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Haemophilus influenzae tipo b es un importante patdgeno del hombre causante de varias de las enfermedades
invasivas en nifios menores de cinco afios, contra el cual fueron autorizadas las vacunas glicoconjugadas a partir del
polirribosilribitol fosfato. Quimi-Hib® es la primera y tinica vacuna contra este patdgeno que utiliza el polisacarido
obtenido por sintesis quimica. El Ingrediente Farmacéutico Activo es producido por el Centro de Ingenieria Genética
y Biotecnologia y se obtiene a partir de su conjugacion al toxoide tetanico. En el presente reporte se hizo una
caracterizacion del polirribosilribitol fosfato mediante la técnica de cromatografia de exclusion molecular de
alta eficacia con deteccion ultravioleta a 215 nm. En el estudio se evaluaron tres lotes y se determiné el perfil de
eluciéon en una columna Superdex™ 75 10/300 GL Increase con un porciento de pureza de 77,42 + 8,97 y una
masa molar promedio de 7.381 Da + 210,93. La principal impureza presente en el polirribosilribitol fosfato es el
dimetilsulfoxido, disolvente utilizado en la reaccion de activacion con el éster N-hidroxisuccinimidilo del acido
B-maleimidopropionico. El polirribosilribitol fosfato se purificod por filtracion con un Amicon Ultra-15 de 2.000 Da
hasta una pureza de 99,1 % y se conjugd al toxoide tetanico. El rendimiento de la reaccion de conjugacion con el
polisacarido purificado fue de 30,0 % + 1,77 el cual no muestra diferencias significativas con el control que fue 33,7
% =+ 3,57 demostrandose que el dimetilsulfoxido no afecta el desempefio de la reaccion de conjugacion.

Palabras clave: cromatografia en gel; polisacaridos; toxoide tetanico; dimetilsulféxido; vacunas conjugadas;

Haemophilus influenzae tipo b.

Introduccion

La bacteria Haemophilus influenzae del serotipo b
(Hib) es un problema sanitario mundial grave para el
ser humano y afecta principalmente a nifios menores
de 5 anos.” Entre las enfermedades que provoca se
encuentran la meningitis, neumonia, epiglotitis y otras
enfermedades del tracto respiratorio.? La incidencia
mundial de las enfermedades provocadas por Hib
durante 2000-2012 fue de 0,27 por cada 100. 000
habitantes segtin la HealthyPeople 2020.

El principio activo de las vacunas comerciales contra
Hib lo constituye el polisacarido polirribosilribitol
fosfato (PRP). En un inicio se utilizé el polisacarido
capsular purificado para inducir inmunidad protectora,
sin embargo, la respuesta en los nifios fue muy escasa.

La solucion a este problema se logré uniendo de
forma covalente el polisacarido a proteinas portadoras
como son: el toxoide tetanico (PRP-TT),® el toxoide
diftérico, el CRM197 (variante no toxica de la toxina
diftérica) y el complejo proteico de lamembrana externa
de la bacteria Neisseria meningitidis del serogrupo
B (PRP-OMP).® Con todas estas preparaciones de
antigeno, se obtuvo un nivel protector de anticuerpos y
una elevada respuesta inmunologica a partir de los dos
meses de edad.© Estas vacunas se denominan vacunas
glicoconjugadas y han sido reportadas como vacunas
de gran eficacia y seguridad para todos los pacientes sin
importar la edad que presenten.”

En el caso de la vacuna Quimi-Hib® el polisacarido
se obtiene por sintesis quimica y se conjuga al

* Lic. Quimica. Departamento de Produccion del IFA de la vacuna Quimi-Hib, Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, La Habana,

Cuba.
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toxoide tetanico (TT). Las incidencias de las
infecciones producidas por Hib en Cuba disminuyeron
significativamente de 1,5 por 100.000 habitantes en
1998 a 0,9 en 2001 después de su introduccion en el
esquema nacional de vacunacion. En 2003, se registro
y comercializd Quimi-Hib® la primera vacuna con un
antigeno sintético en el mundo.®

El Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA) contra Hib se
produce a escala industrial en el Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia (CIGB). El desempeno
de la reaccion de conjugacion ha sido consistente en
el cumplimiento de las especificaciones del PRP y el
conjugado, segun establece la OMS para la produccion
de vacunas contra Hib.” La calidad del PRP se
evalia lote a lote mediante las siguientes técnicas
y se comparan con los correspondientes limites de
aceptacion: contenido de ribosa (> 32% con respecto
al peso seco), el contenido de fosforo (6,8 a 9,0% con
respecto al peso seco), el contenido de endotoxinas
bacterianas (<10 EU/ug de PRP) y el grado de
polimerizacion y activacion (>5 unidades poliméricas).
La identidad y la presencia de impurezas se evalta por
Resonancia Magnética Nuclear (RMN'H'3C). El limite
de aceptacion establecido para los contaminantes en la
ultima etapa de sintesis es el siguiente: acido maleimido
propioénico (< 0,8 ppm/20 pg de producto), antigeno
espaciador amino (<10% de la sefal en 3,3 ppm),
N-hidroxisuccinimida (< 0,8 ppm/20 ug de producto),
acido maleamico (< 0,3 de la sefal 6,83 ppm) y fosfato
ciclico (< 10% de la sefial en 5,01 ppm).

