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RESUMEN:

Los EDL son mezclas peptidicas de bajo peso molecular que se obtienen de la
disrupcidon de paquetes leucocitarios y que se utilizan en el tratamiento de diversas
enfermedades con componente inflamatorio. Transferon® es un EDL fabricado por
el IPN y comercializado como bioterapéutico debido a que cumple con los atributos
de calidad necesarios, sin embargo, y debido a la complejidad que presenta este
bioterapéutico, se desarrollan proyectos de investigacion que buscan la
caracterizacion fisicoquimica y biolégica de Transferon® para relacionar la
composicidon con su funcion. Es por ello que en el presente trabajo se busca realizar
el fraccionamiento mediante FPLC de diferentes lotes de Transferon®, asi como
caracterizar fisicoquimicamente las fracciones obtenidas y por ultimo evaluar la
actividad biologica de estas mediante un modelo in vitro con el fin de identificar a la

o las fracciones con actividad biologica.

La estandarizaciéon de la metodologia de fraccionamiento incluyé probar diferentes
condiciones de corrida cromatografica a fin obtener un mejor rendimiento,
empleando diferentes principios de separacion (intercambio, i6nico, exclusion
molecular e interaccion hidrofébica). La columna de exclusidn molecular
Ultrahydrogel 500 se selecciond como la mas adecuada, debido a que fue la mas
resolutiva para el fraccionamiento de Transferon®, la cual permitié obtener un perfil

conformado por 6 picos, los cuales se fraccionaron.

La actividad bioldgica de las fracciones se evalud por la produccion de IFN-y en un

cultivo de células Jurkat, en 2 de 3 lotes caracteristicos de Transferon®.

Los resultados de la caracterizacion muestran un comportamiento consistente en
las fracciones obtenidas, confirmado por la reproducibilidad del contenido de
proteina total y de los perfiles cromatograficos obtenidos por exclusion molecular
preparativa y analitica. Con respecto a la evaluacion bioldgica, solamente se detecté

produccion de IFN-y en la fraccion 4 en los dos lotes evaluados, mientras que las

xii



fracciones 2, 5 y 6 no muestran una produccion consistente entre los 2 lotes

evaluados.

A partir de lo anterior se logré correlacionar la actividad biolégica con una de las
fracciones que contiene la mezcla peptidica de Transferon®. Esto suma al
conocimiento funcional del producto de manera complementaria y permite plantear
la evaluacion de estas mismas fracciones en diferentes modelos in vivo e in vitro

dada su naturaleza como inmunomodulador.
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1. INTRODUCCION:

1.1 Antecedentes generales de los EDL.:

Los extractos dializados leucocitarios (EDL) son mezclas heterogéneas
compuestas principalmente por péptidos de bajo peso molecular. Estos se obtienen
de la disrupcion de leucocitos de sangre periférica de donadores sanos y su
posterior didlisis a partir de una membrana cuyo tamafo de poro es de 10 kDa. Son
capaces de actuar modulando la respuesta inmunologica, mejorando el curso clinico

de enfermedades infecciosas, alergias, cancer e inmunodeficiencias (1).

Los primeros antecedentes acerca de la induccion de una respuesta celular en
individuos hacia antigenos especificos surgen en el afio de 1942 cuando
Landsteiner y Chase realizaron los primeros ensayos en cobayos, donde se
evidenciaba la adquisicion de una respuesta inmunoldgica conocida como DTH
(Hipersensibilidad cutanea retardada) en individuos en un principio anérgicos ante
la inyecciéon intradérmica del bacilo de Calmette Guérin (BCG), esto tras la
administracién de leucocitos viables obtenidos de sujetos que presentaban una
fuerte respuesta de DTH ante el bacilo. Sin embargo este fenbmeno se pudo
evidenciar solo cuando se empleaban leucocitos en su forma integra y viable, de
modo que la administracion de leucocitos no viables asi como el extracto celular

obtenido de la lisis de estos no producia ningun efecto (2).

Tiempo mas tarde, en el afo de 1949, el inmundlogo estadounidense Henry
Sherwood Lawrence fue el primer investigador en realizar estudios en humanos,
demostrando que tanto los leucocitos viables como el extracto dializado obtenido de
la lisis de estos lograban inducir una respuesta DTH en individuos inicialmente no
sensibles a tuberculina y dicha respuesta prevalecia aun tras varios meses de ser
tratados con EDL (2). Ante estas observaciones Lawrence propuso que la respuesta
inmunoldgica podia ser “transferida” de un individuo sensible a cierto antigeno a otro
individuo no sensible gracias a un compuesto presente tanto en leucocitos como en
el extracto dializado de estos, cuya naturaleza y caracteristicas eran desconocidas

y al cual denominé como “Factor de Transferencia”.



Hoy en dia se sabe que la respuesta inmunolégica no se “transfiere” entre
individuos mediante la administracion de células o de los extractos obtenidos de
estas, si no que existen moléculas que son capaces de inducir y activar los
mecanismos de la respuesta inmunoldgica de cada individuo. Sin embargo el
término “Factor de Transferencia” sigue utilizandose de manera analoga en muchos

lugares para referirse a los EDL.

Lo propuesto por Lawrence generd gran interés por parte de diversos investigadores
de la época que se centraron en caracterizar al “Factor de Transferencia” y a los
EDL, tanto en humanos como en otras especies, a fin de explicar el mecanismo de
accion asi como los elementos responsables de sus efectos y las implicaciones

inmunoldgicas de los EDL.

Dentro de las caracteristicas mas importantes en los EDL se obtuvieron como

resultado de los primeros trabajos de investigacion, se encuentran las siguientes:

Tabla 1: Caracteristicas fisicoquimicas e inmunolégicas descritas en los primeros trabajos de

caracterizacion de los EDL.

Caracteristicas fisicoquimicas Caracteristicas biolégicas e inmunolégicas
1. Conformado por moléculas de bajo peso (menores a 10 1. Por lo general la induccion de DTH en individuos
kDa.) (3, 6) receptores del EDL solo es especifica para los

antigenos a los cuales es sensible el individuo
2. En un estudio de caracterizacion se reporto la presencia donador (existen excepciones).
de moléculas como: histamina, serotonina, timosina,
prostaglandinas, ascorbato, nicotinamida, hipoxantinas y 2. El EDL ejerce su accion a través de la activacion
uracilo (10). tanto de vias especificas como de vias inespecificas

de la respuesta inmunoldgica (9).
3. Se ha identificado que las moléculas responsables de la

induccién de DTH poseen un tamafrio entre 3.5y 5.0 kDa. 3. Algunas de las acciones por vias inespecificas del

(8, 9). EDL son: Actividad quimiotéactica sobre células
polimorfonucleares, cambios en las cascadas de
4. Termolabil: La exposicion a temperaturas de 56°C o sefializacién celulares (acumulaciéon de GMPc),
superiores ocasiona pérdida total de la actividad bioldgica

(3. 6)

activacion de macrofagos y mejora de la respuesta

linfocitaria a agentes mitogénicos.

5. Resiste procesos de congelamiento y descongelamiento, 4. Acciones por vias especificas: Induccion de

temperaturas de hasta -70°C y el proceso de didlisis, citotoxicidad mediada por células, favorecimiento de

también es resistente al tratamiento con RNAasa y




Tabla 1 (Continuacién): Caracteristicas fisicoquimicas e inmunolégicas
descritas en los primeros trabajos de caracterizacién de los EDL

DNAsa pancreaticas, hidrolasas lisosomales y tripsina (3,
6,7)

6. EIEDL liofilizado es estable hasta por 5 afios almacenado
a-5°C (3)

5.

10.

la sintesis de anticuerpos, induccién de la sintesis
de citocinas como: MIF, LIF e IFN-y (2, 9).

La sensibilizacion tras administrar EDL a un

individuo se da de manera sistémica (3)

La duracion de la sensibilizacion es variable segin
el antigeno del que se trate, pero puede perdurar por

varios meses o incluso hasta por afios. (3)

Generalmente no se induce respuesta frente a
antigenos a los cuales el individuo donador del EDL

no responda. Sin embargo existen excepciones.(3)

No hay presencia de inmunoglobulinas en el EDL

obtenido de diversas fuentes (3, 6, 7, 8)

El EDL no presenta actividad como antigeno o
inmundégeno ni tampoco tiene similitud con
moléculas que conformen el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) o receptores de linfocitos
T(7,8)

Los EDL, han tenido desde su descubrimiento diversas aplicaciones terapéuticas
como inmunomodulador, principalmente en el tratamiento de infecciones asociadas
a micobacterias, hongos, virus y parasitos, asi como algunas enfermedades en
donde la respuesta inmunologica de los individuos se ve comprometida. Por otra
parte, también existe evidencia de su aplicacion en cancer y enfermedades de
origen neuronal. A continuacién se hace un muy breve apartado de las aplicaciones

mas destacadas de los EDL.
Enfermedades causadas por hongos:

Los EDL han mostrado eficacia en el tratamiento de infecciones causadas por
hongos, los ejemplos mas destacados son infecciones por Candida albicans y
Coccidioides immitis (agente causal de la coccidioidomicosis), donde se ha

observado que tanto la condicion inmunolégica de los pacientes como la fuente de



origen del EDL son factores que influyeron en la progresion del tratamiento, es decir,
los pacientes que reciben EDL obtenido de individuos que presentan DTH
considerable a los antigenos de C. albicans y C. immitis presentan mejoras mas
significativas con respecto a pacientes que reciben EDL derivado de sujetos con
DTH baja o nula (11). En el caso de la coccidioidomicosis, se tiene reportado que la
terapia basada en el uso de EDL muestra mejorias significativas cuando se conjunta
con antifungicos convencionales, mostrando que los EDL induce cambios en la
respuesta a nivel celular (induccion de DTH, aumento de MIF y transformacion

linfocitaria) en pacientes inmunodeficientes (12).
Enfermedades causadas por micobacterias:

Los EDL han mostrado buenos resultados en diversos estudios en los que se
analiza el tratamiento de individuos que padecen tuberculosis y lepra, encontrando
mejoras clinicas considerables al favorecer la desaparicion de las lesiones
granulomatosas y la eliminacion del microorganismo, algo que, segun los autores
de dichos estudios, no se observa solamente con el tratamiento utilizado
convencionalmente (13). Se ha demostrado que los EDL permiten hacer frente a la
infeccion mediante el restablecimiento de la cantidad y la funcionalidad de linfocitos

T en estos pacientes, previamente deficientes en respuesta celular (14).
Enfermedades causadas por virus:

Los EDL aplicados al tratamiento de enfermedades virales han presentado
resultados positivos en infecciones asociadas a Herpes Simplex y Herpes Zooster
(15, 16), Hepatitis Cronica (18) y Varicela Zooster (17), donde se ha observado una
disminucion considerable de la mortalidad en pacientes infectados, ademas de
mejoras clinicas en las que se incluye restablecimiento de las funciones celulares
linfocitarias con respecto a otros métodos terapéuticos empleados. Sin embargo se
ha observado gran variabilidad en los resultados entre diferentes grupos de

investigacion y entre pacientes.

Los EDL también se han estudiado en otras infecciones virales como la neumonia

asociada al sarampion, la esclerosis subaguda, la aparicion de verrugas, el
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sindrome de Behcet y la alopecia, ya sea como auxiliar o como agente terapéutico
unico (4, 9).

Enfermedades relacionadas con la respuesta inmunolégica:

a) Inmunodeficiencias combinadas severas e hipoplasia timica:

Los estudios realizados acerca de la eficacia de los EDL en el tratamiento de
inmunodeficiencias combinadas severas e hipoplasia timica han mostrado
resultados pobres, pues los pacientes tratados con EDL no presentan en general
signos de restablecimiento en las funciones inmunoldgicas celulares e incluso
prevalece el estado de anergia a la reaccion DTH con diversos antigenos.
Solamente se han observado mejorias tras un trasplante de timo, en donde se
establece una respuesta favorable de los pacientes con la terapia a base de EDL
(20), lo que indirectamente sugiere el blanco de accion de los EDL sobre la funcion

celular linfocitaria.

b) Sindrome de Wiscott —Aldrich, ataxia telangiectasia, hiper e hipo-

inmunoglobulinemias:

El tratamiento con EDL en pacientes que padecen Sindrome de Wiscott —Aldrich
muestra mejoras en cuanto a la disminucién de la susceptibilidad frente a
infecciones, mejoramiento del eczema cutaneo, disminucién de sangrados
recurrentes y disminucion de tamano del bazo, asi como mejoras en la calidad y
funcionalidad de receptores Fc para IgG (21). Sin embargo, también se evidencio
que la eficacia de los EDL era dependiente de la respuesta celular de cada paciente
en particular. En el caso de la ataxia telangiectasia no se han obtenido efectos
considerables de los pacientes tratados con EDL, pues la mejoria es temporal y no
se logra el restablecimiento total de las funciones inmunoldégicas celulares, por lo
que existen recaidas después de un tiempo (22). Por ultimo, con respecto a las
hipo e hiperinmunoglobulinemias, los resultados en pacientes son muy variables,

las mejorias reportadas en pacientes administrados con EDL incluyen elevacion de



los niveles de IgG en pacientes deficientes y disminucién de los niveles de IgM en

pacientes con sindrome del hiper-IgM (23).
Cancer:

Los EDL han sido utilizados en casos de melanoma, osteosarcoma, cancer de
pecho, cancer nasofaringeo y cancer de pulmon (24, 25), donde entre los efectos
mas destacables se encuentran la prolongacién de la vida media debido la
disminucién de la metastasis a pulmoén en pacientes con osteosarcoma, formacién
de anticuerpos protectores contra el virus de Epstein Barr, ademas de demostrar un
efecto restaurador en las funciones linfocitarias celulares en pacientes con cancer
de pulmodn y que se encontraban en un estado de inmunosupresion (26). En general
se concluye que la eficacia del EDL como agente terapéutico en cancer depende de
la inmunocompetencia de cada individuo, siendo los individuos con una mayor

intensidad en respuesta celular los que presentan mejorias mas considerables.
Otros usos terapéuticos:

Existen otras enfermedades en las cuales el EDL ha demostrado beneficios a los
pacientes tratados, ya sea como terapia alterna o bien, como adyuvante. Algunas
de estas enfermedades incluyen: el asma, la dermatitis y las alergias, donde se tiene
reportado que el EDL favorece la normalizacion de la respuesta tanto celular como
humoral (27, 28); |a artritis reumatoide y la esclerosis multiple (10), asi como algunas
enfermedades de origen neuronal como la epilepsia (29), el sindrome de Alzhemier

(30), el autismo (31) y la depresion (32).



