicado de sustancia de la referencia. 

Pico de 

Rituximab: 2 % 
Cumple 

 

Figura 29. Respuesta del blanco en la Cromatografía de intercambio iónico en muestras de 

Rituximab fotoexpuestas. 
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A continuación se muestran cromatogramas de las muestras expuestas a diferentes 

condiciones de fotoexposición así como de los controles. 

 

 

 

Figura 30. Muestras de Rituximab estresadas con Luz 
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Tabla 15. Determinación de isoformas en muestras de Rituximab estresadas con luz 

 
Código de 

muestra 
Descripción 

Tiempo de 

retención (min) 

Área bajo la 

curva 

1 To Rituxi SP M1 Riruximab 11.105 114686756 

2 To Rituxi SP M1 Isoformas ácidas6 10.487 20268807 

3 To Rituxi SP M1 Isoformas ácidas5 9.899 13261790 

4 To Rituxi SP M1 Isoformas ácidas4 9.600 7218242 

5 To Rituxi SP M1 Isoformas ácidas3 8.717 1513147 

6 To Rituxi SP M1 Isoformas ácidas2 7.348 610116 

7 To Rituxi SP M1 Isoformas ácidas1 6.189 629291 

8 To Rituxi SP M1 Isoformas básicas1 11.517 14953328 

9 To Rituxi SP M1 Isoformas básicas2 11.983 5472904 

10 To Rituxi SP M1 Isoformas básicas3 12.433 4243577 

11 To Rituxi SP M1 Isoformas básicas4 13.083 2919024 

12 To Rituxi SP M1 Isoformas ácidas7 10.850 21621980 

13 To Rituxi SP M2 Rituximab 11.119 114327775 

14 To Rituxi SP M2 Isoformas ácidas7 10.883 23085599 

15 To Rituxi SP M2 Isoformas ácidas6 10.502 19664582 

16 To Rituxi SP M2 Isoformas ácidas5 9.913 13728693 

17 To Rituxi SP M2 Isoformas ácidas4 9.617 7179218 

18 To Rituxi SP M2 Isoformas ácidas3 8.733 1532742 

19 To Rituxi SP M2 Isoformas ácidas2 7.351 569824 

20 To Rituxi SP M2 Isoformas ácidas1 6.208 591017 

21 To Rituxi SP M2 Isoformas básicas1 11.550 13470939 

22 To Rituxi SP M2 Isoformas básicas4 13.033 3142988 

23 To Rituxi SP M2 Isoformas básicas3 12.433 4116012 

24 To Rituxi SP M2 Isoformas básicas2 11.967 5827964 

25 To Rituxi SP M3 Isoformas ácidas1 6.215 531581 

26 To Rituxi SP M3 Isoformas ácidas3 8.750 1582543 

27 To Rituxi SP M3 Isoformas ácidas4 9.650 7812539 

28 To Rituxi SP M3 Isoformas ácidas5 9.906 12861196 

29 To Rituxi SP M3 Isoformas ácidas6 10.583 21387059 

30 To Rituxi SP M3 Isoformas ácidas7 10.850 19824750 

31 To Rituxi SP M3 Rituximab 11.113 116787428 

32 To Rituxi SP M3 Isoformas básicas4 13.083 2971806 

33 To Rituxi SP M3 Isoformas básicas3 12.450 4159033 

34 To Rituxi SP M3 Isoformas básicas2 12.050 4689753 

35 To Rituxi SP M3 Isoformas básicas1 11.533 15534241 

36 To Rituxi SP M3 Isoformas ácidas2 7.381 546753 
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Figura 31. Muestras de Rituximab sin Luz 
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Tabla 16. Determinación de isoformas en muestras de Rituximab sin luz 

 Código de muestra Descripción 
Tiempo de 

retención (min) 
Área bajo la curva 

1 SR M1 Rituximab 11.037 125329271 

2 SR M1 Isoformas ácidas6 10.467 16522418 

3 SR M1 Isoformas ácidas5 9.836 10221984 

4 SR M1 Isoformas ácidas4 9.300 2733000 

5 SR M1 Isoformas ácidas3 8.633 953656 

6 SR M1 Isoformas básicas1 11.467 19089955 

7 SR M1 Isoformas básicas2 11.983 7145667 

8 SR M1 Isoformas básicas3 12.491 7092921 

9 SR M1 Isoformas básicas4 13.250 4031176 

10 SR M1 Isoformas ácidas7 10.783 20333855 

11 SR M2 Rituximab 11.086 133958350 

12 SR M2 Isoformas ácidas7 10.767 13763423 

13 SR M2 Isoformas ácidas6 10.550 18522798 

14 SR M2 Isoformas ácidas5 9.904 8740576 

15 SR M2 Isoformas ácidas4 9.533 4140542 

16 SR M2 Isoformas ácidas3 8.733 1036872 

17 SR M2 Isoformas ácidas1 6.171 512451 

18 SR M2 Isoformas básicas1 11.533 16989061 

19 SR M2 Isoformas básicas4 13.250 4199397 

20 SR M2 Isoformas básicas3 12.400 7833608 

21 SR M2 Isoformas básicas2 11.983 7075321 

22 SR M3 Isoformas ácidas1 6.227 527528 

23 SR M3 Isoformas ácidas3 8.817 1057634 

24 SR M3 Isoformas ácidas4 9.633 4345654 

25 SR M3 Isoformas ácidas5 9.967 8555204 

26 SR M3 Isoformas ácidas6 10.583 16051081 

27 SR M3 Isoformas ácidas7 10.900 20198037 

28 SR M3 Rituximab 11.147 122841866 

29 SR M3 Isoformas básicas4 13.117 4966982 

30 SR M3 Isoformas básicas3 12.601 5625234 

31 SR M3 Isoformas básicas2 11.983 8987086 

32 SR M3 Isoformas básicas1 11.583 15673181 

 

Las muestras sometidas a radiación solar directa muestran una proporción de isoformas 

ácidas mayor comparando contra las demás muestras. 
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9.5.  Actividad CDC 

Como mencionó en la sección de Antecedentes, este análisis se basa en la capacidad de 

la muestra para inducir citólisis dependiente del complemento (CDC) en células que 

expresan CD20 (WIL2-S) en presencia de complemento humano. La viabilidad de las 

células, después de un tratamiento con la muestra se mide utilizando Alamar Blue. Alamar 

Blue es un tinte redox que genera fluorescencia después de que ha sido tomado y 

metabolizado por células vivas. La muerte celular inducida por la muestra a través de rutas 

del complemento está inversamente relacionada con la fluorescencia generada. 

El reporte de actividad biológica se realizó en unidades porcentuales que refleja la potencia 

relativa que se tuvo respecto de la sustancia de referencia.  

La potencia del anticuerpo expresada como EC50 se obtiene tanto para el estándar como 

para la muestra y haciendo referencia a que la potencia del estándar es 100%, se calcula 

la potencia relativa de la muestra. Esta relación de la potencia de la muestra a la del 

estándar se realiza en cada análisis. 

 

Potencia biológica en muestras de Rituximab fotoexpuestas. 

 
Figura 32. Dos horas en luz solar directa (peor caso) 
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Figura 33. Dos horas en luz solar difusa 

 

 
Figura 34. Control 
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Tabla 17. Resultados de potencia biológica en muestras de Rituximab fotoexpuestas 

Muestras Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Promedio DE 

SDL2H 74.1 80.0 73.4 75.84 3.62 

SDL1H 96.5 100.8 96.5 97.92 2.51 

SILB 2 H 100.4 100.0 101.5 100.62 0.76 

CONTROLSDLC2H 99.4 96.7 99.4 98.49 1.57 

CONTROLSDLC1H 101.6 outlier 100.4 101.00 0.91 

ICHEP 100.0 100.0 100.0 100.02 0.00 

ICHES 97.5 97.5 97.5 97.49 0.00 

CONTROL 2 99.9 99.9 99.9 99.92 0.00 

 

 

 

Figura 35. Resultados de potencia biológica en muestras de Rituximab fotoexpuestas. 
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Tabla 18. Resultados de potencia biológica en muestras de Rituximab fotoexpuestas 

Abreviatura Descripción Abreviatura Descripción 

SDL2h Exposición solar directa, 2h SDLC1h 
Control de exposición 

solar (envase secundario) 
1 h 

SDL1h Exposición solar directa, 1h ICHEP 
Condiciones ICH, envase 

primario 

SILB1h 
Exposición difusa solar a 

1m, 1h 
ICHES 

Condiciones ICH, envase 
secundario 

SDLC2h 
Control de exposición solar 

(envase secundario) 2 h 
Control 2 

Control de exposición 
condiciones ICH 

 

 

 

Figura 36. Gráfico de caja y bigotes, resultados de actividad biológica por CDC 

 

Fuente 
Sumas de 

cuadrados 
g.l. Cuadrado Medio Cociente-F Valor-p 

Entre grupos     1462.58 7 0.558318 68.67 0.0000 

Intra grupos 45.6423 15 0.119409 
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Contraste de Hipótesis: 

Hipótesis Nula: No existe diferencia entre los grupos o medias.  

