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RESUMEN

En el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) se produce el péptido sintético CIGB-814. Entre las etapas de
obtencion del mismo se realiza la sintesis quimica partiendo de una masa de resina de 50 g. Este péptido inmunomodulador
constituye el Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA) del medicamento Jusvinza, el mismo ha sido utilizado para el tratamiento de
pacientes infectados con el virus SARS- Cov-2 asi como los que han llegado a estado grave y critico. Debido a su gran efectividad y
alta demanda se hizo necesario incrementar su produccién. Dada esta situacion se lleva a cabo un estudio de las variables del
proceso para aumentar la masa de resina de partida de 50 a 150 g. Se utilizan las técnicas analiticas de espectrometria de masas
para conocer su identidad y la RP-HPLC para el grado de pureza, obteniendo resultados positivos en cada una. Mediante un
analisis estadistico, se determina la mejor condicion de operacion en la etapa, siendo esta una masa de resina igual a 150 g y
velocidad de agitacion de 80 min-1. Con estos resultados se garantiza un buen mezclado sin turbulencia, el aumento de la cantidad
de péptido crudo obtenido y se logra satisfacer la demanda del producto.

Palabras claves: Bagasse; RAC; High temperature corrosion; Heat exchanger steel tubes; Alkali and chlorides compounds.

ABSTRACT

The CIGB-814 synthetic peptide is produced at the Center for Genetic Engineering and Biotechnology (CIGB). Between the stages
of obtaining it, the chemical synthesis is carried out starting from a resin mass of 50 g. This immunomodulatory peptide constitutes
the Active Pharmaceutical Ingredient (API) of the drug Jusvinza; it has been used for the treatment of patients who have improved
with the SARS-CoV-2 virus as well as those who have reached a serious and critical state. Due to its great efficiency and high
demand, it became necessary to increase its production. Given this situation, a study of the process variables is carried out to
increase the starting resin mass from 50 to 150 g. Mass spectrometry analytical techniques are used to determine their identity and
RP-HPLC for the degree of purity, obtaining positive results in each one. Through a statistical analysis, the best operating
condition in the stage is determined, this being a mass of resin equal to 150 g and a depression speed of 80 min-1. With these
results, good mixing without turbulence is guaranteed, the amount of crude peptide obtained is increased, and the demand for the
product is satisfied.

Keywords: bagazo; RAC; Corrosion a alta temperatura; Tubos de acero para intercambiadores de calor; Compuestos alcalinos y
cloruros.
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INTRODUCCION

El desarrollo de metodologias de sintesis quimica de péptidos ha acelerado el descubrimiento de nuevos
compuestos con posibilidades de convertirse en agentes terapéuticos (1, 2) o vacunas (3, 4). Los péptidos
sintéticos se han aplicado en el tratamiento de varias enfermedades como la diabetes, enfermedades
infecciosas virales, bacterianas y el cancer (5). En el CIGB se establecio la metodologia de sintesis en fase
solida (6-9) para péptidos de hasta 50 residuos. Una de estas moléculas es el CIGB-814, con 27
aminodcidos en su secuencia, constituye el IFA del medicamento Jusvinza. Este ha sido utilizado para el
tratamiento de la artritis reumatoide (AR) (10-12) mostrando efecto anti-inflamatorio y aumento de la
actividad de las células reguladoras T (12, 13). Los resultados de los ensayos clinicos con el Péptido
Inmunomodulador 814 en pacientes con artritis reumatoide mostraron que el medicamento es seguro y
reduce significativamente la inflamacién (12). Basado en estos resultados y dado la cantidad de pacientes
que fallecian por hiperinflamacion pulmonar por COVID-19 se propone utilizar este péptido en pacientes
criticos con ventilacion asistida. Los resultados fueron alentadores, en 24 horas los pacientes lograban
salir de la ventilacion mecanica al disminuir y casi eliminar la inflamaciéon pulmonar (14). Rapidamente
se aprueba el autorizo de uso de emergencia de Jusvinza para pacientes graves, criticos, embarazadas y
de forma preventiva en pacientes que por su cuadro clinico conducian a la gravedad. Teniendo en cuenta
este problema sanitario, donde existian gran cantidad de personas que requerian ser tratados con el
farmaco, la capacidad de produccion en la escala actual del Péptido Inmunomodulador en fase solida era
insuficiente. Para resolver esta problematica, el presente trabajo tiene como objetivo incrementar la
escala productiva del Péptido Inmunomodulador, manteniendo las especificaciones de calidad. Para
esto, se determinan las condiciones de operacion en la etapa de sintesis quimica. Se evaltian los
resultados obtenidos y se demuestra el cumplimiento de las especificaciones de calidad del producto en la
nueva escala.

