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SUMMARY

Quality control of industrial products obtained by recombinant
DNA technology links the traditional techniques derived from
conventional pharmaceutical processes with the most recent
advances in analytical chemistry and molecular biology. According
to the current international regulations related to this technology,
it is necessary to carry out the production control from the source
materials (producer organisms) up to the full characterization of
the active purified material. Assays such as Security, Potency,
Identity and Stability are required for these products.

RESUMEN

El control de calidad de productos obtenidos por la tecnologia
del ADN recombinante ofrece la oportunidad de unir las técnicas
tradicionales derivadas de procesos farmacéuticos convencionales
con los avances mds actuales en la quimica analitica y la biologfa
molecular. De acuerdo con las regulaciones internacionales
vigentes con relacién a esta tecnologia, es necesario llevar el
control de la produccién desde los materiales de partida
(organismos productores), hasta la caracterizacién completa del
material purificado activo. De igual forma los ensayos de
seguridad, potencia, identidad y estabilidad son exigidos para
estos productos.

INTRODUCCION

El concepto basico de la produccién utilizando
la tecnologia del ADN recombinante (ADNr) es
simple, aunque su proceso es sofisticado, ya que
requiere de conocimientos de muchas 4reas:
biologia molecular, microbiologia, inmunologia,
bioquimica e ingenieria, entre otras. La tecnologia
del ADN recombinante da lugar a un ADN hibrido,
formado por combinacién de fragmentos de ADN
de diferentes organismos. Las bacterias, levaduras
y células de mamiferos actiian como hospederos del

material genético para obtener productos de interés
terapéutico, diagnoéstico e industrial (1-2).

Estos productos incluyen proteinas de origen
humano y péptidos como son las hormonas (insulina,
hormona del crecimiento humano, eritropoyetina),
productos de la sangre (factor VIII, activador tisular
del plasmindgeno), citocinas (interferones,
interleucinas), antigenos virales y bacterianos usados
como nuevas vacunas. Todos ellos son expresados
por genes naturales en hospederos extranos y pueden
diferir estructural, bioldgica e inmunoldgicamente de
su equivalente natural. Estas diferencias pueden
deberse a modificaciones post-transcripcionales,
post-traduccionales u ocurrir durante el proceso de
fermentacion y/o purificaciéon para dar lugar ai
producto activo (3).

Las regulaciones internacionales para los productos
recombinantes de interés terapéutico son similares a las
de producciones bioldgicas convencionales obtenidas de
bacterias y virus, con la adicién de requerimientos
especificos derivados de los productos biotecnoldgicos.
Los requerimientos generales estan descritos en el
Titulo 21, del Coédigo de Regulaciones Federales
(CFR) de la Administraciéon de Drogas y Alimentos
(FDA), de los Estados Unidos), partes 600-680 (4), asf
como en las guias establecidas por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) (5-6) y la Comunidad
Economica Europea (CEE) (7-9). En todos los casos
estas regulaciones internacionales enfatizan el control
de calidad de los productos recombinantes hacia tres
areas principales:
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1. Control de los materiales de partida (organismos
productores).

2.Control del proceso de
(fermentacién y purificacion).

3. Caracterizacion del material activo purificado.

La formulacién final, ya sea en suspensién o
liofilizada, debe ser analizada a través de ensayos que
demuestren la potencia, seguridad, ausencia de
sustancias pirogénicas, identidad y esterilidad. Al
mismo tiempo, los estudios de estabilidad acelerada y
a tiempo real son necesarios para garantizar la
confiabilidad de estos productos (10-11).

manufactura

1.- CONTROL RELACIONADO CON LOS
ORGANISMOS PRODUCTORES

La produccién debe estar basada en un sistema de
lote semilla o lote de partida que comprende: el Banco
de Células Primarias (BCP), y el Banco de Células de
Trabajo (Working Cell Bank).

EIBCP, es un lote semilla que contiene la informacién
genética que codifica para la proteina de interés, y a
partir del cual todos los lotes semilla son preparados.
Este consiste en un conjunto de alicuotas homogéneas
de un cultivo puro, que se almacena en condiciones que
garenticen su estabilidad genética (-70°C o nitrégeno
liquido). Cada cierto tiempo el banco es testado para
demostrar que mantiene las caracteristicas genéticas y
bioquimicas (12-13).