Hipótesis alternativa: Existe diferencia entre los grupos y las medias. 

Puesto que el valor p de la prueba F es inferior a 0.05, hay diferencia estadísticamente 

significativa entre las medias  

Después de 2 h de luz solar equivalente a ~ 150,000 lux, la potencia de los CDC cambió 

mostrando que si hubo un daño a las moléculas de Rituximab. Las diferencias entre las 

otras muestras con condiciones de fotoexposición menos severas no mostraron mayores 

cambios, estos fueron inferiores al 5 %. 

 

 

9.6.  Dispersión de luz dinámica 

Rituximab 

Dispersión de Luz Dinámica (DLS) 

Mediciones de DLS de muestras de Rituximab irradiado (n = 3) 

Los agregados se detectaron sólo en algunas muestras independientes como se muestra 

a continuación: 

 

Tabla 19. Resultados de DLS en muestras de Rituximab fotoexpuestas con envase 
secundario. 

 Radio Mw – R  % Pd % Intensidad % Masa % Número 

 (nm) (kDa)     

Peak 1 5.4 174.4 16.3 100.0 100.0 100.0 

 

Tabla 20. Resultados de DLS en muestras de Rituximab fotoexpuestas. 
 Radio Mw – R  % Pd % Intensidad % Masa % Número 

 (nm) (kDa)     

Peak 1 5.3 169.9 15.1 100.0 100.0 100.0 
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Tabla 21. Resultados de DLS en muestras control. 
 Radio Mw – R  % Pd % Intensidad % Masa % Número 

 (nm) (kDa)     

Peak 1 5.2 157.8 9.4 100.0 100.0 100.0 

 

 

Tabla 22. Resultados de mediciones de DLS de muestras de Rituximab irradiado 

Muestras Rh (nm) RSD % Masa Agregados (nm) 

SDL 2h 5.47 1.1 99.8 2532 

SDL 1h 5.10 3.9 99.9 46.3, 240.2 

SILB 2h 5.23 1.1 99.8 30.3, 83.6 

SILB 1h 5.07 4.1 99.9 89.1 

SILA 2h 5.37 1.1 99.9 26.4, 80.7 

SILA 1h 5.37 3.9 99.9 48.5, 143.3, 143.3 

Control 5.27 1.1 100.0 32.4 

 

 

 

Figura 37. Gráfico de DLS en muestras de Rituximab fotoexpuestas con envase secundario 
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Figura 38. Gráfico de DLS en muestras de Rituximab fotoexpuestas 

 

 

 

Figura 39. Gráfico de DLS en muestras control 
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Figura 40. Resultados de Mediciones de DLS de muestras de Rituximab irradiado 

 

Las muestras de luz solar filtradas con radiación solar directa (SDL) mostraron que hay un 

aumento importante en los agregados insolubles después de 2 h, en comparación con 1 h.  

También se muestra que el contenedor secundario ayuda a inhibir la agregación en 

Rituximab por radiación solar directa filtrada. 

 

10.  DISCUSIÓN  

Rituximab es un anticuerpo monoclonal utilizado en el tratamiento de enfermedades como 

la artritis reumatoide o el linfoma no Hodgkin. Durante su administración puede exponerse 

a lámparas fluorescentes o irradiación solar natural y debido a su administración al paciente 

por infusión/perfusión, la fotoestabilidad es un factor clave en la eficacia de este biológico. 

Para comprender mejor los mecanismos de fotodegradación de Rituximab, el biológico se 

expuso a diferentes condiciones de irradiación. En este estudio se demostró que este mAb 

se fotodegrada de manera proporcional a las intensidades de irradiación.  

Para comprender la relación entre estos cambios en el uso en la vida real y en comparación 

con la prueba de luz estandarizada de ICH, se configuró una caracterización. 

Se evaluaron los peores casos de fotoestrés, a 1 y 2 h bajo luz solar directa a través de 

una ventana, imitando el perfil de radiación electromagnética a la que podría estar expuesto 

el medicamento en una condición de administración.  
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Los resultados muestran que solo la exposición a la luz solar directa durante la exposición 

en el peor de los casos (2 h), aumenta los agregados, la disminución de Tm y disminución 

de CDC que se correlaciona con análisis fisicoquímicos. Mientras que la exposición de la 

sala de luz interior y las condiciones de ICH no tienen ninguna contribución a la 

fotooxidación de Rituximab medida por estos métodos analíticos fisicoquímicos y 

biológicos. 

Estos resultados indican que la administración de Rituximab por perfusión / infusión es 

segura, mientras que el biológico no esté expuesto a la luz solar directa.  

Las condiciones de exposición se describen en la guía ICH 1B para pruebas de 

fotoestabilidad de nuevas sustancias y productos farmacéuticos. En esta guía, los 

productos deben estar expuestos a 1.2 millones de Luxes y 200 W / m2·h para UVA (320 - 

400 nm).  

Los comentarios para su aplicación, sin embargo, establecieron dos opciones para probar 

los productos, ya que la exposición a 1.2 millones de Luxes de luz transporta un 

componente UVA relacionado con la lámpara fluorescente a la que se prueban los 

productos en una cámara de fotoestabilidad, que de hecho es mayor que la cantidad 

establecida en la guía. Por lo tanto, los investigadores exponen las muestras a la exposición 

a la radiación en el rango visible y UVA para cubrir ambos requisitos. En nuestro ejemplo, 

exposición a 1.2 mLuxes a un nivel de irradiación de 200 W / m2·h durante 10 días, 

utilizando una lámpara fluorescente, que cubre también el rango UVA. 

No obstante, las condiciones descritas en la guía son condiciones de laboratorio que no 

pueden cubrir las condiciones reales de radiación. Por lo tanto, establecer fuentes de luz 

relevantes no es una tarea fácil, debido a la diversidad de fuentes de radiación a las que 

pueden estar expuestos los biológicos. Por ejemplo, la intensidad de la luz solar varía a lo 

largo del año, principalmente por el ángulo de incidencia de la radiación o las condiciones 

climáticas. Por lo tanto, se deben desglosar algunas consideraciones. 

Los resultados de la experimentación nos llevan a la siguiente información: 

Para los datos obtenidos en la prueba de absorbancia a 320 nm, puede verse en la figura 

18, las muestras fotoexpuestas a luz difusa y en condiciones ICH no tienen diferencias 

mayores a las obtenidas con respecto del control; sin embargo, el efecto visto en las 

muestras expuestas 2 h a luz solar directa si presentan cambios importantes, que reflejan 

fenómenos de agregación de partículas insolubles. 



“C A R A C T E R I Z A C I Ó N  D E  L A  D E G R A D A C I Ó N  D E  R I T U X I M A B  P O R  E F E C T O  D E  L A  L U Z ” 

 

90 

 

 

 

 

En cuanto a las determinaciones de potencial Zeta como se observa en la Figura 23, el 

efecto visto entre los grupos de muestras fotoexpuestas en condiciones ICH, de luz difusa 

y luz solar directa, no hay cambios mayores al compararse con el grupo control. 

Relacionado con los datos de la estabilidad térmica del rituximab obtenidos con la técnica 

de termoanálisis de fluorometría diferencial de barrido, se observa en la Figura 27, que en 

el grupo de muestras expuestas a luz solar directa durante 2 h hay un cambio en la Tm 

respecto del grupo control. La disminución de la Tm refleja mayor inestabilidad de la 

molécula.  

En lo que corresponde a la evaluación cromatográfica de intercambio iónico CEX-UPLC-

FLR, como puede verse en la Tabla 15, las muestras sometidas 2 h a radiación solar 

directa muestran una proporción de isoformas ácidas mayor comparando contra las demás 

muestras. 

Al respecto de los resultados obtenidos en la determinación de potencia biológica, se 

observa en la Figura 35 un cambio significativo en las muestras fotoexpuestas a la 

condición de luz solar directa durante 2 horas, respecto a la respuesta que presentó el 

control en la inducción de citólisis dependiente del complemento (CDC) en células que 

expresan CD20 en presencia de complemento humano, ya que la actividad bológica 

disminuyó a un nivel de 60%.  

Relacionado con los datos obtenidos con la prueba de dispersión de luz dinámica, se 

observa en la Tabla 22 que las muestras fotoexpuestas 2 h a la luz solar directa presenta 

una respuesta diferente a la que tuvo el grupo control; es decir, hay subpoblaciones, 

presentes en la muestra dejando ver la agregación de la molécula. 

De forma ortogonal se observa que después de 2 h de luz solar equivalente a ~ 150,000 

lux, aspectos fisicoquícos y biológicos de las moléculas de Rituximab se modifican. 

Las diferencias entre las otras muestras con condiciones de fotoexposición menos severas 

no mostraron mayores cambios. 
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11.  CONCLUSIONES 

Los resultados del presente trabajo confirman que el anticuerpo monoclonal Rituximab se 

fotodegrada proporcionalmente a las intensidades de irradiación de luz solar y ultravioleta, 

generando modificaciones relacionadas principalmente con el aumento de agregados, 

disminución de su temperatura media (Tm), variantes de carga ácida y disminución de la 

potencia de Citotoxicidad celular dependiente del complemento (CDC). 

