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Introduccién

La estreptoquinasa recombinante es una proteina
obtenida por la tecnologia del ADN recombinante
(1), utilizada eficientemente como agente tromboli-
tico en la terapia de diferentes afecciones como el
infarto agudo de miocardio (2), la trombosis venosa
profunda entre otras, que se encuentran entre las
principales causas de muerte de los paises en desa-
rrollo.

El mecanismo de accién de la estreptoquinasa
natural, y sus propiedades fisicoquimicas (3, 4)
fueron la base para el estudio de la molécula recom-
binante y el desarrollo de un proceso de purifica-
cion. La estreptoquinasa puede ser purificada por
afinidad utilizando su capacidad de formar un com-
plejo estequiometrico con el plasmindgeno humano
(5), a través de su carga empleando intercambiado-
res ionicos (6) o sistemas que logran una separacion
diferencial de proteinas en base a sus propiedades
hidrofobicas (7).

Para el proceso de purificacién de productos far-
macéuticos es necesario, ademads de tener en cuenta
elementos de escalado como: carga del gel, veloci-
dad lineal, y dimensiones de la columna (7), que el
proceso responda a las exigencias de pureza de la
preparacidn, la eliminaciéon de contaminantes pro-
teicos y endotoxinas, ademas de conservar las pro-
piedades biologicas de la proteina en cuestion.

Con este trabajo se modifica la tecnologia inicial
de purificacion (cambio de la cromatografia de in-
tercambio i6nico por hidrofobicidad) y se mantiene
el procesamiento continuo y rapido en esta etapa, se
garantiza la calidad de la materia prima activa y se
reducen los costos de produccion.

Adicionalmente se valoraron nuevas alternativas
para mejorar y optimizar el proceso de liofilizacién
de la estreptoquinasa recombinante.

El objetivo fundamental de estos experimentos
fue obtener un proceso que permitiera separar de
forma efectiva la estreptoquinasa recombinante de
las proteinas contaminantes de Escherichia coli.

Materiales y Métodos

El material inicial fue estreptoquinasa recombinante
semipura después de dos pasos cromatograficos en
gel filtracién e intercambio idnico.

120

Se controlaron los pardmetros a escalar: velocidad
lineal, carga y dimensiones de la columna.

Se aplico la proteina en una solucién tampén de
sulfato de amonio 0,86 M en Tris-HCl 20 mM
pH 8,5. geles cromatogrificos utilizados: TSK-
Butilo (TosoHaas) y DEAE-sefarosa (Pharmacia).

De forma escalonada se redujo la interaccion hi-
drofobica proteina-ligando mediante la disminucion
de la molaridad de la solucién inicial de sulfato de
amonio y con el fin de separar la estreptoquinasa
recombinante de sus contaminantes.

A continuacién se realizé un intercambio i6nico
con el propdsito de eliminar endotoxinas y concen-
trar la proteina eluida.

Los anlisis realizados a las muestras fueron:
proteina, segiin el método de Bradford (8), pureza
mediante inmunodot y electroforesis de proteina en
gel de SDS-poliacrilamida (9) y actividad biologica
por la técnica del sustrato cromogénico S-2251(10).

Para la optimizacion del proceso de liofilizacién
se estudié el efecto de las temperaturas fundamen-
tales en el proceso de liofilizacién. Las variables
medidas fueron actividad biolégica, porciento de
humedad residual y tiempo total del ciclo.

Resultados y Discusién

La nueva alternativa para la purificacion, de la es-
treptoquinasa recombinante se basa en la combina-
cién de un paso cromatografico por interacciones
hidrofébicas y una cromatografia de intercambio
ionico, lo cual permitié obtener un producto de alta
pureza con las caracteristicas requeridas para su
aplicacién en humanos.

La cromatografia por interaccion hidrofobica
permiti6 la eliminacion de contaminantes de E. coli
presentes en el material inicial, mediante una sepa-
racion diferencial basada en la hidrofobicidad de la
estreptoquinasa respecto a las proteinas del hospe-
dero presentes en la preparacion (Tablas 1 y 2).

El producto se obtiene con un nivel de pureza
mayor del 99 %.

El intercambiador i6nico a continuacion del paso
de separacién por hidrofobicidad permite }a realiza-
cion de lavados para eliminar endotoxinas existen-
tes en el material, con lo que se obtiene la proteina
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Tabla 1. Primer experimento: combinacién de hidrofobicidad e intercambio iénico. Elucién con un gradiente de sulfato

de amonio del 40 al 0 %.

Muestra corrida VYolumen Proteina total Actividad especifica Recobrado Contaminantes
en TSK-butilo. (L {mg) (Ul/mg) (%) (%)

M. inicial 16,8 15100 83404 - 25%
Lavado 40 % 13,0 5630 - - -
Lavado 20 % 6,6 5850 60046 46,1 % 0,2%
Lavado 15 % 3,0 852 53628 6% 0,14%
Lavado 10 % 2,0 380 37757 2% 1,18 %

Lavado 0 % 2,0 490 - - 31,1%
Muestra corrida Volumen Proteina total Actividad especifica Recobrado - Contaminantes
en DEAE-Sefarosa. (L) (mg) (Ul/mg) (%) (%)

M. inicial 11,6 7082 50477 - 05%

Elusién 1,9 6190 64995 87,4% 0,35%

Tabla 2. Segundo experimento: combinacién de hidrofobicidad e intercambio i6nico. Elucién con un gradiente de sulfato

de amonio del 20 al 0 %.

Muestra corrida Volumen Proteina total Actividad especifica Recobrado Contaminantes
en TSK-butilo. (L {mg) (Ul/mg) (%) (%)

M. inicial 19,5 16399 75546 - 133%
Lavado 20 % 6,3 7364 79110 45 % 0,16 %
Lavado 15 % 28 845 74218 5% 0,18%
Lavado 10 % 2,8 750 - 45%

Muestra corrida Volumen Proteina total Actividad especifica Recobrado Contaminantes
en DEAE-Sefarosa. (L) (mg) {Ul/mg) (%) (%)

M. inicial 11,9 8959 - - -

Elusién 1,5 7120 87854 79,5% 0,3 %

con las especificaciones requeridas de: pureza, acti-
vidad especifica, apirogenicidad y concentracién
para ser utilizada en la formulacién final del pro-
ducto inyectable.

El escalado de este proceso productivo y la esta-
bilizacién de la produccion a niveles de hasta 4 000
dosis mensuales,permitié reducir el costo de pro-
duccion en un 23,6 % con respecto al proceso esta-
blecido anteriormente. El proceso de escalado se
realiz6 acorde con las condiciones de Buenas Précti-
cas de Fabricacion establecidas a nivel internacional
para este tipo de producto.

La optimizacion del proceso de liofilizacion de la
estreptoquinasa recombinante, se realizé primero a
escala piloto y luego a escala industrial. El incre-
mento es de una liofilizadora de 20 Kg de hielo a
una de 140 Kg, permitié lograr una reduccion del
tiempo de 20 h en la escala piloto y 18 h en la in-
dustrial, lo que significa un 52,38 % de ahorro
energético ademas de aumentar la capacidad de
produccién.
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Se han realizado 15 lotes de producto final bajo
estas condiciones y es aplicable a las cuatro presen-
taciones del producto.
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