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Resumen:

La version humanizada del anticuerpo monoclonal que reconoce el receptor del EGF (hR3) fue expresada en lineas
de mieloma NSO y esta siendo usado en terapia y diagnostico in vivo en pacientes de cancer.

Fueron estudiadas las relaciones de diferentes parametros metabolicos (velocidades de consumo de glucosa,
glutamina, oxigeno y velocidades de produccion de lactato y amonio) con la velocidad de produccion de
inmunoglobulinas durante diferentes condiciones de cultivo en bioreactores de fibra hueca Acusyst-Jr. Como
resultado se optimizo la estrategia de suministro de medio intracapilar y extracapilar y el rendimiento de producto
por corrida se increment6 de 3 a 4 veces con respecto al inicial. El producto obtenido en sobrenadante fue purificado
por diferentes pasos cromatograficos usando dos esquemas diferentes con el objetivo de comparar los rendimientos
del proceso y las caracteristicas del producto obtenido. Como resultado se obtuvieron buenos valores de recobrado y
caracteristicas fisico-quimicas similares del producto final obtenido por ambos esquemas.

Introduccion:

Entre las tecnologias de cultivo de células superiores mas usadas se encuentran los bioreactores de fibra hueca' ™.
Entre sus principales ventajas estan que se obtiene un producto concentrado, bajos requerimientos de suero, bajos
costos de inversion capital y operacion y que es una, lo que implica una reduccion importante de las tareas de
validacion de limpieza y sanitarizacion. Las mayores limitaciones de este tipo de bioreactor son sus posibilidades de
escalado y la poca accesibilidad a la poblacion celular. Todas estas caracteristicas hacen que este tipo de tecnologia
sea una buena opcion para la produccion de biomoléculas de interés terapéutico para estudios preclinicos y clinicos
Fase I y II, en donde no se necesitan ain grandes cantidades de producto y no es conveniente hacer grandes
inversiones capitales en facilidades productivas, como es el caso de la tecnologia de tanque agitado.

La tecnologia de fibra hueca se basa en el cultivo en perfusion a altas densidades celulares. Uno de los mayores
problemas en este tipo de cultivo ha sido la determinacion de las estrategias optimas de suministro de nutrientes y la
remocion de desechos toxicos para garantizar las condiciones Optimas para el crecimiento celular y para la
productividads. En este trabajo se estudio la relacion entre la velocidad de flujo de suministro de nutrientes y de
diferentes parametros metabdlicos con la velocidad de produccion de anticuerpo y la masa de producto acumulada.
El segundo objetivo fue el de optimizar los valores de recobrado del proceso de purificacion manteniendo las
caracteristicas de calidad del producto obtenido. Como resultado final se desarrolldé un proceso a escala piloto que
cumple con las BPP y presenta buenos valores de rendimiento total, manteniendo las especificaciones del producto.

Materiales y métodos:



La linea celular hR3/E7-45 es una linea de mieloma murino NSO recombinante que expresa el anticuerpo
monoclonal humanizado® y fue cultivada en medio DMEM/F-12 al 5 % de suero bovino fetal (SBF) usando frascos
de 75cm2 (Costar) y frascos agitados Spinner (Integra) para conformar los indculos.

Las fermentaciones se llevaron a cabo en bioreactores de fibra hueca Acusyst-Jr (Cellex), con medio DMEM/F-12

por el espacio intracapilar (IC) y el mismo medio con 5 % de SBF por el extracapilar (EC). Las concentraciones de

glucosa y glutamina fueron medidas usando kits comerciales (Sigma). La concentracion de IgG se midi6 por un

ELISA tipo sandwich. El sobrenadante de cultivo fue centrifugado, filtrado por 0.22 um y purificado por dos

esquemas diferentes usando un equipo BioPilot (Pharmacia LKB) siguiendo los siguientes pasos cromatograficos:

- Esquema A: Afinidad por Proteina A Sepharose, tamizaje molecular por G-25 Sephadex, intercambio i6nico por
DEAE Sepharose, G-25 Sephadex (todo de Amersham-Pharmacia) y la concentracion por ultrafiltracion
tangencial en cartuchos de fibra hueca (Nipro).

- Esquema B: Afinidad por Proteina A recombinante, tamizaje molecular por G-25, intercambio ionico por DEAE
Sepharose, G-25 Sephadex, intercambio i6nico por SP Sepharose XL y G-25 Sephadex .

El producto purificado fue analizado por SDS-PAGE y Western-blot en geles de 7.5 % de poliacrilamida, por

focalizacion isoeléctrica (IEF), exclusion molecular (GF) e intercambio iénico (IEC) por HPLC (Pharmacia

Biotech). La actividad bioldgica fue medida por el reconocimiento del anticuerpo in vitro del receptor de EGF en la

linea celular H-125 utilizando un FACS Scanner (Bencton Dickinson).

Resultados:

Se siguieron 3 patrones de velocidades de flujo de suministro de medio IC: flujo bajo (cultivos en bioreactores 1 y

2), en donde se alcanz6 el maximo valor de la bomba de medio IC (400 mL/h) a los 60 dias de cultivo; flujo medio

con incremento lineal (corridas 3 y 4), en donde la velocidad maxima de la bomba de medio IC se alcanzo a los 50

dias de cultivo manteniendo un incremento lineal constante de esta bomba a lo largo de toda la corrida; flujo alto

(corridas 5 y 6), en donde el maximo de la bomba de medio se alcanzo a los 35 dias de corrida, manteniéndose

luego constante. La velocidad de flujo del medio EC se mantuvo todo el tiempo a un valor 0.1 de la bomba de

medio ICF, hasta que se alcanz¢ el flujo de 22 mL/h y luego se mantuvo constante hasta el fin de la corrida.

De la Figura 1 (A,B,C) se puede observar que los mejores resultados de producto acumulado y velocidad de

produccioén por dia se obtuvieron para las corridas con incremento linear del flujo de la bomba de medio IC.

A 12 180 B 16 180 c 127 1 180
R 14 1 —4—Cum.Mass —=—QIlgG —*—p02 160
10 150 5 /\ 1 150 10
\ /\ ° 12 n o< 140
g P U P v — i P o
;2 S I N A N (T S WO ey
£5 ¢ 0 5|25 T 0 E||EE Lal £
I ] - A
IR Pt | B 58 w §|[8F L AT LT 1 8
E > 2
%3 Sllo s S el a||fc 4 T &0
=, 0 2| |® ./ ,"’ 30 2 £
2 []
1 20
o M , o M o O‘M .
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60 70 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo, d Tiempo, d Tiempo, d

Figura 1: Promedios de la masa acumulada, velocidad de produccion por dia (Qab) y presion de oxigeno disuelto (pO2) durante
el tiempo de cultivo para las diferentes estrategias de suministro de medio IC: A) Flujo bajo (corridas 1y 2), B) Flujo medio
(corridas 3y 4) y C) Flujo alto (corridas 5 y 6).



En la Figura 2 se puede observar el comportamiento a lo largo de las corridas con diferentes estrategias de las

velocidades de consumo de glucosa y glutamina. Los mayores valores de velocidades de produccion estan asociadas
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a altas velocidades de consumo de glutamina. Para las corridas con alto flujo de medio IC se obtuvo un incremento
en la velocidad de consumo de glucosa y una reduccion del consumo de glutamina y oxigeno, lo que sugiere una
oxidacion incompleta de la glucosa por via anaerobica. Esto pudiera ser resultado de un metabolismo ineficiente de
las células cultivadas en el bioreactor bajo condiciones de exceso de nutrientes.

Figura 2: Promedios de las velocidades de consumo de glucosa(Qgluc) y glutamina (Qgln) durante el tiempo de
cultivo para las diferentes estrategias de suministro de medio IC: A) Flujo bajo (corridas 1 y 2), B) Flujo medio
(corridas 3y 4) y C) Flujo alto (corridas 5y 6).

En la Tabla 1 se muestran los resultados de la caracterizacion del producto obtenido en diferentes corridas de

purificacion siguiendo los esquemas descritos. El esquema B arrojo los mayores valores de recobrado.

Tabla 1: Valores de Batch number PA-1 PA-2 PB-1 PB-2 PB-3 PB-4

recobrado y caracteristicas Purification scheme A A B B B B

de calidad del producto Total recovery, % 35.1 38 61.1 92.9 92 90

obtenido para algunos SDS-PAGE OK OK OK OK OK OK

lotes producidos siguiendo  Western-blot OK OK OK OK OK OK

diferentes esquemas Isoelectric focusing 6 bands 6 bands 6bands 6bands 6bands 6 bands

productivos. (values) 8.1-8.7 8.1-8.7 8.1-8.7 8.1-8.7 8.1-8.7 8.1-8.7
HPLC GF, % 98 98 97.9 96.1 97.3 96.1
HPLC IEC, % 100 100 100 100 100 100
Biologic activity 100 100 100 100 100 100

Conclusiones:

e Laestrategia de corrida con incremento lineal de la velocidad de flujo de medio IC arroj6 los mayores
valores de velocidad de produccion y de producto acumulado.
e Las altas velocidades de produccion estan asociadas a altas velocidades de consumo de glutamina.
o El esquema de purificacion B arrojo altos valores de recobrado del proceso, por lo que se recomienda
su uso en el escalado del proceso.
e Los esquemas de purificacion usados no afectan las caracteristicas de calidad del producto obtenido.
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Resumen

El control de la tuberculosis se basa en el diagnostico temprano, tratamiento de los casos y vacunacion con
BCQG. Sin embargo, los métodos de diagnostico en uso poseen una relativamente baja sensibilidad, por lo
que el desarrollo de métodos de diagnostico rapido, con una elevada sensibilidad constituye una prioridad
en la actualidad . Entre los métodos mas atractivos para estos fines se encuentran los métodos
inmunoenzimaticos de deteccion de anticuerpos dirigidos contra proteinas de Micobacterium tuberculosis.
En el presente trabajo se estudio la respuesta de anticuerpos IgG séricos dirigidos contra la proteina de 38
kd de Micobacterium tuberculosis en un grupo de individuos sanos de diferentes grupos etareos vacunados
con BCG, con el fin de determinar el patron de respuesta de la poblacion normal frente a este antigeno y la
posible interferencia de anticuerpos de reaccion cruzada inducidos por la vacunacion lo cual sera de

utilidad para el desarrollo de métodos de diagnostico serologicos basados en el uso de esta proteina.

Introduccién

La tuberculosis ha sido definida por la OMS como una emergencia medica mundial. Un tercio de la
poblacion mundial esta infectada con Micobacterium tuberculosis, produciéndose anualmente 8 millones
de enfermos y 3 millones de fallecidos a causa de esta enfermedad (1,2 ). Los métodos de control de la
tuberculosis se basan en el diagnostico temprano, tratamiento de los casos y la vacunacion (3). Los
métodos de diagnostico en uso tienen una sensibilidad de solo un 50% por lo que el desarrollo de métodos
rapidos y sensibles de deteccion de la infeccion constituyen una prioridad de la medicina contemporanea.
Entre los métodos mas promisorios se encuentra el ELISA mediante la deteccion de anticuerpos sericos
frente a proteinas de Micobacterium tuberculosis (4). Con estos métodos se han obtenido resultados
variables en dependencia del antigeno utilizado y de la poblacion en estudio (5,6,7,8).

El antigeno de 38 kd de Micobacterium tuberculosis ha sido uno de los mas empleados para el estudio de la
respuesta serologica de pacientes tuberculosos, sin embargo no se han realizado estudios de la respuesta
frente a este antigeno de poblaciones de individuos sanos de diferentes grupos etareos vacunados con BCG.
Este ultimo aspecto es de gran importancia ya que la vacunacion con BCG pudiera interferir a través de la
generacion de anticuerpos de reaccion cruzada en la poblacion vacunada. Teniendo en cuenta los elementos

anteriores nos propusimos con el presente trabajo estudiar la respuesta de anticuerpos contra la proteina de



38 kd de Micobacterium tuberculosis en individuos sanos de la poblacion cubana de distintos grupos
etareos vacunados con BCG lo que servirda de base para evaluar el uso futuro de esta proteina para el
diagnostico de la tuberculosis

Materiales y Métodos:

El estudio se lleva a cabo mediante un ELISA cualitativo indirecto. Se utilizaron placas rigidas certificadas
de 96 pocillos de fondo plano (Nunc Polisorb). Se recubrieron durante 16 horas a una temperatura de 2-8
°C en camara hiimeda con el antigeno de 38 kd de Micobacterium tuberculosis (100[11/ pocillo), obtenido
por via recombinante y suministrado gentilmente por Herve Bercovier,Yolanta Fishmann y Avi-Chai-
Hovav del Instituto de Microbiologia de la Universidad Hebrea de Jerusalén, Israel utilizado a una
concentracion de( 8 [g/ml), en tampon de recubrimiento carbonato — bicarbonato 0.05 M, Ph 9.6. Se
bloqueo durante 2h a 37°C con leche descremada (Oxoid, Inglaterra)al 2% en PBS (200071/ pocillo). Los
sueros fueron provenientes de personas cubanas sanas comprendidas en edades desde 6 meses a 29 afios,
los mismos se encontraban almacenados a -20°C. Las muestras de estos sueros se diluyeron 1:50 en la
solucion de bloqueo preincubadas durante 30 min con Lisado de Coli (5011), se incubaron durante 2h a
37°C, las mismas se aplicaron por duplicado (100[11/ pocillo).Se uso como control negativo un pool de
suero proveniente de banco de sangre, este pool se testo a una dilucion de trabajo 1:50, Se montaron dos
replicas del mismo (100011/ pocillo).Se uso como control positivo el Intacglobin (50 mg/ml) diluidos 1:20 y
1:40, se aplicaron por duplicado (100(11/ pocillo), tanto el control negativo como positivo también fueron
preincubados durante 30 min con Lisado de Coli (5[71). Se afiadié6 un conjugado Anti IgG humano
polivalente (SIGMA, EEUU) (100[1/ pocillo) a una diluciéon de 1:3000 en solucion de bloqueo, y se
incubo 1h a 37°C. Se revelo la reaccion con solucion sustrato (Smg de OPD en 12 ml de tampon citrato de
sodio/fosfato 0.1 M, Ph5 con 5011 de H202)(10001/ pocillo). Se incubo en camara oscura a temperatura
ambiente durante 30 min. Se detuvo la reaccion con H,SO4 (2N) (50011/ pocillo). Se leyod la absorbancia a
492 nm en un lector de ELISA (Multiskan Multisoft, Finlandia). Entre cada paso se realizaron 4 lavados
con PBS Tween 20 0.05% (200011/ pocillo). Fueron empleados los paquetes estadisticos Microstat y Excel.
K XDO rmyestra /X control negativo

Resultados y Discusion :

La respuesta de anticuerpos IgG contra el antigeno 38 kd en un grupo de individuos sanos de diferentes
grupos etareos vacunados con BCG en la poblacién cubana mostrd variabilidad individual. No se observo
diferencias entre los diferentes grupos etareos evaluados . La no reactividad de la respuesta de anticuerpos
en la poblacion sana vacunada con BCG evidencia la utilizacion de este antigeno como un marcador

serologico en pacientes con tuberculosis pulmonar.