MATERIALES Y METODOS

Las materias primas y reactivos utilizados en el proceso de obtencién del péptido sintético CIGB-814 son
suministrados por el proveedor Merck (Alemania) y se controlan segiin su especificacion. Los equipos
utilizados en el proceso estan calibrados y calificados.

Preparacion de la resina

En el reactor (Buchiglasuster, Suiza), se realizaron lavados sucesivos a la resina MBHA con DCM (2
veces (v) /1 L), disolucién de TFA al 37 % en DCM (1 v/ 1 L), DCM (2 v / 1 L), metanol MeOH) (1 v
/1L), DCM (2 v/ 1L), disolucion de DIEA al 5% en DCM (1v/1L), DCM(2v/1L)y DMF (4v
/ 1 L). Se calcula la sustitucién de la resina midiendo la absorbancia (Espectofotometro UV, Camspec,
Inglaterra). (15)

Acoplamiento del espaciador Fmoc-AM-OH

Se utiliza para lograr un mayor espaciado entre cada terminal carboxilo donde se acoplara el primer
aminodcido de la cadena peptidica y evitar complejidad durante la formacién de la cadena (15). Se
calcul6 la cantidad de espaciador a utilizar mediante la siguiente ecuacion:

[op}
[
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1000

Donde:
GAA: Cantidad de espaciador, (g)
S: Sustitucién de la resina descrita en el frasco, (mmol/g)
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L: Cantidad de resina empelada, (g) E: Numero de excesos de reactivos
PMAA: Peso molecular del espaciador, g/mol

Una vez calculada la cantidad a utilizar se pes6 (Balanza Técnica, Sartorius, Alemania) en un vaso de
precipitado. Se usé el DMF (1 v / 1L) como solvente, la solucion de Piperidina al 20 por ciento en DMF
(2 v/ 1L) para desproteger el extremo carboxilo que formara el enlace peptidico con el extremo amino
del primer aminoacido y finalmente se realizaron 4 lavados con DMF para eliminar la Piperidina
restante. (9)

Ensamblaje de la secuencia
Se calculd y se peso en un vaso de precipitado la cantidad de aminoacido correspondiente en la cadena:

S

GAA = 1OOO*L*E* PMAA

Donde:

GAA: Cantidad de aminoacido por acoplamiento, (g) S: Sustitucién de la resina, (mmol/g)
L: Cantidad de resina empelada, (g) E: Numero de excesos de reactivos

PMAA: Peso molecular de cada aminoacido que se empleara en el acoplamiento, g/mol

Se us6 el DMF (1 v / 1L) como solvente, la solucion de Piperidina al 20 por ciento en DMF (2 v/ 1L)
para desproteger el extremo carboxilo que formara el enlace peptidico con el extremo amino del primer
aminoacido y finalmente se realizaron 4 lavados con DMF para eliminar la Piperidina restante.(9)