Entre los controles que se le realizan al BCP tenemos:
chequeo de marcadores fenotipicos y genotipicos,
analisis de proteinas celulares, mapeo por restriccion
del vector de expresion, verificacion de la secuencia
nucleotidica del gen y de la regulacion de la expresion,
nimero de copias plasmidicas, estabilidad plasmidica,
pureza microbiana y viabilidad. Ademads, se hace
necesaria la evaluacién de los bancos con relacién a las
caracteristicas cinéticas de crecimiento, asi como la
determinacion de los niveles de expresién del producto
de interés.

En todos los casos, los estudios de estabilidad en
tiempo real de estos BCP son una garantia para la
consistencia en los procesos productivos.

En el caso de una construccién integrada al
cromosoma de la célula hospedera, se hace dificil
caracterizar por secuenciaciéon el ADN clonado, por lo
que se prefiere comprobar la secuencia de la proteina
expresada para cada BCP. En este caso se utilizan
las técnicas de mapeo peptidico y espectrometria de
masas, para asegurar que el ADN no ha sido mutado
y de que no ha ocurrido ningin cambio en la
secuencia de la proteina (14). Como controles de
rutina se realiza la verificaciéon del patrén de

integracién mediante técnicas de Southern blot y la
verificacion del gen mediante técnicas de PCR
(Reaccion en cadena de la Polimerasa) (15-16).

A partir del BCP se obtiene el Banco de Células de
Trabajo, al que se le verifica su viabilidad y pureza.
Debe asegurarse la estabilidad genética de la célula
productora mediante controles tales como: chequeo de
marcadores fenotipicos y genotipicos, estabilidad
plasmidica, mapeo por restriccion del vector de
expresién. En el caso de células de organismos
superiores se realizan ensayos como el control de
isoenzimas, auxotrofia, resistencia a antibidticos y
cariologia.

Los Bancos de Células de Trabajo son evaluados a
nivel productivo (volumen fermentativo de trabajo) y su
analisis conlleva la caracterizacién total del material
activo purificado, en este caso se debe demostrar la
identidad e integridad molecular del producto.

2.-CONTROL DEL PROCESO DE MANUFACTURA
2a. Control de calidad del proceso fermentativo.

En este caso se deben realizar controles de procesos
que nos aseguren una estabilidad genética, productiva
v ausencia de contaminantes (17).

Entre los aspectos importantes a tener en cuenta en
in proceso fermentativo tenemos:

A. Control de los medios utilizados.

B. Control de los productos utilizados como
inductores.

C. Pureza Microbiana.

D. Estabilidad del proceso y de las células
productoras. Esto se realiza a través del chequeo de los
siguientes pardmetros: caracteristicas fenotipicas y
genotipicas de la célula, velocidad especifica de
crecimiento, actividad especifica del producto, niimero
de copias del plasmido, purificacién y estudio por
restriccién del vector de expresién, asi como la
verificacion de la secuencia del gen, esto dltimo debe
controlarse al menos una vez por cada BCP.

Para el control del proceso fermentativo se deben
establecer parametros que demuestren la consistencia
de la productividad de este paso y se deben definir los
criterios de rechazo.

Los antibidticos como la penicilina y otros
B-lactimicos no deben ser usados en los pasos del
proceso productivo, ya que pueden provocar
respuestas de hipersensibilidad (3). Similarmente
otras sustancias como los inhibidores de
proteasas, B-propiolactona, formaldehido, y otros
reactivos quimicos pueden derivar en productos que
produzcan respuestas inmunes indeseables (8).
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2b. Control de calidad del proceso de recobrado y
purificacion