DESCRIPTIVE STATISTICS
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Resumen
Los bacteriofagos estan siendo utilizados para luchar contra las bacterias patdgenas mas habituales en

humanos y animales Las investigaciones sobre el uso terapéutico de bacteriofagos, que han permanecido
practicamente abandonadas mientras los antibidticos han estado disponibles, pueden constituir sin embargo
una alternativa de eleccion, ahora que el empleo de antimicrobianos es objeto de multiples polémicas, debido
a la elevada resistencia de las bacterias a los mismos. Al igual que las personas se ven atacadas por los virus,
las bacterias pueden sufrir la acciéon de los bacteridfagos, un tipo de virus que invade su organismo y las
destruye totalmente.

-Los Bacteriéfagos

Las bacterias contienen un material genético (ADN) y todos los instrumentos (Ribosomas, Proteinas etc. )
que necesitan para reproducirse por ellas mismas. Los Bacteriofagos solo contienen un material limitado y no
tienen las herramientas constitutivas necesarias. Tienen que invadir las células bacterianas y secuestrar su
maquinaria celular para reproducirse. Los bacteriofagos invaden adheriendose a una célula e inyectando sus
genes o permiten que las células se las traguen.

Los bacteriéfagos hacen un hueco en la pared celular de la bacteria. Luego inyectan su material genético al
aprovecharse de la maquinaria genética de la bacteria, los genes del bacteridfago ordenan a la bacteria
empezar a fabricar nuevas partes del mismo. Estas partes se unen para conformar un nuevo bacteri6fago
dentro de la bacteria. Eventualmente tantos virus nuevos se producen dentro de la bacteria que esta explota y
muere liberando asi a los nuevos bacteriofagos que infectan mas células y asi sucesivamente hasta acabar con
las mismas

Los bacteriofagos tienen una alta especificidad frente a las bacterias, cada bacteria tiene su propio fago y
pueden ser aislados de aguas de albaiiales, heces fecales, suelos, aguas de océanos etc. El procedimiento de

aislamiento de los bacteriéfagos es muy facil (1).

Contexto histérico

En 1896 Hankin report6 actividad antibacteriana (Vibrio cholerae) de las aguas del rio Ganges and Jumna,
India y en 1915 E. Twort y F. d’ Herelle aislaron de forma separada  entidades filtrables destructoras de
cultivos bacterianos. Mas tarde en 1917 d’Herelle observo en aislados bacterianos de enfermos de disenteria,
la produccion de sectores claros en un césped bacteriano a lo cual llamo bacteriofagos y paralelamente en
1917 George Eliava encontrd actividad antibacteriana en las aguas del rio Koura, Tbilisis, Georgia.

La terapia con fagos surge y se desarrolla entre 1917-1940 y mostré muchas promesas y controversias. Esta

fue poco usada en la parte occidental producto de la aparicion de los antibidticos en 1940. Sin embargo las



investigaciones clinicas intensivas y la implantacion de la terapia con fagos continuaron llevandose a cabo en
la parte oriental de Europa durante los tGltimos 50 afios. Instituto de Inmunologia y Medicina Experimental,
academia de Ciencia de Polonia, Instituto de Bacteriofagos, Tbilisi, Georgia etc.(2,3)

Entre los principales problemas especificos iniciales sobre la eficacia en la terapéutica con fagos entre el
1917-1940 se encuentran (4):

- La carencia de conocimientos sobre le heterogeneidad (Litico y lizogénico) y modo de accion y habilidad
como agente terapéutico.

- La falta de seleccion de los fagos de alta virulencia contra los blancos bacterianos antes de usarlos en
pacientes.

- El uso de un solo tipo de fago involucrado en mezclas de diferentes bacterias.

- La carencia de una caracterizacion apropiada y preparacion de titulos de los fagos.

- La carencia de conocimientos para la neutralizacion del pH gastrico para la administracion oral.

- Inactivacion de los fagos en el fluido sanguineo

- La carencia de conocimientos para la identificacion de los patdgenos

Resurgimiento de los bacteriofagos en la terapéutica de enfermedades infecciosas.

La aparicion de la resistencia a antibidticos tanto en los antibidticos tradicionales como en las nuevas
entidades han llevado a los cientificos a retomar el interés en el desarrollo de las investigaciones en la
terapia con fagos. De esta forma en la actualidad se reportan bacteridéfagos para la terapia en infecciones con
diferentes cepas bacterias (5, 6):

Brucellae, *Enterococci,*Pathogenic strains of Escherichia coli (e.g., O157:H7), <Klebsiellae (atypical
pneumonia), <Mycobacterium tuberculosis, <Protei (nosocomial urinary tract infections), <Pseudomonas
aeruginosa, *Salmonellae (typhoid fever and food poisoning), e<Serratia spp, <Shigella spp. (bacillary
dysentery), *Staphylococci (skin abscesses, food poisoning, toxic shock syndrome), eStreptococci (strep
throat), *Vibrio cholerae (cholera) *Yersinia spp (plague/black death).

Entre estas investigaciones se encuentran el Streptococcus pneumoniae del cual se han aislado hasta el
momento unas 80 cepas diferentes causante de varios tipos de neumonias y esta asociadas con una larga lista
de enfermedades entre las que se destacan la meningitis. Otitis del oido medio, conjuntivitis y otros procesos
periodontales o urinarios. Esta bacteria es uno de los patégenos humanos mas amenazadora, por la mortalidad

y morbilidad que provoca en nifios pequefios, ancianos y personas con un sistema inmune débil.

Conclusiones



La terapia con bacterofagos puede tener beneficios significativos frente a la terapia antibidtica tradicional.

Con el continuo aumento de la resistencia a antibioticos en bacterias, esta nueva terapia ofrece una alternativa

efectiva. Ademas de ello, la terapia con bacteriéfagos requiere tedricamente una unica dosis. Debido a que los

virus se replican en el interior de la bacteria diana, perduraran en el cuerpo hasta que la infeccion sea

erradicada. Los antibidticos, por otra parte, pueden requerir dias o semanas de tratamiento continuo. El

tratamiento es seguro debido a que el blanco de los virus son las bacterias invasoras y no las células humanas.

Son varias las ventajas que los fagos presentan como alternativa a los antibioticos en la terapia de infecciones

bacterianas dentro de las que se encuentran las siguientes:

- Los fagos pueden ser seleccionados y manipulados por ingenieria genética hasta obtener un espectro
cerrado y sobre un blanco particular de bacteria patégena sin dafiar el resto de la microflora bacteriana.

- Alta especificidad afecta solamente el receptor bacteriano. Evita cambios del desarrollo de infecciones
secundarias.

- No presenta efectos secundarios. Capaz de reproducirse tanto como la bacteria hospedera presente en el
medio ambiente lo cual reduce la administracion repetida de fagos.

- Laseleccion de nuevos fagos contra bacterias resistentes a fagos es un proceso rapido.

- Laproduccion es simple y relativamente barata

Estos resultados demuestran que los bacteridfagos pueden ser utilizados para prevenir tanto infecciones

locales como sistémicas provocadas por bacterias patdogenas.
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Resumen:

Los interferones (IFNs) son una familia heterogénea de citoquinas multifuncionales, las cuales son
originalmente identificadas como proteinas responsables de la induccion de la resistencia celular para
combatir la infeccion viral. Los interferones estan divididos en dos grupos dependiendo de sus bases
moleculares: tipo I (IFN alfa e IFN beta), los cuales son producidos por una variedad de células, una vez
que se origina la infeccion viral, y el tipo II, los IFN ganma que son producidos por células T activadas y
por células asesinas naturales.

En nuestro centro se produce el IFN alfa 2b humano recombinante (IFN alfa2bHu-rec) y se utiliza un
ELISA tipo sanwich para cuantificar esta proteina en las diferentes etapas del proceso productivo, por lo
cual fue necesario validar esta técnica evaluando los pardmetros de linealidad, especificidad, exactitud y
precision, segun las exigencias, para los métodos analiticos, establecidas en la Serie de Informes Técnicos
823 de la OMS.

El analisis de regresion lineal permitié eliminar el 98% de la dispersion de los valores obtenidos y el test de
student para la comparacion de dos regresiones lineales confirmé en los estudios de especificidad, que los
tampones utilizados en la produccion asi como las proteinas contaminantes presentes en las muestras, no
interfieren en la técnica. La exactitud del método se evalud en un material de referencia de IFN alfa 2b
humano recombinante comparando los resultados obtenidos por ELISA con los del Lowry.

El analisis de varianza de un disefio jerarquico indicé que la técnica tiene una variabilidad inferior al 20%.
Los resultados obtenidos demuestran que la técnica cumple con los parametros que exige la validacion de
los métodos cuantitativos para la cuantificacion del principio activo.

Materiales y métodos:

El ELISA se realiz6 en placas maxisop Nunc utilizando el IFN alfa2bHu-rec de material de referencia (1-
4). Las muestras analizadas en los experimentos proceden del proceso de produccion del IFN alfa2bHu-rec
del lote 0710PAO019. Se utilizé la Escherichia coli negativa en la preparacion de soluciones, las cuales
simularon el nivel de proteinas contaminantes existente en las diferentes etapas de la produccion del IFN
alfa2bHu-rec. El equipamiento que se empled en la validacion forma parte del Laboratorio de Control de
Procesos (Direccion de Produccion), el cual esta debidamente calibrado, seglin el plan de calibracion de la
Direccion de Calidad del CIGB. Se estudid la linealidad, rango de linealidad, limite de cuantificacion,

especificidad, exactitud y la presicion del ensayo. La especificidad se demostro utilizando un test de student



para la comparacion de 2 regresiones lineales y la reproducibilidad se calculd a través de un disefio
jerarquico.

Resultados y Discusion:

La linealidad del ensayo se comprob¢ a través del coeficiente de determinacién ( mayor que 0.98) y
ademas, en el ANOVA de la regresion lineal se obtuvo un valor de probabilidad inferior a 0.01, indicando
que la hipotesis nula (Ho: f=0), no se cumple, por lo cual existe una dependencia funcional lineal entre los
valores de absorbancia a 492 nm y la concentracion de interferdn en las muestras. El rango de linealidad
fue de 1.25 a 10 ng/mL y el limite de cuantificacion fue de 1,25.

Tabla 2. Determinacion del rango de linealidad de la curva de calibracion.

Concentraciones de referencia en pg/mL ensayo 10 5 2,5 1,25
1 10.44 5.37 2.37 1.05
10.05 4.96 2.46 1.09
2 10.15 4.78 2.61 1.11
10.08 4.81 2.63 1.14
. . 9.66 5.17 2.80 1.10
Concentraciones experimentales en ng/mL 3 085 517 285 11
4 9.94 4.84 2.47 1.40
10.16 4.79 2.81 1.16
5 9.41 4.60 2.57 1.16
10.15 4.68 2.58 1.14
CV inter-ensayo (%) 4.29 8.73 11.24 12.63
T student experimental -0.12 -1.07 2.25 -1.69
T tabulada, 9, 0.05 2.262

El ensayo tiene especificidad tanto en presencia de los tampones del proceso como de las preteinas
contaminantes de la E.coli. En el test de student para dos regresiones lineales se obtuvo un valor de la t de
student inferior a la t critica, lo cual indica que las curvas de calibracion preparadas en los tampones del
proceso y en solucion de E. coli, son paralelas con la curva de referencia del ensayo.

Tabla 3: Estudio de especificidad. Comparacion de 2 pendientes.

Soluciones Composicion t de student t critica
Tampoén de lavado inicial Tris 1.21g/L, EDTA 0.29 g/L, pH 7.0 2.078 2.178
Tampoén de lavado con urea Tris 1.21g/L, EDTA 0.29 g/L, Urea 4M 1.696
Tampoén de lavado con tritén Tris 1.21g/L, EDTA 0.29 g/L, Tritén 0.687
Tampoén de renaturalizacion Tris 60.57 g/L, NaCl 29.22 g/L 0.230
Tampoén de elucion en IMAC Glicina 15 g/L, NaCl 17.53 g/L, Ph 2.3 1.330
IFN-Escherichia coli negativa (1:8) Escherichia coli negativa a 80 ng/mL -0.875
IFN-Escherichia coli negativa (1:4) Escherichia coli negativa a 40 ng/mL 0.742
IFN-Escherichia coli negativa (1:2) Escherichia coli negativa a 20 ng/mL 0.221
IFN-Escherichia coli negativa (1:1) Escherichia coli negativa a 10 ng/mL -0.184

Los resultados obtenidos por ELISA son comparables con el método del Lowry, segun indico el test de
student de comparacion de medias.

Tabla 4. Exactitud. Comparacion del ELISA con el Lowry.

Lowry T
Rango ELISA(ng/m L)) T exp
(ng/mL) tabulada
alto 10 10.167 10.039 10.027 9.942 9.989 | 10.014 | 9.843 | 10.04 | 9.924 | 10.164 -0.495
medio 2.5 2.717 2218 2.52 2.542 2.403 2.511 2.668 242 2.442 2.734 -0.367 2.262
bajo 1.25 1.239 1.207 1.175 1.27 1.225 1.523 1.42 1.252 | 1.213 1.283 -0.947




Ademas, en ensayo es reproducible entre los analistas y tiene una variabilidad inferior al 20% . El

coeficiente de variacion entre analistas fue calculado a través de un disefio jerarquico, el cual permitid

demostrar que el cambio de analistas permite cumplir con la especificacion de la técnica en cuanto a su

variabilidad (coeficiente de variacion inferior al 20%).

Tabla 5: Reproducibilidad entre analistas

Muestras CV(%)
Debris inicial 14.23
Sobrenadante de ruptura 4.24
Renaturalizado sin filtrar 1.72
Renaturalizado filtrado 8.54
Eluato quelato sin filtrar 2.11
Eluato quelato filtrado 3.74
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Resumen

Para estudiar la produccion secretora de proteinas heterdlogas en cepas de Actinomicetos fue seleccionado
inicialmente el interferéon alfa 2b humano recombinante (IFNo2byyy.rec) cOmo proteina modelo. Para ello
fueron construidos los vectores bifuncionales Escherichia coli-Streptomyces pUWL-A2 y pUWL-7.5; los
cuales utilizan, como sefial de secrecion, el péptido sefial de la Lipasa A de Streptomyces exfoliatus M11 (ps-
lipA). pPUWL-7.5 codifica para una fusion directa entre el ps-lip4 y el IFNo2byyn rec, mientras que pUWL-A2
codifica para una proteina de fusion ps-/ipA/TFNa2bpym e cON seis aminoacidos adicionales entre el ps-/ip4 y
el IFNo2bpymre. Estos plasmidos fueron introducidos por conjugacion en las diferentes cepas de
Actinomicetos seleccionadas: Streptomyces albus, Streptomyces griseus, Actinomiceto CCCMCQF-705 (705)
y Streptomyces lividans TK 21 (control). Los exconjugantes obtenidos fueron crecidos en un medio
optimizado para su crecimiento en la presencia de 3-5 pg de tioestreptona/ml durante 72 horas. Los niveles de
interferon secretado en los sobrenadantes de cultivos de los exconjugantes fueron cuantificados mediante la
técnica de ELISA. Los exconjugantes de S. lividans [pUWL-7.5] y los de S. lividans [pUWL-A2] secretaron
aproximadamente 40 ng/ml de IFNa.2byyy, ec @ las 48 horas (niveles maximos). Tanto los exconjugantes de 705
[PUWL-7.5] como los exconjugantes de 705 [pUWL-A2] secretaron bajos niveles de interferon (<10 ng
IFNo2byumree/ml). En el caso de los exconjugantes de S. griseus y S. albus no se detectd IFNa2bpym.rec €0 SUS
sobrenadantes de cultivos.

