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Resumen

La plataforma VSSP (del inglés: very small size proteoliposomes), desarrollada por el
Centro de Inmunologia Molecular (CIM) en colaboracion con otras instituciones de la
Biotecnologia cubana consiste en una nano particula que se auto asocia cuando se
unen componentes de la membrana del meningococo con glicolipidos del tipo
gangliésido. La nano particula obtenida es un potente estimulante del sistema inmune y
ha demostrado un gran potencial en la inmunoterapia del cancer. La combinacion de
cada antigeno tumoral con VSSP constituye un producto potencial, de los cuales varias
estan en fase de desarrollo clinico por el CIM y el Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia (CIGB). La estrategia para el desarrollo de estas vacunas pasa por
contar con las cantidades necesarias y con la calidad adecuada de los gangliésidos N-
acetil y N-glicolil GM3. El Centro de Antigenos Sintéticos de la Universidad de la
Habana asumio6 esta tarea a mediados de los afios 2000. Posteriormente ya en el CQB
esta tarea se convirtid en la principal amenaza de los proyectos VSSP de la década
pasada. El Centro de Quimica Biomolecular desde su creacion asumié integralmente
esta tarea. Para eso se partid de un procedimiento de extraccion y purificacion a partir
de eritrocitos, que tenia rendimientos muy bajos, ademas del riesgo potencial de utilizar
sangre de origen animal en su produccion. El enfoque integral consisti6 en a)
consolidar esta produccion a partir de su escalado b) elaborar un procedimiento para
obtener el gangliésido sintético c) establecer un sistema de calidad que incluyera las
especificaciones del producto final d) establecer un puente entre las caracteristicas de
los gangliésidos obtenidos por una u otra via e) Garantizar el suministro de decenas de
gramos anuales f) desarrollo de un soporte analitico fisico-quimico. La tecnologia
actual ha permitido obtener 91 gramos de N-acetil GM3 natural, 121 g de N-glicolil GM3
natural y 66,75 g N-acetil GM3 sintético algo que solo tiene como precedente la



obtencion del antigeno sintético del Haemophilus influenzae tipo b en Cuba. Los
productos han permitido realizar los desarrollos farmacéuticos, las evaluaciones
biolégicas y continuar los ensayos clinicos. Los resultados se incluyen en 6
publicaciones cientificas referenciadas en la Web de la Ciencia. Esta investigacion fue
la base de la defensa de tres Tesis de Maestria en Quimica y varias tesis de diploma y
trabajos de curso de estudiantes de ingenieria, licenciatura quimica y técnicos medios,
la presentacién en eventos cientifico-técnicos internacionales y nacionales que incluye
el Premio en el Férum de Ciencia y Técnica.