El recobrado de la proteina se basa en la utilizacion
de técnicas de alta eficiencia como son: gel
filtracién, intercambio idnico, isoclectroenfoque,
cromatografia de afinidad y el uso de anticuerpos
especificos. El proceso de recobrado comienza con
el aislamiento de la proteina deseada, a menudo en
un estado muy impuro. Los cultivos de células y
algunas levaduras que excretan el producto ai
medio de cultivo tienen mayor ventaja, ya que con
un primer paso de separacion de las células del
cultivo se facilita la purificacion (18). En el caso
de los productos derivados de E.coli se necesita romper
las células bacterianas para recobrar la proteina. En
todos los casos es muy importante desarrollar
rapidamente la purificacion, pues tanto los lisados de
la bacteria como los cultivos de células y levaduras
liberan proteasas que pueden degradar el producto
deseado. En la figura 1, se muestra la evaluacioén por
cromatografia liquida de alta eficacia en fase reversa
(RP-HPLC) del factor de crecimiento epidérmico
humano recombinante (FCE h. rec.) obtenido en
levaduras, don de observa la degradacion por Ia
presencia de proteasas. En el cromatograma aparecen
dos picos que corresponden con el FCE de 1 a 51
aminodcidos, con pérdidas de Leu-Arg y el FCE de
1 a 52 con pérdida de la Arg, ambos por el carboxilo
terminal (19).

Los niveles de pureza establecidos para productos
recombinates son de 95% o maés (5), utilizando diferentes
métodos. La pureza depende de un nimero de factores,
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Fig 1. RP-HPLC del Factor de Crecimiento Epidérmico humano
recombinante obtenido en Levaduras. Los picos 2 y 4
corresponden al FCE 1-51 y FCE 1-52, con sus respectivas formas
oxidadas (picos 1y 3).

se¢ debe subrayar que los productos para uso cronico
tienen normalmente requerimientos mayores de
pureza que aquellos utilizados en dosis Gnica o poco
frecuente.

Los productos biotecnoldgicos tienen ciertas impurezas
gue es necesario minimizar o eliminar en el proceso de
purificacion. Entre ellas estdn los virus, los acidos
nucleicos, y los materiales antigénicos indeseables.

Eliminacién del ADN contaminante

Los productos recombinantes deben cumplir con
niveles de 10 pg o menos de ADN por dosis. La capacidad
de eliminar el ADN durante el proceso de recobrado y
purificacion debe validarse (20).

Eliminacién de antigenos de la célula hospedera

Se aceptan niveles entre 10 y 100 ng por dosis, para
el contenido de impurezas de proteinas de hospedero
(8), aunque ya aparecen en la literatura concentraciones
mas bajas, dadas en partes por millon (PPM) (21).

Eliminacion o inactivacion de agentes indeseables

Debe validarse la capacidad de eliminarlos por el
proceso, estos agentes son bacterias, hongos,
micoplasmas y virus (22-23).

Cromatografia de afinidad

Los anticuerpos monoclonales utilizados en esta
cromatografia deben controlarse como materia prima y
entre las especificaciones de calidad para este producte
estan el nivel maximo permitido de ADN de raton gue
es de 10 pg por mg de proteina y la ausencia de
contaminacion por agentes extranos entre los que estan
los virus (24-295).

Eliminacion de IgG de ratén

Se exigen bajos niveles; los valores dependen de los
requerimientos aprobados por las autoridades
nacionales de cada pais, generalmente los niveles estan
en el orden de las partes por millén en el preparado
final (26-27).

3.- CARACTERIZACION DEL MATERIAL ACTIVO
PURIFICADO

Deben mostrarse evidencias de identidad, pureza,
potencia e integridad molecular del material activo en
comparacion con preparaciones de referencia.

3a. Pruebas para identidad y pureza

a) Analisis de aminodcidos. Se deben realizar como
minimo 3 andlisis comparativos con ia composicion
tedrica del equivalente natural. El andlisis de
aminodcidos detecta solamente cambios sustanciales
entre un 10 y un 30% en la estructura primaria
proteica. La deteccion de metionina oxidada o
aminodcidos residuales que se conoce que no deben
aparecer en esa preparacion puede indicar
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degradacién o contaminacion. El método no debe ser
utilizado como criterio de pureza, ya que presenta
problemas con su exactitud (28-29).

b) Mapeo peptidico. El mapeo peptidico puede
demostrar diferencias discriminatorias entre un
nroducto obtenido por la via del ADNr y una muestra
auténtica del producto natural. Unido a la
composicion y andlisis de secuencia de cada péptido,
el mapeo peptidico puede dar evidencias precisas de
laidentidad de una proteina. Esta técnica puede ser usada
para verificar la presencia incorrecta de los puentes de
disulfuro en la muestra final y alteraciones o mutaciones
en aminodcidos de la secuencia (30).