Introduccion

Los Actinomicetos son bacterias gram positivas que se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza,
fundamentalmente en los suelos donde su gran mayoria son aerobios. Dentro de ellos, los Streptomyces,
microorganismos no patdgenos industrialmente conocidos por la produccion de diferentes antibidticos y
enzimas hidroliticas, poseen la capacidad de secretar proteinas en grandes cantidades. Es por ello que en los
ultimos afios se ha investigado dicha capacidad secretora con la finalidad de convertirlo en un sistema
hospedero para la produccion comercial de proteinas de interés terapéutico'.

Entre los Streptomyces, Streptomyces lividans 66 es el que mas extensivamente ha sido utilizado para la
expresion de genes clonados. Esta cepa y sus derivados TK tienen una barrera reducida de restriccion-
modificacion y un bajo nivel de actividad proteolitica extracelular. Ademas, conservan la habilidad de producir
grandes cantidades de proteinas extracelulares. Por otra parte, existe un amplio conocimiento sobre los

métodos de introduccion de ADN: transformacion y conjugacion®.

Dada la poca informacién de que se dispone sobre la utilizacion de otras cepas de Actinomicetos como
hospederas y el potencial bioldgico que representan estos microorganismos basado en su gran diversidad nos
propusimos en este estudio la busqueda de nuevos hospederos de Actinomicetos teniendo como antecedentes

los resultados obtenidos utilizando a S. /ividans como hospedero heterélogo en la secrecion de interferon alfa



2b humano recombinante( IFNo2byyn.rc ) fusionado al péptido sefial de la Lipasa A de Streptomyces exfoliatus

M11 (ps-lipA)’.



Materiales y Métodos

Las manipulaciones de ADN en Escherichia coli fueron realizadas utilizando la cepa JM 109 (Promega). Las
cepas de Actinomicetos seleccionadas: Streptomyces griseus 40235, Streptomyces albus ATCC 17900,
Actinomiceto CCCMSQF-705 (705) y Streptomyces lividans TK 21 (control) fueron crecidas por duplicado en

medio s6lido MS a diferentes concentraciones de tioestreptona: 12. 5; 25; 30; 40 y 50 pg/ml, exceptuando a S.
lividans (cepa control). Este ensayo nos permitido conocer aquella concentracion minima de tioestreptona a la
cual no crece el microorganismo (concentracion minima inhibitoria) y por consiguiente establecer
confiablemente una concentracion para la seleccion de los futuros exconjugantes (concentracion de trabajo).
Las manipulaciones genéticas en E. coli y Actinomicetos fueron realizadas de acuerdo a Sambrook y cols
(1989)* y Kieser y cols. (2000)°, respectivamente. En la Tabla 1 aparecen reportados los plasmidos utilizados y
obtenidos en este trabajo.

Tabla 1. Plasmidos utilizados

Cepas/plasmidos Descripcion Referencias
pUCAO Vector conjugativo bifuncional E. coli-Streptomyces derivado Lab. de Genética
del pUWL-KS’ CQF
pUWL-7.5 Inserto EcoRI/HindIll del pUCIAS® clonado en pUCAO Este trabajo
pUWL-A2 Inserto EcoR1/Xhol-klenow del pAAXS® clonado en pUCAO Este trabajo

La introducciéon de ADN plasmidico en las diferentes cepas de Actinomicetos mediante la técnica de
conjugacién fue realizado de acuerdo a Rosabal y cols, 2001°. Para el crecimiento en medio liquido de las
diferentes cepas salvajes de Actinomicetos y de los exconjugantes obtenidos fueron seleccionados los medios
de cultivos solubles: trypticase soy broth (TSB, Oxoid) y BTSB (10% sacarosa, 1.7% triptona, 1% extracto de
levadura, 1% glucosa, 0.5% harina de soya, 0.5% NaCl y 0.25% K,HPO,).

La determinacion de IFNa2bp,m.rec €n los sobrenadantes de cultivos de los diferentes exconjugantes obtenidos
se realizo mediante la realizaciéon de un ELISA tipo sandwich especifico’.

Resultados y Discusion

En este trabajo fueron seleccionadas 3 cepas de Actinomicetos como posibles hospederas para la produccion
heter6loga de interferon alfa 2b humano recombinante: S. griseus, S. albus y Actinomiceto CCCMSCQF 705.

También se incluyd, como cepa control de este estudio, a S. /ividans TK 21 dado los resultados obtenidos

anteriormente’. Los plasmidos conjugativos utilizados en este estudio, pUWL-A2 y pUWL-7.5, codifican para

dos tipos de proteinas de fusion ps-lipA/ IFNa2bpumrec diferentes: pUWL-7.5 codifica para una fusion directa

“in-frame” entre el ps-lipA y el IFNO2bym.rec, mientras que pUWL-A2 codifica para una proteina de fusion
con seis amino acidos adicionados entre el ps-lip4 y el IFNa.2bpym.rec-

Con la finalidad de conocer el crecimiento de las cepas salvajes en presencia de tioestreptona (tsr) en medio
solido, se realiz6 un gradiente de este antibidtico. Los resultados se muestran a continuacion.

Tabla 2 Resultados del gradiente de concentracion de tioestreptona

Cepa de Actinomiceto Concentracion minima inhibitoria de | Concentracion de tsr de trabajo
tsr (LLg/ml) (1g/ml)
S. griseus 40235 25 30
S. albus ATCC 17900 25 30
ActinomicetoCCCMSCQF-705 12.5 25

Conociendo la concentracion de tioestreptona de trabajo para cada cepa se realizd la introduccion de los

plasmidos pUWL-7.5 y pUWL-A2 en las 4 cepas seleccionadas (incluyendo a S. lividans) mediante la técnica



de conjugacion. Se obtuvieron un numero suficiente de exconjugantes aislados, lo cual nos permitid
seleccionar aleatoriamente 3 réplicas para cada cepa con cada uno de los dos plasmidos. Con las suspensiones
de esporas de cada exconjugante seleccionado se realizo un estudio en medio liquido utilizando los medios
BTBS y TSB. Primeramente se estudio el crecimiento de las cepas salvajes en ambos medios y en todos los
casos hubo mejor crecimiento en el medio BTSB. Los exconjugantes también tuvieron un crecimiento similar
en el medio BTSB en presencia de 3-5 pug/ml de tioestreptona. Con la finalidad de chequear que los
exconjugantes obtenidos de cada cepa fuesen exconjugantes verdaderos se realizo el aislamiento de ADN
plasmidico para cada réplica y se corrobord por chequeo de restriccion (resultados no mostrados) que el
proceso de transferencia conjugativa de ADN plasmidico de E. coli a Streptomyces ocurri6 satisfactoriamente.

Los exconjugantes de las diferentes cepas de Actinomicetos con los plasmidos pUWL-7.5 y pUWL-A2 fueron
crecidos en medio BTSB durante 72 h. Muestras de sobrenadantes de cultivo de 24, 48 y 72 h de cada réplica
fueron conservadas a —70 °C para su posterior analisis por ELISA. Este ensayo detect6é que los exconjugantes
de S. lividans [pUWL-7.5] y de S. lividans [pUWL-A2] secretaron aproximadamente 40 ng/ml de IFNo2by,,.
rec @ las 48 horas (niveles maximos) mostrando un comportamiento diferente respecto a los transformantes de S.
lividans con los respectivos plasmidos bifuncionales no conjugativos pUCIAS y pAAXS, en los cuales se
obtuvo niveles de 100 ng/ml en S. lividans [pAAXS] y 15 ng/ml en S. lividans [pUCIAS] a las 48 h de cultivo
(niveles maximos). Los exconjugantes de 705 [pUWL-7.5] y los exconjugantes de 705 [pUWL-A2] secretaron
niveles de interferon inferiores (<10 ng IFNo2byymre/ml). En el caso de los sobrenadantes de cultivos de los
exconjugantes de S. griseus y S. albus no fue detectado IFNa2bpymrec. Por lo que Streptomyces lividans
muestra los niveles de IFNa2bp,m.e. secretado mas elevados en los sobrenadantes de cultivos ya sea por el
método de conjugacion o de transformacion.

Nuevas cepas de Actinomicetos deben ser analizadas con la finalidad de buscar un mejor hospedero para la
produccion secretora de proteinas heterdlogas y en particular de esta proteina.
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RESUMEN: El mapeo peptidico es una de las mas
poderosas y sensibles técnicas analiticas disponibles para el
analisis de proteinas, pues permite verificar con gran
aproximacion la estructura primaria de éstas.

A inicios de los 90, agencias regulatorias, la Asociacion de
Productores Farmacéuticos y otras organizaciones
recomendaron el uso del mapeo peptidico para asegurar la
estabilidad genética y la consistencia de los productos
biofarmacéuticos. El factor estimulador de colonias
granulociticas (G-CSF) es una proteina que regula la
produccidn y liberacion de los neutrofilos funcionales de la
médula 6sea. Es utilizada para reducir la duracion de la
neutropenia y la incidencia de la neutropenia febril en los
pacientes con neoplasias no mielégenas que reciben
tratamiento con quimioterapia citotdxica no convencional.
Esta proteina se obtiene de forma recombinante en E.coli y
se purifica en el Centro de Inmunologia Molecular. Como
parte del desarrollo de este producto, fue necesaria la
implementacion de una técnica de mapeo peptidico, con el
fin de detectar posibles cambios o alteraciones en su
estructura primaria. Se ensayaron diferentes estrategias y
metodologias con el fin de minimizar el tratamiento de la
muestra y obtener un rendimiento adecuado en el menor
tiempo posible. El método finalmente propuesto para
realizar el mapa de péptidos del G-CSF evita la
precipitacion después del cambio de tampdn. Ademds se
obtiene mayor recobrado de los péptidos, menor tiempo de
analisis y un ahorro en cuanto a la cantidad de muestra a
utilizar.

INTRODUCCION.

El mapeo peptidico es usado fundamentalmente en la
industria biotecnologica con dos objetivos: como prueba de
identidad en controles de calidad y para la caracterizacion
estructural de productos de naturaleza proteica, ademas el
mapeo peptidico se considera una huella dactilar de la
proteina y se usa ampliamente para determinar la pureza de
recombinantes biologicos, lo que permite disponer de un
criterio de aceptacion o rechazo para la liberacion de lotes
de un producto

El mapeo peptidico no es un método general, lo que trae
como consecuencia que para cada proteina que se quiera
desarrollar un mapa sea necesario emplear técnicas

especificas seglin sus propias caracteristicas.

—+ DTT:Proteina de 100:1 —

Desalado en PD-10 equilibrada con !
0.1M Tris-Base 2MUreapH7.8 ' 0.5 mgiml —* enzima:sustrato de 1:25

MATERIALES Y METODOS.

Todas las muestras utilizadas fueron obtenidas de los lotes
del escalado del G-CSF realizado en el Departamento de
R&D del Centro de Inmunologia Molecular. Todos los
reactivos usados fueron adquiridos a PlusOne y a
AmershamPharmacia-Biotech.

M¢todo propuesto por Jones et al para el mapeo de

péptidos del G-CSF(1993). (Fig. 1)

Reducciin y Carboximetilacion del G-CSF

1mg de muestra ___, Reconstituido en 1ml de , Incubar a 37°C

Secado en Speed-vac.  0.3M Tris-HCI 6M GdnHCI pH 8.4 15 min

Anadir IAA en relacion Terminar la reaccion con

1AADTT de 2:1 _— 1ul de 2-mercaptoetanol
Incubar a 37°C 20 min Incubar a 37°C 15 min

En Atm. de Nitrdgeno

Afiadir DTT en relacion

Incubar a 37°C 15 min

Cambio de tampdn y digestion.

Diluir hasta Afadir Glu C en relacion

Digerir por 26 h a 25°C

Figura 1.

La separacion de los péptidos se realizd mediante un
método de RP-HPLC. Se tomaron 100ul de la muestra
digerida conteniendo alrededor de 50ug de G-CSF y se
aplicaron a una columna de fase reversa C4, 250X4.6mm,
Pharmacia™, previamente equilibrada a 30°C con 97%
tampon A (TFA 0.1%/agua) y se realizé un gradiente de 3%
a 80% del tampon B (TFA 0.09%/AcN 90%/agua) durante
120 minutos.

RESULTADOS Y DISCUSION.

El método previamente publicado por Jones et al. (1993)
presenta varias desventajas, como son:

El uso de Img de muestra en cada determinacion, lo que
constituye una cantidad de muestra considerable,
provocando un encarecimiento de la técnica. Se decidid
trabajar con 100ug de muestra, ya que de esta manera se
evita un gasto innecesario de proteina y se necesita una
menor cantidad de enzima para la digestion.

Se observaron problemas en la aplicacion de la técnica,
pues en el cambio de tampoén, una vez reducida y

carboximetilada la muestra, ocurrid precipitacion de la



proteina. Por esta razon se intentaron diferentes estrategias

de desalado. Ver Tabla 1.

Precipitacion
Método Cambio de tampén

SI NO

Gel filtracion | Tampén A a Tampoén C X

Dialisis Tampoén A a Tampén C X
RP-HPLC Tampoén A a Tampén C X"
RP-HPLC Tampén B a Tampén C X

Ppt. con Etanol | Tampén B a Tampén C X

Tabla 1. Estrategias de desalado utilizadas.

X" La precipitacion tuvo lugar durante la digestion.

Tampén A: 6 M GdnHCI, 0.3 M Tris-HCI, pH 8.4
Tampoén B: 8 M Urea, 0.3 M Tris-HCI, pH 8.4
Tampoén C: 2 M Urea, 0.1 M Tris-HCI, pH 7.8

También es un inconveniente la duracion prolongada de la
digestion (26 horas), lo que atenta contra la rapidez de la
técnica, provocando que no se disponga de un resultado con
mayor celeridad, lo que es critico para la liberacion lote a
lote.

Segun los resultados experimentales, el problema de la
precipitacion se resuelve al carboximetilar la muestra en
tampon 8 M Urea, 0.3 M Tris-HCI, pH 8.4 y digerir en
tampon 2 M Urea, 0.1 M Tris-HCL, pH 7.8. Todo parece
indicar que el uso de tampones de diferente naturaleza
favorece las interacciones hidrofobicas, durante el cambio
de tampdn, provocando entonces la precipitacion de la
proteina.

