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RESUMEN

La presente Propuesta de Premio describe la optimizacion de la técnica de
Resonancia Magnética Nuclear Cuantitativa (RMNc) para su aplicacion como
método de analisis en varios proyectos de investigacion y dos producciones de
vacunas. Desde hace cuatro afios cuando comenzo la aplicacion de la RMNc en el
CQB, esta se revel6 como una poderosa herramienta analitica en Investigacion,
Desarrollo y para el Control de la Calidad. La RMNCc incluye experimentos de RMN
con algunos parametros modificados con el objetivo de obtener sefales
cuantificables. Los experimentos estandar de RMNc suelen durar entre veinte
minutos y algunas horas, en dependencia de la cantidad de analito y referencia en
la muestra. Sin embargo, los parametros para la adquisicion pueden ser
optimizados experimentalmente con una marcada repercusion en el descenso de
los tiempos de adquisicion de la técnica resultante. Esta alternativa cobra una
especial importancia para métodos que soportan los diferentes controles en la
industria. La posibilidad de disponer de procedimientos multipropdsito, que
permitan evaluar directamente cualitativa y cuantitativamente productos e
intermedios de alto valor agregado, le imprime un atractivo especial al concurso de
la RMN como técnica de eleccion. Desde 2009 se comenzd la evaluacion de los
principales parametros a tomar en consideracion para garantizar la efectividad de
la técnica de RMNc. Como resultado, desde entonces, se disefiaron unos catorce
procedimientos de RMNc para la evaluacion cuantitativa de un total de nueve
productos, seis de estos pertenecientes a tres proyectos de investigacion —
desarrollo de vacunas y otros tres a producciones de interés en el CQB. Otros
cuatro procedimientos se optimizaron y se estandarizaron para 16 impurezas
residuales en los tres intermediarios principales y el Ingrediente Farmacéutico
Activo (IFA) del proceso de obtencion de la vacuna Quimi-Hib. Asi mismo, se
perfild6 y se redacté una propuesta de algoritmo con el objetivo de facilitar la
obtencion de otros procedimientos similares. A través de los resultados obtenidos
y algunos experimentos complementarios realizados se resalto la capacidad y la
inmediatez de respuesta que tiene la RMNc ante necesidades analiticas de
elevado impacto en la industria biofarmaceéutica. Los resultados se incluyen en 4
publicaciones cientificas referenciadas en la Web de la Ciencia y seis
reconocimientos por la Introduccion del Resultado Cientifico-Técnico.
Adicionalmente, esta investigacion fue la base de la defensa de una Tesis Doctoral
en Quimica.
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COMUNICACION CORTA
Introduccién

La obtencion de vacunas conjugadas contra numerosos patdgenos requiere de
modificaciones quimicas en los polisacaridos capsulares para poder llevar a cabo
la conjugacion. Lo anterior demanda un conocimiento molecular preciso de estas
estructuras que permita demostrar en cada paso de modificacion la preservacion
de los elementos claves para el reconocimiento por los anticuerpos(l, 2).
Adicionalmente, existe la necesidad de cuantificar los polisacaridos involucrados,
no siempre satisfecha por los métodos tradicionales. La Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) es una de las técnicas mas empleadas en la evaluacion de
principios activos e intermedios de alto valor agregado en la industria
farmacéutica. La RMNc consiste en la adquisicion de un experimento de RMN
monodimensional que incluye mucha informacion estructural del analito, pero con
varios parametros modificados, con el objetivo de obtener espectros con sefiales
cuantificables (mas del 99,9 % de recuperacibn de la magnetizacion de
equilibrio)(3). Existen valores tedricos que conducen a los experimentos de RMNc
estandar. Estos experimentos fueron validados como parte de los trabajos de
Tareq Al Deen en 2002 para el empleo de la RMNc como un estandar primario
relativo de cuantificacion(4). Algunos de los experimentos estandares de RMNc
suelen durar mas de veinte minutos, incluso horas, en dependencia de la cantidad
de analito y referencia en la muestra. Sin embargo, los parametros para la
adquisicion pueden ser optimizados experimentalmente con una marcada
repercusion en el descenso de los tiempos de adquisicion de la técnica resultante.
Esta alternativa cobra una especial importancia para métodos que soportan los
diferentes controles en la industria. La posibilidad de disponer de procedimientos
multipropdésito, que permitan evaluar directamente cualitativa y cuantitativamente
productos e intermedios de valor farmacéutico, le imprime un atractivo especial al
concurso de la RMN como técnica de eleccion para la evaluacion cuantitativa. El
presente trabajo ilustra la capacidad de la RMNc para evaluar cuantitativamente
compuestos basados en carbohidratos de elevada complejidad estructural. En el
trabajo se desarrolla un algoritmo que permite implementar y optimizar
procedimientos de cuantificacion por RMN para productos de interés
biofarmacéutico. Mediante el empleo de esta metodologia, se desarrollaron varios
procedimientos de RMNCc. En la actualidad, la mayoria de estos se emplean como
ensayos de rutina de Investigacion y en Control de la Calidad en el CQB.