Esta caracterización analítica para determinar la degradación inducida por la luz demostró 

que el anticuerpo monoclonal sufre una combinación de reacciones físicas y químicas en 

estas condiciones. 

Esta fotosensibilidad depende de la intensidad de radiación, relacionada con las luxes/h y 

el tiempo de exposición, demostrando que a mayor intensidad mayor daño. El envase 

secundario del medicamento de Rituximab le otorga protección a la molécula ante el daño 

que es susceptible de sufrir cuando es expuesta a la luz. 

Y si bien los resultados demostraron que la fotodegradación del Rituximab después de una 

intensa la exposición a la luz, se puede prevenir mediante un embalaje secundario 

adecuado, es importante mencionar que el producto se coloca en bolsas de perfusión para 

ser administrado en los pacientes y es en ese momento donde el producto se encuentra 

con mayor exposición a la luz. 

 

 12.  PERSPECTIVAS 

Este trabajo sienta las bases para el desarrollo de una fórmula que proteja a Rituximab de 

la luz. 

Permite continuar con una serie de experimentos de formulación relacionados con dilucidar 

aquélla que tenga mayor estabilidad ante la exposición a la luz, es decir una menor de 

menor impacto de la fotoexposición de la formulación; y, que tras la exposición a las 

condiciones de luz ambiental encontradas durante la fabricación rutinaria, almacenamiento 

y administración se tenga un diseño adecuado de la formulación, del contenedor primario 

así como del paquete secundario. 
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Es importante mencionar que el presente trabajo sumado a la experimentación realizada 

por el Dr. Víctor Pérez Medina derivó en la publicación del artículo “Photodegradation of 

Rituximab, critical evaluation of its sensibility to electromagnetic radiation”, recientemente 

aceptado en la Revista AAPS PharmSciTech y en la que se dilucida la forma en que el 

anticuerpo monoclonal es afectado por la fotooxidación y como esto se correlaciona con 

los cambios fisicoquímicos y la pérdida de la actividad biológica del Rituximab. Lo cual 

contribuye al conocimiento básico del comportaminto del anticuerpo.  
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Abstract
Rituximab is a monoclonal antibody used in the treatment of lymphoma non-Hodgkin. This mAb is photosensitive as it is 
administrated to the patient by infusion/perfusion; therefore, photostability is a decisive factor in the efficacy of this biologic. 
To better understand the photodegradation mechanisms of Rituximab, this biologic was exposed to different irradiance condi-
tions. We show in this study that this mAb photodegrade proportionally to irradiance intensities. The main modifications of 
Rituximab by irradiance correlate to the increase in aggregates, decrease in its Tm, acidic charge variants, oxidation of the 
Trp (36) in the heavy chain, and decrease in complement-dependent cytotoxicity (CDC) potency. To understand the relation-
ship between real-life photo-exposition conditions and ICH standardized light tests, a full characterization was set up. Worst 
photo-stress cases were evaluated, 1 and 2 h under direct sunlight through a window, mimicking the ID65 electromagnetic 
radiation profile. Our results show that only exposition to direct sun irradiance during 2 h, (≈ 150 kluxes•h), increases criti-
cally soluble and insoluble aggregates, diminishing Tm, increasing acidic charge variants, and the photooxidation of the 
Trp (36) in the heavy chain measured by peptide mapping-RP-UPLC-MS. A decrease in CDC below 80% resulted under 
this condition, which correlates with physicochemical analyses. While inside light-room exposition (similar to ICH test) 
and ICH conditions do not have any contribution to the degradation of Rituximab measured by these physicochemical and 
biological analytical methods. These results indicate that exposition of Rituximab to below ≈ 75 kluxes•h of sun light cannot 
photodegrade critically this biologic inside of its primary container.

Keywords  acidic charge variants · photodegradation · photostability · rituximab · solar irradiance

Abbreviations
aa	� Amino acids
Abs	� Absorbance
ACN	� Acetonitrile
BSA	� Bovine serum albumin
CDC	� Complement-dependent cytotoxicity
CEX	� Cation exchange
CH1	� IgG heavy chain domain 1

CQAs	� Critical quality attributes
Cys	� Cysteine
DTT	� Dithiothreitol
DSF	� Differential scanning fluorometry
EC50	� Half maximal effective concentration
EU	� Emission units
Fab	� Fragment antigen-binding region
FBS	� Fetal bovine serum
Fc	� Fragment crystallizable region
FLR	� Fluorescence
HMWS	� High-molecular-weight species
His	� Histidine
MES	� 2-(N-Morpholino) ethanesulfonic acid
Met	� Methionine
MS	� Mass spectrometry
NaCl	� Sodium chloride
PAP	� Papain protease
PS80	� Polysorbate 80
RSD	� Relative standard deviation

 *	 Néstor O. Pérez 
	 nestor.perez@probiomed.com.mx

1	 Unidad de Investigación y Desarrollo, Probiomed S.A. de 
C.V., C. P. 52400 Tenancingo, Estado de México, Mexico

2	 Dirección de Calidad, Probiomed S.A. de C.V., 
C.P. 11520 Cd. de México, Mexico

3	 Universidad Autónoma del Estado de Morelos, 
C.P. 62210 Cd. de Cuernavaca, Mexico

4	 Dirección de Operaciones, Probiomed S.A. de C.V., 
C.P. 11520 Cd. de México, Mexico

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1208/s12249-022-02412-8&domain=pdf


	 AAPS PharmSciTech          (2022) 23:271 

1 3

  271   Page 2 of 16
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SE	� Size exclusion
SD	� Standard deviation
TFA	� Trifluoroacetic acid
Trp	� Tryptophan
Tyr	� Tyrosine
UPLC	� Ultra-performance liquid chromatography
UV	� Ultraviolet

Introduction

Rituximab is a monoclonal antibody (mAb) used in the treat-
ment of rheumatoid arthritis and lymphoma non-Hodgkin, 
usually administered with methotrexate [1. ]. As a highly 
specialized biotherapeutic, high stability under photosta-
bility conditions is desirable (and compulsory) and during 
storage also [2. ]. Biologics are exposed previous to their 
administration to some stress conditions such as heat, acid-
base catalysis, agitation, chemical oxidation (e.g., peroxide 
oxidation due to PS80 autoxidation), or photodegradation.

Rituximab is sensitive to radiation [3. ], and during 
administration, it can be exposed to fluorescent lamps or 
natural sun irradiation.

In terms of photodegradation, Rituximab leads to a com-
plex oxidation profile, in which the amino acids His, Trp, 
Tyr, or Cys are the main targets of electromagnetic fields, 
due to their capacity to absorb photons by their π electrons 
bands. Some of the by-products of these amino acids are, 
but are not limited to, aspartic acid, isoaspartic acid, 4-oxo-
histidine, kynurenine, 4-hydroxy tryptophan, kynurenine, 
N-formylkynurenine, hydroxyformylkynurenine, carbolines, 
and tryptophandiones [4. , 5. ].

Exposition conditions are described in the ICH 1B guid-
ance for Photostability Testing of New Drug Substances 
and Products. In this guidance, products must be exposed 
to 1.2 Mluxes•h and 200 W•h/m2 for UVA (320–400 nm). 
Comments for its application established two options for 
testing products, as exposition to 1.2 Mluxes of light carries 
a UVA component related to the fluorescent lamp to which 
drug products are tested in a photostability chamber (not 
comprised in the guidance), which is indeed higher than 
the amount established on it. Therefore, researchers expose 
samples to radiation exposure in the visible and UVA range 
to cover both requirements. In our example, exposition to 
1.2 Mluxes•h at an irradiance level of 0.83 W•h/m2•h for 
10 days, using a fluorescent lamp, which included the UVA 
range.

Conditions described in this guidance, nonetheless, are 
laboratory conditions, which cannot cover for-actual radia-
tion conditions. Therefore, establishing relevant light sources 
is not an easy task, due to the diversity of radiation sources 

to which biologics can be exposed. For example, sunlight 
intensity varies throughout the year, primarily by radiation 
incidence angle or climatic conditions [6. ]. Therefore, some 
considerations must be taken into account. Fortunately, there 
are some advances in the field, and actual-life light exposure 
conditions were previously suggested [7. ].

Near-UV radiation and blue radiation in the visible range 
are considered the main deleterious light sources to which 
biologics can be exposed. ICH recommended conditions, 
have a high UV component under mild light conditions [7. 
]. While exposition to UVC and UVB is not expected [3. ]; 
near UVA radiation and visible light can pass all over these 
materials and photodegrade proteins [8. ]. This spectral band 
is known as ID65 [2. , 7. ].