Al evitar la precipitacion después del cambio de tampon,
se pudo pasar a la digestion de la proteina.

Empleando un desalado por RP-HPLC, después de digerir

con Glu C se obtuvieron los cromatogramas de la Figura 2.

Time: 34675 Minutes
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Figura 2. Digestion de G-CSF désalado por un método
de RP-HPLC. Se utilizaron distintas molaridades de
Urea durante la digestion (2M, y 2.4M).

Véase, como a medida que aumenta la concentracion de
Urea, se observan menos péptidos como consecuencia de la
digestion incompleta, debido a una inhibicion de la enzima.
Realizando el cambio de tampén por el método de
precipitacion con etanol y digiriendo con Glu C se

obtuvieron atn mejores resultados.

Se probo ademas el efecto de la temperatura en el secado,
se secaron muestras a 25 y 35°C y no se observaron
diferencias en los mapas obtenidos. Como no hubo
afectacion alguna en la integridad del G-CSF asumimos que
es posible aumentar hasta 35°C la temperatura en el secado
inicial, reduciéndose de esta manera, el tiempo de duracion
de la técnica.

Durante la precipitacion con etanol se evidenciaron
diferencias en el recobrado de los péptidos, en dependencia
de la agitacion o no de la muestra, después de anadir el
etanol, segin se observa en las figuras 3 y 4. Esto pudiera
deberse a que tenga lugar una inhibicion de la Glu C por
presencia de Urea atin después de la precipitacion o porque
el método no presente un buen recobrado y se produzca

pérdida de una parte de la proteina durante la precipitacion.
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Fig 3. Digestion de G-CSF precipitada con etanol sin

agitacion.
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Fig 4. Digestion de G-CSF precipitada con etanol y
agitacion.

Por los resultados obtenidos experimentalmente se propone
el método descrito en la figura 5 para realizar el mapeo de

péptidos del G-CSF.

Reduccion y Carboximetilacion del G-CSF

100 ug de muestra __, Reconstituido en 100 ul de Incubar a 37°C

Secado en Rotoevaporador  0,3M Tris-HCI 84 Urea pH 8.4 15 min
a35'C o .
Afiadir DTT enrelacign ~ nadir IAAenrelacion  torminar la reaccion con

IARDTT de 21 _—+ 1ul de 2-mercaptoetanol
Incubar a 37°C 20 min Incubar a 37°C 15 min

En Atm. de Nitrdgeno

—+ DTT:Proteina de 100:1 —
Incubar a 37°C 15 min

Cambio de tampon y digestion.
R L Afiadir Glu C en refacion
Precipitacion con Reconstituir a 0.5 mg/ml en enzima:sustrato de 1:75
6Y de Etanoly agitacion  0.1M Tris-Base 2M Urea pH 7.8 Digeri por 26 ha 25°C

Figura 5. Método final propuesto para el mapeo.

cx

CONCLUSIONES

El método propuesto finalmente para realizar el mapa de

=

péptidos del G-CSF evita la precipitacion después del
cambio de tampodn, se obtiene un mayor recobrado de los
péptidos, un menor tiempo de analisis y un ahorro en cuanto

a la cantidad de muestra a utilizar.
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“Evaluacion de la estabilidad de un medio libre de proteinas para la produccion de biomoléculas.”
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Resumen:

En los ultimos afios ha surgido una opcidn atractiva para la completa eliminacién de macromoléculas de
origen proteico de los medios de cultivo. Sin embargo, el disefio completo de medios libres de proteinas es
dificil y su campo de aplicacion es limitado. El éxito depende en gran medida del desarrollo de clones
celulares con requerimientos de proteinas muy bajos. El devenir historico de los medios libres de proteinas se
basa en la sustitucion racional de los suplementos de origen proteico en suplementos de origen no proteico.

La linea celular CHO transfectada con el gen de la Eritropoyetina humana recombinante se adaptd a crecer en
el medio comercial libre de proteinas PF-CHO. Se demostrd que la adaptacion en un solo paso es factible de
efectuar sobre esta linea celular y que el estado fisioldgico de partida es decisivo para la respuesta del cultivo
durante el proceso. El medio libre de proteinas empleado logré alcanzar los niveles de producciéon probados,
siendo esto beneficioso para el disefio de futuros procesos cromatograficos con mayor rentabilidad.

La estabilidad de la produccién no se vio afectada por la permanencia de la linea durante largos periodos de
tiempo, lo cual confirma la hipotesis de que los medios libres de proteinas inducen mayor estabilidad a las
lineas celulares en comparacion con los medios suplementados con suero fetal bovino.

Los objetivos que se persiguen al iniciar este trabajo es realizar un estudio en diferentes intervalos de tiempo
(hasta 60 dias) de las variables que caracterizan el crecimiento y el metabolismo de la linea celular (CHO),
modificadas genéticamente para la produccion de Eritropoyetina Humana Recombinante y adaptada a crecer
en medio libre de suero comercial (HyQ PF-CHO) que conforman el banco de trabajo.

Introduccion.

En la actualidad la mayor parte de los procesos de produccion de biofarmacos a escala mundial, se realizan
con el empleo de nuevas técnicas de fermentacion de células superiores, y se encaminan numerosos esfuerzos
cientifico - técnicos para lograr el desarrollo de procesos eficientes en el cultivo celular a gran escala para la
produccion de multiples biomoléculas para lo cual se han definido un gran numero de medios libres de suero
capaces de mantener el crecimiento y la produccion de las células en niveles similares y superiores, a los
alcanzados en los medios de cultivo suplementados con suero, a un costo aceptable.

Un aspecto fundamental para garantizar la conservacion de un nuevo producto biofarmacéutico, es el cuidado
y conservacion de la linea celular que se utiliza para su produccion y la unica forma de lograr esto es a través
del establecimiento de los bancos celulares estables para la produccion por largos periodos.

Materiales y Métodos.

Linea celular: EPOhr

Medio de cultivo: HyQ PF-CHO.



Condiciones Experimentales: Frascos agitados de 250 ml.,Agitacion 60 r.p.m.,Temperatura

de incubacion 37°C.

Disefio de experimental:

Estudio Cinético # 1

Estudio Cinético # 2

- Montaje al mes de cultivo continuo.
- Sistema Bacth.
- Volumen Final 250 ml
-Dos réplicas.
- Ajuste inicial 0.20 células/ml

-Toma de muestras cada 24 horas

- Montaje a los dos meses de cultivo continuo.
- Sistema Bacth.
- Volumen Final 250 ml
-Dos réplicas.
- Ajuste inicial 0.20 células/ml

-Toma de muestras cada 24 horas

Analisis de las muestras de cada estudio:

Conteo Celular: Camara de NeubauerCuantificacion de EPOhr: Método de ELISA disefiado en el CIM

Resultados y discusion.

Fases del crecimiento celular:

muestra el

Comportamiento del crecimiento celular en ambas cinéticas.

La Figura l.

comportamiento de la linea celular

CHOhr a través del estudio cinético de

las variables que describen el

crecimiento y la muerte del cultivo

transcurrido el primer y segundo mes

de cultivo. En ambos casos se aprecian
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Fig. 1 Curvas decrecimiento de ambas cinéticas

Las velocidades especificas de crecimiento en la fase exponencial muestran diferencias, durante el primer

mes alcanza un valor de 0,0580 x 10°cél/mLh, el cual se incrementa después de dos meses de cultivo a

0,0798 x 10°cel/mLh lo que puede asociarse a que en sistemas de transfeccion, el ADN recombinante en la

medida que se incrementa el tiempo de cultivo de la linea pierde copias de genes, por tanto disminuye la carga

genética, lo cual se traduce en una disminucion de la cantidad de material genético a transcribir y la célula

dedica mas energia a crecer, incrementandose la velocidad especifica de crecimiento cuando transcurren dos

meses de cultivo celular continuo.

Fase exponencial

Cinética 2
( 2 meses de cultivo)

Cinética 1
(1 mes de cultivo)




Velocidad de Crecimiento Especifica (x 10°cél/mL h). 0,0580 0,0798

Velocidad de Produccion Especifica (x 10 °ug/ mL h). 0,0605 0,0588

Tabla # 1. Comparacion de parametros de crecimiento y produccion de ambos estudios.

La velocidad especifica de produccion (q EPO) durante la fase exponencial muestra valores muy cercanos
para ambos estudios. Esta similitud entre las q¢ EPO se atribuye a que los sistemas recombinantes poseen
marcadores de seleccion, los cuales permiten aislar los clones deseados®. Para el caso de nuestra linea celular
el marcador de seleccion empleado es DHFR/MTX, este sistema impone que el medio de cultivo utilizado no
puede contener ni Hipoxantina, ni Timidina, porque ambos son precursores directos de bases nitrogenadas. El
medio en que estas células fueron adaptadas a crecer (HyQ PF-CHO) cumple con estos requerimientos,
manteniendo la presion selectiva sobre la linea celular la cual no pierde la capacidad de expresion de la

Eritropoyetina atin cuando el intervalo de tiempo sean 60 dias de cultivo.

Comportamiento de la Produccion de EPO en ambas cinéticas. La Figura 2. muestra que la pro duccion

8o de EPO mantiene el mismo patrén de
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Fig.2 Produccion de EPOhr en ambos estudios.

Relacionando los resultados obtenidos del comportamiento del crecimiento celular en ambos estudios con la
produccién de EPO se evidencia que en la fase estacionaria donde la velocidad especifica de crecimiento es
aproximadamente cero existe un incremento de la produccion de la molécula de interés. Esto induce a pensar
que en esta linea celular la produccidon no se encuentra directamente asociada al crecimiento lo cual ha sido
reportado en la literatura para varias lineas celulares.

Todo lo expuesto con anterioridad nos permite afirmar que la nueva linea celular CHOhr obtenida, es capaz
de mantener la produccion de Eritropoyetina de forma estable durante 60 dias de cultivo continuo.
Referencias Bibliograficas.1-Arias M. A., Chico E., Borrego Y., Pérez T., Benitez E. Y Suarez Y.
Perfeccionamiento del proceso productivo de Eritropoyetina Humana Recombinante. Ponencia Relevante del
XII Forum Nacional de Ciencia y Técnica, Habana, Cuba, Enero 2001.

2-Banik G. y Heath C. (1995) Hybridoma Growth and Antibody Production as a Function of Cell Density and
Specific Growth Rate in Perfusion Culture. Biotechnol. Bioeng. 48: 289-300.




Validacion de la técnica del Limulus Amebocyte Lysate (LAL), para la determinacién de la
concentracion de endotoxinas en las muestras procedentes del proceso de produccion de la vacuna
contra la Hepatitis B.

Lic. Jorge Rodriguez Duran, Téc. Jorge Alberto Mederos Tasé, Lic. Aixa Oteros Reyes, Lic. Julio C.
Sanchez Garcia, Lic. Amarilis Mufioz Garcia.
Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia.

Resumen:

Las endotoxinas son compuestos de gran peso molecular asociados a la membrana externa de las bacterias
gram negativas y constituyen uno de los contaminantes mas perjudiciales en compuestos parenterales.
Precisamente el LAL (Limulus Amebocite Lysate), es un método para determinar cuantitativamente
endotoxinas bacterianas en medios acuosos. Esta técnica se basa en la activacion de una cascada
enzimatica por la presencia de endotoxinas bacterianas. Las enzimas activadas liberan la p-NA de un
sustrato sintético y cromogénico, dando lugar a una coloraciéon amarilla, la que al ser leida a 405 nm
cuantifica la cantidad de endotoxina presente en el sistema.

Esta técnica es aplicable a muestras que proceden de la produccion de la vacuna contra la Hepatitis B para
la cuantificacion de posibles trazas de endotoxinas que puedan influir en la calidad del producto, por lo
que fue necesario validar esta técnica evaluando los parametros de linealidad, especificidad, precision y
limite de deteccion seglin las exigencias, para los métodos analiticos, establecidas en la Serie de Informes
Técnicos 823 de la OMS.

El analisis de regresion lineal permitio eliminar el 98% de la dispersion de los valores obtenidos y el test
de student para la comparacion de dos regresiones lineales confirmé en los estudios de especificidad, que
los tampones utilizados en la produccion, no interfieren en la técnica.

El analisis de varianza de un disefio jerarquico indicd que la técnica tiene una variabilidad inferior al 20%,
ademas qued6 demostrado que es capaz de detectar hasta 0,01UE/mL. Los resultados obtenidos reflejan,
que la técnica cumple con los parametros que exige la validacion de los métodos cuantitativos para la

determinacion de impurezas.

Introduccion:

El LAL (Limulus Amebocite Lysate), es el método mas sensible, rapido y especifico para determinar
cuantitativamente endotoxinas bacterianas en medios acuosos.

El presente trabajo tiene como objetivo fundamental obtener una evidencia documentada de los
parametros criticos que influyen en la calidad de los resultados analiticos en la correcta cuantificacion de
la concentracion de endotoxinas de las muestras procedentes de los procesos de produccion de la vacuna
contra la Hepatitis B. Los parametros estadisticos a medir son precision, especificidad, limite de deteccion
y linealidad.

El método objeto de la validacion estd clasificado como: Método cuantitativo para la determinacion del
limite de impurezas, siendo de categoria IV segin la serie 823 de los informes técnicos de la OMS de

1992, de validacion de métodos analiticos.



Materiales y Métodos:

Los parametros evaluados fueron: linealidad, limite de deteccion, especificidad y precision.

La linealidad es la proporcionalidad que existe entre la concentracion del analito y la absorbancia a una
longitud de onda determinada. Para determinar la relacion existente entre concentracion del analito y la
absorbancia a 405 nm, se realiz6 una curva de calibraciéon del Material de Referencia con la siguientes
concentraciones: 1; 0,5; 0,25 y 0,1 UE/mL, realizando como minimo tres réplicas para cada concentracion.
El limite de deteccion es la menor concentracion o cantidad de analito detectable con razonable certeza
por un procedimiento analitico dado. Es la menor cantidad que puede ser detectada pero no
necesariamente cuantificada.Se realizaron como minimo 6 determinaciones del fondo. El limite de
deteccion se calculd mediante la siguiente formula:

CL= 3 X Spianco/ b

donde:

CL: Limite de deteccion.

Shianco: Desviacion estandar de las respuestas de los n blancos.

b: Pendiente de la recta de calibracion.

La especificidad es la habilidad de un método para detectar exclusivamente el analito de interés. Se realizd
una comparacion de la pendiente de la curva de referencia (tampoén del ensayo) con la pendiente de cada
curva preparada en las soluciones tampones del proceso. La comparacion se realiza calculando el valor de
la t de student para un 95 % de confianza y los grados de libertad totales de las dos curvas que se
comparan.