1.2 Cromatografia liquida de proteinas :
Generalidades:

La cromatografia liquida de proteinas (FPLC, por sus siglas en inglés) es el término
designado a una técnica que permite la separacion de una o varias proteinas a partir
de una mezcla de estas. La separacion se lleva a cabo en funcion del reparto que
existe entre las proteinas que conforman la mezcla y las fases del sistema (fase
movil y fase estacionaria). La fase estacionaria consiste en un medio sdlido que
retiene a las proteinas con base en sus propiedades fisicoquimicas, como son:
carga, tamano, polaridad y afinidad a un ligando especifico. Por otro lado, la fase
movil consiste en un medio liquido que conduce a las proteinas a través del sistema
cromatografico y que proporciona las condiciones adecuadas para favorecer la
interaccion proteina-fase estacionaria. Cada proteina en particular interacciona de
manera diferente con la fase estacionaria, teniendo un tiempo especifico para lograr

su paso a través de la columna y de esta manera separarse de la mezcla (33).
Componentes y funcionamiento de un sistema FPLC:

Para realizar una separacién proteica por cromatografia, actualmente existen
equipos especializados que realizan el proceso de manera automatizada,
aumentando la eficiencia de la separacion y permitiendo un control preciso de las
condiciones. Estos equipos denominados FPLC, cuentan con lineas de
alimentacién independientes que permiten el ingreso de la o las soluciones que
conforman la fase mévil, la cual es conducida gracias a la presién generada por una
bomba a través de una serie de conductos. El sistema cuenta con un mezclador que
permite combinar diferentes proporciones de las soluciones con el fin de formar
gradientes, lo cual es util en separaciones por ciertos principios cromatograficos. La
muestra a purificar (mezcla proteica) ingresa al sistema mediante una valvula de
inyeccioén y es conducida por la fase mévil hasta llegar a la columna, donde se lleva
a cabo la separacion y que se encuentra conformada en su interior por una matriz
0 cama de numerosas perlas a la cual se le denomina resina. Las perlas que

conforman la resina tiene propiedades que permitiran la retencion de las proteinas



en diferente grado basandose en sus caracteristicas fisicoquimicas, dependiendo
del principio cromatografico empleado. A la salida de la columna existen diferentes
sensores acoplados con el fin de determinar los cambios producidos en tiempo real
de las condiciones basales en los parametros tras la salida de diferentes
componentes de la mezcla peptidica como pH, conductividad, absorbancia UV,
presion, temperatura y flujo. EI monitoreo de los parametros de corrida asi como el
control preciso del sistema se realiza mediante un software especializado.
Adicionalmente, el sistema cuenta con un accesorio que permite colectar los
componentes que eluyen de la columna de separacion, proceso al que se le
denomina fraccionamiento. De no realizarse la colecta, el contenido que eluye de la
columna sera conducido al recipiente de residuos del equipo (34, 35, 36). En la

figura 1 se esquematizan los diferentes componentes de un sistema FPLC tipico.

Figura 1: Esquema representativo de los elementos que conforma un sistema FPLC
(izquierda) y fotografia de un sistema FPLC para purificacién de proteinas disponible en el
mercado (derecha)

Principios cromatograficos de separacién:

Como ya se menciond, existen diferentes principios de separacion con base en las

propiedades fisicoquimicas de las proteinas para realizar la separacion:



a) Cromatografia de exclusién molecular (SEC):

También conocida como cromatografia de permeacién en gel o de exclusién en gel.
En esta variante cromatografica la separacion de las moléculas se realiza a partir
de su peso molecular, tamafo y disposicion espacial (38). La fase estacionaria
consiste en una matriz conformada por multiples perlas de polimeros que presentan
un tamano de poro definido, por lo tanto las proteinas que resulten mas grandes con
respecto al tamafio del poro de las perlas no se retienen y por consiguiente saldran
de la columna a la misma velocidad del flujo de fase movil. Por otro lado, las
moléculas que presentan un tamafio menor y puedan penetrar en los diferentes
poros de la matriz saldran del sistema posteriormente. Es importante mencionar que
existen interacciones secundarias de tipo electrostatico entre las proteinas y la
resina que podrian interferir en el rendimiento de la separacion, por ello se emplean
buffers salinos como fase moévil de tal forma que se minimicen interacciones

secundarias y a la vez se favorezca la estabilidad de las proteinas (39).
b) Cromatografia de interaccion hidrofébica:

En la cromatografia de interaccion hidrofobica, la separacion de las proteinas se
realiza con base a la interaccion que existe entre los residuos no polares de los
aminoacidos de los cuales se conforman y los grupos hidrocarbonados anclados a
las perlas presentes en la fase estacionaria (grupos butil, octil, éter y fenil). Para
lograr la exposicion de los grupos no polares inicialmente internalizados en la misma
proteina cuando esta se encuentra en ambientes acuosos, se emplea primero como
fase movil una solucion con alto contenido salino para de esta forma favorecer la
interaccion con la resina. Posteriormente, la elucion se realiza aplicando en forma
de gradiente una solucién cuyo contenido salino resulte mucho menor, con lo se
favorece de nuevo la internalizacion de los grupos no polares de los aminoacidos
que conforman la proteina y se rompe la interaccién con la resina. Es de esperarse
que las proteinas con menor cantidad de residuos no polares eluyan primero al
establecer interacciones menos fuertes con la resina, contrario a lo que sucede con

las proteinas mas hidrofébicas que salen del sistema posteriormente. Factores



como el pH y la temperatura de la fase movil deben controlarse ya que también

pueden tener contribucion en la interaccion proteina-resina (40, 41).

c) Cromatografia de intercambio iénico (intercambio aniénico y

cationico):

En la cromatografia de intercambio i6nico, la separacion se realiza en funcion de la
carga neta que presenten las proteinas bajo condiciones de pH o fuerza idnica
determinadas. El grado de interaccion que exista entre las proteinas y la fase
estacionaria dependera de la carga total de la proteina asi como de la densidad y
distribucién de esta carga en la molécula. Existen dos variantes de la cromatografia
de intercambio idnico: cromatografia de intercambio cationico, en donde se tiene
una resina cuyos grupos funcionales presentan carga negativa (grupos carboxilo,
sulféxido, sulfopropil, metilsulfonato y carboximetil), por lo tanto las proteinas que
bajo las condiciones de pH y fuerza salina proporcionadas por el medio (fase maovil)
presenten carga positiva, interaccionan con la resina y se retienen. Y la
cromatografia de intercambio aniénico, en donde la resina presenta grupos
funcionales con carga neta positiva (dietilaminoetil o dietilaminopropil) que
interaccionan con proteinas de carga neta negativa bajo las condiciones de medio

en el que estas se encuentren.

Para romper la interaccién proteina-resina en ambas variantes, es necesario el uso
de una segunda fase mévil que modifique el pH o la fuerza idnica tal que se asegure

el cambio de carga neta en la proteina y por consiguiente la elucion (42).
d) Otros principios cromatograficos:

Ademas de los principios mencionados anteriormente, existen otras variantes, como
la cromatografia de afinidad, en donde la separacion de proteinas se realiza con
base en una interaccion reversible entre estas y un ligando especifico acoplado a la
matriz o resina. Esto resulta de gran utilidad cuando se busca separar proteinas
empleando su funcién biolégica o estructura, pues permite la discriminacion entre

formas nativa o desnaturalizada con un alto grado de rendimiento. La elucién se
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realiza tanto de manera especifica a través del uso de ligandos competitivos o de

manera no especifica cambiando el pH o la fuerza ionica de la fase movil (43).

Otro principio cromatografico empleado es la cromatografia en fase reversa, cuyo
fundamento es muy similar al utilizado en la cromatografia de interaccion hidrofobica
con la excepcion de que se utilizan como fase moévil mezclas de disolventes
organicos como el acetonitrilo y el metanol, ademas de que la resina esta
compuesta por cadenas hidrocarbonadas largas de naturaleza aun mas hidrofébica
(41).
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1.3 Antecedentes acerca de la caracterizacién cromatografica de EDL.:

Los primeros estudios de los EDL empleando cromatografia liquida de proteinas los
llevo a cabo Lawrence en 1963, mediante una resina de exclusion molecular
(Sephadex G25®), logrando la separacion de sus componentes en 2 fracciones, a
las cuales posteriormente realiz6 pruebas de actividad biolégica en modelos in vivo,

encontrando algun grado de actividad en ambas (44).

Posteriormente, y siguiendo la estrategia propuesta por Lawrence, Burger R. (1976)
fracciond el EDL obtenido de donadores con DTH a PPD, candidina y esptreptocina,
empleando la resina Sephadex G25 y obteniendo 4 fracciones (figura 2). Las
fracciones se analizaron en cuanto a funcién bioldgica, obteniendo en la fraccion 3
(correspondiente al pico mayoritario) una mayor actividad al ser evaluada tanto en
la induccién de reaccién DTH antigeno especifica como en su efecto proliferativo
sobre cultivos linfocitarios. Por el contrario, las fracciones 1 y 4 mostraron un efecto
inhibitorio de la estimulacion linfocitaria al adicionarse junto con agentes
mitogénicos como la fitohemaglutinina A y la concanavalina A. El analisis mediante
espectrometria de masas en la fraccion 4 sugiri6 como principal componente a la
nicotinamida, molécula que el autor consider6 como responsable del efecto

antiproliferativo en cultivos linfocitarios (9).

Figura 2: Perfil cromatografico obtenido del EDL de pacientes sensibles a PPD, candidina y
esptreptocina. Trabajo de Burger et. al.
Nota: Columna Sephadex G-25, fase moévil: Agua destilada, flujo: 0.5 mL/min.
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Por otra parte, Zuckerman et al. (1974) fraccion6 el EDL obtenido de individuos
sensibles a los antigenos KLH y PPD mediante exclusion molecular, obteniendo 5
fracciones y encontrando la capacidad de inducir DTH antigeno especifica solo en
una de las fracciones (45). De la misma forma, Neidhart y su grupo de investigacion,
en el ano de 1973 realizaron el fraccionamiento de EDL obtenido de individuos
sensibles a PPD por exclusion molecular encontrando resultados muy similares
(induccion de DTH contra PPD solamente en una de las 4 fracciones obtenidas), un
posterior analisis fisicoquimico de la fraccién activa reveldé un alto contenido de
nucleodtidos, asi como una mayor actividad biolégica de dicha fraccion en forma
aislada con respecto a la actividad biolégica obtenida en el EDL sin fraccionar, por
lo que la presencia de componentes inhibitorios y regulatorios de la activacién
celular en el EDL total es una posible explicacion a este hallazgo (46). Es importante
destacar que ambos trabajos se describe un perfil cromatografico muy similar asi

como coincidencias en la fraccion activa biologicamente (figura 3).

Figura 3: Perfiles cromatogréficos de EDL s analizados y fraccionados por exclusién molecular
(columna Sephadex G25) por Zuckerman et al. y por Neidhart et al.

Nota: Condiciones de corrida Zuckerman: Buffer de bicarbonato/amonio 0.01 M, flujo 0.6 mL/min.

Condiciones de corrida Neidhart: Buffer de fosfatos 0.01 M, flujo 13.8 cc/cm?/hr.

En otros trabajos se han realizado fraccionamientos del EDL utilizando métodos
cromatograficos diferentes a exclusion molecular. Baram y Mosko et al. (1962)

llevaron a cabo el fraccionamiento de un EDL mediante cromatografia de
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intercambio anidénico logrando obtener 7 fracciones, de las cuales solamente 2 de
estas presentaron efectos biolégicos significativos (47). En un estudio subsecuente
encontraron la presencia de adenina, guanina y citosina y ribosa en las fracciones

bioldbgicamente activas (48).

Khan A. et al. (28) en 1980 realiz6 un fraccionamiento de EDL obtenido de sujetos
sanos por cromatografia de intercambio aniénico, obteniendo un total de 21
fracciones, hallando encontrando moléculas como hipoxantina y uracilo en algunas
de ellas, mientras que en la fraccion biolégicamente activa se encontro la presencia
de moléculas de naturaleza peptidica de aproximadamente 1870 Da, ademas de

carbohidratos como ribosa y hexosa.

Por ultimo, Kirkpatirck, en el afo 2000 fraccion6 el EDL obtenido de ratones y de
carneros inmunizados previamente con diferentes antigenos (OVA, ferritina y HSV-
1) mediante cromatografia de afinidad, basandose en la interaccion especifica de
los EDL con los antigenos utilizados para las inmunizaciones. Las diferentes
fracciones obtenidas fueron purificadas por exclusién molecular e interaccion
hidrofébica para obtener péptidos que posteriormente fueron secuenciados. Dentro
de los resultados, se encontrd principalmente una secuencia peptidica comun en
los EDL obtenidos para diferentes antigenos tanto en ratén como en carnero, sin
embargo esta secuencia administrada de manera aislada no es capaz de inducir
una respuesta DTH especifica, por lo que se deduce que este péptido actua en

conjunto con otros elementos en el EDL para producir un efecto biolégico (49).
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1.4 Transferon®:

Transferon® es una EDL fabricado y comercializado en México por la Escuela
Nacional de Ciencias Biologicas (IPN), bajo buenas practicas de fabricacién y con
autorizacion de la Secretaria de Salud. Transferon® es producido con base en una
version modificada del método de Borkowsky y Lawrence, en donde los paquetes
leucocitarios de mil donadores sanos son sometidos a cinco ciclos de congelamiento
— descongelamiento y posteriormente se dializan a través de una membrana cuyo
tamano de poro es de 12 kDa, para obtener los péptidos de bajo peso molecular (1,
55).