Comunicacion Corta

Introduccion

Los tratamientos contra el cancer empleados hasta el momento, cirugia, radioterapia,
quimioterapia, muchas veces no son suficientes y ademas resultan muy traumaticos
para el paciente. Por tanto, encontrar nuevas formas de tratamiento, mas efectivas y
menos traumaticas, ayudaria a mejorar la calidad de vida de los portadores de esta
enfermedad. Las células cancerosas presentan frecuentemente una glicosilacion
aberrada, especialmente manifestada en la expresién de distintos tipos de acidos
sialicos en glicolipidos y glicoproteinas. Como la mayoria de los antigenos asociados a
tumores (TACA) representan un incremento de la expresion de lo propio, no son muy
inmunogénicos. Por esta razdon se han desarrollado diversas estrategias para
incrementar la inmunogenicidad de TACAs y lograr potentes vacunas contra el cancer.
Entre estas estrategias estan las VSSP formadas por la dispersion de proteinas
bacterianas hidrofébicas en soluciones de los gangliésidos N-glicolii GM3 o N-acetil
GMa3. A partir de esta tecnologia se encuentran en distintas fases de estudios clinicos,
tanto en el CIM como en el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB),
varios candidatos vacunales contra el cancer e inmunopotenciadores del CIM para
indicaciones del cancer y VIH SIDA. Basados en el conocimiento de que el gangliésido
N-glicolil GM3 se encuentra sobreexpresado en las células tumorales de cancer de
mamal y no en el resto de los tejidos humanos, este antigeno se convirtié en un objeto
de investigacion para la inmunoterapia de este tipo de cancer2. Por la naturaleza de las
VSSP los ganglidésidos componentes son una pieza clave. Estos gangliésidos se
encuentran en bajas concentraciones en los eritrocitos equinos 0 caninos
respectivamente, por lo que el CIM disefi6 un procedimiento para su extraccion y
purificacion a partir de los mismos. El procedimiento de laboratorio establecido en el
CIM fue transferido al CQB en el afio 2008 y a partir de esa fecha ha sido un objetivo
escalar este proceso de manera que fuera posible disponer de decenas de gramos del
producto y garantizar la continuidad de los ensayos clinicos. Pero, debido a las
estrictas regulaciones mundiales existentes para el empleo de farmacos obtenidos a
partir de sangre de origen natural, el CIM solicitdé que se analizara la posibilidad de
obtenerlos por sintesis quimica, teniendo en cuenta que de esta forma se obtendrian
productos puros y de estructura definida, ademas de incrementar la capacidad
productiva. El procedimiento tecnologico para la obtencion de cada ganglidsido
constituye actualmente un Know-How del Centro de Quimica Molecular. Como
resultado, desde entonces se ha mantenido un suministro creciente al CIM de ambos
gangliésidos obtenidos a partir de fuentes naturales, se establecié un procedimiento de
laboratorio para obtenerlos por via sintética, posteriormente fue estudiado su desarrollo



hasta disponer de un proceso escalable y en la actualidad se dispone de una
tecnologia para su producciéon del N-acetii GM3 por sintesis quimica. Con los
gangliésidos N-acetil GM3 y N-glicolii GM3 entregados el CIM ha mantenido la
produccion de ambas VSSP y esta desarrollando estudios de comparabilidad entre los
gangliésidos naturales y sintéticos de manera que se logre el registro con la vacuna
obtenida a partir del gangliésido sintético.

Discusiéon y Resultados Obtencién de N-acetil GM3 y N-glicolil GM3 a partir de
eritrocitos caninos y equinos respectivamente.

Los gangliésidos N-acetil GM3 y N-glicolil GM3, son entidades moleculares definidas.
En su estructura quimica que se muestra debajo, se puede apreciar que la misma esta
compuesta por tres unidades: una unidad de acido sialico, enlazada en posicién a[](2
— 3) a una unidad de lactosa que a su vez esta unida con estereoquimica 3 a una doble
cadena lipidica (ceramida) cuya longitud en el &cido graso oscila entre 20 y 26 atomos de
carbono segun un estudio quimico-fisico practicado al productos. La diferencia entre el N-acetil
GMsy el N-glicolil GMs consiste en la sustitucién de un hidrégeno del grupo metilo en la porcion
N-acetilada por un grupo hidroxilo (CH20H en lugar de CHs en el contexto del trisacérido).
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Fig. 1. Estructura del N-glicolil GM3 y N-Acetil GM3.

El proceso de obtencién de estos gangliésidos a partir de eritrocitos caninos y equinos
consiste en realizar extracciones con una mezcla de cloroformo/metanol a temperatura
y agitacién controladas, seguido de la precipitacibn de proteinas, extraccién con
disolventes, eliminacién de sales mediante dialisis saponificacion y dos purificaciones
cromatograficas, la primera por adsorcion-desorcion utilizando Cromatografia Liquida
de Alta Presion Preparativa y la segunda por Intercambio I6nico seguida de procesos
purificativos de dialisis y liofilizacion4. El proceso de laboratorio transferido por el CIM
al CQB en el 2008 fue escalado en el 2012 hasta 50L lo que permitié procesar lotes
gue rinden como promedio 1,25g de N-acetil GM3 y 1,75g de N-glicolil GM3. Durante
ese periodo se efectuaron varios estudios que permitieron incrementar los volumenes



