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RESUMEN

Con el objetivo de verificar que el proceso de purificacién del anticuerpo monoclonal
(AcM) IG1 antigonadotropina coriénica humana (hCG) se mantenia operando bajo
condiciones controladas que garantizaban la calidad del producto se llevé a cabo la
validacion retrospectiva del mismo. Se analizaron los resultados de 21 procesos
cromatograficos sucesivos en protein A-Sepharose CL-4B. Se evaluaron los parametros:
recuperacion, pureza y actividad inmunolégica del producto. Se comprobé, segun la
informacioén recopilada, que la recuperacién estuvo en el rango de 90-98, 16 %, con un
valor promedio 93,19 %, una desviacion estandar de 2,70 y un coeficiente de variacion
de 2,90 %, la pureza entre 90 y 99,3 % con un valor promedio de 95,48 %, una
desviacion estandar de 2,47 y un coeficiente de variaciéon de 2,59 % vy la actividad
inmunolégica determinada por radioinmunoensayo y expresada como ng de hormona
marcada unida por miligramos de anticuerpos entre 4,013 y 6,210 ng de hCG marcada
unida por mg de AcM, con un valor promedio de 4,72, una desviacion estandar de 0,60
y un coeficiente de variacion de 12,75 %. Se concluy6 que el proceso se encontraba
transcurriendo bajo las condiciones disefiadas de forma reproducible, lo cual garantiza la
calidad del AcM.

Descriptores DeCSANTICUERPOS MONOCLONALES/aislamiento & purificacion;
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La calidad de las determinaciones
analiticas depende fundamentalmente de la
calidad de los reactivos que se utilizan. En
las técnicas inmunoquimicas, el reactivo
mas importante, sin lugar a duda, es el
anticuerpo, el cual es el encargado de la
especificidad de la determinacion analitica.
Se requiere que el proceso de produccion
de estas biomoléculas sea validado para
garantizar la reproducibilidad de dicho
proceso y la estabilidad de la calidad del
producto!?

El presente trabajo constituye una
validacion retrospectiva del proceso de
purificacion del anticuerpo monoclonal
(AcM) IG1 antigonadotropina coridnica
humana (hCG), el cual es utilizado en un
sistema ELISA doble indirecto para el
diagnéstico precoz del embarazo. Aqui
mostramos los resultados obtenidos de 21
procesos cromatograficos sucesivos,

una cromatografia de afinidad @notein
A-SepharoseCL-4B (Pharmacia)y una
dialisis posterior en PBS para estabilizar el
pH y la fuerza iénica del producto
purificado®*® Utilizamos un sistema de
purificacion convencional de baja presion
(Pharmacia LKB).

Descongelamos lo mas rapidamente
posible, en un bafio de agua potable a
temperatura ambiente, el lote de LAM
seleccionado, mantenido a -20 EC hasta ese
momento. Medimos el volumen y lo
centrifugamos a 1 000 r.p.m durante 10 min
en centrifuga Eppendorf. El resto del LAM
se volvio a guardar en congelacion.

Diluimos el sobrenadante 1:2 con el
tampon glicina 1,5 mol/L, cloruro de sodio 3
mol/L, pH 8,9 (MERCK), homogeneizamos
todo con un agitador y lo aplicamos a la
columna deProtein A-SepharoseCL-4B

donde analizamos entre otros aspectos, la - A
recuperacion, la pureza y la actividad (Pharmacig a un flujo de 30 mL/h.
inmunolégica del producto. Comprobamos Utilizamos  una matriz de 1 mL con
que el proceso disefiado garantiza la capacidad para unir 7 mg de IgG, que habia
reproducibilidad necesaria por lo que se sido previamente equilibrado con este
puede concluir que el mismo permite tampo6n. Esperamos a que pasara todo el
obtener la calidad requerida para este tipo yolumen de LAM y continuamos pasando
de producto biotecnologico. tampoén glicina-cloruro de sodio, pH 8,9
Analizamos el comportamiento en el oo que la densidad optica a 280nm

tiempo de la concentracion de IgG en los
liquidos asciticos murinos (LAM), asi como

el porcentaje de IgG/proteinas totales de
los mismos, detectamos gran variabilidad