Los primeros estudios sobre los EDL en México y que dieron origen a Transferon®
fueron realizados por el Dr. Sergio Estrada Parra, un reconocido inmundlogo e
investigador Mexicano, en el afio de 1970, mismo que en colaboracidn con otros
cientificos comenzaron con la elaboracion de EDL con fines de investigacion, dentro
de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas, IPN. El estudio clinico de los EDL
producidos por el Dr. Sergio Estrada comenzé con pacientes con
coccidioidomicosis, en los cuales la terapia con EDL trajo grandes beneficios, pues
las lesiones caracteristicas de la infeccion presentaron notables mejorias.
Posteriormente se comenzd con estudios del efecto clinico de los EDL sobre otros
padecimientos, los cuales incluyeron infecciones en garganta, oidos y tuberculosis,
asi como Herpes y dermatitis atdpica. Esto resulto ser un parte aguas para el
crecimiento en la produccion de EDL, asi como su registro ante la Secretaria de
Saludo como medicamento inmunomodulador y su distribucién comercial bajo el

nombre de Transferén ®.

Actualmente Transferon® se comercializa a nivel nacional como adyuvante en el
tratamiento de diversos padecimientos tales como: coccidioidomicosis anérgica,
leishmaniasis, toxoplasmosis, herpes, candidiasis mucocutanea, sinusitis, faringitis,
otitis media, tuberculosis, infecciones pediatricas, dermatitis atopica y alergias, ya

sea de manera aislada o de forma conjunta con otra terapia (50, 51).
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Esta demostrado que Transferon® actua potenciando la respuesta inmunolégica
de los individuos mediante mecanismos que involucran la participacion de células T
cooperadoras (CD4), favoreciendo una polarizacion hacia el perfil Th1, lo que lleva
a un incremento considerable en los niveles de IFN-y, resultando ello de gran
importancia en padecimientos causados por microorganismos intracelulares, asi
como en ciertas infecciones virales como es el caso del Herpes Zooster e
infecciones fungicas. Por otro lado, se tiene evidencia de que la administracion de
Transferon® disminuye la secrecion de citocinas inflamatorias causantes de dano
tisular como la IL-8 y la IL-6 en cultivos de células epiteliales de cornea (células
limbales) estimulados con agentes mitogénicos, ademas de citocinas caracteristicas
de un perfil Th2, como la IL4 en pacientes con queratitis corneal. Es por ello que se
propone que Transferon® podria ejercer un efecto sobre las vias de sefalizacion
celular que involucren al factor de transcripcion NF-kB. Por ultimo, se sabe que
Transferon® también tiene efecto en la activacion de macréfagos, neutrdfilos,
linfocitos B y células NK (51, 52, 53, 57).

Con respecto a la caracterizacion fisicoquimica de Transferén®, en el trabajo
publicado por Medina Rivero et al. en el ano 2014. se obtuvo el perfil cromatografico
mediante exclusién molecular (SE-UPLC), en el que se encontraron al menos 8
poblaciones diferentes cuyo peso molecular se encuentra en el intervalo 0.2 -17
kDa, y cuyos parametros cromatograficos (volumen de elucion y area de cada pico)

presentaron alta consistencia entre 10 diferentes lotes analizados (figura 4).
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Figura 4: Perfil cromatografico de Transferon® obtenido por cromatografia de exclusion
molecular (SEC-UPLC). Medina Rivero et al.
Nota: Columna Acquity BEH 125 (Waters). Buffer fosfato monobasico de sodio/fosfato dibasico de
sodio 0.05 M mas cloruro de sodio 0.150 M, pH 6.8, flujo: 0.4 mL/min (flujo isocratico), tiempo de
corrida 15 min.

De igual forma se realizaron analisis del contenido de péptidos por la técnica del
acido bicinconinico (BCA) en los que se determiné en promedio 0.433 mg/mL de
proteina total por unidad, asi como analisis del contenido de endotoxina y potencia
biolégica, empleando para ello la estimulacion de cultivos de células Jurkat con
diluciones seriadas de Transferon® y determinando la cantidad de IFN-y producida
después de la incubacién por 72 horas mediante ELISA (del inglés Enzyme-Linked
Inmunosorbent Assay). Los resultados mostraron consistencia en todas las pruebas
realizadas para los 10 lotes de Transferon® analizados, lo que indica el proceso de
produccion se encuentra estrictamente controlado y es robusto, a pesar de tratarse
de un producto que dada su naturaleza podria dar lugar a alta variacion en los

parametros de control entre diferentes lotes.

Por ultimo y con respecto a la seguridad de Transferén®, es importante mencionar
que hasta la fecha no se han reportado efectos adversos serios como consecuencia
de su uso. En un estudio realizado, solo el 1.9 % de los pacientes present6 algun
efecto adverso leve como consecuencia del tratamiento de Transferon®, estos

incluyen: dolores de cabeza, salpullido, fatiga, escurrimiento nasal y tos (56).
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2. JUSTIFICACION:

Transferon® al ser un producto bioterapéutico utilizado en el tratamiento de diversos
padecimientos debido a su accion inmunomoduladora, registrado y regulado por la
Secretaria de Salud, requiere una amplia caracterizacion, asi como un proceso de
produccion consistente basado en buenas practicas de fabricacion. Por lo tanto, el
diseno y desarrollo de nuevos métodos para el analisis de muestras de proceso y
producto terminado de Transferon® asi como el empleo de nuevos ensayos
bioldgicos, permitirian encontrar la relacion entre su composicion y su mecanismo
de accion. Es por ello que en el presente trabajo se realizé el aislamiento,
caracterizacion y evaluacion de la funcion biolégica de las diferentes fracciones de
Transferon®, esto ultimo mediante un modelo que consiste en la expresion de IFN-
y en células Jurkat, conocido por su capacidad para responder ante la estimulacion

a diferentes concentraciones de Transferon®.

3. HIPOTESIS:

Dado que Transferé6n® es una mezcla compleja de péptidos capaz de inducir la
secrecion de IFN-y al incubarse con células Jurkat; se podra identificar mediante

este modelo bioldgico a la fraccién con mayor actividad de Transferon®.
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4. OBJETIVOS:

4.1 Objetivo general:

El presente trabajo tiene como propdsito realizar el fraccionamiento de

Transferon® mediante FPLC y evaluar la actividad biolégica de las fracciones

obtenidas de mediante un modelo in vitro basado en la secrecion de IFN-y en un

cultivo de células Jurkat.

4.2 Objetivos particulares:

1)

Seleccionar una técnica cromatografia adecuada para aislar las diferentes
poblaciones moleculares de Transferon® a partir de los principios de
separacion por exclusion molecular, interaccion hidrofébica e intercambio
idnico, a fin de establecer el método mas adecuado para obtener fracciones

bien definidas.

Realizar el fraccionamiento de 3 diferentes lotes de Transferon® con el

principio cromatografico y condiciones seleccionadas.

Evaluar en cada fraccion obtenida el contenido de endotoxina, la carga
microbiana, la identidad mediante SE-UPLC y SE-FPLC, el contenido total

de péptidos por el método de BCA y medicion de absorbancia a 280 nm.
Realizar la evaluacion biolégica de las fracciones de Transferon® mediante

un modelo in vitro, evaluando la produccién de IFN-y en un cultivo de células

Jurkat e identificar la o las fracciones que presenten actividad bioldgica.
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5. MATERIALES Y METODOS:

5.1 Estandarizacion del método cromatografico para fraccionamiento:

El equipo empleado para el fraccionamiento consiste en un cromatografo de liquidos
(FPLC, por sus siglas en inglés), el cual esta disefiado especificamente para la
purificacion de mezclas peptidicas y proteicas, pues cuenta con un modulo que
permite realizar la colecta de los diferentes picos del cromatograma de manera
individual. El equipo es controlado mediante el software Unicorn®, mismo que
permite el manejo y monitoreo en tiempo real de todos los parametros de corrida,
asi como la ejecucion de métodos de manera programada y las herramientas de
analisis y procesamiento de los datos obtenidos. En la figura 5 se esquematizan los

componentes del modulo principal del cromatografo utilizado.

Figura 5: Esquema de los componentes que conforman el médulo principal del equipo
cromatografico para separacion y purificacién de proteinas. Imagen tomada del Manual de
usuario del sistema. Ed. A (GE-Amersham Biosciences AKTA FPLC®).

5.2 Lote piloto de Transferon® (14D12-A):

Para realizar los ensayos correspondientes a la estandarizacion del método
cromatografico para el fraccionamiento se utilizé el lote 14D12-A, el cual fue
producido especificamente para fines de investigacion interna. Este lote fue
sometido a un proceso de liofilizacién y evaluado con base en las pruebas de calidad

rutinarias que se realizan para liberacién de producto (identidad, contenido
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peptidico, contenido de endotoxina bacteriana y potencia bioldgica), cumpliendo con

los criterios de aceptacion en todas ellas.

5.3 Principios cromatograficos empleados para el analisis de Transfer6n®:

Se realiz6 la caracterizacion del perfil cromatografico de Transferon® utilizando los

principios de: exclusién molecular, interaccién hidrofdbica, intercambio aniénico e

intercambio cationico, cada uno bajo diferentes condiciones de corrida, las cuales

se resumen en la tabla 2.

Tabla 2: Principios cromatograficos y condiciones empleadas para la caracterizacion y
estandarizacion del método de fraccionamiento de Transferé6n® por FPLC.

Principio Columnalresina Condiciones de corrida
cromatografico empleada
Exclusion Superdex Péptide 10/300 | Buffer fosfatos 50 mM mas cloruro de sodio 300 mM
molecular GL (GE Healthcare®) | PH=7.0
Ultrahydrogel 500 Buffer fosfatos 51.7 mM mas cloruro de sodio 103 mM
(Waters®) pH=7.0
Interaccién XK 16/20 GL/ Butil Fase movil de interaccion: Buffer fosfatos 50 mM mas sulfato
hidrofébica Sepharose 4 Fast Flow | deamonio 1.7 M, pH =7.0
(GE Healthcare®) Fase movil de elucién: Buffer de fosfatos 50 mM, pH = 7.0
Intercambio XK 16/20 GL /DEAE Fase movil de interaccion: Buffer fosfatos 50 mM pH 2.0
anionico Sepharose Fast Flow (GE | Fase movil de interaccion: Buffer fosfatos 50 mM pH 7.0
Healthcare®) Fase movil de interaccion: Buffer fosfatos 50 mM pH 10.0
Fase movil de elucién: Buffer fosfatos 50 mM mas cloruro de
sodio 0.5 M, pH 7.0
Intercambio XK 16/20 GL/CM Fase movil de interaccién: Buffer fosfatos 50 mM pH 2.0
catiénico Sepharose Fast Flow Fase movil de interaccion: Buffer fosfatos 50 mM pH 7.0
(GE Healthcare®) Fase movil de interaccion: Buffer fosfatos 50 mM pH 10.0
Fase movil de elucién: Buffer fosfatos 50 mM mas cloruro de
sodio 0.5 M, pH 7.0

Nota: Ademas de las condiciones mencionadas en la tabla, también se realizaron corridas
variando el volumen de inyeccién de muestra con el fin de determinar la capacidad maxima
de carga de las columnas empleadas.
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5.4Condiciones de corrida:

Las corridas cromatograficas se realizaron bajo las condiciones de flujo, presion y
cantidad de muestra recomendadas por los fabricantes de las columnas y resinas
empleadas. Las etapas de analisis en cada una de las inyecciones cromatograficas
se programaron empleando el software Unicorn 5.0® como se menciona a

continuacion:

Arranque: Se da inicio al flujo de la fase movil a través del sistema, se aumenta

este de manera progresiva hasta llegar al flujo requerido en cada caso.

Equilibrio: La fase movil con la que se llevara a cabo la interaccion proteina-resina
se hace pasar a través de todo el sistema de manera constante, de tal modo que la
columna presente las mismas condiciones de la fase mdévil (pH, fuerza idnica,

temperatura).

Inyeccion de la muestra: La mezcla peptidica a separar se inyecta en el sistema y
es arrastrada por la fase mévil hacia la columna donde pasa a través de esta. Las
moléculas que establecen alguna interaccién con la resina se retienen, mientras que

las moléculas que no lo hacen, salen de la columna.

Eluciéon: Se lleva a cabo la ruptura de la interaccién entre moléculas y resina, asi
como la salida de estas del sistema cromatografico mediante el empleo de una fase
movil secundaria que presenta condiciones de pH y fuerza idnica diferentes a las
empleadas en la fase moévil de interaccion; excepto cuando el principio de
separacion es por exclusién molecular, donde generalmente la elucidén se realiza sin
necesidad de emplear una fase mévil secundaria, lo cual se denomina como flujo

isocratico.
5.5Seleccion del método cromatografico y fraccionamiento:

Se determind el principio de exclusién molecular con la columna Ultrahydrogel 500
(Waters®) como el mas viable para realizar el fraccionamiento de diferentes lotes
de Transferon®, debido a que presenta un mejor desempeno en cuanto a la

resolucién del perfil cromatografico y a que permite obtener un mayor numero de
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fracciones definidas. Estas observaciones se describen a detalle en la seccidon de

resultados (Ver numeral 6).
5.6 Tratamiento de los lotes de Transferon® a fraccionar:

Se fraccionaron varias muestras de Transferon® correspondientes a los lotes
13C09, 13E16 y 14D12-A, los cuales fueron producidos en los afios 2013 y 2014
respectivamente. Estos lotes cumplieron con los criterios de aceptacion en las
pruebas de control de calidad realizadas para la liberacion del producto. Para el
fraccionamiento se tomaron 30 muestras liofilizadas de cada uno de ellos y se
reconstituyd su contenido en 1 mL de agua para fabricacién de producto inyectable
Tipo 1 (MilliQ®). Se determind el contenido peptidico de la solucion resultante de
cada lote mediante medicidn de absorbancia a 280 nm y se realizé el ajuste de
concentracion de modo tal que la absorbancia fuera muy similar entre lotes.
Posteriormente la soluciones reconstituidas filtraron por membranas de 0.22 ym

(Ultrafree-Millipore®) y se almacenaron a 4°C hasta su uso.