Discusion y resultados
Procedimientos de RMNc optimizados

Los parametros a modificar para RMNc dependen notablemente de los tiempos de
relajacion de los nacleos a evaluar en el analito y la referencia empleada(5).
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Figura 1. Esquema de transicion de la RMN protoénica de rutina a la RMN protdnica cuantitativa.

Como se muestra en la Fig.1, a partir del experimento ordinario de RMN-'H (4rea
negra) y tras el ajuste de un grupo de parametros, se llega a una frontera o zona
de transicién (area gris) desde la cual el experimento comienza a ser cuantitativo
para algunos de los nucleos de la muestra (area de degradado). A partir de un
momento, se llega a la zona donde el experimento de RMN-'H estandar es
cuantitativo para todos los nucleos de la muestra (area blanca).

Los experimentos desarrollados se ajustaron para lograr una adquisicion
adecuada en un tiempo razonable.

Este impacto en los tiempos para el completamiento de la obtencion de la FID
cobra una vital importancia cuando estos procedimientos se convierten en
controles de proceso y calidad y se emplean con frecuencia.

Algoritmo

Para el desarrollo del trabajo experimental, dado la heterogeneidad de parametros
a ajustar para individualizar el método de RMNc, se propuso, y paulatinamente se
mejoro, un algoritmo de cuatro etapas para el desarrollo de los procedimientos de
RMNc, descrito en la tabla a continuacién. Este algoritmo constituye el primer
resultado del trabajo que facilitdé el desarrollo de sucesivos métodos de
cuantificacion basados en RMNc. Las cuatro etapas del proceso propuesto
permiten abordar paso a paso de una forma organizada el desarrollo de los
métodos de cuantificacion antes mencionados.

Tabla I. Algoritmo para RMNc

Etapas Pasos Etapas Pasos
A 1. Evaluacién cualitativa de la muestra. C 7. Ajuste de las condiciones de preparacion de la
2. Seleccion del niicleo (o micleos) a evaluar. muestra.
8. Cdlculo del angulo de Ernst.
3. Seleccion de la referencia. 9. Ajuste de los parametros de adquisicion.
4. Determinacion de los tiempos de 10. Ajuste de los pardmetros de procesamiento.
relajacion.
B 5. Calibracion de la referencia. D 11. Validacién del procedimiento.

6. Ajuste de la ecuacion para cuantificar la
muestra.

Proyecto de obtencion de wuna vacuna conjugada contra Neisseria
meningitidis
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Este proyecto se encuentra en fase de desarrollo e incluye el trabajo con cinco
polisacéaridos A, C, X, Y y W135 para obtener una vacuna contra los serogrupos
de mayor incidencia a nivel global. De estos, para A y X se desarrollaron un total
de cuatro procedimientos por RMNc. Para el polisacarido del serogrupo A,
primeramente se desarroll6 un procedimiento estdndar para la evaluacion del
contenido de O-acetilacion en cada uno de los intermedios y en el conjugado
monovalente. La evaluacién de O-acetatos en este serogrupo es un parametro de
obligado monitoreo debido a que el contenido de O-acetatos influye directamente
en la respuesta inmunoldgica del conjugado final.

Adicionalmente se desarroll6 un procedimiento basado en RMNc de fosforo para
cuantificar el polisacarido. Por su parte, para el serogrupo X se desarrollaron dos
procedimientos alternativos que permiten la cuantificacion del polisacarido, uno
basado en RMNCc de protones(6) y otro en RMNCc de fosforo.