Thus, UV light sources must comply with some speci-
fications, and incident electromagnetic radiation must be 
measured during drug substance or drug product exposition. 
On the other hand, visible (i.e., above the blue range) and 
infrared radiation is considered insignificant for biologics 
degradation [8. ]. Proteins are considered photo-unstable 
molecules, Rituximab as a drug product is subjected to pho-
todegradation processes when exposed to inside lightroom 
conditions. During the upstream and downstream produc-
tion pipeline, it is exposed to fluorescent lamps light inside 
biopharmaceutical facilities. Additionally, during its shelf 
life, Rituximab can be exposed to sunlight radiation inside 
hospitals through their glass windows, when (a) it is admin-
istered to patients (1−2 h) and (b) while a nurse or pharma-
cist delivered the drug product to “in use” areas.

To date, no photosensitivity study was published or 
reported for Rituximab under radiation “real-life condi-
tions,” and compared to ICH 1QB conditions as previ-
ously recommended [2. ]. Analyses of samples exposed to 
radiation were performed using state-of-the-art analytical 
methods.

Materials and Methods

Materials

During the execution of this study, the following reagents 
and materials were used: analytical-grade acetonitrile 
(ACN), citric acid, dithiothreitol (DTT), sodium acetate, 
sodium citrate, sodium diacid phosphate monohydrated, 
sodium dibasic phosphate dihydrate, 2-(N-morpholino) 
ethanesulfonic acid (MES), sodium chloride, sodium phos-
phate dibasic heptahydrate, and sodium sulfate, from J.T. 
Baker (Center Valley, PA, USA). Analytical-grade hydro-
chloric acid, sodium hydroxide, urea, trifluoroacetic acid, 
and mass spectrometry-grade materials like acetonitrile, 
water, trypsin, and formic acid were obtained from Sigma-
Aldrich (St Louis, MO, USA). Bovine serum albumin (BSA) 
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standard was obtained from Pierce (Rockford, IL, USA). 
96-well flat-bottom white polystyrene plates TC-treated 
and 96–100-μL-well plates for qPCR were obtained from 
Corning (Corning, NY, USA). Human serum complement 
was obtained from Quidel (San Diego, CA, USA). Protein 
Thermal Shift Kit® was obtained from Applied Biosystems 
(Waltham, MA, USA). Deionized water used for all analy-
ses (except for MS) was obtained from a Millipore Milli-Q 
purification system. FBS (CAT SH30071) from Hyclone 
and RPMI 1640 medium with phenol red, with l-glutamine, 
without sodium bicarbonate, were obtained from Thermo 
Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). Rituximab drug 
product used in this study was produced in-house by Probi-
omed S.A. de C.V (Mexico City, Mexico). Three batches of 
this product were used in this study. Rituximab was formu-
lated in citrate buffer (25 mM), NaCl (154 mM), and PS80 
(0.18%), at pH 6.5. All solutions were filtered through a 0.2-
μm hydrophilic polypropylene membrane from Merck Group 
(Darmstadt, Germany) except for DLS and zeta potential 
samples which were filtered through 0.1 μm. Alamar blue 
was from Bio-Rad®(Hercules, CA, USA). WIL2-S cells No. 
CRL-8885 were from the ATCC cell bank.

Analytical Methods for Rituximab Characterization

Photo Exposition Conditions

The conditions of Rituximab samples exposed to varied irra-
diation conditions are depicted in Table I.

Rituximab samples in 50R borosilicate glass vials under 
ICH conditions were exposed to 1.2 Mluxes during 10 days 
at 5°C (controlled temperature) inside of a SunTest light 

chamber. Under this condition, the UVA component is about 
2.5–3 times higher than specified in the ICH 1B [7. , 9. ]. 
Therefore, this radiation condition is fully covered.

Rituximab samples in their original primary closure con-
tainer (R6 borosilicate glass vials) were placed in different 
locations inside of a building during 1 and 2 h, which is 
approximately the administration time by infusion/perfusion 
of 770 mg of the drug product to patients.

Samples were tested for photosensitivity to the sunlight 
itself over the timeframe to which it could be exposed as the 
worst case. Solar irradiance is represented by the following 
equation:

Samples were placed to direct sunlight equivalent to 
75,537 (1 h) and 145,093 luxes (2 h) after a window of 6 mm 
wide (SunR samples), 1 m from the window 2 h (DiffR2h 
samples) and 3 m from the window (control). Samples irra-
diated inside its secondary closure container were labeled 
as SecPR2h. Irradiation was performed between 10 am and 
12 am at location 18.951876° latitude and − 99.598095° 
longitude using the Geographic Coordination System, and 
2053 m above sea level, on January 28, 2021, on a clear 
day. The amount of solar radiation a few centimeters out of 
the building were about 99,800 luxes at the peak of irradia-
tion (10:45 am). These samples were exposed inside their 
primary container.

Illumination was measured using a luxometer Lutron 
model LM-81LX and a luxometer Akozon Digital model 
LX1330B for high intensities; although the UV and IR 

G = ∫
�=2800 nm

�=290 nm

G�d�

Table I   Exposition Results (in luxes/hs) Obtained from Integrated Functions Within Specified Limits

Section Photoxidated samples Acronym Description UV and Vis exposition UV interval (nm) Conditions

1 Sunlight directly 
exposed samples

SunR2h
SunR1h

In its primary closure 
container

Direct exposition to 
sunlight of drug prod-
uct through a glass 
window (6 mm) in 
its primary container 
closure.

300–800 (ID65)
(UVB and UVA)

2 h, 1 h, 8°C to ≈ 37.5 
and ≈39°C, 6Rvials

SecP2h In its secondary and pri-
mary closure container

Direct exposition to 
sunlight of drug 
product through a 
glass window (6 mm) 
(control)

300–800 (ID65)
(UVB and UVA)

2 h, 8°C to ≈ 22−24°C, 
6R vials

Sunlight indirectly 
exposed samples

DiffR2h In its primary closure 
container

Indirect, 1m distance 
from window

300–800 (ID65)
(UVB and UVA)

2 h, 8°C to 23–24°C, 6R 
vials

2 Near-UV-exposed sam-
ples (NUVE)

SE Inside of secondary 
container control

Fluorescent lamp, 1.2 
Mluxes

320–400 (UVA) 10 days, calibrated lamp, 
5 ± 3°C, 50R vials

CO Aluminum foil-covered 
sample

FO Photoxidated samples
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component is missing using these instruments, these devices 
provide us a characteristic measure of the total energy 
received by samples in the visible range. Functions that 
describe illumination of samples were as follows:

Integration of functions gave us the total illuminance 
within the described timeframe:

where T is the hour of the day, and lowercase letters are the 
coefficients that describe each empirical function.

At least five decimals were used for coefficients in the 
functions to get the approximate correct results.

Absorbance at 320 nm

A spectrophotometer DU-650 Beckman was used for the 
detection of insoluble aggregates using a QS quartz cell with 
a 1-cm cell path. Samples were analyzed at 10 mg/mL. All 
samples were sterile filtrated (previous to solar irradiation 
stress) using a membrane of 0.2 μm, which eliminated big-
sized particles that scattered light, which are not related to 
radiation.

Size Exclusion Chromatography (SEC‑UPLC‑FLR)

SEC analyses were executed as previously cited [10. ]. 
Briefly, chromatography was executed in an Acquity Waters 
UPLC system. The column used was a TOSOH TSK gel 
3000SWxl 7.8 mm × 300 mm, 5μm particle size. The mobile 
phase was 0.05 M phosphate buffer at pH 6.9 with 0.1 M 
sodium sulfate. The chromatographic run lasts for 22 min 
at a continuous flow of 0.7 mL/min. Protein detection was 
performed using UV at 280 nm and fluorescence with an 
excitation wavelength of 295 nm and detecting fluorescence 
emission at 340 nm. Ten microliters of each sample was 
injected into the chromatographic system at a concentration 
of 1 and 10 mg/mL. Unmodified samples, SE, and CO were 
used as controls.

Dynamic Light Scattering

Rituximab size can be measured by dynamic light scattering 
(DLS). The correlation between speed and size was calcu-
lated using the Rayleigh-Gans-Debye limit equation [11. , 
12. ].

Hydrodynamic radius measurements of Rituximab were 
performed in a Möbius instrument (Wyatt) at a concen-
tration of 1 mg/mL dissolved in buffer, using a 1 cm path 
length PMP cell. Curves were adjusted to the Regularization 

Luxes∕hs = a ⋅ T6 − b ⋅ T5 + c ⋅ T4 − d ⋅ T3 + e ⋅ T2 − f ⋅ T + g

∫
T=12

T=10

(

a ⋅ T6 − b ⋅ T5 + c ⋅ T4 − d ⋅ T3 + e ⋅ T2 − f ⋅ T + g
)

dT

fit model. Measurements were acquired during 15 s (n = 
3). BSA from Thermo Scientific (2 mg/mL) was used as 
the hydrodynamic radius reference substance. An unex-
posed sample was used as the initial hydrodynamic radius 
reference.