Preparacion de la resina para el desanclaje del péptido

Una vez acoplado todos los aminoacidos de la cadena se realizan lavados 4 lavados de 1 L con Metanol
y 4 lavados de 1 L con Eter dietilico y se deja secar el péptido-resina al vacio con la ayuda de una bomba
de vacio (VACCUBRAND/RZ-8) durante 24 horas. (15)

Desanclaje del péptido de la resina y recuperacion del péptido

La reacciéon de desanclaje ocurre con una solucién de TFA al 95 por ciento, TIS al 2,5 por ciento y agua
al 2,5 por ciento, utilizando de 12 mL de mezcla por cada gramo de péptido- resina (16). Luego se
realizaron 3 centrifugaciones (Centrifuga refrigerada, Shanghai zhizheng, China) con Eter dietilico (500
mL cada vez), 1 centrifugacion con agua purificada (500 mL) y finalmente el péptido crudo se disolvio
en acetonitrilo (800 mL) y se congelo a -70 grados Celcius por 24 horas. (9, 15)

Liofilizacion del péptido crudo

Las fracciones se liofilizaron (Liofilizadora, ILSHIN, Paises Bajos) durante 72 horas. (17) Una vez
terminada la liofilizacién se toman muestras del péptido crudo y se analiza la

identidad y pureza mediante las técnicas analiticas espectrometria de masa (18) y RP- HPLC
respectivamente (19).

Los parametros operacionales a evaluar para el incremento de escala productiva son la masa de resina de
partida y la velocidad de agitacion. El proceso inicial de sintesis se realizo a una velocidad de 100 min-1,
partiendo de 50 g de resina donde se obtuvo de 3 a 3,5 veces la cantidad de péptido-resina.

Se realizd un experimento estimulo respuesta con 3 velocidades diferentes 100, 80 y 60 min-1. Para esto
se utilizd como sustancia trazadora una solucion de TFA al 37% en DCM (1 L), y se observo el tiempo
de mezclado utilizando la resina MBHA, ya que la misma cambia de color al mezclarse completamente
con la solucidén, pudiéndose ver asi si quedan areas de zona muerta en el reactor.
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Analisis Estadistico

Para el estudio de la mejor condicién de operacion se realizd un disefio de experimento 22 con una
réplica que permitio6 el estudio de la influencia de las variables de operacion masa de resina y velocidad
de agitacion sobre las variables respuesta masa de péptido- crudo y pureza del crudo. Los resultados
obtenidos seran analizados a través de la herramienta estadistica Statgraphics Centurion XV Version
15.2.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccidn de las condiciones de operacion para el estudio del incremento de escala productiva

Dado la necesidad de incrementar la escala productiva se evalu6 el aumento de la masa de resina de 50 a
150 g y se estudid su impacto en el cumplimiento de las especificaciones de calidad de esta etapa (pureza
mayor o igual al 50 por ciento e identidad de 2986,1 a 2987,1 Da). Una vez decidido aumentar la escala
productiva fue necesario el analisis de la variable de operacidn velocidad de agitacion, considerando que
el medio con que se trabaja es una suspensioén y es importante evitar la turbulencia para cuidar la
integridad de las perlas y a su vez se debe garantizar un buen mezclado en todo el volumen del reactor
para favorecer la reaccidon de acoplamiento de los aminoacidos. (9, 15)

Se realizd un experimento estimulo respuesta con 3 velocidades diferentes 100, 80 y 60 min-1 a
temperatura ambiente. Se desecho la velocidad de 60 min-1 debido a la presencia zonas muertas, se logro
una suspension de las perlas de resina, pero no en todo el volumen del reactor. Las velocidades de
agitacion seleccionadas para la realizacion de los experimentos fueron 100 y 80 min-1, las mismas
garantizaron una buena suspension de los solidos en todo el volumen del reactor sin peligro de ruptura
de las particulas.

Resultados de las condiciones de operacion en la etapa de sintesis quimica
Tabla 1. Resultados de la masa de péptido-resina obtenida y el tiempo de realizacién de cada reaccion de
sintesis.