5.7 Preparacién de reactivos para FPLC y limpieza del equipo:

Se llevo a cabo una limpieza y sanitizacidén del sistema cromatografico mediante
infusion de una solucion de hidroxido de sodio 0.5 N durante al menos 5 volumenes
de columna y posteriormente realizando lavados con agua tipo 1 hasta que la senal
correspondiente a la conductividad generada por el hidroxido de sodio decreciera a
nivel basal. En la tabla 3 se describe como se realizé la preparacidn de los reactivos

requeridos para las corridas de fraccionamiento y limpieza del equipo.

Tabla 3: Reactivos empleados para realizar el fraccionamiento de Transfer6n® mediante FPLC.

Reactivo Uso Concentracién/ composicion Preparacion
Agua tipo 1 Lavado del Resistividad: mayor a 18MQ/cm Obtenida a partir de un sistema de
Para equipo, Carbono organico total: menor a 10 ppb | purificacion (Milli-Q®)

fabricacion de | preparacion de | Endotoxina: menor a 0.03 UE/mL

inyectables soluciones
Buffer fosfatos Fase movil Fosfato monobasico de sodio | Se pesaron 4.37 g de fosfato monobasico
mas cloruro de monohidratado: 0.0317M monohidratado de sodio, 2.83 g de fosfato

sodio pH 7.0 dibasico anhidro de sodio y 6.05 g de
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Tabla 3 (continuacién): Reactivos empleados para realizar el fraccionamiento de Transferén®

mediante FPLC

Fosfato dibasico de sodio anhidro:
0.02M
Cloruro de sodio: 0.1037 M

cloruro de sodio. Se disolvié en agua tipo
1y se llevo al aforo a 1L. Se determiné pH
y conductividad, ajustando a pH de 7.0

Hidréxido de Sanitizacion y Se pesaron 20.0 g de hidroxido de sodio y
sodio regeneracion 0.5N se adicionod agua hasta aforara 1.0 L
de columna
Etanol Almacenamien Para 1.0 L se adicionaron 200 mL de
to columna 20% Etanol absoluto, 80% agua tipo 1 etanol absoluto y después se llevd a

volumen con 800 mL de agua tipo 1.

Nota: Los reactivos preparados se filtraron mediante membranas de 0.22 ym previamente a su uso en el equipo.

5.8 Fraccionamiento y colecta de fracciones:

Se llevaron a cabo 15 corridas de fraccionamiento y colecta por cada lote de

Transferon® mediante el principio de exclusidon molecular, empleando una columna

Ultrahydrogel 500 y utilizando como fase mévil el buffer descrito en la tabla 3, a flujo

isocratico de 0.6 mL/min y temperatura ambiente, inyectando en cada corrida 50 pyL

de la solucion originada de las unidades reconstituidas. Previamente a las corridas

de fraccionamiento, se realizé una corrida piloto con cada lote a fraccionar a fin de

determinar los volumenes éptimos par inicio y fin de la colecta para cada fraccion.

En la tabla 4 se muestran los intervalos de colecta para cada fraccion expresados

como volumen de elucion.

Tabla 4: Intervalos de colecta promedio entre los 3 lotes de Transferon®

Fraccion Volumen inicio colecta | Volumen fin de colecta Volumen colectado
(mL) (mL) por corrida (mL)
Fraccion 1 10.05 £ 0.05 11.15+0.05 1.15+0.05
Fraccion 2 11.6+0.0 12.35+0.05 0.75+ 0.05
Fraccion 3 13.45 1 0.05 14.0+0.0 0.55 + 0.05
Fraccion 4 14.25 £ 0.05 15.1+£0.1 0.85 + 0.05
Fracciéon 5 15.70 £ 0.1 16.95 + 0.05 1.2+01
Fraccion 6 17.75+0.25 18.85 + 0.05 1.1+£0.2
Notas:

1) zindica la variacion en volumen existente entre lotes.
2) Los valores expresados indican los mililitros transcurridos desde que se realiz6 la

inyeccion, a flujo de 0.6 mL/min
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5.9 Tratamiento y caracterizacion fisicoquimica de las fracciones obtenidas:

5.9.1 Remocion de endotoxina bacteriana:

Para remover la endotoxina bacteriana proveniente del proceso de fraccionamiento
se sometieron las fracciones colectadas de cada lote a filtracion por ultra-
centrifugacion, para lo cual el volumen total colectado de cada fraccién se coloco en
tubos provistos de una membrana cuyo tamafo de poro es de 10 kDa (Amicon
Ultra®, Millipore) y se llevaron 4500 x g durante 15 minutos. Terminado el ciclo de
centrifugacion, se recuper6 en condiciones de esterilidad el filtrado de cada tubo y
se coloco en tubos estériles y libres de endotoxina. Se realizé una cuantificacion de
proteinas a las fracciones antes y después del ultrafiltrado para verificar que no

existiera un fendmeno de retenciéon de masa en las membranas de ultrafiltracion.

Posteriormente y para corroborar la eficacia del proceso de ultrafiltracién, se llevo a
cabo la determinacion del contenido de endotoxina en las fracciones mediante el kit
comercial Limulus Amebocyte Lysate (Charles River®), el cual se basa en una serie
de reacciones enzimaticas que se llevan a cabo entre el lipopolisacarido y el lisado
obtenido de amebocitos del cangrejo Limulus polyphemus y que derivan en la
formacion de un gel apreciable a simple vista, permitiendo la deteccion de hasta
0.125 unidades de endotoxina por mL de muestra. En la figura 6 se muestra el
procedimiento general con el cual se llevo a cabo la determinacion del contenido de

endotoxina de las fracciones colectadas utilizando dicho kit comercial.
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Determinacion del contenido de
endotoxina bacteriana mediante el

1. Reconstitucidn del reactivo LAL

2. Generacion de una curva estandar de
endotoxina

obtenidas) hasta alcanzar el factor de
dilucian 1/128

analizar en sus correspondientes
diluciones (cada especimen por
duplicado)

método de formacion en gel (Gel (Lymulus Amebocyte Lysate) -
Clotg) 0.5, 0.25, 0.125, 0.06 y 0.03 UE/mL
J
4. Colocar en Iz placa de 96 pozos los
3. Realizar diluciones dobles de las especimenes, tanto de la curva -
muestras a evaluar (fracciones estandar como de las fracciones a . 5. Adicionar a cada pozo 100 ul del
———=| reactivo LAL e incubar por una hora a

372C

J

6. Pasando el tiempo de incubacion, se
realiza |a lectura invirtiendo la placa y
agitando suavemente. Se considera un
resultado positivo en aguellos pozos
donde la presencia de un gel prevalece
alin despues de invertir la placa

7. Determinar el limite de deteccién del
métado, el cual esta dado por el valor
del estandar de mencr concentracion

en el cual se percibe una reaccion
positiva.

8. Calcular la concentracion de
endotoxing presente en las fracciones
multiplicando el valor obtenido del
limite de cuantificacion por el inverso
del factor de dilucion de la dilucion mas
alta en la que aun se percibe una
reaccion positiva

Figura 6: Metodologia para la determinacion del contenido de endotoxina bacteriana mediante el

método de “Gel clot®”

5.9.2 Esterilizacion:

Las fracciones de Transferon® se esterilizaron por filtracion para evitar cambios en
la integridad de los péptidos debido a la aplicacion de calor. El proceso se realizd
en una campana de flujo laminar, donde el volumen total de cada fraccion se coloco
por separado en una jeringa desechable y estéril de 20.0 mL (BD®), a la cual se
adapté previamente una unidad de filtracion de 0.22 ym (MILLEX® GV- Millipore).
Posteriormente, utilizando el embolo de la jeringa se aplico presion ligera para
favorecer el paso del contenido través de la unidad de filtracién, mismo que se
colectd en un tubo plastico de 15.0 mL estéril y libre de pirégenos (Corning®).

Se realiz6 una prueba confirmatoria de esterilidad en la cual se sembraron alicuotas
de las fracciones filtradas en caldo tripticaseina soya (preparado y esterilizado

previamente conforme a las instrucciones del fabricante) y se incubaron a 37°C,
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realizando lecturas a las 24, 48 y 72 horas. Adicionalmente se incluyé un control
positivo de crecimiento microbiano para verificar el correcto funcionamiento del
medio de cultivo, el cual consisti6 en una alicuota de suspension bacteriana
cultivada bajo las mismas condiciones. También se incluy6 un control negativo que
consistido en la incubaciéon de medio de cultivo solamente. Pasado el tiempo de
incubacion se realizo la comparacion visual con respecto a los controles respecto a
la turbidez del medio, tomando este fendmeno como indicio de crecimiento

microbiano.
5.9.3 Identidad:

a) UPLC:

Se analizaron las fracciones obtenidas en un cromatografo Acquity UPLC® (Waters)
mediante el principio de exclusién molecular, utilizando una columna BEH 125
(intervalo de separacién 1-80 kDa) y como fase mévil de corrida un buffer de fosfato
de sodio monobasico/ fosfato de sodio dibasico 50 mM y cloruro de sodio 150 mM,
pH 6.81, a flujo isocratico de 0.4 mL/min y temperatura de 30°C. Cada fraccion se
analizé por duplicado y con un tiempo de corrida de 12 minutos. Se corri6 como

control un estandar interno de Transferén®, del cual se inyectaron 3 réplicas.

Los picos cromatograficos de Transferon® se caracterizaron en cuando a peso
molecular a través del uso de un estandar comercial de peso molecular (Biorad Gel
Filtration Standard®), analizado de igual forma por triplicado. Del mismo modo se
realizé la inyeccidn de una alicuota del agua utilizada para la preparacion de las
fases moviles (blanco de sistema) con el fin de descartar interferencias en el sistema

cromatografico.
b) FPLC:

Para el analisis individual de las fracciones colectadas en el equipo FPLC, se
utilizaron las mismas condiciones de corrida del fraccionamiento: principio de
exclusién molecular, columna Ultrahydrogel 500 y como fase mévil un buffer de

fosfato monobasico/dibasico de sodio 0.052 mM y cloruro de sodio 0.1037 M, pH
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7.0, a flujo isocratico de 0.6 mL/min, inyectando un volumen de 50 pyL de cada
fraccion. De igual forma se analizo también un estandar interno de Transferon® asi

como un estandar comercial de peso molecular (Biorad Gel Filtration Standard®).

5.9.4 Determinacién del contenido peptidico:

a) Por medicion de absorbancia a 280 nm:

Para cuantificar el contenido proteico total de las fracciones de Transferon® a 280
nm, se colocaron 2.5 uL de cada fraccién directamente en el microplato adaptador
para el espectrofotometro “Epoch®’, el cual es operado mediante el software
“Gen5®”. Se realiz6 la lectura de cada fraccién por duplicado, obteniendo asi la
media de la concentracion peptidica y el coeficiente de variacion entre réplicas.

Como blanco se empleé la fase movil utilizada en la obtencion de las fracciones.

b) Por el método del acido bicinconinico (BCA):

Se realizo6 la cuantificacién del contenido de péptidos por el método de BCA en cada
una de las fracciones, asi como en las soluciones sin fraccionar de cada lote, el cual
se basa en una reaccidn colorimétrica de reduccion. Este método es altamente
sensible ya que es capaz de detectar hasta 0.5 pg/mL de proteina, presentando
interferencia con pocos analitos (59). La determinacién se realizé con el kit
comercial Pierce® (Thermo Scientific) con base en las instrucciones del fabricante.
En la figura 7 se describe de manera general el procedimiento para realizar esta

determinacion:
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Determinacion del contenido
peptidico por el método de BCA

1. Preparacion de las muestras a

Lotes sin fraccionar: Diluciones
1/100, 1/200 y 1/500

Fracciones: Sin diluir

cuantificar:

2. Preparacion de la curva
estandar de proteina (Albimina
sérica bovina)

0.5, 1.0, 5.0, 10.0, 20.0, 40.0, 80.0,
100y 200 pg/mL

U

3. Preparacion del reactive de trabajo a
partir de los reactivos &, By C:

Reactivo A: 50% del volumen a utilizar
Reactivo B: 48% del volumen a utilizar

Reactivo C: 2% del valumen a utilizar

4, Colocar en una placa de 96
pozos los especimenes a analizar
(estandares y muestras), cada uno
por duplicado y adicionar el
reactivo de trabajo

(150 pL de especimen mas 150 pL
de reactivo de trabajo por pozo)

5. Incubar por 2 horas a 372C
¥ posteriormente a -202C
durante 5 minutos para
detener la reaccion

6. Leer en el espectrofotometro a
362 nm

Figura 7: Metodologia para la determinacion del contenido peptidico por el método de BCA, empleando el kit

Nota:

“Pierce®”.

Reactivo A: Carbonato de sodio, bicarbonato de sodio, tartrato de sodio e hidroxido de sodio.

Reactivo B: Acido bicinconinico
Reactivo C: Sulfato cuprico

5.9.5 Ensayo bioldgico para la estimulacién de la produccién de INF-Y en

cultivo de células Jurkat:

El ensayo bioldgico se realizé en un cultivo de células Jurkat clona E6 (ATCC®), las

cuales se expandieron en medio RPMI 1640 (ATCC®) suplementado con suero fetal

bovino (SFB, Gibco®) al 10% hasta alcanzar el numero de células requerido

(aproximadamente 60 millones). Una vez obtenida la cantidad necesaria de células,

se realizé la cosecha de las mismas y se centrifugaron a 700 rpm, durante 5 min.