¢) Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE). Esta técnica permite separar
proteinas individuales y polipéptidos de acuerdo con el peso
molecular (31).

El SDS disocia, solubiliza y desnaturaliza proteinas
contenidas en una mezcla heterogénea, y cada polipéptido
adquiere una carga constante por unidad de masa. Las
muestras se preparan en condiciones desnaturalizantes con y
sin agentes reductores, esto permite detectar la presencia de
agregados en la preparacion.

En el paso de revelado, se recomienda utilizar dos formas
de tincién, por io que las muestras se preparan por duplicado.
La tincién con azul de coomassie, se utiliza para medir con
un densitometro el por ciento de pureza, los posibles
agregados y material degradado de la preparacién. La tincién
con plata es considerada maés sensible, apropiada para ver

- LT

Fig 2. Electroforesis en gei de poliacrilamida con SDS y tincién
con azul de Coomassie. 1) Patrén de estreptoc‘iuinasa
recombinante; 2) Marcadores de peso molecular (A: Albumina
67000 Da, B: Interfer6n alfa 2b humano recombinante 18,400 Da,
C: Lisozima 14.300 Da.; 3-8) Muestras de Estreptoquinasa
recombinante sometida a variaciones de pH y degradacidn
enzimdtica.

pequenas cantidades de proteinas y es util para revelar
materiales no proteicos como: ‘4cidos nucleicos,
carbohidratos y lipidos (32). En la figura 2, se muestra una
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS,
mediante la cual se detecta la presencia de material
degradado utilizando muestras de estreptoquinasa
recombinante que ha sido sometida a variaciones de pH y
degradaci6n enzimitica.

d) Isoelectroenfoque. Es una técnica electroforética
que separa las proteinas sobre la base de la carga. Este
método es empleado para conocer la identidad y para
asegurar la homogeneidad de una proteina, comparando
con el patron de bandas definido por el punto isoeléctrico
(PI). También puede ser usada para evaluar la estabilidad
de los productos bioldgicos. Estas técnicas se realizan
con marcadores de calibracidon para PI o preparaciones
de referencia.

¢) Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
Este método es usado para determinar la pureza de una
proteina o péptido, detecta la presencia de
modificaciones como acetilacién, degradacién y bajo
ciertas circunstancias confirma su identidad. E1 HPLC
puede ser utilizado en el mapeo peptidico y en la
caracterizacion y cuantificacién de impurezas especificas
en el producto final (33-34).

f) Espectrometria de masas. La espectrometria de
masas con ionizacién por bombardeo con 4tomos
acelerados (FAB-MS) es un método establecido para el
andlisis de péptidos y proteinas. Mediante esta técnica es
posible conocer la presencia de modificaciones
post-traduccionales como son: acilacidn, glicosilacion,
formacion incorrecta de puentes disulfuro y degradacién
de las proteinas, entre otras (35).

g) Dicroismo circular y dispersion rotatoria dptica:
Suministra informacidn sobre la conformacién estructural
en comparacién con la molécula natural o preparaciones
de referencia (36).

h) Dot-blot: La determinacién de trazas de ADN
residual en estos productos se realiza mediante
técnicas de hibridacién usando sondas radiactivas
derivadas del ADN de la célula hospedera. La
sensibilidd del ensayo determinada por el limite de
deteccidn visual estd de 10 a 250pg. Este método solo
reconoce ADN complementario a la sonda radiactiva,
por lo que otros tipos de ADN no son detectados (37).

i) Inmunoensayos: Constituyen un gran
grupo de ensayos que dependen de la reaccién
antigeno-anticuerpo. Estos ensayos incluyen los
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radioinmunoensayos (RIA) y los ELISA, estos tltimos
presentan la ventaja de no utilizar sustancias radioactivas
en su desarrollo. Los ELISA tienen una sensibilidad desde
1 hasta 100 ppm y se aplican para detectar las impurezas
que estan presentea a bajas concentraciones y que no se
obtienen por SDS-PAGE (38)

Estos métodos son utilizados para la identificacion y
cuantificacion de las proteinas de interés, asi como, la
cuantificacién de impurezas que son incorporadas durante
el proceso de produccion. La cuantificaciéon de
proteinas que provienen de célula hospedero se realiza
mediante un ELISA multiantigénico, el cual requiere
de un material de referencia representativo de estas
impurezas. En este caso es importante producir los
anticuerpos utilizando una corrida de produccion sin la
presencia del producto (39).