Proyecto de obtencion de una vacuna conjugada contra Streptococcus
pneumoniae

Este proyecto se encuentra en fase de ensayos clinicos e incluye el trabajo con
siete polisacaridos. Como resultado se obtiene una formulacion heptavalente
preventiva contra infecciones causadas por siete serotipos de este patdégeno en
infantes. Al igual que el serogrupo A de Neisseria meningitidis, fue necesario
desarrollar un procedimiento de RMNc para monitorear el contenido de O-acetatos
en los intermedios del serotipo 1. Un segundo procedimiento se desarroll6 para
cuantificar el contenido de polisacarido C en cada uno de los siete polisacaridos
trabajados en el proyecto. El polisacarido C es una impureza comun que
comparten todos los polisacaridos capsulares de Streptococcus pneumoniae, la
sobre expresion de este polisacarido en la formulacion de la vacuna puede traer
complicaciones relacionadas con la respuesta inmunoldgica. ElI procedimiento
propuesto combina la RMNc de fésforo con la de protones para solucionar la
evaluacion en cada uno de los siete polisacaridos capsulares.

Proyecto de obtencién de una vacuna conjugada contra Salmonella typhi
serotipo Vi

Este proyecto incluye el trabajo con un polisacarido de elevada heterogeneidad
estructural. EI mismo tiene como alcance una vacuna preventiva contra la fiebre
tifoidea. Al igual que en escenarios anteriores la respuesta del conjugado del
serotipo Vi se ve afectada por bajos niveles de O-acetilacion, por tanto se disefio
un procedimiento para la evaluacion de O-acetatos en el polisacarido y en el
conjugado monovalente. Por otra parte se desarrollé6 un procedimiento de RMNc
de protones para la evaluacion de residuales en el IFA. Como peculiaridad este
procedimiento se basa en la deconvolucion para el calculo del area de las sefales
de interés debido su marcado solapamiento. Finalmente se ajusto el procedimiento
de RMNc para determinar la cantidad de polisacarido en el conjugado.

Proyecto de obtencidn del gangliésido sintético N-acetil GM3
El proyecto de obtencion de ganglidésidos se concentra en el disefio de alternativas
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sintéticas para la obtencion de estas biomoléculas. ElI N-acetil GM3 fue uno de los
primeros compuestos obtenidos por esta via en el CQB y desde el 2012 se
produce(7). En la actualidad se esta organizando el control de la calidad de este
producto y se diseid un procedimiento basado en RMNc de protones para la
cuantificacion de este gangliésido; de esta forma se obtiene un criterio preciso de
la pureza del producto final.

Evaluacion cuantitativa de residuales del proceso de obtencion de la vacuna
Quimi-Hib

La vacuna Quimi-Hib es una formulacion basada en un conjugado monovalente
gue incluye un antigeno que se obtiene por sintesis quimica enlazado a una
proteina portadora. Esta formulacion previene de las infecciones causadas por el
Haemophilus influenzae serotipo b (Hib) en nifios fundamentalmente. El proceso
tiene definido cuatro puntos de Control de la Calidad donde se van evaluando

escalonadamente los posibles reactivos residuales que puede incluir cada
intermedio y el IFA.
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Figura 2. Espectro de RMNc de fésforo para el IFA de la vacuna Quimi-Hib

Desde el registro de la vacuna se disefid un procedimiento semi-cuantitativo
donde se realizaba una comparacion visual de la sefial de impureza contra una
similar en un espectro de referencia (criterio de aceptacién) con el objetivo de
resolver este requerimiento regulatorio. Sin embargo, con el cambio de tecnologia
desde 2010 en la unidad de RMN del CQB se comenzé a trabajar en
procedimientos cuantitativos para brindar una solucion definitiva al analisis de
impurezas. Asi se optimizaron cuatro procedimientos de RMNc de protones para
la evaluacion de impurezas en los intermedios y el IFA de Quimi-Hib(8).
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Adicionalmente se desarroll6 un procedimiento de RMNc de fésforo para la
cuantificacion del polisacéarido total en el IFA (Fig. 2).

Conclusiones

En este trabajo se describieron los principales resultados de algunos afos de
investigacion dirigida al desarrollo y optimizacion de la técnica de Resonancia
Magnética Nuclear Cuantitativa (RMNc) para su aplicacibn como método de
analisis en varios proyectos y producciones de vacunas basadas en carbohidratos;
la novedad del trabajo radica en la aplicacion de esta técnica para evaluar
cuantitativamente diferentes compuestos basados en carbohidratos de elevada
complejidad estructural. Como parte del trabajo se desarrollé6 un algoritmo que
permite implementar y optimizar procedimientos de cuantificacion por RMN para
productos de interés biofarmacéutico. Mediante el empleo de esta metodologia, se
desarrollaron catorce procedimientos de RMNc los cuales constituyen
herramientas para el avance de varios proyectos de investigacion y en los
controles de calidad de dos procesos productivos.
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