Se resuspendio el boton celular en medio RPMI para formar una suspension de

trabajo cuya densidad requerida era de 6X10° células por mililitro.
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Los estimulos para el cultivo de células Jurkat consistieron en cada una de
fracciones obtenidas de los lotes 13C09 y 14D12 asi como las soluciones de estos
lotes sin fraccionar, evaluados en diluciones decimales seriadas con medio RPMI.
Estas diluciones se prepararon a partir del valor determinado en la cuantificacion de
péptidos por BCA y fueron las siguientes: 20 ug/mL, 2.0 ug/mL, 200 ng/mL, 20
ng/mL, 2.0 ng/mL, 200 pg/mL y 20 pg/mL. También se prepar6é una diluciéon de
Concanavalina A (ConA, Sigma-Aldrich®) a 50 ug/mL como control positivo de
estimulacion para evaluar la funcionalidad del cultivo, dada la capacidad de ConA
para inducir la produccién de IFN-y en linfocitos T. También se incluy6 un control de
estimulacién con la fase movil empleada para el fraccionamiento, asi como un
control de sistema en el que unicamente se colocaron las células en medio RPMI,
sin ningun estimulo. Estos dos ultimos controles fueron disefiados para descartar
interferencias en la produccién de INF-y por parte del método de fraccionamiento y
por el modelo biologico, respectivamente. Todos los estimulos y controles se
evaluaron por triplicado, colocando por cada pozo 500 uL de la suspensién celular
y 500 pyL de la dilucion correspondiente del estimulo o control. Es importante
mencionar que las diluciones se prepararon al doble de la concentracion requerida
en el cultivo pues se contempld la dilucion 1:2 que se realiza en el pozo al mezclar
volumenes iguales de células y estimulos. En la figura 8 se explica de manera

general el procedimiento para el ensayo biolégico de estimulacion:
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2. Cuenta celular mediante el
1. Cosecha de células y método de exclusion con azul
Prueba biologica en cultivo de centrifugacion a 700 rpm de tripaq en cémara\ de
celulas Jurkat — durante 5 minutos. ———>| Neubauer. Calculo del vélumen
Resuspension del botén con a tomar para generar la
medio RPMI suspension de trabajo (600°000
células/mL)

4. Preparacion de los estimulos a
3. Distribucion de la evaluar: 5. Adicion de los estimulos a las
suspensian de trabajo en F1-F6, Lotes 14D12-A y 13C09 sin placas con células (500 pl de
placas de 24 pozos (300000 |——> fraccionar: Diluciones seriadas |~ cada dilucién/pozo)
celulas/pozo, 500 pl de 20pg/mlL-20pg/mL Cada dilucian se evalua por
suspension) Concanavalina A: 50 pg/mL triplicado (3 pozos)

7. Colecta de sobrenadantes,
centrifugacion a 700 rpm por 5
| minutos y almacenamento de
sobrenadantes a -702C hasta su

analisis mediante ELISA

6. Incubacion de las placas a
372C durante 72 hrs.

Figura 8: Metodologia empleada para realizar el ensayo biolégico de estimulacién en cultivo de
células Jurkat.

Nota: Las diluciones de estimulo (paso 4) se prepararon de tal forma que se tuviese el doble de la
concentracion requerida, debido a la dilucién que se realiza al adicionarse en el pozo con la
suspension celular (600 uL suspension celular + 500 uL estimulo)

5.9.6 Determinacion de la cantidad de IFN-y producida en los sobrenadantes

recuperados por ELISA:

El analisis del contenido de IFN- y en los sobrenadantes recuperados del ensayo
biolégico en cultivo de células Jurkat se realizé mediante la técnica de ELISA,
empleando el kit comercial Opt EIA® (BD) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El descongelamiento de los sobrenadantes se realizé de manera gradual
a 4°C para favorecer la estabilidad de la molécula a determinar. En la figura 9 se

resume la secuencia de pasos que conlleva esta metodologia:
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Cuantificacion de IFN-Y en los
sobrenadantes obtenidos, por ELISA

(Enzyme Linked Inmunosorben
Assay)

1. Sensibilizacion de las placas de 56
pozos con el anticuerpo de capturay
"huffer de pegado”

Incubar una noche a 42C

2. Lavar 3 veces la placa con "buffer
de lavado" y realizar el blogueo de
las placas con "Diluyente de ensayo”

Incubar una hora a temperatura
ambiente

Lavar 3 veces la placa con "buffer de
lavado"

3. Construccién de la curva estandar
de IFN-T;
0,5, 6, 8,10, 16, 20, 40, 60, 80 Y 100
pg/mL

Nota: Cada punto se corre por
triplicado

4, Distribucion de estandares y
muestras (sobrenadantes obtenidos
en las placas)

Incubar 2 horas a temperatura
ambiente

Lavar 5 veces la placa con "buffer de
lavado"

5. Adicionar el anticuerpo de
deteccidn conjugado con la enzima
(peroxidasa de rabano)

Incubar una hora a temperatura
ambiente

Lavar 7 veces la placa con "buffer de
lavado"

6. Colocar la solucidn de sustrato e
incubar las placas 30 minutos a
temperatura ambiente, protegidas
delaluz

7. Adicionar "solucidn de paro” y leer
en el espectrofotémetro a 450 nm

Figura 9: Metodologia para realizar la determinacion del contenido de IFN-y en los sobrenadantes

obtenidos del ensayo biolégico de estimulacion
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6 RESULTADOS:

6.1 Estandarizacion del método cromatografico para el fraccionamiento de
Transferén®:

6.1.1 Exclusion molecular (Columna Superdex Péptide 10/300 GL®):

Empleando una columna Superdex Peptide 10/300 GL (GE Healthcare®), la cual
presenta un intervalo 6ptimo de separacion entre 100 y 7000 Da, se obtuvo un perfil
cromatografico conformado por 10 picos (Figura 10). Sin embargo, y como se
puede apreciar en el perfil obtenido, algunos de los picos se encuentran muy
préximos entre si (principalmente en los picos 1 — 6 y que corresponden a los de
mayor peso molecular), lo que dificultaria la obtencién de picos aislados durante el

fraccionamiento.

Figura 10: Perfil cromatografico de Transferon® (lote 14D12-A) obtenido por exclusién molecular
con la columna Superdex Peptide 10/300 GL.

Fase movil: Buffer fosfatos 50 mM y cloruro de sodio 300 mM, pH 7.0. Los numeros en color negro
refieren a la identificacion de cada pico, mientras que los nimeros en color azul representan el
volumen de elucion en mL de cada uno.

Con respecto al analisis de un estandar comercial conformado por una mezcla de
proteinas definidas en cuando a peso molecular (Figura 11), el cromatograma
obtenido muestra que las proteinas de alto peso molecular co-eluyeron en un solo
pico (tiroglobulina, gamma-globulina), lo mismo para ovoalbumina y mioglobina

que co-eluyeron en un solo pico, mientras que vitamina B12, se logré resolver como
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un pico aislado. Lo anterior permite establecer un intervalo de separacion entre 17
y 1.35 kDa.

Figura 11: Perfiles cromatograficos del estandar comercial de peso molecular (Biorad Gel
Filtration Standard®). Obtenido con una columna Superdex Peptide 10/300 GL. (1) y el
reportado por el fabricante (2).

1) Fase movil: Buffer fosfatos 50 mM mas cloruro de sodio 300 mM, pH 7.0. Los nimeros en color
azul representan el volumen de elucién en mL de cada pico.

2) Columna Bio-Sil SEC 125, Fase movil: Buffer fosfatos 100 mM mas cloruro de sodio 150 mM,
pH 6.8, Flujo: 1.0 mL (min). A: Agregados de proteinas, B; Tiroglobulina, C: gamma-globulina,
D: Ovoalbumina, E: Mioglobina, F: Vitamina B12

6.1.2 Exclusion molecular (Columna Ultrahydrogel 500®):

Empleando una columna Ultrahydrogel 500 (Waters®), cuyo intervalo 6ptimo de
resolucién se encuentra entre 1 y 400 kDa, se obtuvo un perfil cromatografico
conformado por 6 picos definidos, obtenidos de la inyeccién de Transferon® vy
los cuales presentan una adecuada separacion entre estos como se aprecia en
la figura 12. Esto facilitaria la obtencion de picos aislados durante el
fraccionamiento, ademas de una mayor riqueza en cada uno (intensidad de la
sefal) con respecto a la columna Superdex Peptide 10/300 GL, probada

anteriormente.
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Figura 12: Perfil cromatografico de Transferon® (lote 14D12-A) obtenido por exclusién molecular
con la columna Ultrahydrogel 500.

Fase movil: Buffer fosfatos 51.7 mM mas cloruro de sodio 103 mM, pH 7.0. Los numeros en color
negro refieren a la identificacion de cada pico, mientras que los nimeros en color azul representan
el volumen de elucién en mL de cada uno.

Con respecto al analisis del estandar comercial de peso molecular (Figura 11),
el cromatograma obtenido muestra que las proteinas de alto peso molecular co-
eluyeron en un solo pico, mientras que vitamina B12, se logroé resolver como un
pico unico. Lo anterior permite establecer un intervalo de separacion entre 17 y
1.35 kDa, por lo que resultaria adecuada para el fraccionamiento de

Transferon®.

Figura 13: Perfiles cromatogréficos del estandar comercial de peso molecular (Biorad® Gel
Filtration Standard). Obtenido con una columna Ultrahydrogel 500 (1) y el reportado por el
fabricante (2).

1) Fase movil: Fase movil: Buffer fosfatos 51.7 mM mas cloruro de sodio 103 mM, pH 7.0.

Los numeros en color azul representan el volumen de elucion en mL de cada pico.
2) Veéase figura 11, punto 2 de la descripcion.
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6.1.3 Interaccion hidrofébica (Columna XK 16/29, resina Butil Sepharose
Fast Flow®) :
En el perfil cromatografico obtenido por el principio de interaccion hidrofobica
mediante una resina Butil Sepharose (GE Healthcare®) se aprecian 5 picos
(Figura 14), en el cual los picos 1y 2 son los mayoritarios, los cuales aparecieron
antes del decremento en la conductividad dado por la aplicacion de la fase mévil
de elucion. Por otro lado, los picos 3, 4 y 5, que presentan menor area y altura,
eluyeron en el transcurso de la aplicacién de la fase mévil de elucién y del

decremento de la conductividad.

Figura 14: Perfil cromatografico de Transferon® (lote 14D12-A) obtenido por interaccion
hidrofébica con una columna XK 16/29 y la resina Butil Sepharose 4 Fast Flow.

Fase moévil interaccién: Buffer fosfatos 50 mM mas sulfato de amonio 1.7 M, pH 7.0. Fase mévil
elucion: Buffer fosfatos 50 mM, pH 7.0. Los nimeros en color negro refieren a la identificacion de
cada pico, mientras que los numeros en color azul representan el volumen de elucién en mL de cada
uno.

Este comportamiento se encuentra determinado por el grado de interaccién que
establecen las moléculas que conforman Transferon® con la resina empleada y
el cual es reflejo de la hidrofobicidad de las mismas. De esta forma, las moléculas
que conforman a los picos 1 y 2 presentaron poca o nula interaccion con los
grupos no polares de la resina empleada, lo que refleja su naturaleza hidrofilica.
Por otro lado, las moléculas que conforman a los picos 3, 4 y 5 establecieron
algun grado interaccion con la resina, eluyendo durante el cambio de fuerza
ionica en el medio, por lo que estas poblaciones moleculares tienden a presentar

un caracter mas hidrofébico.
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Debido a lo anterior y a que el perfil cromatografico obtenido sugiere que la
mayor parte de las moléculas que conforman Transferén® presenta naturaleza
hidrofilica, no resultaria adecuado utilizar el principio de interaccion hidrofébica

para realizar la obtencion de fracciones.

6.1.4 Intercambio anidnico (resina DEAE Sepharose Fast Flow®):

El perfil cromatografico obtenido utilizando el principio de intercambio anidnico
con la resina DEAE Sepharose Fast Flow (GE Healthcare®) esta compuesto por
4 picos, de los cuales los picos 2, 3 y 4 aumentaron su volumen de elucion
drasticamente a medida que se incremento el pH del medio. Un comportamiento
diferente se observé en el pico mayoritario (pico 1), el cual permanecio constante
en cuanto a volumen de elucion, presentando unicamente cambios menores en

area y altura, bajo pH de 2.0, 7.0 y 10.0. (Ver figura 15 en la siguiente pagina)

Al tratarse de una resina que funciona como intercambiador anidnico, las
moléculas que conforman en su mayoria el pico 1 practicamente no
interaccionan con esta, lo que sugiere un fendmeno de repulsion generada por
cargas iguales y salen de la columna sin la necesidad de modificar la fuerza
idonica. Por otra parte, las moléculas que conforman los picos restantes
establecen interacciones mas estables con la resina empleada, las cuales
muestran dependencia del pH del medio, debido a la diferencia de cargas
generada entre las moléculas y los grupos acoplados a la resina, por lo que la
elucion ocurre tras el incremento de la fuerza iénica. Este cambio en el patrén
de eluciéon a medida que el pH del medio aumenta sugiere la presencia de
moléculas con un punto isoeléctrico (pl) entre 2 'y 7 y por lo tanto con carga neta
negativa a pH alto, lo que favorece la interaccion con la resina cuya carga es
positiva, mientras que las moléculas que conforman al pico 1 pudieran presentar
grupos basicos que a pH alto encuentran con carga positiva (grupos amino) y

confiriendo una carga neta positiva, o bien grupos no ionizables (neutros).

Si bien se obtuvieron algunos picos en el perfil cromatografico que mostraron un
comportamiento dependiente de las condiciones de pH en el medio, la mayor
parte de los componentes que conforman Transferon® no mostraron una
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interaccion diferencial con la resina empleada bajo las diferentes condiciones de
pH analizadas, por lo que no se considerd el principio de intercambio anidnico

como una alternativa para realizar el fraccionamiento.

Figura 15: Perfil cromatografico de Transferon® (lote 14D12-A) obtenido por intercambio
aniénico con una resina DEAE Sepharose Fast Flow.

Fase movil interaccién: Buffer fosfatos 50 mM pH 2.0, 7.0 y 10.0. Fase mévil elucién: Buffer
fosfatos 50 mM mas cloruro de sodio 500 mM, pH 7.0. Los nimeros en color negro refieren a la
identificaciéon de cada pico, mientras que los nimeros en color azul representan el volumen de
elucién en mL de cada uno.
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6.1.5 Intercambio catidnico (resina CM Sepharose Fast Flow®) :

El perfil cromatografico obtenido con el principio de intercambio catiénico (Figura
16) mostrd practicamente un unico pico que se mantuvo constante en todas las
condiciones de pH evaluadas, el cual eluy6 antes de la aplicacién del buffer de
elucién en todos los casos. Esto es indicio de una nula interaccion entre las
moléculas que se encuentran en Transferén® vy la resina empleada cuyos grupos
acoplados presentan carga neta negativa. Debido a que esta variante
cromatografica no permitié obtener ninguna separacion en las moléculas que
conforman Transferon®, no representa una alternativa para la obtencién de

fracciones.