La purificacion del PRP activado con el éster
N-hidroxisuccinimidilo del 4cido B-maleimido
propionico se realiza por filtracion con una membrana
de 1.000 Da y otra de 10.000 Da lo que sugiere que
su peso molecular se encuentra en este intervalo. En
la evaluacion por RMN'H se observa la presencia en
2,7 ppm de una sefial intensa que se corresponde con
la presencia de dimetilsulféxido (DMSO), disolvente
utilizado en la reaccion de activacion del PRP.®) Este
disolvente presenta propiedades oxidantes en un rango
de pH de 3,0 a 8,019 el cual comprende las condiciones
en la que se realiza la reaccion de conjugacion a pH
7,4.©

El presente estudio tiene como objetivos caracterizar el
PRP por cromatografia de exclusiéon molecular de alta
eficacia con deteccion ultravioleta para obtener el perfil
de elucion, el peso molecular y la pureza mediante el
empleo de esta técnica. Ademas, purificar el PRP y
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evaluar el efecto de las impurezas presentes en el PRP
en el desempefio de la reaccion de conjugacion.

Materiales y Métodos

Muestras, reactivos y estindares

Los lotes de PRP y el toxoide tetdnico fueron
suministrados por el Instituto Finlay de Vacunas.

El IFA control fue proporcionado por la planta de
produccion del IFA de la vacuna Quimi-Hib® del CIGB.

Las proteinas patrones empleadas para realizar la
curva de calibracion fueron: ovoalbumina (43.000
Da), anhidrasa carbonica (29.000 Da), ribonucleasa A
(13.700 Da), aprotinina (6.512 Da) suministradas por
Sigma Aldrich (EE UU).

Los reactivos empleados para la reaccion de conjugacion
en la escala de laboratorio fueron de calidad “para
sintesis” y los utilizados en los ensayos analiticos
fueron de calidad “para analisis”. El ditiotreitol (DTT)
utilizado fue suministrado por Merck KGaA (Darmstadt,
Alemania); el éster N-hidroxisuccinimido del 3,3-acido
ditiopropidnico y el N-etilmaleinimido, por Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EEUU) y el dimetilsulfoxido
(DMSO), por Scharlau (Scharlab S.L., Espafia). EIEDTA
utilizado fue suminstrado por la Merck (Alemania).

Elproveedor del dihidrogeno fosfato de sodio (NaH,PO )
fue Merck (Alemania) y del cloruro de sodio (NaCl), la
AppliChem (Alemania).

La caracterizacion del PRP mediante cromatografia de
exclusién molecular se realizé en un equipo Akta pure
25 M (EE UU) y se empled una columna Superdex™
75 10/300 GL Increase (GE HealthCare, EEUU) con
un rango de fraccionamiento de 3.000-70.000 Da. Las
muestras de PRP purificado, de los conjugados PRP-
TT y del IFA control se evaluaron en un cromatografo
liquido de alta resolucion acoplado a un detector UV
de Prominence (SHIMADZU, Japon) y se utilizé una
columna Yarra™ SEC 2000 (Phenomenex, EE UU) con
un rango de separacion de 1.000-300.000 Da.

Analisis del PRP mediante cromatografia de

exclusion molecular

La longitud de onda de maxima absorcion del PRP se
determind en un espectrofotdometro Ultrospec 2000
(Pharmacia Biotech, Suecia) empleando una muestra a
0,25 mg/mL tomada del lote PRP2.
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El perfil de elucion del PRP se determiné en la columna
Superdex™ 75 10/300 GL Increase (GE HealthCare,
EEUU). La fase movil empleada fue una solucion
tampon de NaH PO, (100 mM) y NaCl (150 mM), a
pH=7,0. Se analizaron tres lotes de PRP y se aplic6 un
volumen de 10 pL a una concentracion de 5,0 mg/mL.
El flujo empleado fue 0,8 mL/min a una presion maxima
de 1,8 MPa durante 31 min a temperatura ambiente. Las
muestras se midieron a la longitud de onda de maxima
absorcion. La pureza del PRP se determind como el
porciento de area bajo la curva en el tiempo de retencion.