de procesamiento y que constituyen cambios tecnolégicos aprobados por el Sistema de
Gestion de Calidad implementado en el centro, basado en los requisitos de la
Regulacion 16/2006 del CECMED que establece un Sistema de Control de Cambios
gue asegure la notificacion, investigacion, documentacion y aprobacion de cambios y
constituyen actualmente Know-How del Centro de Quimica Molecular. La principal
limitante de este proceso productivo es la garantia de suministro de la materia prima
eritrocitos, que en el caso del N-glicolil GM3 se resolvié importandolos de Argentina.
Desde el 2009 hasta principios del 2014, que se tomo la decision de dejar de producir
el N-acetil GM3 por la via de la fuente natural, se procesaron 72 lotes que rindieron en
total 91,0 g. Esta decision se tomo debido a las dificultades para garantizar la materia
prima con la calidad requerida y a que las cantidades obtenidas permitian concluir los
estudios de comparabilidad quimica y biolégica con el sintético para sustituirlo.

En el caso del N-glicoli GM3 los estudios de comparabilidad entre el natural y el
sintético se estdn comenzando, por lo que la produccién y entrega al CIM se basa en la
tecnologia de extraccion y purificacion a partir de eritrocitos equinos. Se han procesado
desde el 2009 hasta la fecha 117 lotes que suman 121,4 g de producto. Solo se han
obtenido y entregado pequefias cantidades del sintético; se prevé que a partir del 2015
debe aumentar la demanda del mismo y por consiguiente sus niveles de produccion.

Establecimiento de las especificaciones de calidad del N-acetil GM3 y N-glicolil
GM3 natural.

Los controles de calidad realizados por el CIM y transferidos al COB incluian ensayos
para evaluar la identidad y pureza, pero no contemplaban la totalidad de las posibles
impurezas, contenidas en el gangliésido, ni la naturaleza de las mismas. Para
establecer las nuevas especificaciones que garantizaran la calidad de ambos
gangliésidos se realizé un estudio analitico que sirvid de base a un andlisis posterior de
las impurezas potenciales que acompafian al producto, considerando su via de
obtencién. En el caso del N-acetil GM3 y N-glicolii GM3 obtenidos por extraccion y
purificacion de eritrocitos equinos y caninos respectivamente, se ampliaron las
especificaciones de calidad, sustituyéndolas por otras mas abarcadoras en la
caracterizacion fisico-quimica, para el cumplimiento de los requisitos identidad, pureza
y contenido de impurezas. Las técnicas empleadas fueron: RMN 1H y HPTLC para
evaluar la identidad y pureza, respectivamente. Para determinar el contenido de
impurezas se aplic6 Cormatografia de Capa Delgada (CCD) revelando con ninhidrina,
para otros lipidos, colorimetria (Lowry) para proteinas y RMN 1H para los residuales
guimicos del proceso. De los estudios realizados por espectrometria de Masas (MALDI-
TOF) para conocer a profundidad la composicion lipidica (mezcla de acidos grasos
unidos a la esfingosina) se logré detectar la presencia de un acido graso con dos
insaturaciones como uno de los componente minoritarios. Estos estudios sirvieron de
base a la decision de cual acido graso debia constituir el componente del gangliésido
sintético. Bajo esas especificaciones de calidad se han liberado la totalidad de los lotes
procesados y entregados al CIM desde el 2009.

Sintesis del N-acetil GM3 y N-glicolil GM3 y sus intermedios.



El esquema de sintesis de estos gangliésidos se basa, considerando su estructura, en
la obtencion de tres intermedios: un donante de &cido sialico, un aceptor de lactosa y la
fraccidbn ceramida que se ensamblan para dar lugar al producto deseado. Para la
sintesis del aceptor se parte de la Lactosa y a través de 3 reacciones quimicas se llega
al derivado deseado5,6. Se optimizaron las condiciones de reaccion de la primera
etapa y se propuso eliminar dos purificaciones cromatograficas sustituyéndolas por
extracciones liquido-liquido y sdlido-liquido para obtener el derivado con la calidad
requerida. En el caso del donante, se parte del acido sialico y en 3 reacciones y una
purificacion se obtiene el donante acetilado. Si el gangliésido a obtener es el N-glicolil
GM3, es necesario realizar 5 reacciones y una purificacion mas7. Para introducir la
porcion ceramida en la molécula la estrategia se basa en obtener el benzoato de la
azidoesfingosina partiendo de galactosa, en una secuencia de 8 reacciones y una
purificacion8 y posteriormente en el ensamblaje introducir la segunda cadena lipidica.
Se disefid un procedimiento que elimina de la secuencia dos pasos de purificacion
cromatografica y optimiza las condiciones de reaccién, lo que permiti6 aumentar la
escala de produccion a 10L.