Figura 16: Perfil cromatografico de Transferon® (lote 14D12-A) obtenido por intercambio catiénico
con una resina CM Sepharose Fast Flow.

Fase movil interaccién: Buffer fosfatos 50 mM pH 2.0, 7.0 y 10.0. Fase movil elucion: Buffer
fosfatos 50 mM mas cloruro de sodio 500 mM, pH 7.0.Los nimeros en color negro refieren a la
identificacién de cada pico, mientras que los nimeros en color azul representan el volumen de
elucién en mL de cada uno.
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6.2Fraccionamiento de Transferon®:

Dado que el perfil cromatografico obtenido con el principio de exclusion
molecular (columna Ultrahydrogel 500®) es el que presenta una mejor definicion
en los picos que lo conforman, se utilizé dicho principio y condiciones de corrida

para realizar el fraccionamiento de 3 lotes de Transferon®.

Los cromatogramas obtenidos revelaron un comportamiento cromatografico
consistente entre lotes. Como ya se habia observado, se obtuvo un perfil
cromatografico compuesto por 6 picos, donde el pico mayoritario corresponde al
de la fraccion 2, mientras que el pico 6 presenta la menor proporcién en todos

los 3 lotes (Figura 17).

Los parametros cromatograficos obtenidos entre las diferentes corridas de un
mismo lote, asi como en la comparacion realizada entre diferentes lotes, de igual
forma mostraron un comportamiento consistente, principalmente en el volumen
de elucién, donde se obtuvo la menor variacion tanto intra lotes (tabla 5) como
inter lotes (tabla 6). Mientras que las variaciones que se obtuvieron en el area y
altura de cada pico al realizar la comparacion entre lote fueron originadas por
diferencias en la concentracion de la solucién reconstituida obtenida para cada

lote.

En la figura 17 se muestran los perfiles cromatograficos representativos de las
15 corridas realizadas para cada uno de los 3 lotes fraccionados, asi como la
tabla que contiene los parametros cromatograficos obtenidos entre corridas de
un mismo lote (tabla 5) y la comparacién de los parametros cromatograficos

entre los 3 lotes (tabla 6).
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Figura 17: Cromatogramas obtenidos del fraccionamiento del 3 lotes de Transferon® (14D12-A,
13C09 y 13E16) por el principio de exclusién molecular con una columna Ultrahydrogel 500.

Buffer de corrida: Fosfato de sodio monobasico/dibasico 51.7 mM, cloruro de sodio 103.7 mM, pH
7.0. Volumen de muestra inyectado: 50 uL. Flujo: 0.6 mL/min.

Nota: F1-F6 representa la identificacion de las fracciones obtenidas, mientras que los numeros en
azul representan el volumen de elucién de cada una.
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Tabla 5: Parametros cromatograficos promedio obtenidos de las 15 corridas de fraccionamiento para
cada uno de los 3 lotes de Transferén® (14D12-A, 13C09 y 13E16) mediante FPLC

Fraccién Volumen de elucién (mL) Altura del pico (mAU) % Area

Promedio DE % CV Promedio DE % CV Promedio DE %CV
F1 10.46 0.01 0.12 399.80 20.54 5.14 35.29 1.55 4.39
F2 11.91 0.25 2.06 745.98 53.77 7.21 42.24 0.70 1.65
F3 13.72 0.01 0.10 13.11 0.95 7.26 0.57 0.02 3.72
F4 14.68 0.02 0.16 153.26 10.65 6.95 9.05 0.16 1.73
F5 16.29 0.03 0.18 109.31 9.03 8.26 10.33 0.15 1.43
F6 18.04 0.08 0.44 7.60 0.72 9.49 0.86 0.07 7.60
F1 10.47 0.01 0.05 394.65 13.96 3.54 30.76 0.38 1.22
F2 12.02 0.01 0.12 1069.25 40.79 3.81 49.17 0.91 1.84
F3 13.66 0.28 2.08 7.70 0.34 4.40 0.27 0.01 2.41
F4 14.73 0.03 0.23 142.33 5.06 3.56 7.11 0.13 1.87
F5 16.32 0.04 0.25 142.11 5.75 4.04 11.10 0.19 1.72
F6 18.36 0.04 0.21 7.43 0.46 6.17 0.58 0.04 7.32
F1 10.48 0.01 0.14 337.26 36.87 10.93 31.67 0.44 1.40
F2 12.04 0.03 0.21 875.38 35.40 4.04 49.10 0.42 0.86
F3 13.76 0.03 0.21 11.60 0.35 3.01 0.53 0.02 2.98
F4 14.77 0.05 0.35 123.02 1.98 1.61 7.32 0.04 0.53
F5 16.37 0.07 0.43 112.83 2.16 1.91 10.14 0.11 1.11
F6 18.43 0.07 0.37 6.13 0.38 6.15 0.49 0.04 8.51

Lote 14D12-A Nota: DE: Desviacion estandar, %CV: coeficiente de variacion, mAU: mili
unidades de absorbancia.

Lote 13C09

Lote 13E16
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Tabla 6: Parametros cromatograficos promedio de los 3 lotes fraccionados de
Transferon® (14D12-A, 13C09 y 13E16).

Fraccion Volumen de elucion Altura del pico promedio % Area promedio entre
promedio entre 3 lotes entre los 3 lotes (mAU) los 3 lotes
(mL)

Promedio | DE | % CV | Promedio DE % CV | Promedio | DE %CV
F1 10.47 0.01 | 0.10 377.24 28.35 7.51 32.57 1.95 | 6.00
F2 11.99 0.06 | 0.46 896.87 132.85 | 14.81 46.84 3.25 | 6.94
F3 13.72 0.04 | 0.30 10.80 2.28 21.09 0.45 0.13 | 29.51
Fa4 14.73 0.04 | 0.25 139.53 12.50 8.96 7.83 0.87 | 11.08
F5 16.33 0.03 | 0.20 121.42 14.70 12.11 10.52 0.42 3.97
Fé 18.28 0.17 | 0.92 7.05 0.65 9.27 0.64 0.16 | 24.89

Nota: DE: Desviacion estandar, %CV: coeficiente de variacion, mAU: mili unidades de absorbancia.

6.3 Analisis de identidad y pureza de las fracciones obtenidas:

6.3.1 Determinacion de identidad y pureza por FPLC:

Se inyectaron cada una de las fracciones obtenidas en el FPLC bajo las mismas
condiciones que se utilizaron para obtener las mismas. Esto con el objetivo de
evaluar tanto identidad, es decir, la concordancia en los volumenes de elucién entre
picos en cada fraccion y los picos obtenidos durante la colecta de las mismas, como
la pureza de las mismas (la presencia de picos correspondientes a otras fracciones,
derivado de un fendmeno de co-elucion durante el fraccionamiento). En este sentido
y derivado de los resultados obtenidos, se observd que la fraccion 1 es la que
presenté una mayor pureza, misma que se aprecia como un pico unico en el perfil
cromatografico, mientras que en los parametros cromatograficos obtuvo un
porcentaje de area superior al 98% en los 3 lotes (tabla 7). Por otra parte las
fracciones 2, 4 y 5 presentaron cada una un pico mayoritario con un porcentaje de
area superior al 70% en los tres lotes fraccionados y cuyo volumen de elucién

corresponde con el obtenido durante el proceso de fraccionamiento. Sin embargo,
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se observo también en estas fracciones la presencia de picos co-eluyentes, los
cuales coinciden con algunos picos cromatograficos que aparecen en otras
fracciones, como se puede apreciar en las figuras 18, 19 y 20. Por otro lado se
detectd la presencia de picos en algunas fracciones que no corresponden
estrictamente con el volumen de elucion de los picos obtenidos durante las corridas
de fraccionamiento; Como fue el caso de la fraccion 2 y en cuyo perfil cromatografico
ademas de encontrarse presente el pico de la fraccion 1, se encontré un pico
intermedio cuyo volumen de elucion es de 11.0 mL, y el cual no coincidié con el
volumen de elucién de ninguno de los 6 picos obtenidos en el fraccionamiento. Esto
posiblemente derive de un fendbmeno de particion de picos, el cual resulta mas
evidente al reducir la escala de los cromatogramas obtenidos en el analisis

individual de las fracciones.

Por ultimo y con respecto a las fracciones 3 y 6, se observé que se encuentran
conformadas mayoritariamente por picos que corresponden a otras fracciones,
mientras que los picos caracteristicos de estas fracciones se aprecian en muy baja
proporcién (menor al 16%), o que es indicio de su baja pureza y a la vez ocasiona

una mayor variacion en los parametros cromatograficos entre lotes.

En las figuras 18, 19 y 20 se muestran los perfiles cromatograficos obtenidos del
analisis de cada una de las fracciones de manera individual por FPLC. Asi como
una tabla comparativa en la que se muestran los parametros cromatograficos de

cada una de las fracciones en los 3 lotes (tabla 7).
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a) Lote 14D12-A:

Figura 18: Analisis individual de las fracciones obtenidas del lote 14D12-A mediante SE-FPLC.

Buffer de corrida: Fosfato de sodio monobasico/dibasico 51.7 mM, cloruro de sodio 103.7 mM., pH
7.0. Volumen de muestra inyectado: 50 uL. Flujo: 0.6 mL/min. Columna Ultrahydrogel 500.

Nota: El pico dentro del recuadro rojo corresponde al caracteristico de fraccion en cuestion,
mientras que los picos en recuadros azules sefialan los picos co-eluyentes correspondientes a
otras fracciones (marcadas como F1-F6) y los cuales fueron identificados a partir de su volumen
de elucion.
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b) Lote 13C09:

Figura 19: Analisis individual de las fracciones obtenidas del lote 13C09 mediante SE-FPLC.

Buffer de corrida: Fosfato de sodio monobasico/dibasico 51.7 mM, cloruro de sodio 103.7 mM.,
pH 7.0. Volumen de muestra inyectado: 50 uL. Flujo: 0.6 mL/min. Columna Ultrahydrogel 500.
Nota: El pico dentro del recuadro rojo corresponde al caracteristico de fraccion en cuestion,
mientras que los picos en recuadros azules sefialan los picos co-eluyentes correspondientes a
otras fracciones (marcadas como F1-F6) y los cuales fueron identificados a partir de su volumen
de elucion.
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c) Lote 13E16:

Figura 20: Analisis individual de las fracciones obtenidas del lote 13E16 mediante SE-FPLC.

Buffer de corrida: Fosfato de sodio monobasico/dibasico 51.7 mM, cloruro de sodio 103.7 mM., pH
7.0. Volumen de muestra inyectado: 50 uL. Flujo: 0.6 mL/min. Columna Ultrahydrogel 500.

Nota: El pico dentro del recuadro rojo corresponde al caracteristico de fraccion en cuestiéon, mientras
que los picos en recuadros azules sefialan los picos co-eluyentes correspondientes a otras
fracciones (marcadas como F1-F6) y los cuales fueron identificados a partir de su volumen de
elucién.
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Tabla 7: Parametros cromatograficos obtenidos del analisis individual de las fracciones

por SE-FPLC.
Fraccion 14D12-A 13C09 13E16
Vol. elucién % Vol. elucién % Vol. elucién %

(mL) Pureza (mL) Pureza (mL) Pureza
F1 10.36 99.06 10.37 98.94 10.35 98.70
F2 11.92 77.76 12.01 84.60 11.94 82.53
F3 13.69 4.88 13.08 15.15 13.22 13.11
F4 14.89 74.86 14.76 87.09 14.76 72.35
F5 16.19 77.43 16.49 85.89 16.40 84.04
F6 18.03 51.83 18.18 5.67 ND NA

Notas:

1) La pureza se calculd en funcion del area de cada uno de los picos, mientras que la
identificacion de las fracciones se realizé mediante volumen de elucion obtenido de cada
una durante las corridas de fraccionamiento.

2) ND: No se detectd el pico en el analisis, NA: No aplica.
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6.3.2 Determinacioén de identidad y pureza por SE-UPLC:

El analisis de las fracciones obtenidas, asi como de los estandares de Transferon®
y de peso molecular, por UPLC cuya sensibilidad y resolucién es considerablemente
mayor con respecto a FPLC, permiti6 apreciar detalles que no se percibieron
anteriormente en el analisis realizado por FPLC; como por ejemplo, el perfil
cromatografico correspondiente al estandar interno de Transferon® y el cual se
encuentra conformado por 8 picos (Figura 21-A), donde el pico 5 es el que se
encuentra en mayor proporcidon, mientras que el pico 7 es el que se encuentra en
menor proporcion (tabla 9). Dado que el tiempo de retencién de los 8 picos resulté
ser mayor que el tiempo de retencién obtenido con la mioglobina (incluida en el
marcador de peso molecular, ver tabla 8) y cuyo peso es de 17 kDa, se pudo
determinar que el peso molecular de las especies comprendidas en Transferon® es

menor a 17 kDa, tal y como lo refiere la bibliografia (1).

Figura 21: Perfiles cromatograficos del
estandar interno de Transferon ® (A),

del estandar comercial

molecular (B) y del disolvente (agua)
(C), obtenidos mediante SE-UPLC.

Fase movil: Buffer fosfato de sodio
monobasico/dibasico 50 mM y cloruro
de sodio 150 mM, pH 6.81. Flujo: 0.4

mL/min. Columna BEH 125.

Nota: El recuadro amarillo en el perfil
A indica la sefial generada por el
blanco, (grafico C) de modo tal que
este pico no se toma en cuenta como
parte del perfil cromatografico de
Transferéon® y por tanto tampoco se
toma en cuenta para el calculo del
porcentaje de area en cada pico. Los
numeros permiten la identificacion de
cada uno de los picos tanto en el
estandar interno de Transferon® como

en las fracciones.



Tabla 8: Parametros cromatograficos obtenidos del analisis del estandar comercial de peso
molecular (Biorad Gel Filtration Standard®) mediante SE-UPLC.