Cation Exchange Chromatography (CEX‑UHPLC‑UV/FLR) 
and CEX‑UHPLC‑Papaine (PAP)

Gradient CEX chromatography was run in an Acquity 
Waters UPLC System using a Protein Pak SP (sulfopropyl) 
column 1000 Å, 4.6 × 100 mm, 7 μm (Waters). The column 
temperature was set to 30°C. A gradient chromatography 
using 10 mM MES buffer at pH 6.5 as eluant A and 100 
mM phosphate buffer with 500 mM NaCl as eluant B at pH 
6.5 was performed. The chromatographic gradient was set 
as follows: Mobile phase B from 5 to 20% in 17 min, then 
to 100% in 0.1 min, next 0.9 min to 5%, and another 2 min 
were added for equilibration. Mobile phase flow was set to 
0.8 mL/min. Ten microliters was injected into the chromato-
graphic system at 2 mg/mL and samples were kept at 15°C 
during the analyses. UV detection was performed at 280 nm 
and fluorescence with an excitation wavelength of 275 nm 
and detecting emission at 340 nm. Unexposed radiated were 
used as controls.

Digestion with papain of Rituximab was performed in a 
proportion of 1 mg per 25 mg, respectively, in tricine buffer 
100 mM, Cys 1 mM, Met 10 mM, EDTA 10 mM, at pH 
7.4 during 30 min at 37°C. Later, samples were diafiltered 
through 3-kDa diafiltration units, and resuspended in the 
matrix (citrate buffer 25 mM, NaCl 154 mM, polysorbate 
80 0.18%, pH 6.5) at 2 mg/mL. Finally, 10 μL was injected 
into the chromatographic system.

The gradient was as follows: eluant B was taken from 0 to 
16% in 17.0 min, next to 100% in 0.1 min, to 0% in another 
0.1 min, and finally during 1.8 min at 0% for equilibration. 
Mobile phases were the same as in CEX analyses.

Zeta Potential

Zeta potential measurements were performed in a Möbius 
instrument (Wyatt). Samples at a concentration of 1 mg/
mL were filtered through 0.1-μm membranes and placed 
manually in the electrophoretic cell. Electrophoresis was 
performed at the electric oscillation of 20 Hz at 20°C, 2.5 V 
during 15 s in low LASER mode (technical plus biological 
replicates n = 3 + 3). After measurement, the cell was also 
verified for the absence of bubbles.

Peptide Mapping (RP‑UPLC‑UV/FLR/MS)

Digestion of samples was performed as cited elsewhere [13. 
]. Briefly, 30 mg (3 mL) of Rituximab were dissolved in 
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20 mL of a reduction buffer (8 M urea, 20 mM ammonium 
bicarbonate, and 10 mM DTT) and incubated at 70°C for 
3 min.

After this time, samples were cooled to room temperature 
and mixed with 115 mL of 20 mM ammonium bicarbonate 
(5 × dilution). A total of 1.5 mg of purified trypsin (1.5 mg 
trypsin/mL) was added to each sample and incubated for 5 
min at 37°C. Samples were quenched with 11.5 μL of TFA 
10% after reverse-phase analyses were performed. Mobile 
phases were: eluant A, 0.1% TFA in purified water (Milli 
Q 0.069µS/cm) and eluant B 0.1% TFA in ACN. The flow 
was set up to 0.2 mL/min. The gradient was performed as 
follows: Eluant B at 1% during 5 min, from 1 to 45% in 115 
min, from 45 to 100% in 10 min, at 100% during 10 min, 
from 100 to 1% in 1 min and equilibration for 9 min.

Detection was performed using UV light at 214 nm.
TOF MS was adjusted in the range of 50 to 3500 Da, 

positive polarity, within collision energy of 6 V to 38 V. 
Cone voltage was adjusted to 40 V. Formic acid was used 
for MS chromatographic eluants instead of TFA including 
quenching Rituximab tryptic digestions.

CDC Activity

WIL-2S cells were used as target cells in the complement-
dependent cytotoxicity (CDC) assay. Cells were seeded in 
RPMI 1640 culture media supplemented with 10% FBS. 
Serial dilutions of Rituximab were prepared in the pres-
ence of target cells (50,000 cells, 50 μL/well) and human 
serum complement (Quidel A113) at a dilution of 1:5 (50 
μL per well). Final concentrations of Rituximab in the assay 
were from 0.114, 0.0651, 0.0372, 0.0213, 0.0122, 0.00695, 
0.00397, and 0 μg/well in serial dilutions of 1:1.75 in a total 
of 150 μL/well. Ninety-six-well flat-bottom black poly-
styrene plates (Corning), loaded with samples were incu-
bated at 37°C, 5% of CO2 for 2 h. After this time, 20 μL of 
Alamar Blue was added to each well. Plates were incubated 
for another 24 h at 37°C and fluorescence was measured in 
a Spectramax M3 spectrophotometer exciting at 530 nm and 
detection performed at 590 nm (biological replicates; n = 3).

Protein Thermal Shift by Differential Scanning Fluorometry

Denaturation of unmodified (control) Rituximab-photode-
graded species was executed through Sybr Green adsorption 
(25×, 2 mL each well) and fluorescence in a temperature lad-
der of 1°C every 31 s from 24 to 93°C (70 cycles). Tempera-
ture gradient was performed in a 7500 Applied biosystems 
thermocycler using the protocol provided by the manufac-
turer (Applied Biosystems). The final volume was adjusted 
to 40 μL. The quantity of protein was about 38 μg per well. 
Tm was calculated using the Boltzmann equation adjusted 

within the limits of each sigmoidal curve and results were 
averaged (n = 6) using the Origin-Lab software® version 
8.1 SR2.

Structural stability and resistance to thermal-induced 
denaturation were evaluated comparatively for the unmodi-
fied (control) and the Rituximab exposed directly to sunlight. 
Technical replicates: n = 6.

Statistical Analyses and Graphics Design

Statistical analyses, figures, and graphics were performed 
with the OriginLab software® version 8.1 SR2. The number 
of biological and technical replicates is described in each 
figure and graph captions. Biological replicates refer to inde-
pendent vials radiated with solar energy. While technical 
replicates indicate analyses from the same vial.

Results

Photodegraded Rituximab Samples Under ICH Q1B 
[2. ] Conditions

We incubated Rituximab samples using two different per-
spectives (Table I). First, we incubated drug products using 
ICH conditions, that is, exposed to 1.2 Mluxes for 10 days, 
with temperature control at 5°C in 50R borosilicate vials. 
Secondly, to expose samples to actual conditions.

Characterization analyses of these samples are depicted 
in Table S1. The samples suffer limited physicochemical and 
biological changes, from the results of these analyzes, only 
tiny differences were achieved between the FO sample and 
controls (ES, CO). Abs at 320 nm, SEC-UHPLC-UV/FLR, 
CEX-UHPLC UV/FLR, CEX-PAP-UHPLC UV/FLR, zeta 
potential, DLS, DSF, and CDC could not detect any differ-
ences within these samples. Only photodegradation of the 
one peptide from the FO sample was detected to change, but 
not enough to affect biological activity.

Samples at 10 mg/mL, were measured in a spectropho-
tometer for detecting insoluble aggregates using a quartz 
cell. No differences can be detected between ES, FO, and 
CO (NUVE samples) as shown in Table S1.

Although photodegraded samples have a smaller zeta 
potential than controls, (that is below 1 mV) these results 
are within the analytical method uncertainty, which has a 
standard dispersion of about 50% [14. ].

DSF analyses of the Tm for samples FO and CO denoted 
a p of about 0.04, however, the difference of 0.37°C between 
them, is small, as determined before by some authors who 
stated that differences less than 1−3°C are unsignificant [15. 
].

SEC analyses showed a p of about 0.05 between SE and 
FO samples, but the 1.13% amount of aggregates in the FO 
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samples is far from the specification limit of aggregates, 
which is stated in 3−5% for biologics, in which 0.9% of 
aggregates for Rituximab is considered an acceptable 
quantity [16. ]. Moreover, the difference in the number of 
aggregates between SE and FO samples (1.09 and 1.13%, 
respectively) does not have a deleterious effect on its CDC 
potency. A reference of Harvard University accounts for 
6.5% of aggregates for a mAb [15. ], which apparently is a 
standard amount of aggregates that do not impact over mAbs 
efficacy. On the contrary, it is accepted that it can impact 
over its safety [17. , 18. ].

CEX analyses showed a difference of 2.6% for basic 
charge variants between SE and FO samples, although the 
p of 0.07 denotes an important change, this difference does 
not account for biological effects. The reason for a low p can 
be understood in the context of analytical method accuracy, 
samples can be statistically different, but this difference does 
not affect the product quality. Understanding that a 5% dif-
ference is statistically important.

Exposition to a calibrated near-UV lamp equivalent to 1.2 
Mluxes does not lead to significant changes tracked by CDC 
(Table S1). Although, this condition leads to approximately 
2−3 times the near-UV exposition, is not enough to degrade 

Rituximab during 10 days (≈ 0.8 W/h). Any effect over CDC 
biological activity was detected, which is the main effector 
function of Rituximab [19. , 20. ].

Photodegraded Rituximab Samples Under Sun 
Radiation Conditions

Rituximab solutions on its primary closure container (6R vials) 
were exposed to solar radiation throughout a window and at 
different distances from it. Two conditions were tested over this 
scheme, direct solar irradiation and diffuse radiation denoted 
throughout this article as SunR (sun direct light) and DiffR (sun 
indirect light) samples, respectively. Some other parameters, 
e.g., latitude, longitude, date, and hour of the day, were recorded, 
as all of them influence the solar irradiation over the mAb [6. ] 
(for details see “Materials and Methods”).