La precision mide la dispersion de los valores analiticos respecto a una media. Refleja el error aleatorio.
Expresa la variacion de los resultados. Las medidas numéricas de la precision son la desviacion estandar y
el coeficiente de variacion y esta referida a la variabilidad de las mediciones dentro de un conjunto. En
este punto se incluyen la repetibilidad y la reproducibilidad. Se estudié la variabilidad del material de
referencia en un mismo ensayo a la concentraciones de 0,25; 0,5 y 1,0 UE/m L, y de muestras de MPA del
antigeno de superficie de la Hepatitis B, en su dilucion de trabajo. Tambien se estudi6 la variabilidad de
las muestras de MPA en tres dias diferentes por dos analistas.

Resultados y Discusion.

Se probo que existe una relacion lineal entre la absorbancia a 405 nm y la concentracion de un material de
Referencia correspondiente al kit.

Se realizo el ajuste de regresion de los valores de absorbancia con los de concentracion mediante el
método de los Minimos Cuadrados Lineales.

Los coeficientes determinacion de cada curva fueron los siguientes:

Curva 1: 0,9976 Curva 2: 0,9976 Curva 3: 0,9967

Se realiz6 un analisis de varianza con cuatro pares de datos de absorbancia y concentracion de la curva de
calibracion para probar la hipotesis nula de que no hay regresion (=0). En todos los experimentos se
obtuvo un valor de probabilidad asociada al valor de F inferior a 0,01, lo cual indica que no se cumple la
hipotesis nula (B=0) y que ajustando una recta de regresion eliminamos la dispersion de los valores (y)

respecto a la media de los mismos.



Se calcularon los intervalos de confianza con los resultados obtenidos en 16 ensayos reflejandose en la
tabla 1

Tabla 1. Determinacion de los intervalos de confianza.

Intervalos de confianza Media X +2DS X -2DS
(x)
Pendiente 1.1514 1.6204 0.6824
Intercepto -0.0407 0.0799 -0.1613
Control positivo (UE/m L) 0.435 0.517 0.353

Para establecer el rango de trabajo de la curva de calibracion, se analiz6 la exactitud y la precision de cada

punto de la curva en cinco ensayos independientes, obteniendose en cada caso, que la t de student

calculada era menor que la tabulada

El limite de detencion del ensayo es 0,01 UE/mL.

Se utilizé el método de student para la comparacion de dos pendientes el cual indicd que la misma es

paralela con la pendiente del ensayo, al ser la ¢ de student calculada (-0,3444) menor que la tabulada

(2,179), indicando que el ensayo tiene especificidad. También se determiné la especificidad del ensayo

por adicion de 0,4 UE a muestras de MPA de la produccion de la vacuna recombinante de la Hepatitis B.

Se determiné el limite de aceptacion del ensayo como el 25 % de la concentracion real de endotoxina, el

cual se obtuvo del punto de la curva de calibracion correspondiente a 0,4 UE/mL, después del analisis de

regresion lineal. Los valores de endotoxinas estaban dentro del rango 0,2925-0,4875

Se calcul6 la precision intra-ensayo o repetibilidad de la técnica para cada tipo de muestra, calculandose el

coeficiente de variacion de cada muestra y material de referencia en el rango alto, medio y bajo de la

curva de calibracion, siendo menor que el 10 %. La precision inter ensayo o reproducibilidad se calculd

por tipo de muestra para cada analista, y por tipo de muestra entre los analistas. El coeficiente de variacion

en ambos casos se calculd por un disefio jerarquico siendo menor que el 20 % en todos los casos

Conclusiones:

=  Elrango de linealidad del método es de 1,0 a 0,1 UE/mL.

=  El método tiene especificidad.

= EICV del ensayo es inferior al 10 %.

= EICV de los analistas es inferior al 20 %.

=  EICV entre los analistas es inferior al 20 %.

= Se establecieron los intervalos de confianza del ensayo.

e La técnica cumple con todos los requisitos que exige la validacion de los métodos cuantitativos para
la determinacion del limite de impureza.
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Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia.

Resumen

La produccion de anticuerpos monoclonales en el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, es
controlada en cada una de las etapas productivas por la division de Control de Procesos, utilizandose un
ELISA tipo sanwich para cuantificar esta proteina en las diferentes etapas del proceso.

En este ensayo inmunoenzimatico, las placas son recubiertas con el antigeno de superficie de la
Hepatitis B recombinante (HBsAg). El anticuerpo monoclonal (AcM) contenido en la muestra se une al
HBsAg y esta reaccion es revelada usando un anticuerpo policlonal (AcPc) en conejo o carnero (anti-
IgG de ratdén) conjugado con peroxidasa en presencia de su sustrato. La intensidad del color es
proporcional a la cantidad de moléculas de AcMs presente en la muestra.

Los parametros que se tuvieron en cuenta para la validacion de esta técnica fueron: linealidad, rango de
trabajo, exactitud, precision, especificidad, limite de cuantificacion, efecto borde y homogeneidad de
adsorcion.

El analisis de regresion lineal permiti6 eliminar el 98% de la dispersion de los valores obtenidos, y el
test de student para la comparacion de dos regresiones lineales confirmd, en los estudios de
especificidad, que los tampones utilizados en la produccion asi como las proteinas contaminantes
presentes en las muestras, no interfieren en la técnica. La exactitud del método se evalud con el
material de referencia de AcM comparando los resultados obtenidos por ELISA con los del Lowry.
También se demostrdo que no existe efecto de borde y que la variabilidad en la homogeneidad de
adsorcion es inferior al 5 %.

El analisis de varianza de un disefio jerarquico indicd que la técnica tiene una variabilidad inferior al
20% en el intervalo de concentraciones de 25 a 5 ng/m L, siendo 5 el limite de cuantificacion de la

técnica.

Introduccion

En nuestro centro una de las lineas productivas es la de anticuerpos monoclonales los cuales se utilizan
en el proceso de purificacion del antigeno de superficie de la hepatitis B y determinan la pureza final de
la particula de hepatitis B.

La concentracion de los anticuerpos monoclonales anti hepatitis B se utiliza en la preparacion de
columnas de cromatografia de afinidad y al mismo tiempo el contenido en gramos de estos anticuerpos
en la columna cromatografica define la capacidad de la misma y el rendimiento del proceso de
purificacion del antigeno de superficie de la hepatitis B.

El método objeto de la validacion esta clasificado como: Método cuantitativo para la determinacion del
compuesto activo y preservo como materia prima o en formulaciones farmacéuticas, siendo de

categoria I, segun USP XXIII, validacién de métodos analiticos.



Materiales y Métodos.

Los parametros a evaluar son: linealidad, rango de trabajo, exactitud, precision, especificidad, limite de
cuantificacion, efecto borde y homogeneidad de adsorcion.

La linealidad es la proporcionalidad que existe entre la concentracion del analito y la absorbancia a una
longitud de onda determinada. Para determinar la relacion existente entre concentracion del analito y la
absorbancia a 492 nm, se realizd una curva de calibracion del Material de Referencia con la siguientes
concentraciones: 25, 20, 15,10 y 5 ng/mL, realizando como minimo tres réplicas para cada
concentracion.

El rango de trabajo del sistema se establecié mediante el analisis de cada uno de los puntos del rango
de linealidad de la curva de regresion.

La exactitud expresa la capacidad del método para dar resultados lo mas proximo posible al valor
considerado verdadero. Refleja el error sistematico. Se realizaron 10 ensayos independientes con el
material de referencia. Se compararon los valores obtenidos por ELISA en el rango alto, medio y bajo
con el valor correspondiente segiin el método del Lowry.

La precision mide la dispersion de los valores analiticos respecto a una media. Refleja el error
aleatorio. Expresa la variacion de los resultados. Las medidas numéricas de la precision son la
desviacion estandar y el coeficiente de variacion y esta referida a la variabilidad de las mediciones
dentro de un conjunto. En este punto se incluyen la repetibilidad y la reproducibilidad. Se estudio el
comportamiento de las muestra finales de cada etapa del proceso productivo. Tambien se estudio la
variabilidad de estas muestras en tres dias diferentes por tres analistas.

El limite de cuantificacion (LC), es la menor concentracion o cantidad de analito que puede ser
determinada con aceptable precision y exactitud bajo las condiciones experimentales establecidas. Se
utilizaron los resultados experimentales del estudio de la linealidad.

La especificidad es la habilidad de un método para detectar exclusivamente el analito de interés. Se
realizd una comparacion de la pendiente de la curva de referencia (tampén del ensayo) con la
pendiente de cada curva preparada en las soluciones tampones del proceso. La comparacion se realiza
calculando el valor de la t de student para un 95 % de confianza y los grados de libertad totales de las
dos curvas que se comparan.

El efecto borde. es la afectacion de la absorbancia en los bordes de la microplaca, debido a condiciones
experimentales no Optimas que afectan la homogeneidad de la respuesta. Se prepararon tres
concentraciones diferentes del material de referencia en los niveles de concentraciones alta, media y
baja y se aplicaron las muestras de forma aleatoria en diferentes posiciones abarcando toda la placa.

La homogeneidad de adsorcion es la variabilidad de los valores de absorbancia inferior al 5 %. Se
preparé una muestra de concentracion conocida (20 ng/mL) del material de referencia. Se aplico la
muestra de forma homogénea, abarcando toda la placa.

Resultados y Discusion

Se probd que existe una relacion lineal entre la absorbancia a 492 nm y la concentracion del material
de referencia para anticuerpos monoclonales CB-HEP-1

Se realizo el ajuste de regresion de los valores de absorbancia con los de concentracion mediante el

método de los Minimos Cuadrados Lineales.



Los coeficientes determinacion de cada curva fueron los siguientes:

Curva 1: 0.989495 Curva 2: 0.991052 Curva 3: 0.993582

Se realiz6 un analisis de varianza con cinco pares de datos de absorbancia y concentracion de la curva de
calibracion para probar la hipotesis nula de que no hay regresion (=0). En todos los experimentos se
obtuvo un valor de probabilidad asociada al valor de F inferior a 0,01, lo cual indica que no se cumple la
hipotesis nula (B=0) y que ajustando una recta de regresion eliminamos la dispersion de los valores (y)
respecto a la media de los mismos.

Se calcularon los intervalos de confianza con los resultados obtenidos en 16 ensayos reflejandose en la
tabla 1

Tabla 1. Determinacion de los intervalos de confianza.

Intervalos de confianza Media X +2DS X -2DS
(x)
Pendiente 0.0355 0.0439 0.0271
Intercepto 0.2162 0.2789 0.1536
Control positivo (UE/m L) 3109.31 3946.28 2272.34

Para establecer el rango de trabajo de la curva de calibracion, se analiz6 la exactitud y la precision de cada
punto de la curva en cinco ensayos independientes, obteniendose en cada caso, que la t de student
calculada era menor que la tabulada

El limite de cuantificacion del ensayo es 5 ng/mL que se corresponde con menor punto de la curva el cual
tiene exactitud y precision.

Se utilizé el método de student para la comparacion de dos pendientes el cual indicd que la misma es
paralela con la pendiente del ensayo, al ser la ¢ de student calculada menor que la tabulada, para cada uno
de las soluciones tampones, indicando que el ensayo tiene especificidad. Tabla 2

Tabla 2: Estudio de especificidad. Comparacion de 2 pendientes.

Soluciones Composicion t exp. t critica
PBS 1X NaCl; KCI; Na,HPO, y KH,PO, 0.438 2.179
Tris NaCl NaCl 150 mM y Tris 20 mM). 1.445
Sulfato de amonio al 100 % de saturacion NH,;SOy; 767 g/ 0.502
Sulfato de amonio al 50 % de saturacion NH,SO,4; 313 g/LL 1.400

5. Exactitud

Se probd la exactitud del método comparando los resultados obtenidos por ELISA para el material de
referencia, con los que reporta el método del Lowry. La comparacion se realizé en el rango alto, medio

y bajo de la curva de calibracion y, se utilizo la prueba de student para la comparacion de medias en
muestras pequeflas, siendo esta menor que la tabulada en todos los casos.

Se calcul6 la precision intra-ensayo o repetibilidad de la técnica para cada tipo de muestra, calculandose el
coeficiente de variacion de cada muestra y material de referencia en el rango alto, medio y bajo de la
curva de calibracion, siendo menor que el 10 %. La precision inter ensayo o reproducibilidad se calculo
por tipo de muestra para cada analista, y por tipo de muestra entre los analistas. El coeficiente de variacion
en ambos casos se calculd por un disefio jerarquico siendo menor que el 20 % en todos los casos

En los Graficos 1,2 y 3 se representan cada muestra y se observa que en ninguno de los casos existe

efecto borde.
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Para determinar si existe homogeneidad de adsorcion se realizé un ensayo donde se aplicd una muestra

de material de referencia a concentracion de 20 ng/mL en toda la placa. Luego se determino el

coeficiente de variabilidad siendo menor de 5 %.
Conclusiones

e FElrango de linealidad del método es de 25 a 5 ng/mL.

e El método tiene especificidad: las soluciones tampones no afectan la determinacion en el intervalo

lineal de concentraciones.
e Elmétodo es exacto en todo el rango lineal.

e EICV del ensayo es inferior al 10%.

e EICV de los analistas es inferior al 20%al igual que entre ellos.

e Se determinaron los intervalos de confianza del ensayo.

e La técnica cumple con todos los requisitos que exige la validacion de los métodos cuantitativos

para la determinacion del principio activo.
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PREPARACIONES DE ERITROPOYETINA LIBRES DE ALBUMINA

J. CRUZ; D. VILLALTA; Z. GARCIA; A. VALLIN; A. PORTILLO; M. A. Las arias; D. Curbelo
Centro de Inmunologia Molecular. P.O. Box 16040, Ciudad de la Habana 11600, Cuba.

1. INTRODUCCION.

La Eritropoyetina (EPO) es una hormona glicoproteica acidica
que promueve la diferenciacion y proliferacion de eritrocitos.
La EPO producida mediante la tecnologia de ADN
recombinante tiene los mismos efectos biologicos que la
hormona endégena, y por ello ha tenido tanto éxito su uso en
la terapéutica de anemias asociadas a Insuficiencia Renal
Croénica, Cancer, SIDA, entre otras enfermedades. Para
obtener preparaciones estables de EPO humana recombinante
(EPOhr) se debe evitar la ocurrencia de cambios quimicos
(hidrolisis, reacciones de intercambio de puentes disulfuro,
etc) o cambios fisicos (desnaturalizacion, agregacion,
adsorcion al envase, etc) en la formulacion.

En la actualidad, casi toda la EPOhr disponible en el mercado,
contiene Albumina de Suero Humano (ASH), que como todo
hemoderivado, debe cumplir con rigurosos requisitos para su
produccién y comercializacion V. De ahi la gran importancia
de sustituirla por otro estabilizante que garantice la adecuada
estabilidad fisica, quimica y biologica de la proteina, y que al
mismo tiempo sea inocuo para el paciente.