Otras técnicas que utilizan la reaccidn
antigeno-anticuerpo son el western blot y el inmuno-dot,
los cuales pueden ser utilizados para la determinaci’on
cualitativa y semicuantitativa de contaminantes en el
material purificado activo, como son agregados y
sustancias de degradacién derivados del propio
producto.

Las técnicas de western-blot, inmuno-dot, y ELISA
son utilizadas para medir el nivel de contaminantes en
el material purificado activo; ya sean contaminantes de
la célula hospedera, agregados y productos de
degradacion derivados del propio producto como los
niveles de anticuerpos de ratén cuando utilizamos en el
proceso de purificaciéon de los anticuerpos
monoclonales.

3b. Pruebas para la caracterizacion bioldgica del
material activo

a) Actividad biolégica. La actividad bioldgica se
expresa por dosis o unidad. El ensayo debe ser realizado
en comparacién con un estidndar de referencia
internacional (40-41). En el trabajo de rutina se utilizan
preparaciones de referencia de laboratorio calibradas
con el estdndar internacional. La determinacién de la
actividad especifica es utilizada como criterio de pureza
e integridad molecular.

b) Inmunogenicidad. Si el producto se va a usar como
vacuna, la potencia debe testarse en términos de
inmunogenicidad en animales experimentales
adecuados. En este caso es necesario referir el valor de
la potencia de la vacuna, a una vacuna estandar. Esto
significa que ambas vacunas estindar y muestras se
someten a ensayo bajo las mismas condiciones (42).

Los ensayos biolégicos en animales de
experimentacion adolecen de poca precision y exactitud.
Por tal motivo, se realizan estudios de correlacion entre
los resultados obtenidos con estos ensayos y los obtenidos
con pruebas fisicoquimicas y bioensayos realizados in
vitro ¢ in vivo, con el fin de sustituirlos en los analisis

de control de calidad (43-44).

4.- PRUEBAS DE SEGURIDAD PARA BIOLOGICOS

a) Esterilidad. Tanto el material activo purificado como
la preparacion final son inoculados directamente en medio
tioglicolato (30-35°C) y medio digerido de caseina y frijol
de soya (20-25°C) e incubados por un periodo de 14 dias a
las temperaturas indicadas. El nimero de viales que se
toman en el muestreo depende del tamano del lote
producido, un nimero de 20 viales para cada medio cs
recomendado por la Farmacopea de los Estados Unidos
(USP XX11I/90). Las muestras son seleccionadas de forma
representativa durante el proceso de llenado. Para el caso
del material activo se inoculan no menos de 10 mL de
muestra (45).

Tabla L.
Ensayos realizados a los productos obtenidos por la tecnologfa
del ADN recombinante.

Ensayos Requeridos @
Tipo de Ensayo l}:)?lroas J;?jg Por
los No. de ff&‘;
lotes lotes
Actividad bioldgica +
Actividad especifica +
Identidad +
SDS-PAGE #
RP-HPLC +
Aminoterminal ® +
Andlisis de Aminodcidos +
Mapeo peptidico @ +
Puente SH2 +
Secuencia proteica ® +
Carbohidratos +
Coopa e ® | -
ADN +
Proteina hospedera +
Estructura conformacional
Esterilidad +
Pirégeno +
Inocuidad +

A 4 requeridos

. Acordado; va a depender de las caracteristicas del producto y la
necesidad del proceso productivo

BIOTECNOLOGIA APLICADA VOL. 11, No. 1, 1994 51




M. Quintana

Para que un producto sea considerado aceptable, no
debe aparecer turbidez en los tubos de medio inoculados
con las muestras. Si se observa un crecimiento microbiano,
la prueba debe repetirse con el doble del niimero de viales,
si no aparece turbidez la prueba es satisfactoria. Un
método alternativo para determinar la esterilidad es la
filtracién por membrana, resultando qtil para liquidos y
solidos solubles con propiedades antimicrobianas, pues
permite la separacion de los posibles contaminantes de
los inhibidores (46).