Masa de resina de Velocidad de agitacion Masa de péptido Tiempo de realizacion
partida (g) (min-1) resina (g) de lote (dias)

50 100 163,00 15

50 100 161,68 13

50 80 143,36 14

50 80 158,24 15

150 100 456,32 13

150 100 463,51 15

150 80 500,42 15

150 80 466,50 14

Tal como muestra la tabla 1, se obtuvo un incremento de péptido crudo de 3 veces la cantidad de masa
de resina inicial. El tiempo de obtencién de cada sintesis oscilo entre 13 y 15 dias. Aumentd la cantidad
de aminoacidos a utilizar, pero la cantidad de solventes se mantuvo constante, esto se debe a la
geometria del reactor que, al ser cilindrico de fondo plano (volumen especifico 5 L), para lograr la
suspension de las perlas cuando se parte de 50 g de resina es necesario utilizar una gran cantidad de
solventes. Para las sintesis de 150 g de resina se puede utilizar la misma cantidad de
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solventes por lotes, dado esto, hay un mayor aprovechamiento de los solventes y a su vez se puede
considerar como un ahorro econdémico y una disminucién del impacto negativo medioambiental. (20)

Analisis del péptido crudo obtenido después de la realizacion del desanclaje

Las sintesis que parten de 50 g de resina, se dividieron en dos desanclajes cada una y las sintesis que
parten de 150 g de resina se fraccionaron en seis desanclajes. La literatura consultada refiere que la
cantidad de mezcla 6ptima de desanclaje a utilizar es de 10 a 25 mL por cada gramo de péptido-resina
(16), en este trabajo se utilizd una cantidad de solucién de desanclaje de 12 mL por cada gramo de
péptido-resina a desanclar, obteniendo altos recobrados de péptido-crudo con elevada pureza. En la tabla
2 se muestran los resultados de la cantidad de péptido crudo total obtenido por cada sintesis, el
rendimiento de cada una ellas y el promedio de la pureza del total de desanclaje por sintesis.

Tabla 2. Resultados de masa de resina, rendimiento y promedio de la pureza de cada sintesis luego del
total de desanclajes correspondientes, continuacién de la Tabla 1.

Masa de péptido Masa de péptido

resina (g) crudo (g) Rendimiento (%) Pureza (%)
163 63,30 38,83 80,61
161,68 52,07 32,20 78,89
143,36 48,77 34,01 81,18
158,24 58,08 36,71 81,11
456,32 175,72 38,50 83,19
463,51 178,38 38,48 82,88
500,42 194,28 38,82 85,67
466,50 179,68 38,52 79,61

El rendimiento de los desanclajes oscilo de 30 a 40 por ciento de la masa de péptido- resina.

Analisis de las especificaciones de calidad para cada lote de desanclaje

Segun las especificaciones de calidad, el péptido crudo debe cumplir con una pureza mayor o igual a 50
por ciento e identidad de 2986,1 a 2987,1 Da.

En la determinacion por RP-HPLC y los espectros de masa del péptido crudo, los resultados obtenidos
en los lotes fabricados a las dos escalas de trabajo se encuentran dentro de los limites establecidos en la
especificacion de calidad (NP 4398). La literatura refiere que la pureza de los péptidos crudos se
encuentra en un intervalo de 50 a 70 por ciento, con un promedio de 60 por ciento (21). Es valido
resaltar que la pureza del péptido crudo en este trabajo investigativo es superior a la especificacion,
obteniendo valores por encima del 78 por ciento, lo que representa un buen indicador de la correcta
operacion durante la sintesis quimica y el aprovechamiento de los reactivos, corroborando lo descrito en
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la literatura. Asi mismo todos cumplieron con la identidad garantizando asi que el péptido obtenido es el
de interés.