No. Pico Molécula Peso Tiempo retencién | % Area promedio
molecular promedio (min)
1 Tiroglobulina, Mayor a 80 25 21.6
gamma globulina
2 Ovoalbumina 44 3.1 12.2
3 Mioglobina 17 3.8 17.7
4 Vitamina B12 1.35 5.7 22.9

Tabla 9: Parametros cromatograficos obtenidos del analisis del estandar interno de
Transfer6n® mediante SE-UPLC.

No. Pico Tiempo de retencion % Area promedio
promedio (min)
1 4.7 8.0
2 5.0 20.3
3 5.6 6.5
4 5.7 7.7
5 5.9 34.3
6 6.3 12.3
7 7.0 0.4
8 7.6 10.3

Por otra parte, el blanco de analisis (Agua) presento una ligera sefial, la cual tiene
un tiempo de retencién caracteristico (alrededor de 5 minutos, ver grafico 21-C y
tabla 10), por lo que a partir de este dato es posible descartar algin componente
que dicha sefal se encuentre asociada a un componente de Transferon® o de las
fracciones analizadas. Para efectos ilustrativos se marca en un recuadro amarillo a

dicha senal generada por el disolvente dentro de los cromatogramas presentados.

Tabla 10: Parametros cromatograficos obtenidos del analisis del blanco
(agua tipo 1) mediante SE-UPLC.

Pico Tiempo de retencion (min)
1 5.0
2 5.3

Con respecto a los resultados obtenidos en el analisis individual de las fracciones
obtenidas de los diferentes lotes de Transferon® (Figuras 22, 23 y 24), se pudo
establecer que algunas de éstas, principalmente las que presentaron mayor pureza
en el analisis de identidad realizado por FPLC, en realidad se encuentran
conformadas por mas de un solo pico; Tal es el caso de la fraccion 1 que se
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encuentra conformada por los picos 1 y 2 del perfil de Transferén® obtenido por
UPLC y el de la fraccion 2, conformada por los picos 3, 4 y 5 del perfil de
Transferon® obtenido por UPLC (ver identificacion de picos en figura 21-A). Esto
era de esperarse dado que existieron indicios de ello en el analisis de identidad y
pureza por FPLC. Mientras que la fraccién 4, conformada mayoritariamente por el
pico 6 del perfil de Transferén® obtenido por UPLC vy la fraccién 5, conformada
mayoritariamente por el pico 8 del perfil de Transferon® obtenido por UPLC;
presentaron picos co-eluyentes caracteristicos de otras fracciones, lo cual también
coincide con lo observado en el analisis de identidad y pureza de las fracciones por
FPLC. La presencia de picos co-eluyentes en estas fracciones podria deberse a la
disminucién de la capacidad de resolucion de la columna empleada para realizar el
fraccionamiento en el intervalo de peso molecular en el que se encuentran dichas
fracciones (menor a 1.35 kDa, segun los resultados obtenidos el en analisis del
estandar de peso molecular) por lo que estas fracciones se encuentran en el limite
del intervalo de peso molecular 6ptimo de separacién de la columna (1 - 400 kDa).
Por ultimo y con respecto a la fraccion 3, ésta se encuentra conformada
basicamente por el pico 5 del perfil de Transferén® obtenido por UPLC (el cual es
mayoritario y caracteristico de la fraccidén 2), aunque con muy poca intensidad de la
senal. Por ultimo, la fraccion 6 contiene a los picos 7 y 8 del perfil de Transferon®
obtenido por UPLC unicamente en el caso del lote 14D12, por lo que en los lotes
restantes no se detectd ninguna sefial diferente a la linea base (tablas 11, 12y 13,
pagina 55-56).
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Lote 14D12-A:

Figura 22: Analisis individual de las fracciones obtenidas del lote 14D12-A mediante SE-UPLC.

Fase movil: Buffer fosfato de sodio monobasico/dibasico 50 mM y cloruro de sodio 1560 mM, pH
6.81. Flujo: 0.4 mL/min. Columna BEH 125.

Nota: El recuadro amarillo indica la sefial generada por el blanco, de modo tal que este pico no
se toma en cuenta como parte del perfil cromatografico de Transferéon® y por tanto tampoco se
toma en cuenta para el célculo del porcentaje de area en cada pico. Los numeros permiten la
identificaciéon de cada uno de los picos tanto en el estandar interno de Transferéon® como en las

fracciones.
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Lote 13C009:

Figura 23: Andlisis individual de las fracciones obtenidas del lote 13C09 mediante SE-UPLC.

Fase movil: Buffer fosfato de sodio monobasico/dibasico 50 mM y cloruro de sodio 150 mM, pH
6.81. Flujo: 0.4 mL/min. Columna BEH 125.

Nota: El recuadro amarillo indica la sefial generada por el blanco, de modo tal que este pico no se
toma en cuenta como parte del perfil cromatografico de Transferon® y por tanto tampoco se toma
en cuenta para el calculo del porcentaje de area en cada pico. Los numeros permiten la
identificaciéon de cada uno de los picos tanto en el estandar interno de Transferon® como en las
fracciones
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Lote 13E16:

Figura 24: Analisis individual de las fracciones obtenidas del lote 13E16 mediante SE-UPLC.

Fase movil: Buffer fosfato de sodio monobasico/dibasico 50 mM y cloruro de sodio 150 mM, pH
6.81. Flujo: 0.4 mL/min. Columna BEH 125.

Nota: El recuadro amatrillo indica la sefial generada por el blanco, de modo tal que este pico no se
toma en cuenta como parte del perfil cromatografico de Transferén® y por tanto tampoco se toma
en cuenta para el céalculo del porcentaje de area en cada pic. Los numeros permiten la
identificaciéon de cada uno de los picos tanto en el estandar interno de Transfero6n® como en las
fracciones.
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Tabla 11: Parametros cromatograficos obtenidos del analisis individual de las fracciones del

lote 14D12-A mediante SE-UPLC.

Fraccion (FPLC) No. Pico Volumen de elucion % Area
(Correspondiente al (mL)
perfil de
Transferon®
obtenido por UPLC)
F1 1 4.7 30.0
2 5.0 69.6
F2 2 5.0 7.3
3 5.6 16.4
4 5.7 16.3
5 5.9 60.0
F3 5 5.9 100
F4 5 5.9 10.6
6 6.3 89.4
F5 6 6.3 36.4
8 7.7 63.6
F6 7 7.0 47 .1
8 7.8 52.9

Tabla 12: Parametros cromatograficos obtenidos del analisis individual de las fracciones del

lote 13C09 mediante SE-UPLC.

Fraccién (FPLC) No. Pico Volumen de elucién % Area
(Correspondiente al (mL)
perfil de
Transferon®
obtenido por UPLC)
F1 1 4.7 38.6
2 5.0 61.4
F2 2 5.0 4.6
3 5.6 11.2
4 5.7 17.2
5 5.9 67.0
F3 5 5.9 100.0
F4 5 5.9 8.5
6 6.3 91.5
F5 6 6.3 34.8
8 7.6 65.2
F6 SD NA NA
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Tabla 13: Parametros cromatograficos obtenidos del analisis individual de las fracciones del
lote 13E16 mediante SE-UPLC.

Fraccion (FPLC) No. Pico Volumen de elucion % Area
(identificado en (mL)
base al perfil de
Transferon®
obtenido por UPLC)
F1 1 4.7 42.2
2 5.0 57.8
F2 2 5.0 4.4
3 5.6 9.3
4 5.7 18.0
5 5.9 68.3
F3 5 5.9 100.0
F4 5 5.9 18.4
6 6.3 81.6
F5 6 6.3 41.0
8 7.6 59.0
F6 SD NA NA

Nota:

SD (Sin deteccion): No se detecta ninguna sefial mayor a la de la linea base en el cromatograma.

NA: No aplica
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6.3.3 Determinacién del contenido peptidico:

El analisis del contenido peptidico en cada una de las fracciones obtenidas de 3
diferentes lotes de Transferon®, tanto por el método colorimétrico del acido
bicinconinico como por medicion de absorbancia a 280 nm, indicé que la mayor
parte del contenido peptidico reside en las primeras dos fracciones (F1 y F2). La
fraccidn 1 presentd una mayor concentracion peptidica por el método de BCA,
mientras que la fraccion 2 presentd mayor contenido peptidico por medicién de
absorbancia a 280 nm. Por otro lado, las fracciones de menor peso molecular (F3-
F6) también presentaron marcadas diferencias en el contenido peptidico
determinado por ambos métodos; pues mientras la fraccion 3 presentd una
estimacion mas alta por BCA, las fracciones 4, 5 y 6 presentaron una mayor

estimacion por medicion de absorbancia a 280 nm (Tablas 14 y 15, figuras 25 y 26).

Tabla 14: Contenido peptidico (en pg/mL) por el método de BCA para las fracciones
obtenidas de Transferon®.

Fraccion 14D12-A 13C09 13E16 Promedio DE % CV
pg/mL Hg/mL Hg/mL Hg/mL
F1 290.14 290.49 248.25 276.29 19.83 7.18
F2 136.56 183.75 174.00 164.67 20.34 12.34
F3 22.07 21.66 30.66 24.80 415 16.73
F4 17.69 12.56 20.92 17.06 3.44 20.18
F5 21.31 20.95 22.02 21.43 0.44 2.07
F6 10.13 12.24 17.62 13.33 3.15 23.66
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Figura 25: Concentraciéon de péptidos totales (expresada en ug/mL) obtenida de las fracciones de
3 lotes de Transferon® por el método de BCA.
Nota: Las barras en rojo en la parte superior de cada barra expresan el coeficiente de variacién en
porcentaje de cada determinacion.

Tabla 15: Contenido peptidico (en pg/mL) por medicion de absorbancia a 280 nm para las
fracciones obtenidas de Transfer6n®.

Fraccion 14D12-A 13C09 13E16 Promedio DE % CV
pg/mL pHg/mL Hg/mL pHg/mL
F1 251 233 196.5 226.83 22.67 10.00
F2 203 390 336 309.67 78.58 25.38
F3 55.5 39.5 46 47.00 6.57 13.98
F4 101 102 70 91.00 14.85 16.32
F5 130.5 137.5 104.5 12417 14.20 11.43
F6 68.5 42 20 43.50 19.83 4558
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Figura 26: Concentracion de péptidos totales (expresada en ug/mL) obtenida de las fracciones
de 3 lotes de Transfer6n® por medicién de absorbancia a 280 nm.
Nota: Las barras en rojo en la parte superior de cada barra expresan el coeficiente de variacion
en porcentaje de cada determinacion.

Para entender las diferencias en el contenido peptidico de las fracciones, obtenido
por ambas metodologias, es fundamental mencionar que estas tienen principios asi
como limitaciones diferentes. Es por ello que los resultados en cada técnica estan
influenciados, ademas de la concentracién de péptidos, por la naturaleza de estos
(aminoacidos que los conforman), asi como la presencia de otras moléculas que
también pudieran interferir en la determinacién. En este sentido, la medicion de
absorbancia a 280 nm esta basada principalmente en la excitacion de moléculas
con caracter aromatico y dobles enlaces, por lo que péptidos compuestos
abundantemente por aminoacidos con tal caracter (triptéfano, fenilalanina y tirosina)
presentaran una absorcion mayor. Lo anterior indica que otras moléculas de
naturaleza aromatica de caracter no peptidico también contribuiran a la intensidad
de la absorcion. Por otra parte, el método colorimétrico de BCA tiene su fundamento
en la reacciéon de reduccion del ion Cu?* causada por el enlace peptidico de las
proteinas para dar origen a una reaccion secundaria con el acido bicinconinico,

formando un complejo colorido cuantificable a 562 nm, por lo que este método se
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vuelve mas especifico para obtener lecturas proporcionales a la concentracion

peptidica de la muestra.

A partir de lo anterior y con los resultados obtenidos del analisis de las fracciones,
se puede concluir que fracciones con una mayor estimacion por medicion de
absorbancia a 280 nm (como fue el caso de las fracciones 4, 5 y 6) presentan una
mayor proporcion de aminoacidos u otras moléculas de caracter aromatico
(fenilalanina, tirosina y triptéfano). Mientras que fracciones con una alta estimacién
por el método de BCA (principalmente F1 y F2), presentan mayor contenido de
péptidos. Adicionalmente, en esta diferencia pudiese radicar en que para la

estimacion de concentracién por UV se considera un coeficiente de absortividad

ideal de 1 (mg de proteina x ml-"). Los resultados obtenidos en la determinacion del
contenido peptidico de las fracciones concuerdan totalmente con el comportamiento
cromatografico observado, pues F1y F2 son las fracciones que eluyen primero, es
decir, las de mayor peso molecular. Por lo que es mas probable que en estas
fracciones se encuentre un mayor numero de enlaces peptidicos (péptidos mas
grandes), mientras que las fracciones de menor peso molecular (F3 - F6)
posiblemente estén constituidas por péptidos muy pequefnos, aminoacidos libres u
otras moléculas. Un caso excepcional ocurre con F2, donde se obtuvieron lecturas
altas por ambos métodos como se menciond antes, por lo que es posible que
existan péptidos con abundancia en aminoacidos de caracter aromatico en tal

fraccion.

6.3.4 Prueba confirmatoria de esterilidad:

Ninguna de las facciones obtenidas presentd sefiales de crecimiento microbiano
tras ser esterilizadas por filtracion y posteriormente sembradas e incubadas en caldo
nutritivo durante 72 horas a 37°C.

El control de crecimiento microbiano por el contrario, presenté sefiales de desarrollo
microbiano desde las 24 horas de incubacion, mientras que el control negativo y
que consistié en una alicuota de caldo nutritivo manipulada de igual forma que las

muestras, no presento alguna senal de crecimiento. Esto demuestra la funcionalidad
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del sistema empleado y garantiza la validez de los resultados obtenidos con las

fracciones.

6.3.5 Determinacién de contenido de endotoxina bacteriana:

La curva patron de endotoxina presentd formacion de gel hasta el estandar
correspondiente a 0.125 UE/mL, por lo que se considerd dicho valor como el limite
de deteccion de la metodologia.