La literatura reporta varios estabilizantes que pueden ser
utilizados para obtener formulaciones estables de EPOhr, tales
como: Gelatina, sales organicas e inorganicas, Manitol,
Sorbitol, PEG 4000, algunos tipos de aminoacidos y sustancias

@ En nuestro laboratorio se

superficialmente activas
ensayaron algunos de ellos, por separado y en mezclas,
fundamentalmente seleccionados del grupo de los polioles y
los aminoacidos. Este trabajo muestra el efecto de la mezcla
de aminoacidos Alanina, Glicina y Acido glutdmico,
seleccionados como aditivos para la formulacion de EPOhr,
sobre los perfiles electroforéticos y cromatograficos de la

molécula, asi como en el comportamiento de su actividad

bioldgica.

2. MATERIALES Y METODOS.

Las formulaciones se prepararon con la especie basica del
tampon fosfato, que en mezcla con los aminoacidos
mantiene su capacidad reguladora del pH. Se analizaron
muestras de EPOhr a 1 mg/ml y 20 pg/ml con la mezcla de
aminoacidos, que fueron incubadas a 60°C durante 8 dias o
almacenadas a 4°C durante O6meses, para estudios
preliminares de estabilidad acelerados y de vida estante,
respectivamente. Las muestras controles corresponden en
cada experimento a la misma formulacion sin la adicion de
estabilizantes y con HSA en el caso de actividad bioldgica.
Los métodos de SDS-PAGE y RP-HPLC (SUPELCOSIL
LC-308), fueron usados como herramientas analiticas para
estudiar el perfil proteico. La actividad bioldgica in vitro
fue determinada por el método de Krystal ©® y para la
actividad biologica in vivo se utilizo el método de ratones

policitémicos .

3. RESULTADOS Y DISCUSION
Para determinar la capacidad protectora de la mezcla de
aminoacidos en la formulaciéon de EPOhr, se estudiaron los

perfiles electroforéticos y cromatograficos, y se analizaron

los efectos en la actividad biologica de la molécula.

3.1 Estudio de estabilidad acelerada a 60°C.

3.1.1 Efecto sobre el perfil electroforético.

En ambos casos el fenomeno de desnaturalizacion que
parece ocurrir es la formacion de agregados moleculares,
ya que aparecen bandas de mayor peso molecular que la
correspondiente a la EPOhr. La electroforesis muestra
como disminuye gradualmente la intensidad de la bandas
electroforéticas correspondientes a la EPOhr a medida que

transcurre el tiempo de incubacion, lo cual ocurre de
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Figura 2: Resultados de HPLC-RP a 60°C durante 8 dias.

Figure 1: Efecto de altas temperaturas en los perfiles

electroforéticos de EPOhr

Segun este resultado el bandeo electroforético sufre menos
variacion, a medida que transcurre el tiempo de incubacion,
para la formulacion que contiene la mezcla de aminoacidos, lo

cual demuestra la proteccion de la molécula de EPOhr.

3.1.2 Efectos en los perfiles cromatograficos.

Se analizaron los perfiles cromatograficos de HPLC-RP y en
todos los casos se observo una disminucion del area del pico
correspondiente a la EPOhr, a medida que transcurre el tiempo
de incubacion (Fig.2). Este efecto es mas notorio para el caso
formulaciones controles constantes de

de las cuyas

degradacion (k) son mayores (mas de 3x) que la
correspondiente a la formulacion con aminoacidos, lo cual
sustenta que esta Ultima protege a la molécula de la

desnaturalizacion producto de las altas temperaturas.

3.1.3 Comportamiento de la actividad biologica.

Este ensayo se realizo con las muestras correspondientes a
los tiempos cero y 8 dias de incubacion. La actividad
bioldgica a los 8 dias de incubacion habia diminuido hasta
un 22 % del valor inicial para la formulacién con
aminoacidos y hasta un 10 % del valor inicial para el caso
de la formulacion con HSA, utilizada como control. Este
resultado muestra una vez mas la potencialidad de la
sustituir a la HSA

mezcla de aminoacidos para

manteniendo la calidad del producto final.

3.2 Estudio preliminar de estabilidad anaquel a 4°C
durante 6 meses.

3.2.1 Efecto sobre el perfil cromatografico.

Como se observa en la figura 3 el area del pico en HPLC-
RP de la EPOhr decrece a medida que transcurre el tiempo,
cuando las muestras son almacenadas a 4°C, pero en este
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En este trabajo se ha demostrado que la mezcla de
aminoacidos propuesta para sustituir la ASH de la formulacion
actual de EPOhr, protege a la molécula de la desnaturalizacion
producto de agregacion molecular, comparada con los
controles propuestos en las condiciones evaluadas.

Ademas se mantiene la actividad biologica de la proteina en
valores similares a los obtenidos con la formulacion actual.

Estos resultados permitiran en un futuro cercano sustituir la

Figure 3: Muestras de EPOhr con aminoacidos y sin ning&®H de las formulaciones de EPOhr, como recomiendan las

aditivo almacenadas a 4°C durante 6 meses. Se muestraagencias reguladoras.

logaritmo del area del pico obtenido por HPLC-RP a cada

tiempo de almacenamiento.

3.2.2 Comportamiento de la actividad biologica.

Mediante el ensayo de actividad bioldgica in vitro se
analizaron las muestras de las formulaciones de EPOhr con
ASH y con aminodcidos, y se calcularon las constantes de
degradacion basandonos en las medidas de conteo celular
obtenidas para cada muestra (Figure 5). Considerando la
variabilidad del ensayo se puede concluir que la formulacién
con aminoacidos mantiene patrones de degradacion similares

a los de la formulacion con ASH.
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Figura 4: Resultados del ensayo de actividad biologica in vitro
para las formulaciones de EPOhr con ASH y con aminoacidos

almacenadas a 4°C durante 6 meses .

4. CONCLUSIONES
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“Optimizacion de la fermentacién en fermentadores de fibra hueca, para la produccién de

biofarmacos.”

Autores: Lourdes Bouzd Lopez, Miguel A. Arias, Jania Suarez, Eduardo Ojito, Evelio Rodriguez, Alberto

Alvarez , Mitchel Hernandez, Ernesto Tulain Naranjo.

Resumen:

Los biorreactores de fibra hueca garantizan un nivel de escalado intermedio de las células superiores, para
obtener y producir nuevos biofarmacos destinados al tratamiento de diversas enfermedades y lograr su
introduccion en los sistemas de salud.

Entre los diez productos mas vendidos a escala mundial, la Eritropoyetina humana recombinante ocupa el
segundo lugar. En la actualidad en nuestro pais existe un elevado numero de pacientes que padecen de
insuficiencia renal cronica, que constituye el principal campo de aplicacion de este medicamento.

Con el desarrollo del proceso productivo de le Eritropoyetina surge una nueva esperanza para mejorar la
calidad de vida de estos pacientes.

Este trabajo versa la evaluacion de dos parametros de procesos para mejorar la productividad volumétrica de
los fermentadores de fibra hueca. Se observo que una elevada talla de inoculo, unido a la introduccion de la
recirculacion de medio extracapilar, logrdé incrementar al doble la produccion de la molécula de

Eritropoyetina.

Introduccion.

Con el empleo de modernos sistemas de fermentaciéon con tecnologia de fibra hueca para el cultivo de células
superiores se logra establecer la produccion de biomoleculas que abarcan desde anticuerpos monoclonales
hasta proteinas recombinantes.

El uso de estos novedosos sistemas tiene como limitante la imposibilidad de realizar un monitoreo directo
para conocer la cantidad de biomasa que se genera en el interior del birreactor, razon por la cual el control del
proceso, la optimizacion y la prediccion durante el tiempo de corrida de cada fermentador ha sido poco
estudiada en contraposicion con otros sistemas de cultivo como tanques agitados en diferentes modos de
operacion, cultivos en frascos agitados (spinners) e incluso botellas rollers, este ultimo empleado
tradicionalmente para la obtencion de la Eritropoyetina humana recombinante (rhu EPO).

Con el desarrollo en el CIM del proceso productivo de rhuEPO en birreactores de fibra hueca surge una
nueva esperanza de mejorar la calidad de vida de los pacientes que sufren insuficiencia renal cronica. El
objetivo que persigue este trabajo es la busqueda de una nueva estrategia de fermentacion que permita

incrementar la produccion de la molécula de interés.



Materiales y Métodos.

Medio de cultivo.: Espacio Intracapilar: DMEN/F-12 suplementado con Glutamina (0.51 g/l), piruvato de
sodio (0.11g/l) bicarbonato de sodio ( 3.18 g/l ), 2- Mercaptoetanol (0.0 1ml/1).

Espacio Extracapilar: DMEN/F-12 suplementado con 5% de suero fetal bovino.

Linea celular: CHO manipulada genéticamente para la producciéon de la Eritropoyetina humana

recombinante.

Inéculo celular: Confeccionado a partir del cultivo en botellas rollers a 0.5 x 109 células por cartucho con

una viabilidad mayor de 90%.

Sistema de fermentacion: Biorreactores de fibra hueca ACUSYST-X Cell de la firma Bioscienses.

Resultados y discusion.

Impacto de la concentracion inicial de células sobre la produccion de EPO-hr.

Estrategias Numero de células Inoculadas. Comienzo de la fase productiva. (dias)
(Células Totales)
Inoculo Bajo. 600x10 37
Inéculo alto. 4000x10 20

Tabla #1 Densidad de indculo inicial.

Como se observa en la Tabla #lel empleo de una alta talla de indculo provoca que se acorte el tiempo de

comienzo de la fase productiva sea a 20 dias del inicio de la corrida, por el contrario se alarga a 37 dias

cuando empleamos una baja talla de in6culo.

Comportamiento de la Produccion de EPOhr

(98]

(3]

N W

—_

—_

Masa acumulada de EPO (g)
(=]
W

P

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

—e— Bajo in6culo

Tiempo (dias)

—=— Alto indculo

Fig. 1 Comportamiento de la masa de EPO emplendo dos tallas de indculo diferentes.

En la figura 1 se muestra que el
incremento de las densidades de
siembra de 600 a 4000 millones de
células provocd un aumento en las
masa de EPO-hr acumulada en 2.14
veces, y junto a esto origino un
desplazamiento en el tiempo del perfil
de las velocidades de consumo de

glucosa y produccion de lactato



Recirculacion de medio extracapilar.

Para mantener las cantidades adecuadas de factores de crecimiento dentro del espacio extracapilar, se emplea
un sistema de ciclaje que garantiza un patréon de mezclado axial del medio de cultivo. A esto en nuestra
variante experimental se afiade un sistema de Recirculacion para incrementar los factores estimuladores del
crecimiento y garantizar un mezclado radial, esta combinacion logré incrementar en un 35% la cantidad de

producto que se obtiene por litro de medio suministrado al fermentador.

Comportamiento de la produccion de EPOhr en ambas En la figura 2 se puede apreciar que la
estrategias
L6 masa acumulada cuando se implementa

la estrategia con recirculacion fue 2.30

1.4 2
1.2 / veces superior a la estrategia control
1
/ »

08 donde el fermentador solo trabajo con

0.6 el sistema de ciclaje.
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0.2
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Fig.2 Masa acumulada de EPO en embas estrategias.
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Resumen:

El anticuerpo monoclonal humanizado R3h obtenido en el Centro de Inmunologia Molecular ha encontrado una elevada
aplicacion en el tratamiento de pacientes aquejados de tumores malignos, por su elevada especificidad en el reconocimiento de
células tumorales. Este anticuerpo es capaz de reconocer el receptor de factor de crecimiento epidérmico, que se sobreexpresa en
tumores de origen epitelial como el cancer de cabeza y cuello, pulmon, tracto digestivo, mamas y otros.

El tratamiento con este anticuerpo requiere altas dosis para su ejecucion, esto implica la necesidad de busqueda de tecnologias
mas eficientes que conduzcan a un aumento significativo de los niveles productivos asi como un mejoramiento en las estrategias
de produccion.

El presente trabajo aborda la comparacion de dos estrategias de fermentacion diferentes en la tecnologia de fibra hueca, con vistas
a lograr la optimizacion del proceso productivo.

Introduccion:

El anticuerpo Monoclonal humanizado R3h obtenido en el Centro de Inmunologia Molecular tiene una elevada aplicacion en el

tratamiento de pacientes aquejados de tumores malignos, por su elevada especificidad en el reconocimiento de las células
tumorales. Este anticuerpo reconoce el receptor del factor de crecimiento epidérmico, que se sobreexpresa en tumores de origen
epitelial como el cancer de cabeza y cuello, pulmon, tracto digestivo y mamas entre otros. El tratamiento con este anticuerpo
requiere de altas dosis, esto implica la necesidad de busquedas de estrategias de fermentacion mas eficientes. Es por ello que nos
proponemos evaluar dos estrategias diferentes de fermentacion, que permitan acortar el tiempo al cual se inicia la acumulacion de IgG en el
biorreactor de Fibra Hueca y disponer del anticuerpo monoclonal (h-R3) a partir del primer mes de operacion del biorreactor para iniciar el

proceso de purificacion asi como disminuir el costo de produccion del proceso de fermentacion.

Materiales y Métodos

Linea celular: R3h/T16 productora de anticuerpo monoclonal humanizado R3h.

Equipamiento: Biorreactor de fibra hueca Acusyst-Junior.

Medios de fermentacion:

*Espacio Intracapilar: DMEN-F-12 + bicarbonato de sodio+ L-Glutamina + Piruvato de Sodio + 2-Mercaptoetanol.

*Espacio Intracapilar : DMEN-F-12 + 5 % de SFB.

Determinacion de Metabolitos:

Las concentraciones de los principales metabolitos (glucosa, lactato y amonio) monitoreados durante la operacion de los
biorreactores se realizd empleando un equipo denominado Biolyzer (Ortho Clinical Diacnostics. Johnson-Johnson). Su principio
de funcionamiento se basa en técnicas colorimétricas.

Determinacion de la concentracion de anticuerpos:

La determinacion de la concentracion de anticuerpos se determind por ELISA. Técnica cuyo principio se sustenta en la reaccion

antigeno-anticuerpo.



Resultados y Discusion

Comparacion entre la nueva estrategia de fermentacion evaluada y la anteriormente empleada.

La siguiente tabla muestra los parametros sobre los que se realizaron cambios en la nueva estrategia de fermentacion a aplicar.

Estrategia 1

Estrategia 2

1. Flujo de alimentacion al

Espacio extracapilar

El flujo de medio extracapilar se incrementa
paulatinamente a medida que aumenta

poblacion celular dentro del cartucho.

Se comienza con un flujo alto de medio
extracapilar y disminuye con el incremento
de la poblacion celular en el interior del

cartucho.

2. Remocion celular en la

camara extracapilar.

Solo cuando la cémara extracapilar esté

completamente ocupada de células.

Cada vez que se realiza una cosecha.

3. Flujo bomba de cosecha

Flujo bomba de cosecha 0- 13 mL/h

Flujo bomba de cosecha 0- 7 mL/h

Nota: Los flujos de alimentacion al espacio intracapilar para ambas estrategias son similares (mantener conc. Glu + 2 g/L).

La estrategia 1 se corresponde con la establecida inicialmente en el proceso productivo y la 2 con la nueva estrategia aplicada.