Los medios de cultivo utilizados en este ensayo son
chequeados previamente mediante la prueba de
promocién de crecimiento utilizando cepas estandares.

b) Pirogenicidad. Trazas o agentes como los
microbios, sustancias pirogénicas, acidos nucleicos y
agentes tdxicos, pueden afectar la seguridad de los
productos bioldgicos. Hay dos caminos para determinar
la pirogenicidad: el ensayo en conejos y la prueba del
LAL (lisado de limulus amebocitus, especifico para
endotoxinas bacterianas). Este método se utiliza
fundamentalmente para el producto en forma de
Materia Activa Purificada (Bulk).

Para el ensayo de pir6geno en conejos, se suministra
a tres conejos una muestra de acuerdo a la dosis del
producto en cuestién con un volumen que no exceda
de 10 mL/Kg de peso del animal. La temperatura es
medida durante 3 h.

Se considera la muestra ensayada libre de pirogenos
cuando no existe entre ambas temperaturas (la minima
inicial con la maxima final) una diferencia igual o
superior a 0.6°C en los 3 conejos y la suma de las
diferencias halladas en los 3 conejos no es superior a
1.4°C.

Si alguna de estas dos condiciones no se cumple se
considera dudoso el ensayo y se procede a realizar una
reprueba, en este caso se utilizan 5 animales més. Si de
los 8 conejos (3 iniciales y 5 en reprueba), mas de 3
alcanzan valores de incremento de temperatura
superiores o iguales a 0.6°C o la suma total excede de
3.7°C se considera el ensayo positivo y se procede a
rechazar el lote.

Hay productos bioldgicos que son pirogénicos en
humanos, un método para saber si el producto produce
una respuesta pirogénica en el hombre es cultivar el
producto con células mononucleares de la sangre in vitro
e inyectar el resultado del cultivo celular en conejos, un
aumento de temperatura en el conejo indica que el
producto actia como un pirdgeno.

¢) Toxicidad anormal (seguridad). Este ensayo se
realiza al preparado final y se lleva a cabo en dos especies
animales: en ratones que pesan entre 17 y 22 g y en
curieles entre 250 y 350 g, estos s¢ mantienen en
observacion durante 7 dias. Un lote final del producto
pasa la prueba si no aparece ninguna de las siguientes
situaciones: presencia de cualquier sintoma anormal o
toxico que no sea especifico del producto o no se espere
del mismo, decremento o mantenimiento de la masa total
de los ratones en ensayo o de la masa individual de cada
curiel, muerte de alguno de los animales (47).

d) Estabilidad. Es la vida media del producto en las
condiciones de almacenamicnto. Hay ocasiones en que
se recomienda realizar ensayos de estabilidad como
control para cada lote producido, manteniendo el
producto por un tiempo a una determinada temperatura
(37°C) y demostrar su estabilidad comparando los
resultados de actividad biolégica o potencia con el
producto almacenado en condiciones 6ptimas (4°C), un
ejemplo es la recomendaciéon de la OMS para la
produccion de la vacuna antihepatitis B (43).

En la tabla 1 mostramos los ensayos de control de
calidad realizados a los productos obtenidos por la
tecnologia del ADN recombinante. El tipo de ensayo
y la frecuencia del andlisis depende de las
caracteristicas del producto y su proceso productivo
y es aprobado por la subdireccién de calidad de la
empresa productora.

CONCLUSIONES

A través de este trabajo hemos mostrado la
diversidad de técnicas que se utilizan en el control de
calidad de productos obtenidos por la tecnologia del
ADN recombinante de interés farmacéutico. Una
combinacidn de ensayos gue nos aseguren la potencia,
pureza, identidad e integridad molecular del material
activo purificado unido a pruebas de seguridad como:
esterilidad, inocuidad y pirdgeno garantiza la
calidad de estos productos.
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