(DO 280 nm) llegara a la linea base del
cromatrograma. Posteriormente, aplicamos
tampon citrato 0,1 mol/L pH 6,0 (AnalaR)

en estos parametros. De lo anterior se Paraeluir lasinmunoglobulinas endbgenas
desprende la necesidad de validar el delisotipo IgG1 que son contaminantes del
proceso de produccién del LAM para AcM de interes, cuando la DO 280 nm
asegurar una calidad consistente de lavolvié a disminuir hasta la linea base
materia prima para el proceso de aplicamos el tampdn citrato en 0,1 mol/L

purificacion. pH 5,0 con el cual eluyen las IgG2a, isotipo
este del AcM IG1 anti-hCGy recogimos
METODOS fracciones de 2 mL/tut_)o. Posteriorment}e,
recolectamos las fracciones que contenian
PROCESO DE PURIFICACION DEL el anticuerpo de interés y las dializamos
ANTICUERPO MONOCLONAL contra PBS pH 7,2 (todos los reactivos

utilizados eran de la MERCK) a 4 EC durante
El proceso de purificacion del AcM a toda la noche. Posteriormente, le
partir de liquido ascitico consta de 2 etapas: determinamos la concentracion de proteinas
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por el método de Lowr¥y,la concentracion
de IgG por ELis&® y la actividad
inmunoldgica por RIA?

Lavamos la columna con tampdn citrato
0,1 mol/pH 3,0 para eluir todo contaminante
gue pudiera haber quedado unido a la
matriz, posteriormente, la reequilibramos
con tampdn glicina-cloruro de sodio pH 8,9
para una nueva purificacion.

METODOS ANALITICOS

DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION DE PROTEINAS
TOTALES

Para determinar la concentracion de
proteinas totales utilizamos el método de
Lowry,” que fue estandarizado bajo las
condiciones universalmente utilizadas.
Empleamos como patron, una solucién
acuosa de sero albumina bovina (Fraccion
V, Boehringer MannheimGmbH) en un

rango de 20 a 100 Fg de proteina por tubo.

La concentracion es directamente
proporcional a la intensidad del color que
toma la solucion proteica al reaccionar con
el reactivo de Folin (Fluka), el cual es medido
a 660 nm en un espectrofotémetro
(PharmaciaLKB).

DETERMINACION
DE LA CONCENTRACION
DE INMUNOGLOBULINA

Para determinar la concentracion de 1gG
utilizamos un método ELISAandwichk®
estandarizado y validado en nuestra
institucion, que permite cuantificar en un
rango de 31,25 a 500ng/mL. El sistema utiliza
un anticuerpo policlonal anti-IgG de raton,
producido en carnero y purificado por
inmunoafinidad como recubrimiento y un
conjugado anti-lgG de raton-peroxidasa de
rabano picante, cuya dilucion de trabajo es

de 1/25 000. La intensidad del color obtenido
es directamente proporcional a la

concentracién de IgG en la muestra a
analizar, el que es medido a 492 nm en un
equipo SUMA.

DETERMINACION
DE LA ACTIVIDAD
INMUNOLOGICA

Para determinar la actividad inmu-
noldgica estandarizamos y validamos un
método de radioinmunoanalisis (RIR).
Para ello enfrentamos diluciones del AcM
a una dilucién de hCG marcada c&h te
alrededor de 10 000 c.p.m, permitimos que
se alcanzara el equilibrio quimico y se
formara el complejo antigeno-anticuerpo,
gue fue precipitado por el método del
segundo anticuerpo y la radiactividad del
precipitado fue medido en un contador de
radiaciones gamma (LKB), asi pudimos
establecer la capacidad de union del AcM.

PROCESAMIENTO DE LOS DATOS

Determinamos la concentracién de
proteinas totales, la concentracion de 1gG,
asi como la cantidad de las mismas al tener
en cuenta el volumen inicial y final. A través
de estos parametros pudimos establecer la
recuperacion, como el porcentaje de la
relacion de la cantidad IgG final entre la
cantidad inicial y la pureza del producto,
como el porcentaje de la relacion de la
cantidad de IgG final entre la cantidad total
final de proteinas. Calculamos la media, la
desviacién estandar y el coeficiente de
variacion. Determinamos la actividad
inmunoldgica del producto por RF&y la
capacidad de unién del producto final de
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forma cuantitativa como los ng de hCG 4 ,
marcada, unida por mg de AcM, segun la 335 No unido AcM IG1 anti-hCG
siguiente ecuacion matematica: 251 lgG2a

E 2
=cpm/ (mg AcM) x 2dpm /(1cpm)x pFCi/ § 1,57 IgG2b,1gG3
(2,22.16dpm)x 1/(A.Esp)x 19ng/(1ug) = 0;-
donde: O 5 T 1113 1517 19 2123 25

pH6 pH5 pH3
cpm= conteos por minuto del precipitado Namero de fracciones
dpm= desintegraciones por minutos.