Estrategia de alimentacion y extraccion de
producto.

70

Tiempo (dias)

Flujo EC Estrategia 1

A Flujo cosecha X

= = = = Flujo EC Estrategia 2

Flujo cosecha

Fig. 1. Estrategia de alimentacion de medio EC y extraccion de producto final.
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Fig. 2 Comportamiento de la Produccion del AcM R3h

En la Fig. 1 se muestran los patrones de flujo utilizados
en la estrategia de fermentaciéon 2 comparados a los
seguidos en la estrategia 1. Con la aplicacion de la
segunda estrategia de fermentacién, hay menor consumo
de medio extracapilar (15 L), lo que disminuye los
costos de produccion pues el Suero Fetal Bovino es

elemento mas costoso del medio de cultivo empleado.

La Fig. 2 muestra el comportamiento de la produccion
de la molécula de interés en las dos estrategias de
fermentacion sometidas a estudio. En la estrategia de
fermentacion 2 se acumula mayor cantidad de producto
(4,5 gramos) en el primer mes de operacion, ademas se
obtiene un producto mas concentrado ( hasta 1,5 g/L), lo
que favorece el proceso de purificacion, pues se acorta el
tiempo de aplicacion de esta proteina a la columna

cromatografica.



Del analisis de costos mostrado en la Fig. 3 se observa

Promedio 3,19 $/mg Promedio 2,66 $/mg

que con la estrategia de fermentacion 2 se logra

disminuir significativamente el costo de produccion

(1,6 veces) y se eliminan las fluctuaciones en el costo
productivo, que desde el punto de vista ingenieril es
44 \ g .
= perjudicial para cualquier proceso.
.\\
/.7 - T -
- /' —n
24 Tm \
\
|
Estrategia 1 Estrategia 2

Fig. 3 Analisis de costo de produccion de las dos estrategias de fermentacion

Por todo expuesto se puede plantear que la estrategia de fermentacion 2 es mejor que la estrategia de fermentacion 1 a pesar de que en

ambas se obtiene igual cantidad de producto.
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RESUMEN

En los ultimos afios ha aumentado considerablemente el nimero de hongos que se presentan como agentes
causales de enfermedades. Esto ha sido debido principalmente al incremento en la poblaciéon de pacientes con
deficiencias en su sistema inmune. A diferencia del amplio rango de antibioticos disponibles para el tratamiento
de infecciones bacterianas muy pocos son los antibidticos antifungicos disponibles para el tratamiento de
infecciones fungicas sistémicas. Entre las nuevas alternativas de tratamiento se presenta el empleo de
combinaciones de drogas que permitan lograr un efecto sinérgico. El producto de fermentacion de una cepa de
actinomiceto aislada de suelos cubanos ha mostrado interés no solo por su excelente actividad frente a levaduras
de importancia clinica sino por la posibilidad de poder emplearlo en una combinacién antifiingica a juzgar por
los resultados obtenidos en los ensayos de sinergismo realizados.

INTRODUCCION

Los hongos son responsables de muchas de las enfermedades que se presentan en los animales y en el hombre.
Las infecciones fungicas han aumentado al aparecer nuevos grupos poblacionales inmunocomprometidos siendo
los pacientes con SIDA el grupo de mas riesgo de contraer infecciones micéticas oportunistas. El numero de
antibidticos que se emplean en la actualidad para tratarlas es limitado por lo que se han usado
indiscriminadamente. Por esta razon ha tenido lugar una merma en la capacidad de respuesta a la terapia lo que
ha conllevado a la necesidad de desarrollar lineas de trabajo en la bisqueda de nuevos compuestos '. Los
agentes encontrados incluyen proteinas antifungicas y combinaciones de compuestos nuevos y ya existentes > La
investigacion para el desarrollo de antimicoticos nunca ha sido mds intensa y en esta ardua busqueda la
Biotecnologia ocupard siempre una posicion clave. Si ademas se hiciera la pregunta sobre cual grupo de
microorganismos han sido los mas ttiles en la medicina sin duda la respuesta seria: “los actinomicetos™ *.

MATERIALES Y METODOS

Realizacion de ensayos de susceptibilidad antimicrobiana por el método de difusiéon en discos: La preparacion de

los indculos fungicos de levaduras, hongos filamentosos y bacterias se realizd segin la metodologia descrita en
los documentos NCCLS *°. En el caso de las levaduras se realizo una dilucion 1/2000 en el medio agar

Sabouraud dextrosa y de 1/100 en los hongos filamentosos. Discos de papel de filtro estériles fueron colocados
sobre la superficie del medio agarizado solidificado los cuales fueron impregnados con 20 UL del producto de

fermentacion S7. Después de incubar se realizo la lectura de las zonas de inhibicion del crecimiento microbiano.

Ensayos de identificacién parcial: Termoestabilidad a pH &acido para identificar posibles aminoglucésidos,

estreptotricinas o antraciclinas . Ensayo para detectar presencia de posibles macrolidos poliénicos antifingicos ®.

Determinacion del espectro uv-visible: Se le determiné el espectro UV-visible desde 200-600 nm a S7 y a la

anfotericina B, que es un macrolido poliénico reconocido y obtenido por via natural.

Determinacién de la Concentracion Minima inhibitoria (CMI) aparente de S7 frente a agentes causales de

infecciones oportunistas. Comparacién con los antifingicos convencionales: Se realizaron ensayos de




microdilucién en caldo . Fueron ensayados los antifiingicos convencionales fluconazol (F) y anfotericina B
(AB) y el producto S7 liofilizado.

Ensayos de sinergismo: AB y S7 fueron ensayados para determinar la posibilidad de sinergismo por el método

de microdilucién en caldo empleando la técnica de tablero de ajedrez. El medio empleado fue el caldo

Sabouraud Dextrosa °. Se calculd la sumatoria de concentraciones fraccionales inhibitorias (2, CFI) para cada
combinacion de concentraciones.
RESULTADOS Y DISCUSION

Realizacion de ensayos de susceptibilidad antimicrobiana: Los resultados obtenidos al enfrentar el producto de

fermentacion S7 a un amplio y diverso grupo microbiano evidencian la importante accién inhibitoria que el
mismo ejerce frente a las levaduras ensayadas especialmente frente a Candida krusei y Cryptococcus
neoformans.

Ensayos de identificacidn parcial: El ensayo de termoestabilidad a pH acido fue negativo como también lo fue el

ensayo microbioldgico para detectar posibles macrolidos poliénicos.

Determinacioén del espectro uv-visible: Se realiz6 con el objetivo de corroborar si en el producto S7 se
encuentran miembros de la familia de los macrolidos poliénicos conociendo que estos compuestos muestran tres
maximos de absorcién caracteristicos que los distinguen de otras familias '°. El espectro tipico de un macrélido
poliénico se obtuvo con AB pero no con la muestra de ensayo. De esta forma pudo apreciarse correspondencia
con los resultados obtenidos en el ensayo microbiologico. Que en el producto de fermentacion estudiado no se
encuentren macrolidos poliénicos es ventajoso pues es conocida la toxicidad que presentan en las células de
mamiferos en especial los heptaenos como la anfotericina B.

Determinacién de la CMI aparente de S7 frente a agentes causales de infecciones oportunistas. Comparacion con

los antifiingicos convencionales: F es un agente antifungico triazol muy empleado pero su accion es fungistatica

y se han presentado fenomenos de resistencia ''. AB es un macrolido poliénico que constituye un agente
antifungico de eleccion, a pesar de su toxicidad, por su excelente accion fungicida. La resistencia a AB ha
asumido importancia clinica particularmente con ciertas especies tales como Candida lusitaniae .

Los valores de CMI aparente de S7 obtenidos frente a C. albicans, C. tropicalis y C. parapsilosis fueron muy
altos. La actividad frente a los aislados clinicos de C. lusitaniae y C. glabrata pudiera considerarse elevada pero
de especial interés fue el efecto observado frente a C. krusei y C. neoformans a juzgar por los bajos valores de
CMI obtenidos. Los elevados valores de CMI de F en todas las cepas de levaduras evidencian la necesidad de
encontrar nuevas moléculas antifingicas como alternativas de tratamiento para las infecciones micdticas en
pacientes inmunocomprometidos. De especial interés lo constituyen aquellas en las que el agente causal es una
especie que presenta sensibilidad disminuida al fluconazol como es el caso de C. krusei. Se pudo apreciar

ademas que los valores de CMI de AB frente a C. krusei fueron superiores a otros obtenidos.

Ensayos de sinergismo: El uso de combinaciones de agentes antimicrobianos o agentes usados simultineamente

es una practica clinica comun particularmente en el tratamiento de enfermedades graves o en caso de pacientes
inmunocomprometidos. El fendomeno de sinergismo a menudo permite la reduccion de las dosis efectivas de
agentes quimioterapéuticos. Esta posibilidad seria especialmente notable en la quimioterapia de infecciones
fungicas sistémicas debido a la toxicidad de los antifingicos que se emplean °. Especialistas han planteado que la

mejor via para evitar el desarrollo de resistencia a los agentes antifungicos debe se tratar a los individuos



infectados con combinaciones de drogas administrando simultineamente dos o mas drogas cada una de las
cuales presente un mecanismo de accion diferente .

Se ensayaron combinaciones de concentraciones de S7 y AB frente a C. krusei porque no conocemos la posible
naturaleza quimica del metabolito antifungico en S7 y tampoco su posible mecanismo de accion y porque en el
caso de C. krusei seria especialmente importante disminuir la dosis de AB a usar por ser la droga de eleccion y

ser muy toxica. Los resultados del ensayo demuestran que existe una accion sinérgica entre S7 y AB y la
combinaciéon de mayor efecto sinérgico fue AB (0.125 pg/mL) + S7 (0.25 pg/mL) por el mas bajo valor

obtenido de X_CFI (0.12) observandose en ambos productos la reduccion de las concentraciones a 1/16 CMI. En
otras combinaciones el efecto obtenido fue de sinergismo parcial y en ningun caso se obtuvo efecto antagdnico
por lo que son evidentes las posibilidades de S7 en la terapia combinada frente a C. krusei.

Existen tres mecanismos basicos que se han aceptado generalmente para explicar la actividad sinergistica: el
incremento, por un agente, de la permeabilidad de la pared y membrana celulares al segundo agente; la
inhibicion de las enzimas capaces de degradar al segundo agente y el doble bloqueo por los dos compuestos de
pasos sucesivos en la secuencia metabolica °. El wltimo mecanismo propuesto parece improbable pues la
anfotericina B ejerce su efecto por enlace directo a los esteroles de la membrana celular fungica. El segundo
mecanismo tampoco parece probable pues no se conoce que la anfotericina B inhiba alguna enzima degradatoria
ademas de no ser ella inhibida enzimaticamente. Pudiera pensarse entonces en el primer mecanismo. Se ha
reportado que la sintesis de quitina es afectada por macrélidos poliénicos y se conoce que la quitina sintasa se
encuentra localizada en la membrana citoplasmatica '*. Pudiera pensarse, por tanto, que los compuestos que
actuen inhibiendo la sintesis de quitina podrian actuar sinérgicamente con los polienos y este podria ser un
posible mecanismo de accion para S7. Ha sido reportado ademds que existe un sistema de transporte de péptidos
al interior de la célula fungica y que las péptido permeasas se encuentran localizadas en la membrana
citoplasmatica por lo que pudieran esperarse alteraciones en su actividad al verse dafiada la integridad de la
misma por la accion de los polienos. Por esta razon no parece probable que S7 presente naturaleza peptidica.
CONCLUSIONES

S7 mostr6é una marcada efectividad in vitro frente a aislados clinicos de levaduras y actud sinérgicamente con
AB en especial al reducirse las concentraciones de ambos l 16 veces el valor de CMI frente a C. krusei.
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Resumen

Se llevo a cabo un estudio de estabilidad acelerada a partir de dos formulaciones comerciales de Interferon o 2b humano
recombinante en forma liquida (IFNrec.) que no contienen albumina. De los interferones estudiados, el Heberon alfa
(Cuba), resulto expresar mayor inhibicion viral cuando se expusieron a temperaturas de 59 y 70°C. Este Interferon también
presentd mejor reconocimiento por los anticuerpos utilizados en el ensayo ELISA. La integridad molecular reflejo ser

diferente en ambos Interferones, pero en el Interferén cubano aparecié menor nimero de picos de producto degradado.

La prediccion realizada para temperaturas de almacenamiento de 4 y 25°C, utilizando la metodologia propuesta por
Kirkwood y colaboradores' para productos biologicos, arrojo los mejores resultados para el Interferon Cubano. Esto

establece una ventaja comercial para nuestro producto en el mercado.

Introduccion

El interferon alfa 2b humano recombinante es una proteina cuyo efecto antiviral, antiproliferativo, e inmunomodulador ha
potencializado su amplia utilizacién en la clinica. Su eficacia ha sido demostrada en el tratamiento de multiples
enfermedades entre las que se encuentran; el virus del papiloma humano, Hepatitis viral. Herpes zoster, SIDA, Dengue y
algunas neoplasias malignas. Debido a la importancia que revierte el uso de esta proteina en la terapéutica y al aumento dia
a dia de las exigencias regulatorias en el campo biofarmacéutico, nos dimos a la tarea de estudiar de forma acelerada la
estabilidad de dos formulaciones liquidas de Interferon; el Heberon alfa (Cuba), y el Intron A (Belgica), uno de los de mas

amplio mercado en todo el mundo.

Este estudio tuvo como objetivo evaluar de una forma rapida el comportamiento de estas formulaciones cuando son
sometidas a elevadas temperaturas. Este tipo de andlisis, aunque es conocido que no es concluyente de la estabilidad del

producto”, permitié predecir la estabilidad a la temperatura de almacenamiento.

Materiales y Métodos

Muestras Estudiadas
A= Intron A: Schering-Plough Labo NV, Belgium.
B= Heberon alfa: Cuba.

Técnicas analiticas utilizadas en el estudio
1. ELISA para la cuantificacion de Interferon a 2b humano recombinante:

Este procedimiento permite determinar la concentracion del alfa Interferon (a-IFN) de forma especifica a través de un
ELISA tipo "Sandwich”. Este ensayo inmunoenzimatico utiliza anticuerpos monoclonales donde cada uno reconoce a la

molécula por sitios diferentes”.



2. RP-HPLC

Se realizaron las corridas cromatograficas utilizando una Columna C8 Baker (4.6 x 100 mm 5 um) con una velocidad de

flujo de 0.8 ml/min. La solucién de gradiente consisti6 en el paso de 15 a 60 % de la solucién B en 40 min™”.