In order to characterize the irradiation, we measured the 
luxes that reached the samples during direct sunlight (SunR), 
indirect sunlight (DiffR), and the control; as we can see in 
Graph 1, the intensity (luxes) changes drastically. Functions 
that describe illuminance inside this building in different 
places are of quadratic form. Integration of those functions 
within 10 to 11 am and 10 to 12 am gave total illuminance 
exposed to samples (Table II).

Physicochemical Analyses of SunR, DiffR, and SecPR 
Samples

Table II shows the samples and conditions used for the experi-
mentation. Briefly, the samples SunR were exposed to sun-
light through a glass window with and without, secondary 
container (SecPR2h), and indirect light at 1 m from the win-
dow (DiffR2h). The NUVE samples were presented earlier.

Aggregates Generated After Rituximab Irradiation

Insoluble Aggregates  Absorbance at 320 nm was measured 
for detecting insoluble aggregates, which are large particles 
that scatter light, which differ from soluble proteins that do 
not scatter light at this wavelength.

Sunlight window filtered direct solar irradiated sam-
ples (SunR) showed that there is an important increase in 
insoluble aggregates after 2 h, compared to 1 h (p = 0.040) 
about 20% of the total Abs at 320 nm of SunR2h sample 
(Fig. 1A). However, no differences were observed between 
SunR 1 h and non-direct sunlight samples exposed during 2 
h (DiffR2h samples), respectively (p = 0.45) A comparison 
of SunR 2h samples is different from its respective control 
(SecPR2h) (p = 0.016) in about 12.6%. This shows that a 
secondary container helps to inhibit aggregation in Rituxi-
mab by filtering direct solar radiation (ID65). Considering 
that p < 0.05 means significant, the radiated SunR 2h sample 
has a measurable change in insoluble aggregates.

Graph 1   Ten milliliters of Rituximab drug product at 10 mg/mL was 
filled in 6R vials and exposed to direct and diffuse solar radiation. A 
SunR samples were exposed to direct solar radiation (white circle). B 
DiffR samples (square), 1 m far away from the window, and SecP2h 
samples (triangle) exposed to direct solar radiation inside both, pri-
mary and secondary containers. Control was exposed to a fluorescent 
lamp during 2 h (black circle). Measurements were done with a cali-
brated luxometer (Lutron, LT, LM-81LX) each ≈ 15 min during the 
2 h. This graph shows a light profile that must prevail around Mex-
ico City during the winter season, also depicted the hours of the day 
(about 10 to 12 am) where solar radiation is highest
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Interestingly, analyses of samples by DLS show other 
molecules with higher-molecular-weight species (HMWS) in 
addition to Rituximab itself (Table III); however, they are not 
present in the three independent samples. The last column 
in Table III shows some of these aggregates. Aggregates in 
sample SunR 2h appear to have about 2.5 μm in accordance 
with measurements at 320 nm. Differences related to HMWS 
within technical replicates can be explained because insolu-
ble aggregates can flocculate and precipitate. Therefore, no 
homogeneous suspensions are generated.

Zeta Potential of Photodegradated Samples

   Results of solar radiated samples also show any detectable 
change in zeta potential (Fig. 1B).

Photodegradation Effect over Thermal Stability 
of Rituximab

 Rituximab (SunR2h) melting temperature (Tm) decreased 
about 0.8°C after 2 h of exposition to direct sun irradia-
tion (ID65) compared to the SunR1h sample (Fig. 1C) and 
1.02°C with respect to the control. Control Tm is similar to 
the DiffR sample in this experiment.

Rituximab Complement‑Dependent Cytotoxicity Activity 
Changes After Sun Exposure Through the Glass Window

 It is generally believed that common laboratory conditions 
after exposition to fluorescent lamps lead to photodegraded 
drug products [21. ]. After 2 h of sunlight equivalent to 
≈ 150,000 luxes, CDC potency changed (Fig. 1D). Dif-
ferences between the other samples were less than 5%, 
which indeed is not enough to define significant damage 
to molecules.

Soluble Aggregates

Soluble aggregates were detected using size exclusion chro-
matography (SE-UV/FLR-UHPLC) technology.

Differences between SunR2h and SunR1h samples (sun 
irradiated) with the control (cardboard packed, SecPR2h) 
are about 1.14% and 0.14% of aggregates, respectively 
(Fig. 2A). While difference between SunR 2h and 1h with 
DiffR 2h samples are even higher. Ranging from 1.23% 
(SunR 2h vs DiffR 2h), 0.24% (SunR 1h vs DiffR 2h).

Acidic and Basic Charge Variants Generated After Rituximab 
Exposition to Solar Radiation

Analyses of acidic species in Rituximab show a larger 
change between SunR 2h and SunR 1h samples (33.3 ± 1.4% 
to 37.3 ± 0.7%) when detected by UV absorption (280 nm) 
than detected by FLR (32.8 ± 0.2% to 36.3 ± 0.7%) (295 nm 
ex, 340 nm em) (Figs. 3A and 4A, whereas p is bigger using 
FLR detection (p = 0.001) than UV detection system (p = 
0.01) between SunR samples.

We did not observe any difference between basic charge 
variants detected by UV and FLR (data not shown). Results 
showed that basic charge variants have Trp as aromatic 
amino acids, and these Trp’s present in those charge vari-
ants are not affected by this amount of radiation, maybe due 
to the stabilization of amino acids in its vicinity. This can 
be explained as those amino acids could be present inside 
of the molecule, stabilizing internal amino acid bonds by 
salt bridges [22. ].

Comparison of acidic, and the main peak of Rituximab in 
SunR2h samples with SunR 1h samples showed p values of 
0.001, and differences of 3.5 and 5.9% correlative to acidic, 
and principal peaks of Rituximab (Fig. 4A and B) are higher 
in comparison to the following photodegradation level, e.g., 
DiffR2h samples, in which those differences range in about 
1.0 and 0.9%, respectively.

CEX-UPLC results show that Rituximab is prone to 
degradation when the sample is radiated and heated than 
just radiated. At the end of the exposition, SunR2h samples 
reached ≈ 39°C while SunR 1h ≈ 37.5°C. This temperature 
was promptly reached, as in time “zero” samples had 8°C 
and after about 30 min were about 33°C. The other samples 
radiated with reflected solar radiation (DiffR and control) 
were at 22−25°C after 2 h (RT). Samples were exposed to 

Table II   Distribution of Samples 
Analyzed in This Work

Package Photoxidated samples Acronym Amount of illuminance 
exposed to samples

Time limits

6R Glass Vials Sunlight directly exposed 
samples (SunR)

SunR2h
SunR1h

145093 10 to 12 am
75537 10 to 11 am

6R glass vials plus 
cardboard package

SecP2h 3514 10 to 12 am

6R glass vials Sunlight indirectly 
exposed samples (Dif-
fR2h)

DiffR2h 5993 10 to 12 am

Control Control 834 10 to 12 am
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solar radiation without temperature control to simulate real-
life photodegradation conditions (Figs. 3 and 4).

Interestingly, differences between acidic charge variants of 
SunR 2h with SunR 1h samples, seem to be higher, detected 
by UV than FLR (4.0 vs 3.5%), meaning that (1) other aro-
matic amino acids are affected by radiation dose (differences 
between ULPC detectors), but (2) not by the heat itself, as 
the temperature difference at the end of the exposition time 
between DiffR samples and SunR 1h samples was about 
12.5°C and between SunR 2h and SunR 1h about 1.5°C.

Principal peak of Rituximab has proportionally inverse 
behavior to acidic species (Figs. 3B and 4B).

Fc of Rituximab Is More Susceptible to Photodegradation 
than Fab

Measurements of SunR samples showed similar behavior to the 
other analyses. Showing that Fc is more susceptible than Fab 
to photodegradation (Fig. 5A and B). Comparison of p values 
between SunR 1h samples to DiffR 2h (Fc p = 0.021 vs Fab p = 
0.62 samples suggest a greater difference of degradation in Fc 
fragment than in Fab. Although the number of Trps in Fc (8 in 

466 aa corresponding to 1.72% of the fragment) is lower than 
in Fab (18 in 874 aa corresponding to 2.06%), in proportion, 
(7LBL and 2VJA PDB structures) it suggests a lower stability 
of Trps in the Fc fragment.

Peptide Mapping Analyses of Rituximab After 
Photodegradation

Results show that some peptides are mainly affected after 
2 h (Fig. S1).