Una vez obtenidos los tres intermedios se procede a realizar el ensamblaje6. Para ello
primeramente se obtiene en 5 reacciones y dos pasos de purificacion, el trisacarido
donante con la estereoquimica adecuada, convenientemente protegido y activado.
Seguidamente se realiza la glicosilacion del benzoato de la azidoesfingosina con el
trisacarido donante, el grupo azida del glicésido obtenido se reduce y el aminoglicésido
resultante se acila con acido estearico para introducir la segunda cadena lipidica. Por ultimo se
eliminan los grupos protectores de la molécula y se purifica el producto. El procedimiento
propuesto via lactonas permite utilizar esta funcion como grupo protector durante toda la
secuencia de sintesis. Al ser la primera vez que la [1—4] lactona es empleada como grupo
protector, la mayoria de los derivados obtenidos en la secuencia son sintetizados por primera
vez. El procedimiento presenta como ventaja ademas el empleo de la mezcla anhidrido
acético/iodo en la reaccidén de peracetilacion y en la desacetilacion acetato de amonio/DMF, lo
gue simplifica considerablemente el proceso al no requerirse la purificacién cromatografica de
los productos obtenidos. El procedimiento propuesto se realiza actualmente a escalade 10 L y
permite obtener 14 g de producto por lote, lo cual satisface la necesidad de este producto en la
fase actual de ensayos clinicos.

Estudio de comparabilidad del N-acetil GM3 natural con el sintético

El objetivo de los estudios de equivalencia fue demostrar mediante el empleo de las
técnicas analiticas espectroscopicas de Resonancia Magnética Nuclear de protones
(RMN-1H), Espectrometria de Masas (MALDI-TOF) y la técnica de cromatografia de
capa delgada (CCD), que los gangliosidos obtenidos por sintesis quimica son
equivalente a sus similares extraidos y purificados de eritrocitos equinos en el CQB.
Estos estudios de caracterizacion quimica se aplicaron a 3 lotes de gangliésidos
sintéticos que fueron comparados con un lote de su homadlogo natural.

Establecimiento de las especificaciones de calidad del gangliésido sintético N-
Acetil GM3

En el caso del producto obtenido por sintesis quimica las técnicas empleadas fueron:
RMN y HPTLC para evaluar la identidad y pureza, respectivamente y se definieron



limites de aceptacion por RMN 1H para reactivos y disolventes residuales. Se
efectuaron los estudios de estabilidad quimica necesarios para definir el tiempo de vida
atil de estos compuestos que aun continlan para prolongar su vigencia. Bajo esas
especificaciones de calidad se han liberado la totalidad de los lotes procesados y
entregados al CIM desde el 2011.

Conclusiones En este trabajo se describieron los principales resultados de algunos
afos de investigacion, desarrollo y produccién dirigida a la obtencion y evaluacion de la
calidad de los gangliésidos N-acetil GM3 y N-glicolil GM3 para su uso en la obtencién
vacunas contra el cancer basadas en la plataforma VSSP; el aporte del trabajo radica
en haber garantizado el suministro de los mismos de manera que no se detuvieran los
ensayos clinicos en curso, haber desarrollado un procedimiento para la sintesis de
carbohidratos de elevada complejidad estructural, el desarrollo de las especificaciones
de calidad de ambos gangliésidos obtenidos tanto a partir de fuentes naturales como
sintéticas y la demostracién de que los gangliésidos obtenidos por sintesis quimica
eran quimicamente equivalentes a los obtenidos por via natural. Mediante el empleo de
esta metodologia, se han obtenido y liberado 72 lotes (91,0 g) de N-Acetil GM3 natural,
117 lotes (121,4 g) de N-glicolii GM3 natural y 38 lotes (66,5 g) de N-Acetil GM3
sintético, todos disponibles en la formulacion de las vacunas terapéuticas
correspondientes.
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