Las soluciones utilizadas fueron: Solucion A: 0.1 % TFA en agua y Solucion B: 0.05 % TFA en acetonitrilo.
La corrida se llevo a cabo a una temperatura de 34 °C, y se aplicaron 40 ug de proteina de cada muestra, en cada corrida.
3. Actividad Biolégica. Inhibicion viral

Este método se basa en la capacidad del Interferon para inhibir el efecto de los virus sobre las células. Las células a las que
se le afiade Interferon se tifien con cristal violeta y solo se colorean las que estan vivas. Luego se determina la absorbancia

de cada uno de los pocillos de la placa. Cuanto mayor sea la actividad bioldgica del interferon mayor es la absorbancia’.
Metodologia de estudio y procedimiento de analisis

Para el analisis las muestras se expusieron a temperaturas controladas de 70, 60, 45, 37 y 28 + 2 °C. Cada muestra
calentada se monto en el ELISA junto con otra muestra, de la misma formulacion, pero que habia permanecido almacenada
a 4°C. Esta muestra fue tomada como referencia y contra ella se calculd la concentracion remanente. Por otra parte en
algunos tiempos de muestreo se realiz6 una cromatografia en fase reversa con el objetivo de verificar el estado real que
presentaba la molécula. La actividad biologica remanente fue medida al igual que la cromatografia, solo en algunos

intervalos de tiempo, y también fue determinada relativa a las muestras de 4 °C, como en el ensayo ELISA.

La concentraciones y actividades remanentes se obtienen procesando las absorbancias en el programa ParlinV4.2 mediante
un analisis de lineas paralelas. Posteriormente con el uso del programa de computacion (DEGTEST, NIBSC, Inglaterra)
fueron procesados los resultados de concentracion remanente y se obtuvo la prediccion para las temperaturas de 4 y 25°C.
Los cromatogramas fueron analizados teniendo en cuenta principalmente el area del pico correspondiente a la molécula de
alfa Interferon, y otros picos que se consideraron productos de degradacion o modificaciones, ya sea del principio activo o
de alguno de los excipientes utilizados en la formulacion. Se us6 como referencia también en este caso el cromatograma

obtenido para las muestras de 4°C corrido bajo las mismas condiciones.
Resultados

La Tabla 1 muestra los resultados de concentracién remanente obtenida por ELISA a las diferentes temperaturas de

estudio.

Tabla 1: Concentraciéon remanente obtenida en el tiempo.

Concentracion remanente obtenida relativa a 4 °C

Temperatura 28°C 37°C 45°C 59 °C | 70°C |% de pérdida anual

Tiempo 9d 16d 3d 7d 10d 4d 6d 11d 1d 1d 4°C 25°C

A=Intron | 1.883 | 1.520 | 0.704 | 1.122 | 0.619 | 0.766 | 0.594 | 1.508 IP 1P 100.00 | 100.00

B=Interferén| 0.939 | 1.296 | 0.945 | 1.092 | 0.924 | 0.769 | 0.866 | 0.433 | 0.014 | IP 21.66 87.83

IP: imposible predecir.

Cuando la formulacion A= Intrén es sometida por 1 dia a temperaturas de 60 y 70 °C la molécula de interferon se degrada
completamente, es imposible cuantificarlo mediante el ELISA. Por su parte la formulacion B= Heberon alfa, muestra una

mayor resistencia al calentamiento, lograndose cuantificar pequeiias cantidades de proteina cuando es calentada a 60 °C. En



el resto de las temperaturas utilizadas para el estudio se observa de manera general una tendencia de la formulacion B, a
conservar mas sus sitios activos. Analizando estos resultados segin el procedimiento propuesto por Kirwood’ y
colaboradores se obtuvo que la formulacion A= Intrén, se comporta menos estable que la formulacion B= Heberon. Para el
Intrén se predice una perdida anual de 100 % a 4 °C, mientras para el Heberon alfa solo se predice un 21.66 % de pérdida

al afio almacenado a 4 °C.

Algunas de estas muestras calentadas fueron analizadas mediante el ensayo de actividad bioldgica, con el objetivo de
determinar si estos productos eran capaces de conservar su actividad antiviral ain después de calentados. Se corrobord que
en efecto, a elevadas temperaturas, la formulacion A= Intrén, pierde casi por completo su actividad, obteniéndose valores
relativos a la muestra que se mantuvo a 4 °C de 0.039 y 0.002 a temperaturas de 60 y 70 °C, por periodos de tiempos de 1 y
2 dias respectivamente. En cambio la muestra B= Heberon alfa, conservo su actividad casi el doble, expresando valores de

actividad relativa de 0.065 almacenada a 60 °C por 1 dia.

Al analizar la pureza de algunas muestras calentadas por RP-HPLC se obtuvieron los valores que se muestran en la
figura 1. Todas las muestras fueron analizadas con respecto a la muestra de 4°C. Aqui se puede observar como en la
formulacion A, el porciento de pureza disminuye cuando es comparado con la formulacion de referencia, la muestra de

4°C.

Pureza de las muestras calentadas por RP-
HPLC

O Purezaa4°C
H Purezaa37°C
O Purezaa45°C

A=Intron B=Heberonalfa

Figura 1: Comportamiento de la pureza de las muestras calentadas.

En el grafico se puede observar la poca variacion que existe entre las muestras calentadas de la formulacion B y su muestra
control. Estas variaciones son menores de un 2 % tanto para 37 como para 45 °C. En cambio en la formulacion A se

obtiene una variacion de hasta casi 9 % a 37 °C.

En los cromatogramas de cada una de estas muestras calentadas se puede observar que en la formulacion A= Intron
aparecen picos nuevos en tiempos de retencion menores y mayores que el pico principal, cuando son comparados con el
obtenido para la muestra de 4°C. Esto corrobora el hecho de que este producto o sus excipientes se degradan y/o modifican
cuando son calentados, incluso a temperaturas de calentamiento no muy elevadas. Por su parte en los cromatogramas de
las muestras de la formulacion B se aprecia que los picos de las muestras calentadas son muy semejantes a los de la

muestra sin calentar. No se observan nuevas especies que pudieran indicar degradacion del producto o de sus excipientes.
Conclusiones

Las técnicas analiticas empleadas en el estudio permitieron demostrar que la estabilidad de la formulaciéon B= Heberon alfa
es superior a la de la formulacion A= Intron A. Esto le abre las puertas a nuestro producto en el mercado ayudando asi a su

comercializacion.
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RESUMEN

Los actinomicetos han sido de gran utilidad tanto en la medicina como en la agricultura por ser productores de un
gran numero de sustancias antimicrobianas. Este hecho, unido a la creciente aparicion de infecciones fingicas
intratables sobre todo en pacientes inmunodeprimidos y particularmente en los que padecen de SIDA y a los
problemas que traen consigo los residuos quimicos de los fungicidas agricolas en el medio ambiente ademas del
fendémeno de resistencia, nos condujo a evaluar la actividad antifingica de los productos de fermentacion de
actinomicetos de suelos cubanos. La considerable actividad antifungica encontrada en los productos de fermentacion
de 4 cepas de actinomicetos (Al, A2, A3 y A4) permiti6 seleccionarlos para ensayos posteriores de identificacion
parcial y susceptibilidad ampliados. En Al y A3 se encuentran presentes macrdlidos poliénicos aunque en Al
también existe algun compuesto de la familia de los macrélidos clasicos. La familia de las estreptotricinas se
encuentra representada en A2. Mostraron interés para la agricultura A1y A2 por su especial actividad in vitro frente
a hongos fitopatdgenos sin embargo A3 y A4 se mostraron atractivos por su considerable actividad frente a levaduras
de interés clinico. El producto A4 demostro tener especial actividad frente a levaduras con sensibilidad disminuida o
potencialmente resistentes a tratamiento.

INTRODUCCION

Las infecciones fungicas en el hombre tienen lugar a lo largo de todo el mundo y, aunque no se consideran tan
comunes como las enfermedades bacterianas y virales, estan asociadas con severa morbilidad y mortalidad .
Después de los afios 40 la aparicion de terapias antibidticas e inmunosupresoras trajo como resultado una mayor
frecuencia de infecciones micoéticas severas. Mdas recientemente las alteraciones en los mecanismos de defensa del
organismo han predispuesto a adquirir infecciones fungicas invasivas *. Hongos usualmente no patogenos ahora se
estan convirtiendo en un serio problema en pacientes inmunocomprometidos pues han resultado ser mas resistentes a
los antifingicos disponibles.

Entre hongos, bacterias y virus fitopatogenos, los hongos son los mas importantes como causantes de enfermedades
en las plantas °. Pero aun después de su cosecha, todos los productos vegetales no procesados estin sujetos al
deterioro por microorganismos. Las pérdidas considerables durante el almacenamiento, el transporte y la
comercializacién de estos productos constituyen mas la regla que la excepcion °,

MATERIALES Y METODOS

Productos de fermentacion de actinomicetos (PF) ensayados: Al, A2, A3 y A4

Realizacion de ensayos de difusion en discos: Las suspensiones fungicas y bacterianas se prepararon segun

metodologia NCCLS . Para las levaduras se realizo una dilucion 1/2000 en el medio agar Sabouraud dextrosa y



para los hongos filamentosos 1/100. Se colocaron discos de papel de filtro sobre el medio solidificado los cuales se
impregnaron de los productos de interés.

Ensayos de identificacion parcial: Ensayo de termoestabilidad a pH acido para identificar compuestos de las familias

de los aminoglucosidos, estreptotricinas o antraciclinas '°. Ensayo para detectar presencia de posibles macrélidos
clasicos antibacterianos ''. Ensayo para detectar presencia de posibles macrolidos poliénicos antifingicos '%.
Ensayo de microdilucion en caldo frente a levaduras de interés clinico: Se empled la metodologia descrita en el

documento NCCLS M27-A .

Ensayo de sensibilidad antifungica de hongos fitopatdogenos frente a los compuestos empleados en la agricultura y

frente a los PF: Cilindros de medio agarizado procedentes de cultivos frescos de los hongos fitopatogenos fueron
colocados sobre placas con medio agar Sabouraud dextrosa que contenian la concentracion requerida de cada
compuesto a ensayar. Las placas se mantuvieron 7 dias en incubacion a temperatura ambiente y se realizo la
medicion de los diametros de las colonias crecidas determinandose los valores porcentuales de la inhibicion del
crecimiento °.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos al enfrentar los PF de las cepas de actinomicetos seleccionadas a un amplio y diverso grupo
microbiano evidencian la importante accion inhibitoria que ejercen Al y A2 frente a los hongos fitopatégenos
ensayados. A3 y A4 demostraron ser especialmente activos frente a levaduras de interés clinico.

Con relacion al producto Al puede apreciarse que el ensayo de termoestabilidad resultd negativo. Debido a que éste
present6 actividades antifungica y antibacteriana se emplearon como microorganismos indicadores de actividad una
cepa de hongo y una de bacteria y en ambos casos después del tratamiento no se observé actividad inhibitoria por lo
que podemos decir que en el PF ensayado no se encuentran compuestos pertenecientes a las familias de los
aminoglucosidos, estreptotricinas o antraciclinas al ser reconocida la estabilidad de los mismos frente a estas
drésticas condiciones. Los ensayos realizados para determinar la presencia de posibles macrélidos poliénicos y
macroélidos clasicos resultaron positivos para Al. Este hecho nos permite suponer que las actividades antifungica y
antibacteriana que presenta el caldo fermentado pudieran ser debidas a compuestos diferentes debido a que los
macrolidos clasicos no presentan actividad frente a hongos ni los macroélidos poliénicos frente a bacterias. Es logico
pensar en la existencia conjunta de estos compuestos pues ambos se producen por una misma ruta biosintética '*. En
el producto de fermentacion A2 parece encontrarse algun compuesto de la familia de las estreptotricinas pues el
ensayo de termoestabilidad result6 positivo, con la particularidad de apreciarse un halo de inhibicion algo disminuido
en diametro con relacion al original obtenido previo al tratamiento, lo cual es un comportamiento tipico de este grupo
de antibidticos '°. Los ensayos para detectar posibles macrolidos poliénicos y macrolidos clasicos resultaron
negativos. Los compuestos presentes en A3 y A4 resultaron ser termolabiles y no resistentes al tratamiento a pH
acido, por lo que no deben pertenecer a las familias de los aminoglucosidos, estreptotricinas o antraciclinas. El
ensayo para detectar presencia de posibles macrolidos poliénicos resultod positivo en A3 por lo que pudiera pensarse
en la presencia de uno o varios miembros de esta familia en el caldo de fermentacion, pero fue negativo en A4. La
determinacion de posibles macrélidos clasicos no se llevo a cabo para A3 y A4 pues ambos no mostraron actividad
antibacteriana. Con estos ensayos no se pudo llegar a conclusiones respecto a la naturaleza quimica del (los)

compuesto (s) responsable (s) de la actividad antifungica en A4.



Ensayo de microdilucién en caldo: Debido a que en el producto de fermentacion A3 existe la posibilidad de

encontrar compuestos pertenecientes a la familia de los macroélidos poliénicos, reconocidos por su toxicidad, se
realizd este ensayo solo con A4. Se corrobor6 la considerable actividad antifiingica de A4 sobre todo frente a las
levaduras Candida krusei y Cryptococcus neoformans observada en el ensayo de difusion en agar y la ausencia de
actividad frente a Candida albicans y C. tropicalis a juzgar por los resultados de minima concentracion inhibitoria
obtenidos. La resistencia al fluconazol fue evidenciada asi como la sensibilidad disminuida que presenta C. krusei a
este compuesto.

Ensayo de sensibilidad frente a hongos fitopatégenos: Un producto se considera efectivo a la dosis ensayada cuando

la inhibicién del crecimiento fingico supera el 90 % aunque en ocasiones se han obtenido resultados positivos
cuando se ha aplicado un producto que ofrece un por ciento de inhibicién por encima de 50 ®. Se obtuvo un 100 % de
inhibicion del crecimiento de todas las especies de Aspergillus aisladas después de la cosecha al utilizar los
productos Al y A2 a una concentracion de 0.0016 % que es considerablemente inferior a la de los otros productos
ensayados. Los agentes causales de infecciones en campo también resultaron inhibidos eficientemente in vitro al
emplear los productos Al y A2 a una concentracion considerablemente menor que la empleada para el resto de los
productos.

El desarrollo de fungicidas ha traido consigo muchos problemas entre los cuales se encuentra el de la aparicion de
resistencia fungica y los efectos adversos de los residuos quimicos en el medio ambiente. Existe una marcada
tendencia actual a la introduccion y uso de productos biotecnoldgicos en la industria y en la agricultura por su
diversidad en estructura y actividad y su rapida biodegradabilidad. Los resultados positivos obtenidos con los
productos biotecnologicos Al y A2 permiten considerar el paso a fases superiores en el estudio de los mismos.
CONCLUSIONES

- Al y A3 contienen sustancias pertenecientes a la familia de los macroélidos poliénicos y en Al se encuentra
presente algin compuesto de la familia de los macrélidos clasicos. A2 contiene una estreptotricina mientras que no
se ha podido identificar la naturaleza quimica del compuesto responsable de la actividad antifungica en A4.

- El producto A4 mostr6 especial interés por su actividad frente a levaduras oportunistas de interés clinico mientras
que Al y A2 se presentan como alentadores antifungicos para enfrentar hongos fitopatogenos.
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