En el analisis realizado a las fracciones no se obtuvo formacién apreciable de gel
en ninguna de ellas, tanto de manera directa como en las diluciones seriadas
realizadas, de tal forma que la cantidad de endotoxina presente por mL de cada

fraccion se considera inferior a 0.125 UE/mL.

6.3.6 Ensayo biologico para la estimulacién de la produccién de INF-y en

cultivo de células Jurkat:

El ensayo biolégico realizado con las fracciones obtenidas de 2 lotes de
Transferon® (14D12-A y 13C09) mostré una produccion de IFN-y tras la
estimulacion con la fraccion 4 en ambos lotes, mientras que las fracciones 2 y 6
lograron una produccion de esta citocina unicamente en el lote 14D12-A y la fraccidn
5 unicamente en el lote 13C09. Por el contrario, las fracciones 1 y 3 no indujeron
produccion de IFN-y tras la estimulacion en ninguno de los dos lotes evaluados. Las
muestras de Transferén® sin fraccionar indujeron produccion de IFN-y (con una
media de 9.6 pg IFN-y/mL para el lote 14D12-A y 5.8 pg IFN-y/mL para el lote
13C09), lo que demuestra que tales lotes presentan actividad biolégica (Figuras 27
y 28). Por otra parte, el control positivo de estimulacién (Concanavalina A) indujo
produccion considerable de IFN-y (con una media de 16 pg/mL), lo que demuestra
la capacidad del sistema biolégico utilizado para responder a la estimulacion bajo
las condiciones de ensayo, mientras que el control basal de estimulaciéon y que
corresponde unicamente a la suspension celular con el medio utilizado (sin adicion

de algun estimulo), no mostré produccién significativa de IFN-y. Con respecto al
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control de fase movil, se puede observar que indujo produccion de IFN-y superior al

limite de deteccidén del método (con una media de 5.7 pg/mL) (Figura 29).
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Figura 27: Gréfico tipo caja y bigote que representa la producciéon de IFN-y en cultivo de células
Jurkat estimulado con las fracciones del lote 14D 12-A.
Notas:

1) 6 datos obtenidos por cada estimulo (3 réplicas en el ensayo de cultivo celular, cada réplica
analizada por duplicado en ELISA)

2) Unicamente se graficaron los estimulos cuya produccién de IFN-y estuviese por arriba del
limite de cuantificacion (LC) del método en al menos 4 de las 6 datos obtenidos (puntos rojos).
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Figura 28: Gréfico tipo caja y bigote que representa la producciéon de IFN-y en cultivo de
células Jurkat estimulado con las fracciones del lote 13C09.
Notas:

1) 6 datos obtenidos por cada estimulo (3 réplicas en el ensayo de cultivo celular, cada réplica
analizada por duplicado en ELISA)

2) Unicamente se graficaron los estimulos cuya produccion de IFN-y estuviese por arriba del
limite de cuantificacion (LC) del método en al menos 4 de las 6 datos obtenidos (puntos
rojos).
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Figura 29: Gréfico tipo caja y bigote que representa la produccién de IFN-y en cultivo de células
Jurkat estimulado con los controles de ensayo (Concanavalina A, Fase mévil y Medio de cultivo)

Notas:
1) 6 datos obtenidos por cada estimulo (3 réplicas en el ensayo de cultivo celular, cada réplica
analizada por duplicado en ELISA)

2) Unicamente se graficaron los estimulos cuya produccién de IFN-y estuviese por arriba del
limite de cuantificacion (LC) del método en al menos 4 de las 6 datos obtenidos (puntos rojos).

Como se puede observar, la produccién de IFN-y tanto con las fracciones como con
los lotes sin fraccionar no es dependiente con la concentracion peptidica empleada
como referencia para estimular las células, sino que se observo producciéon solo con
concentraciones puntuales, obteniendo respuesta nula a concentraciones
superiores o inferiores. Esto podria ser debido a la presencia de diferentes especies
moleculares que tienen la capacidad de inducir produccion de IFN-Y en las células
empleadas, sin embargo y con las técnicas analiticas utilizadas en el analisis de las
fracciones resulta imposible detectar la presencia y concentracion especifica de
cada una de estas moléculas, lo que impide relacionar de manera proporcional el
efecto concentracion — respuesta en las fracciones obtenidas. De igual forma es
posible que moléculas diferentes con la capacidad de inducir esta actividad
bioldgica actuen a través de vias diferentes en la célula, por lo que la concentracion
minima requerida de la molécula para superar el umbral de activacién en cada via

sea distinta.

Lo anterior también se refleja en la magnitud de la respuesta obtenida en las

fracciones que mostraron algun grado de actividad biolégica, con respecto a los

63



lotes sin fraccionar. Pues las fracciones tienden a tener una mayor produccién de
IFN-y con respecto a los lotes sin fraccionar. Este fendmeno pudiera tener relacion
con el hecho de que en ciertas fracciones la proporcion de la o las moléculas que
sean causantes de la produccion de IFN-y es mayor en comparacion al lote
completo sin fraccionar, es decir, en el proceso de fraccionamiento se enriquecieron
algunas de estas fracciones, lo que lleva a un aumento en la probabilidad de que
dichas moléculas interaccionen con las células y por tanto se produzca con mayor

intensidad la respuesta bioldgica.

Con respecto a la produccion de IFN-y observada con el control de fase movil, en la
bibliografia (58, 59) se ha reportado que la presencia de sales en el medio ejerce
influencia en los patrones de secrecion de citocinas en leucocitos a través de
cambios en la estructura del citoesqueleto y las vias de sefalizacion que intervienen
en la produccién de citocinas pro-inflamatorias, ademas de inducir cambios en la
liberacion de enzimas liticas y en la liberacidén de especies reactivas de oxigeno. Sin
embargo se tiene descrito también que tales eventos estan relacionados
proporcionalmente a la concentracion de sales en el medio (59), por lo que en los
resultados obtenidos y, como ya se menciond con anterioridad, la produccion de
IFN-y en las fracciones y en los lotes sin fraccionar no presenta un comportamiento
dependiente de la concentraciéon del estimulo (concentracion de las fracciones). De
tal forma que el efecto biolégico de las fracciones no se aprecid en la
concentraciones mas altas, que es en donde se encuentra también la mayor
cantidad de sales provenientes de la fase movil sino que se presentd en las
diluciones subsecuentes, donde la concentracion de la fase mévil practicamente
seria despreciable (por ejemplo, en la dilucién correspondiente a 100 ng/mL, se
esperaria tener a lo mucho una proporcion de una parte de fase mévil por cada 100
partes de medio de cultivo y contemplando la dilucién que se realiza al adicionar la
suspension celular y el estimulo por cada pozo, se tiene un factor de dilucion de
1:200), por lo que la produccion de IFN-y observada en las fracciones que presentan
actividad bioldgica no podria ser entonces atribuida al efecto que pudieran tener las

sales de la fase movil.
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Por ultimo y en base a los resultados obtenidos en este modelo biolégico, no existe
una tendencia proporcional entre el peso molecular de las fracciones y la actividad
bioldgica de estas. Pues a excepcidn de la fraccion 2, la cual solo presenta actividad
en uno de los lotes evaluados, la actividad bioldgica reside en las fracciones de
menor peso molecular, principalmente en la fraccion 4, cuya actividad es consistente
en ambos lotes y ademas en concentraciones similares de estimulo (10 pg/mL para
el lote 13C09 y 100 pg/mL para el lote 14D12-A). Por lo que es importante tener en
cuenta estos resultados como punto de partida para investigaciones posteriores con

respecto a la composicion y caracterizacién de Transferon®.

7 DISCUSION:

Como ya se habia mencionado, Transferon® es un bioterapéutico utilizado en
padecimientos con componente inflamatorio, cuyo proceso de produccion se realiza
bajo las buenas practicas de fabricacion y por tanto permite la obtencion de un
producto que presenta consistencia en los parametros de calidad entre diferentes
lotes (1). Esto se ve reflejado en los resultados obtenidos en el fraccionamiento por
FPLC y la caracterizacion de las fracciones obtenidas de 3 lotes de Transferon®
distintos, en donde se obtuvo un comportamiento cromatografico muy similar entre
ellos. Este comportamiento esta denotado por un perfil cromatografico compuesto
de 6 picos o fracciones. Dichas fracciones se colectaron y se analizaron mediante
SE-FPLC y SE-UPLC encontrando en las fracciones 1, 2, 4 y 5 un pico mayoritario
y caracteristico de cada una, como bien se refleja en los cromatogramas obtenidos
asi como en los parametros cromatograficos que resultan de dichos analisis. Por el
contrario, el analisis de las fracciones 3 y 6 muestra que estan compuestas

mayoritariamente por trazas de picos pertenecientes a otras fracciones.

En cuanto a la determinacién del contenido de péptidos totales para cada fraccion,
el patron de distribucion de contenido es practicamente constante entre lotes
cuando se realiza la determinacion mediante el método de BCA. Sin embargo, se

aprecian variaciones entre lotes con respecto a la proporcion en que se encuentra
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el contenido peptidico de cada una cuando se realiza la determinacion por medicion
de absorbancia a 280 nm, ademas de que existe una marcada diferencia en el
contenido de péptidos en las fracciones de menor peso molecular entre ambas
metodologias (medicién de absorbancia a 280 nm y BCA), lo cual como ya se

menciono podria ser atribuido a la abundancia de moléculas de caracter aromatico.

Con respecto al ensayo biolégico de estimulacidén en células Jurkat con diferentes
concentraciones de las fracciones obtenidas, la fraccion 4 es la Unica que muestra
induccidn en la produccion de IFN-y en los dos lotes que se evaluaron. Mientras que
las fracciones 2 y 6 presentaron induccion de IFN-y solo en el lote 14D12-A, asi
como la fraccion 5 unicamente en el lote 13C09. Es importante considerar como

factores en la produccion de IFN-y los siguientes:

Variaciones existentes entre lotes en cuanto a la presencia y proporcion de las
moléculas responsables de la actividad bioldgica en este modelo, las cuales no son
perceptibles mediante los métodos utilizados en el analisis y caracterizacion
fisicoquimica de las fracciones obtenidas y que podrian estar asociadas a la
naturaleza del producto. Asi como al procedimiento de fraccionamiento, pues si bien
ya se menciono que el analisis cromatografico de las fracciones obtenidas indica la
presencia de un pico mayoritario y caracteristico en las fracciones 1, 2,4 y 5, existen
también picos co-eluyentes procedentes de otras fracciones y que estos picos co-
eluyentes pese a encontrarse en menor proporcidén con respecto al pico mayoritario

de cada fraccion, podrian tener un impacto en la actividad bioldgica.

Por otra parte y con respecto al modelo biolégico empleado para evaluar la funcién
bioldgica de las fracciones, si bien busca representar una parte importante de los
fendmenos inmunolégicos que ocurren tras la administracion de Transferon® vy el
cual fue disefiado con base a que existe una gran cantidad de evidencia que sugiere
que este bioterapéutico ejerce su efecto principalmente en células T, favoreciendo
la polarizacion de estas hacia un perfil Th1 y ocasionando un aumento en los niveles
de IFN-y (51, 52, 53, 57). Al tratarse de un modelo in vitro en el que se estudia una
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respuesta especifica ante un estimulo en una linea de celular aislada, no permite
obtener una visidén global de otras funciones biolégicas que posiblemente podrian
estar asociadas a cada una de las fracciones colectadas como resultado de la
interaccion con un sistema mas complejo que involucre la participacion de otras
estirpes celulares asi como las interacciones entre ellas y la influencia del
microambiente en el que se encuentran dichas células. Es por ello que es necesario
considerar el uso de otros modelos bioldgicos in vivo que permitan complementar la
evaluacion de la funcidon biolégica de las fracciones obtenidas, por supuesto
teniendo como punto de referencia y comparacion los resultados obtenidos en este

primer analisis.

Por ultimo y con el fin de que el presente trabajo sirva como base para el disefio y
la realizaciéon de nuevos proyectos de investigacion cuyo objetivo sea el de la
caracterizacion completa de las especies moleculares que conforman Transferén®,
asi como el estudio de los mecanismos de accion a través de los cuales ejerce su
accion terapéutica, resulta fundamental el analisis fisicoquimico de las fracciones
que presentaron actividad biologica mediante técnicas que permitan el
reconocimiento y la identificacién de las moléculas y péptidos presentes en éstas,
asi como el uso de modelos biologicos alternativos mediante los cuales se pueda
evaluar la funciéon de las fracciones desde una perspectiva global como ya se
menciono anteriormente, pues de esta forma se podria llegar a establecer la relaciéon
molécula-actividad biolégica. Sin duda, el llevar a cabo la separacion de los
componentes que conforman Transferon® (fraccionamiento) representa el mejor
camino para realizar estudios acerca de la caracterizacion fisicoquimica y biolégica
de este bioterapéutico, pues representa un método de bajo costo y altamente
reproducible que permite el enfoque hacia “partes” especificas de esta compleja
mezcla, lo cual simplificaria en gran medida los analisis posteriores, la deteccion de

posibles contaminantes y el desarrollo de nuevos productos.
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8 CONCLUSIONES:

8.1Se caracterizd el perfil cromatografico de Transferon® mediante diferentes
principios y condiciones analiticas, resultando ser el principio de exclusion
molecular la mejor alternativa para realizar el fraccionamiento, pues permite la
obtencién de un mayor numero de picos bien resueltos, asi como mayor

intensidad en la sefial de cada pico.

8.2Se realiz6 el fraccionamiento de 3 diferentes lotes de Transferén® bajo el
método establecido en la estandarizacion, resultando ser reproducible vy
permitiendo la obtencion de fracciones cuyos parametros cromatograficos- y
fisicoquimicos son consistentes entre lotes, presentando variaciones
unicamente en la proporcion del contenido peptidico entre las fracciones de

diferentes lotes, al cuantificar por medicién de absorbancia a 280 nm.

8.3El ensayo de actividad biolégica en células Jurkat estimuladas con diferentes
concentraciones de las fracciones obtenidas de 2 lotes revel6 a la fraccion 4
como la unica que presenta una actividad (induccion en la produccion de IFN-y)
consistente entre lotes, mientras que las fracciones 2, 5 y 6 mostraron actividad

biolégica unicamente en uno de ellos.
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