A.Esp= Actividad Especifica de la hCG FIG. 1. Perfil cromatogrdfico del AcM IG1 anti-hCG en Protein

. A-Sepharose CL-4B.
marcada con'#®, expresada compCi/jug hCG.

pCi= microCuri

Estos parametros nos permitieron 100
monitorear el proceso en el tiempo y verificar 90 4Nt e T TN

qgue habia estado operando bajo control. ?g T

60 1

50 1

40 |

30 |
El perfil cromatogréfico tipico de este 201

proceso lo mostramos en la figura 1, el ] 3 5 = 7 = 9 =1=1=1=3=1=5 =1=7=1=9=21

primer pico corresponde a las proteinas Nimero de lote

presentes en el LAM que no interaccionan

con la matriz deProtein A-Sepharose

CL-4B. El segundo pico que eluye a pH 6,0 FIG. 2. Comportamiento del porcentaje de recuperacion

corresponde alas IgGl endc')genas del rat()nde/chM/G7ant/—hCGenZIprocesos cromatograficos

donde se produjo el LAM. El tercer pico suesivos.

corresponde al AcM IG1 anti-hCG, el cual

eluye a pH 5,0 con el que eluyen las 1gG2a,

isotipo correspondiente a este ACM. El e 93 19 9%, una desviacion estandar de 2,70
tercer pico corresponde a las proteinas quey yn coeficiente de variacion de 2,9 %.
interaccionan con una mayor fortaleza con La pureza lograda puede observarse en
la matriz, entre ellas, las 1IgG2b y las IgG3 la f 3 | tr6 |
enddgeneas del ratén donde se produjo el afigura s, 1a cual se encontro en € r.ango
LAM, por lo que se requiere una elucion de 90 a 99,3 % con un valor promedio de
mas drastica con tampon citrato pH 3,0 95,48 %, una desviacion estandar de 2,47 y
Establecimos los aspectos cuantita- un coeficiente de variacion de 2,59 %.
tivos por los métodos analiticos y los Estos parametros coinciden con los
procesamos matematicamente. La figura 2 valores reportados para este tipo de

muestra cOmo se comportd el parametro ; fia de afinidad . B
recuperacion a lo largo de los 21 lotes Cromatografia de afinidad y son aun mas

sucesivos; los valores se hallaban en el validos si se tiene en cuenta la manipulacion
rango de 90 a 98,16 % con un valor promedio a la que se somete el AcM por el bajo nivel

RESULTADOS

% de Recuperacion
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FIG.3. Comportamiento del porcentaje de pureza del AcM
IG1 anti-hCG en 21 procesos cromatograficos sucesivos.

de automatizacion con que cuenta nuestra
institucién para esta tarea.

La actividad inmunolégica del
producto aparece en la figura 4 donde se
observa que los valores de actividad
inmunoldgica se mueven en el rango de
4,013 a6,210ng de hCG marcada unida por
mg de AcM, con un valor promedio de 4,72,
una desviaciéon estandar de 0,60 y un
coeficiente de variacion de 12,75 %, el cual
es menor de 15 % que es el valor aceptado
para la reproducibilidad de los métodos
inmunoquimicos mediante los cuales este
parametro fue estimado.
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FIG.4. Comportamiento de la actividad inmunologica del
AcM IG1 anti-hCG purificado en 21 procesos
cromatograficos sucesivos.