Fig. 1   Analyses of SunR2h, 
SunR1h, DiffR2h, and SecP2h 
samples. A Abs 320-nm analy-
ses. n = 3. B Zeta Potential 
analyses n = 3. 1 Tm analyses 
by DSF n = 6. D CDC analy-
ses n = 3. Error bars are in SD. 
Depicted SunR2h samples as 
A, SunR1h samples as B, Dif-
fR2h samples as C, SecP2h 
samples as D and Control as 
E. Some error bars are smaller 
than the size of markers. Bio-
logical replicates are men-
tioned in each analysis

Table III   DLS Measurements of Radiated Rituximab Samples (n = 
3). Aggregates Were Detected Just in Some Independent Samples, as 
Depicted

Samples Rh (nm) RSD % Mass Aggregates (nm)

SunR2h 5.47 1.1 99.8 2532
SunR1h 5.10 3.9 99.9 46.3, 240.2
SecP2h 5.30 1.9 99.9 –
DiffR2h 5.23 1.1 99.8 30.3, 83.6
Control 5.27 1.1 100.0 32.4
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Also, samples show that there are some amino acids 
prone to be degraded at low radiation energies, due to an 
abrupt increase in the area of those peptides’ peaks com-
pared to radiation absent control.

Discussion

Rituximab Photodegradation Under ICH 1B 
Conditions

The main objective of this work is to investigate, whether 
under controlled and real photo exposition conditions, Ritux-
imab can be affected by near UV-Vis radiation, modifying 
Rituximab physicochemical properties and compromising 
its efficacy.

An important difference between light and radiation must 
be stated; as light refers to the visible spectrophotometric 
radiation, defined as illuminance equal to visible radiation 
over a specific area, whereas radiation comprises the com-
plete UV, Vis, or even IR range also. Irradiation refers to sun 
radiation over a specific area, or a sample.

Our results showed that Rituximab is not photo-sensible 
under ICH 1B conditions (Table S1), just as radiated samples 
with 1.2 Mluxes have a UV component of approximately 
2.5−3 times higher than established in the regulation [9. , 
23. ]. The analyses showed any important change, neither 
physicochemical nor biological analysis. Authenticating, the 
comparability between photo-exposed samples and controls.

By contrast, Sreedhara and collaborators showed that 
ICH conditions degrade five different proteins [7. ]. It is 
known that the amount of radiation delivered to any sample 
must comprise a frame of time in which photons, kinetic, or 
chemical energy affect a drug product. They exposed five 
different mAbs to 1.2 Mluxes•h, but during 24 h instead of 
10 days, like our experiment. Exposition to 1.2 Mluxes•h 
written in the ICH 1B is an illuminance measure that comes 
from the exposition of samples to 500 luxes (fluorescent 
lamps of laboratories, stability chambers, or office rooms) 
during 100 days, 24 h a day, [23. ] approximately 3 months. 
The dose (of photons) that receives a sample (1.2 Mluxes•h) 
during two different timeframes (e.g., 2 h, or a week) is not 
the same, mainly because activation energies for some amino 

▸Fig. 2   Analyses of SunR2h, SunR1h, DiffR2h, and control samples 
by SEC-UPLC-FLR analyses induced by direct solar radiation. The 
first points close to 0 luxes, represent the control and DiffR2h, sam-
ples. A Induced aggregates n = 3. B Rituximab monomer analyses. 
C (a) SunR2h sample ≈ 150,000 luxes, (b) SunR1h sample ≈ 75,000 
luxes, (c) DiffR2h samples < 6000 luxes; n = 3. P bars compare Dif-
fR2h with SunR1h; and SunR1h with SunR2h samples, respectively. 
Error bars are in SD. Some error bars are smaller than the size of 
markers
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Fig. 3   Analyses of SunR2h, 
SunR1h, DiffR2h, and control 
samples by CEX-UHPLC-UV 
analyses of A acidic charge var-
iants area; B the principal peak 
of Rituximab area; D (a) and E 
(f) SunR2h sample ≈ 150,000 
luxes; C (b) and D (e) SunR1h 
sample ≈ 75,000 luxes; C (c) 
and D (d) DiffR2h < 6000-lux 
samples; n = 3. Error bars are in 
SD. Some error bars are smaller 
than the size of markers. There 
were no changes in basis charge 
variants. p values of graphs are 
calculated for DiffR2h-SunR1h 
groups, and DiffR2h-SunR2h 
groups

Fig. 4   Analyses of SunR2h, 
SunR1h, and DiffR2h samples. 
CEX-UHPLC-FLR analyses 
of A acidic charge variants; B 
basic charge variants; C the 
principal peak of Rituximab; 
D (a) and E (f) SunR2h sample 
≈ 150,000 luxes; D (b) and E 
(e) SunR1h sample ≈ 75,000 
luxes; D (c) and E (d) < 6000-
lux samples; n = 3. Error bars 
are in SD. Some error bars are 
smaller than the size of markers. 
p values are depicted when 
differences between groups are 
not clear. p values of graphs are 
calculated for DiffR2h-SunR1h 
groups, and DiffR2h-SunR2h 
groups



AAPS PharmSciTech          (2022) 23:271 	

1 3

Page 11 of 16    271 

acids cannot be reached when the photon flux is low, even 
though the dose is the same. In this case, the triplet state of 
chromophore residues cannot be reached, inhibiting a reac-
tion with diatomic oxygen with the following formation of 
the reactive singlet oxygen 1O2 [24. ].

Therefore, it seems that both results are valid. Contro-
versy on ICH 1B conditions was explored before [9. , 25. ] 
finding potential errors, some like exposition time, spectral 
intensity, and spectral profile, which are not established in 
the regulation. Probable differences between other photodeg-
radation studies remain elusive, as some researchers expose 
directly proteins to UVB radiation (280–320 nm) and UVC 
radiation (200–280 nm), conditions to which biologics are 
not on a daily basis exposed, unless accidentally. Therefore, 
exposition to expected conditions related to the geographi-
cal location in which drug products will be stored and used 
must be explored.

Rituximab Photodegradation Under Real Photo 
Exposition Conditions Changed Its Properties

Indeed, the next step was to investigate if local radiation 
conditions can affect significantly the properties of this mAb 
(Table I). Also, determining a connection between different 
radiation amounts and Rituximab degradation can be useful 

for its characterization and determine its susceptibility to 
photodegradation.

Some articles about photodegradation set exposition radi-
ation conditions to 8000 luxes/h for 30 h, or 78 h [26. ]; these 
conditions, although correct as referred to in ICH 1B, cannot 
fit our purposes, as the light of our fluorescent lamps in our 
manufacturing facilities illuminates at a rate between 650 
to 1000 luxes. These conditions fit with the experimental 
design of other researchers in which ambient light conditions 
were set to 300–750 lux, laminar flow hood with 3000 luxes 
[7. ], or room light at 500 to 1000 luxes as described in the 
work of Du and collaborators [8. ]. Moreover, the biologics 
are usually protected from light and under refrigeration in 
an obscure cold chamber during manufacturing time-out. It 
is relevant to point out that our radiation experiments reach 
about ≈ 3600 luxes by diffuse irradiation at peak hours in 
the day.

Therefore, we wanted to explore conditions, which can be 
out of our control (e.g., in a hospital throughout window), in 
which unexpected radiation conditions can take place, mov-
ing forward, prevent those scenarios and analyze those risks.

However, solar irradiation is not the same depending on 
latitude, altitude, the hour of the day, and season. Also, cli-
matic conditions like water vapor, cloudiness, and suspended 
particles can affect the amount of radiation incident over a 
drug product.

Fig. 5   Analyses of SunR2h, 
SunR1h, and DiffR2h samples 
by CEX-PAP-UHPLC-FLR 
analyses. area percentage 
decrease of mAb Fc and Fab 
fragments, while acidic and 
basic charge variants increase 
for each domain. A Fc; B Fab; 
C (a) and D (d) SunR2h sample 
≈ 150,000 luxes; C (b) and D 
(e) SunR1h sample ≈ 75,000 
luxes; C (c) and D (f) < 6000 
luxes samples; n = 3; error bars 
are in SD. Some error bars are 
smaller than the size of markers. 
p values of graphs are calcu-
lated for DiffR2h-SunR1h, and 
SunR2h-DiffR2h groups
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Therefore, we selected the worst conditions related to 
our geographical location, during winter when radiation can 
enter better to a building (due to the solar zenith angle), on 
a clear day, close to noon, and in a city without dust and low 
human pollution. These conditions are detailed in “Materials 
and Methods”.

Physicochemical Analyses

Table III shows the effect over Rituximab samples with ID65 
illuminance exposition. We can see slight differences in the 
Rh and mass of the samples, but the main differences are in 
the presence of aggregates.

Zeta potential can quantify charge changes in samples, for 
example, histidine (positive charged) can be photooxidated to 
aspartate (negative charged) [27. ], leading to a change in its 
zeta potential o electrophoretic profile and therefore affect-
ing its stability due to change of electrostatic conditions in 
situ. Interestingly, any change was detected, probably due to 
the sensitivity of the method and/or polysorbate effect over 
samples, which can mask small changes in the mAb.

DSF experiments quantify the Tm of proteins indicating 
potential destabilized charge variants related to stress condi-
tions to which drug products have been exposed. Therefore, 
Tm is a constant that correlates with the degree of stabiliza-
tion of drug products. In which higher Tm means a more 
stable product. DSF could only detect differences between 
SunR 2h and SunR 1h samples (Fig. 2C).