Tabla 3. Resultados del disefio de experimento

Bloque Masa de resina  Velocidad de agitacion Masa péptido-crudo Pureza
Nivel g Nivel min-1 g %
1 -1,0 50 1,0 100 63,30 80,61
1 1,0 150 -1,0 80 194,28 85,67
1 -1,0 50 -1,0 80 48,77 81,18
1 1,0 150 1,0 100 175,72 83,19
2 -1,0 50 1,0 100 52,07 78,89
2 1,0 150 -1,0 80 179,68 79,61
2 -1,0 50 -1,0 80 58,08 81,11
2 1,0 150 1,0 100 178,38 82,88

En las figuras 1 A y 1 B se muestra el grafico de Pareto que indica la influencia de las variables masa de
resina de partida y velocidad de agitacion sobre ambas variables respuesta.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Masa de péptido crudo

+
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Efecto estandarizado

Fig. 1 A. Influencia de las variables masa de resina y velocidad de agitacion sobre la variable respuesta masa de
péptido crudo.

ANOVA para la masa de péptido crudo

R-cuadrada = 99,4043 %

R-cuadrada (ajustada por g.1.) = 98,6101 % Error estandar del est. = 8,01041
Error absoluto medio = 4,725
Estadistico Durbin-Watson = 1,63276 (P=0,2537)

Como se observa en la figura 1 A, solamente resulto significativo la masa de resina de partida con efecto
positivo. El aumento de la misma trae como consecuencia un aumento en la masa de péptido-crudo
obtenido, esto favorece el cumplimiento de la demanda del producto en el mercado. Los resultados
indican que se debe trabajar partiendo de una masa de resida de 150 g.

Perdomo y colaboradores en el afio 2021 (22) realizaron un estudio a diferentes velocidades de agitacion
con diferentes temperaturas. En su caso su mejor respuesta la obtuvo a 250 min-1. En este analisis al no
resultar significativamente positiva la velocidad de agitacion, se selecciond 80 min-1 como condicion de
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operacion. Teniendo en cuenta que a menor velocidad de agitacion se garantiza menor dafio a las
particulas solidas.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Puerza

+ [—
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B: Velocidad de agitacién .
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Efecto estandarizado

Fig. 1 B. Influencia de las variables masa de resina y velocidad de agitacion sobre la variable respuesta pureza
ANOVA para la pureza del péptido crudo
R-cuadrada = 65,3828 %

R-cuadrada (ajustada por g.1.) = 19,2265 % Error estandar del est. = 1,9637
Error absoluto medio = 1,005

Estadistico Durbin-Watson = 2,45821 (P=0,6294)

Tal como se muestra en el diagrama de Pareto de la figura 1 B, las variables: masa de resina, velocidad
de agitacion y su interaccion, no presentan influencia significativa sobre la variable respuesta pureza.

Una vez analizado los resultados anteriores, se establece como condicién de operacion para realizar la
sintesis quimica utilizar 150 g de resina, donde la reacciéon ocurra a una velocidad de 80 min-1. Este
aumento inicial trae consigo un aumento de la cantidad de péptido-resina obtenido en el mismo intervalo
de tiempo y a su vez un aumento en la cantidad de péptido crudo por lote de sintesis quimica que cumple
con las especificaciones establecidas de identidad 2986,1 a 2987,1 y pureza mayor al 50 por ciento. Es
necesario utilizar mayor masa de aminoacidos, pero existe un mayor aprovechamiento de los solventes.

CONCLUSIONES

Para lograr satisfacer la demanda del farmaco Juzvinza que utiliza como ingrediente farmacéutico activo
el péptido 814, se logrd establecer como condicion de operacion para la sintesis quimica utilizar 150 g de
resina a una velocidad de 80 min-1. Logrando obtener un incremento de la produccién en el mismo
intervalo de tiempo, con el mismo consumo de solventes organicos y garantizando el cumplimiento de
las especificaciones de calidad del producto segtin las regulaciones nacionales e internacionales.
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