Producto del procesamiento de los
datos disponibles detectamos que si bien
el proceso de purificacion como tal
transcurre bajo condiciones reproducibles,
no es asi durante la produccién del LAM.
En la figura 5 expresamos la concentracion
de IgG de los 21 LAM que fueron objeto de
purificacién. Se puede observar que hay
una variabilidad muy grande en este
parametro entre un lote y otro, se mueven
en elrango de 1 a 5,6 mg/mL, con un valor
promedio de 2,37 mg/mL, que si bien esta
entre los valores normalmente reportados
para la concentracion de IgG de los LAM
(1-10mg/mL), posee una gran variabilidad
de un lote a otro lo que se deduce por la
desviacion estandar que es igual a 1,40, con
un coeficiente de variacion de 59,35 %.
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FIG.5. Concentracion de lgG de los fiquidos asciticos murinos
utilizados como mateira prima para la purificacion del AcM
1G1 anti-hCG.

El parametro porcentaje de IgG/pro-
teina total de los LAM también varia mucho
(fig. 6). Se movid en elrango de 4,4 a 12,17
%, con un valor promedio de 7,91 %. No
obstante de encontrarse en el rango de
valores reportados, su desviacion estandar
es de 3,04 y su coeficiente de variacion de
38,53 %. Esta variabilidad es un indicador
gue apunta a que el proceso no opera bajo
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condiciones reproducibles, de ahi la procesoy se lograba un producto altamente
necesidad de establecer las condicionespurificado con una adecuada actividad
para llevar a cabo la validacion del proceso biolégica, caracteristicas estas que
de produccion del LAM, para garantizar una aseguran su utilizacion en el sistema de
materia prima mas homogénea, con la mayor diagnéstico precoz del embarazo en el cual

calidad posible.
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FIG. 6. Porcentaje de lgG/proteinas totales de los liquidos
asciticos murinos utilizados como materia prima para la
purificacion de los AcM IG1 anti-hCG.

DISCUSION

La validacion retrospectiva del proceso
de purificacion del AcM "IG1" anti-hCG

se emplea este AcM. Logramos la
constancia de la calidad de los AcM
purificados gracias a un correcto disefio del
proceso de purificacion y a un conjunto de
medidas de aseguramiento de la calidad que
habian sido previamente tomadas: la
estandarizacion del proceso cromato-
grafico, el desarrollo y establecimiento de
un sistema de recogida de los datos
obtenidos del proceso de purificacion, el
desarrollo de los procedimientos
normalizados de operaciones (PNO) y la
estandarizacion y validacion de los métodos
analiticos utilizados. Todos ellos en
conjunto, garantizaron la eficacia y
reproducibilidad del proceso.

Detectamos variaciones en la calidad
de los LAM empleados como materia prima
para purificar los AcM, de ahi la necesidad
de establecer un sistema de aseguramiento
de la calidad para la etapa de produccion de
los LAM que controle y regule todas las

demostré que habia transcurrido de una actividades necesarias para su produccién
forma reproducible dentro de los pardmetros y garantice una materia prima de la mayor
de calidad requeridos para este tipo de calidad posible.

SUMMARY

With the aim of verifying that the process of purification of IGI antihuman chroonic
gonadotropin (hcG) monoclonal antibody (MCA) was kept in operation under
controlled conditions that guaranteed the quality of the product, a retrospective
validation of this antibody was performed. The results of 21 successive chromatographic
processes in protein A-Sepharose CL-4B were analyzed. The following parameters
were evaluated: recuperation, purity and immunological activity of the product.
According to the information obtained, it was proved that recuperation ranged between
90 and 98.16 % with an average value of 93.19 %, a standard deviation of 2.70, and
a variation coefficient of 2.90 %. Purity oscillated from 90 to 99.3 % with an average
value of 95.48 %, a standard deviation of 2.47 and a variation coefficient of 2.59 %,
The immunological activity was determined by radioimmunoassay and expresed as ng
of marked hormone bound by mg of antibodies between 4.013 and 6,210 ng of marked
hCG bound by mg of MCA, with an average value of 4.72, a standard deviation of
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0.60, and a variation coefficient of 12.75 %. It was concluded that the process was going on under the
conditions designed in a reproducible way, which assures the quality of the MCA.

Subject headingsANTIBODIES, MONOCLONAL/isolation & purification; ENZYME-LINKED
IMMUNOSORBENT ASSAY; CHRORIONIC GONADOTROPIN, BETA SUBUNIT, HUMAN/antagonist
& inhibitors.
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