The main targets of UV radiation and blue light are tryp-
tophan, tyrosine, phenylalanine, histidine, cysteine, and cis-
tine [8. , 28. , 29. ]. Photodegradation of these amino acids 
can produce varied degradation species (e.g., 2-oxo-histi-
dine, cross-linked adducts, N-formylkynurenine, kynure-
nine, 3α-hydroxypyrroloindoles, dityrosines, orto-tyrosine, 
meta-tyrosine, aspartate, methionine sulfoxide [5. ], and 
tryptophan dimers [30. ], changing its surface polarity, elec-
tric potential, and spectroscopic profile [31. ].

Aggregated species detected by absorbance at 320 nm were 
only observed after 2 h under direct solar radiation (ID65). 
Covalent bonds can be formed between mAb molecules due 
to radiation and promoting aggregates formation, e.g., dity-
rosines, [32. , 33. ] and Trp dimers [34. ]. It is expected that 
the formation of aggregates can induce more aggregates. 

Fig. 6   Cartoon of Rituximab Fab interacting with CD20 lympho-
cyte B antigen. The heavy chain of Rituximab is depicted in yel-
low, while the light chain in cyan, CD20 antigen is light green. A 
Cartoon of Rituximab Fab fragment showing the Ag-Ab interaction 
site. B Zoom of the Ag-Ab interaction site where H35 interacts with 
N171 by a hydrogen bond (depicted in cyan). C Residues related to 
Ag-Ab interaction represented by atom spheres. Ab residues = W36 
is depicted in red, H35 in tangerine, and N33 in orange, Ag residues 
= A170 in purple, N171 in French pink, P172 in magenta, and S173 

in cyan. Figures were designed in Chimera USFC version 10.1 [45. ], 
using the PDB structure 2OSL (Protein Data Bank) [46. ]. Cartoons 
show the position of potential interaction residues. Oxidated W36 can 
modify H35 interaction with N171 by disrupting the structural con-
formation of the interaction pocket and surrounding residues. Also, 
deamidated N33 (now D33) can repulse S173 that is immediate at 
its side, inhibiting interaction. It is possible that these post-transla-
tional modifications are relevant for the weakening of the interaction 
between both molecules
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Results of SEC-UHPLC-FLR of samples incubated after 3 
months at 2−8°C, after radiation exposition, remain almost 
the same (data not shown). Some authors have explored this 
possibility before, with any aggregate induction [35. ]. Some 
other researchers determined that after photodegradation, 
aggregates can function as nucleation sites [36. ].

Concern about these structures relies on the fact that immune 
response is activated (after phagocytosis) by denatured, or pro-
tein aggregates [37. , 38. ]. It is still not clear if 2% of aggregates 
after 2 h of solar radiation can induce any immune response 
strong enough to neutralize mAb function, additionally, if mul-
tiple doses of this sample can increase this response. Research 
in this regard is a fruitful area under investigation.

As radiation can affect any amino acid of Rituximab in the 
inner core of the molecule, contrary to chemical oxidation, 
or deamidation, which is mainly surface degradation reac-
tions, further mildly digestion of samples can elucidate a more 
detailed difference between photo-exposed samples than just 
CEX analyses. Papain (PAP) is an endoprotease that cleaves 
the hinge in mAbs between Fc and Fab domains [39. ].

CEX-UHPLC-UV; FLR and PAP-FLR analyses also 
detected similar behavior to aggregation analyses, whereas 
direct solar radiation can increase acidic species and decrease 
principal peak only after 2 h of solar radiation demonstrated 
by differences beyond the standard deviation and small p val-
ues between SunR2h and SunR1h samples (Figs. 3, 4, and 5).

The rationale for detecting degradation by UV in compari-
son to FLR was to measure Trp degradation differentially. Trp 
has the higher extinction coefficient of all amino acids; there-
fore, radiation must affect predominantly this residue [40. ].

The amount of Trp with respect to the other amino acids in 
the mAb is small, affecting to a lower degree the total percent-
age of charge variants.

CEX-UPLC results show that UV-FLR detection differ-
ence means that other aromatic amino acids besides Trp are 
affected by solar radiation (compare Figs. 3 and 4).

Photodegradation of amino acids in proteins must be sto-
chastically located all over the molecule, as electromagnetic 
waves can pass throughout all the primary closure containers 
filled with the drug products and through the solutions and 
proteins.

Biological Analyses

CDC Activity of Rituximab Did Not Change After 
Photodegradation Using ICH Conditions but Solar 
Irradiation

Results in Fig. 1D show that only after 2 h of solar irra-
diation (equivalent to ≈ 150,000 luxes/2h) filtered through 
a window (ID65) can affect the biological activity of 
Rituximab.

The other samples do not have an important decrease in 
CDC potency, where important means about +/− 9−10% 
[41. ] from its original value. Protection of Rituximab with 
the secondary container, is efficient against the decrease in 
potency, as the CDC potency was above 90% (SecPR 2h 
samples) Fig. 1D. This value is considered a valid limit 
for validation of analytical methods [42. ] and in-process 
control. Worth to mention, the formation of aggregates was 
inhibited in these samples (SecPR2h) (Fig. 1A), a critical 
attribute of safety in biologics.

CDC analytical result is comparable to the physico-
chemical analyses, in which all the samples have critical 
differences after 2 h of radiation and moderately change 
after 1 h. Comparison with the other samples revealed 
any change.

It is clear that diffuse irradiation of about ≈ 6000 luxes 
(illuminance) throughout 2 h is safe for drug products (corre-
sponding to 6−12 h under fluorescent light, e.g., in a manu-
facturing facility).

Mass Spectrometry Analyses

RP-UPLC-MS ESI analysis of photo stressed 2 h Rituxi-
mab sample (SunR 2h) showed that the peptide MSCK-
ASGYTFTSYNMHWVKQTPGR (depicted in color 
forest green in Fig. 6) increased its mass by + 21 Da. 
Probably corresponding to one N deamidation (+ 1, 
N33, bolded) and the formation of a 3OH-Kynurenine (+ 
19.99, W36, bolded) corresponds to a mass of 2801.2349 
Da. This peptide increased its intensity threefold by com-
paring the irradiated sample against the control (30,645 
versus 10,177) (Fig. S2). The W36, included in this pep-
tide, is aside from the His35 (2OSL PDB | Chain B), 
which interacts directly with N171 of the CD20 antigen 
(Ag). This domain interacts with the CD20 of lympho-
cytes B, indicating a perturbation effect of this post-trans-
lational modification, partially disrupting the interaction 
and diminishing Rituximab CDC activity (Fig. 6). Also, 
deamidation of N33 (transformed to D33) in Rituximab 
HC induce repulsion between molecules were initially 
this negative charge was absent.

This result match with previous results by Pei (2008) 
in which a Trp in the CDR region of the light chain was 
oxidated, and biological activity was lost [43. ]. Moreover, 
results by Wei (2007) showed that oxidation of Trp 105 in 
the heavy chain CDR of an antiviral mAb loses biologi-
cal activity after radiative exposition. This Trp is the most 
solvent-exposed moiety in that molecule [44. ]. In this work, 
oxidation of W(36) was the unique difference between un-
irradiated control and SDL2h, and we assumed that dimin-
ished CDC activity was related only to the Fab-Ag interface 
disruption.
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The location of this Trp, which is also on the surface, 
confirms additionally to other reports, that the dissolved 
oxygen is the main oxidation force over biologics nor the 
light itself in the photodegradation process. In addition, 
this Trp does not abolish the interaction with the Ag but 
diminishes this interaction. Differences in results within 
research groups point out differences in electromagnetic 
energy applied to samples with specific affected/degraded 
residues.

Conclusions

After photooxidation of Rituximab to ICH conditions, 
any significant physicochemical differences were detected 
exposed to 1.2 Mluxes for 10 days.

Results show that Rituximab can be exposed to solar 
radiation directly inside a building in its primary closure 
container for 1 h on its primary container, or 2 h on its 
secondary container without any significant change, under 
described conditions, and only after 2 h of solar irradi-
ance, its main biological function, CDC, can be signifi-
cantly affected, which indeed correlate to physicochemical 
analyses.

Results also reveal that diffuse solar irradiance is not 
deleterious for Rituximab efficacy at least, during short 
periods (≤ 2 h).

Also, these radiation doses can help to set up formula-
tion studies under significant photodegradation conditions 
in which we know which CQAs are affected and the degree 
of degradation of Rituximab samples.

Glossary

Ilumination	� Exposition of a specific area to electro-
magnetic waves, which comprise 380 to 
700 nm.

Irradiation	� Exposition of an entity to electromagnetic 
waves, which comprises the wavelengths 
created by the sun.

Light	� Electromagnetic waves, which comprehend the 
visible range (380–700 nm)

Photon	� Particle-wave which carries the energy of radia-
tion, the carrier of electromagnetic force.

Radiation	�Electromagnetic waves comprehending any detect-
able range.

Critical quality attributes (CQA)
	� Physical, chemical, biological, or microbiologi-

cal properties or characteristics that fit within an 
appropriate limit, range, or distribution to ensure 
the desired product quality.
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