Lacurvadecalibracion para determinar el peso molecular
se realizd pesando 1 mg de cada proteina patron disuelto
en 1 mL de agua reactivo tipo II, obteniéndose una
concentracion final de 1,0 mg/mL de cada una. De cada
proteina patrén se tomaron 50 pL para un volumen final
de 200 pL de muestra. El peso molecular relativo del
PRP se determiné a través del mejor ajuste de la curva
de correlacion entre el tiempo de retencion y el peso
molecular de las proteinas patrones.

La evaluacion de las impurezas en el PRP (DMSO u
otras) se realizo en los tres lotes de PRP en la columna
Superdex™ 75 10/300 GL Increase manteniendo para
el andlisis las condiciones empleadas para determinar
el perfil de elucion. La muestra aplicada fue de 100 puL
de DMSO puro (98%) a una concentracion de 4,5 %
(0,049 g/mL) e igual volumen de PRP disuelto a una
concentracion de 1,0 mg/mL.

Purificacion del PRP

Los lotes de PRP seleccionados para este estudio fueron
el PRP, y PRP, a una concentracion de 30,0 mg/mL en
un volumen de 1 mL. Para la purificacion las muestras
se filtraron en un Amicon Ultra-15 (Alemania) de 2.000
Da de tamiz molecular, a 2.330 x g, con un tiempo de
filtracion de 2,5 h. Al final de cada lavado, se ajustd el
volumen a 1 mL y se determind la concentracion de
PRP mediante el ensayo de orcinol!V y la pureza por
cromatografia de exclusiéon molecular en una columna
Yarra™ SEC 2000 (Phenomenex, EE UU). El volumen
de muestra aplicado fue de 50 uL a una concentracion
de 1 mg/mL. El flujo empleado fue 0,8 mL/min a
una presion maxima de 1,8 MPa durante 17 min a
temperatura ambiente. Las muestras se midieron a la
longitud de onda de maxima absorcion del PRP. La fase
movil empleada fue una solucion tampén a pH=7,0 (100
mM NaH,PO,, 150 mM NaCl). La pureza del PRP se
determino como el porciento de area bajo la curva en el
tiempo de retencion.
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Conjugacion del PRP al toxoide tetanico
La conjugacion se realizo en dos etapas:

Etapa 1: Una solucién de toxoide tetanico se filtré con
tampon fosfato salino, pH 8,2; con EDTA 86 g/L, 250
mL) con una membrana de tamiz molecular de 30.000
Da. A la solucion filtrada (100 mg; 0,67 umol) se le
afladi6 el éster n-hidroxisuccinimido del 3,3-acido
ditiopropidnico (8,1 mg; 20 pmol) en dimetilsulfoxido
(500 pL) y en atmdsfera de N, La mezcla se agitd
durante 2 h a 20°C. Después se adICIOHO DTT (77,12
mg; 500 pmol) bajo atmosfera de N, | y se mantuvo la
agitacion durante 1 h a 20°C. La solucidn resultante se
filtré con tampon fosfato salino, pH 7,4 con EDTA a 1,86
g/L, 250 mL) con una membrana de tamiz molecular
de 30.000 Da evaluandose la presencia de grupos tioles
en el permeado por la técnica de Ellman.!? Este fue el
criterio para detener la filtracion. La concentracion de
proteina se determin6 por el método de Lowry.(!319

Etapa 2: A la solucion de toxoide tetanico previamente
modificada por adicion de grupos tiol (5 mg, 1 mL) se le
afiadio el PRP disuelto previamente en tampon fosfato
salino, pH 7,4; 30 mg/mL a una relacion 1:2,5 PRP-
TT en atmosfera de N, . La solucién se mantuvo en
agitacion durante 12 h a 20°C. Se adicion6 el reactivo
N-etilmaleimido (0.082 mg; 0,654 pmol) para inactivar
los grupos tioles que quedaron libres en la reaccion
de conjugacion. El conjugado se filtré con un tampon
fosfato salino, pH 6,8 con una membrana de tamiz
molecular de 30.000 Da evaluandose la cantidad de
PRP presente en el permeado, por la técnica de fenol-
sulfurico” como criterio para detener la filtracion. Al
conjugado se le determino la concentracion de proteina
y de carbohidratos totales y libre mediante las técnicas
analiticas Lowry*!¥ y orcinol, !V respectivamente.

La conjugacion al toxoide tetanico se hizo por
duplicado con el PRP, y el PRP, (PRP, purificado)
y los correspondientes conjugados y compuestos de
partida fueron analizados mediante cromatografia de
exclusion molecular en una columna YarraTM SEC
2000 (Phenomenex, EE UU), en las mismas condiciones
experimentales antes mencionadas para la determinacion
de pureza del PRP, después de ser purificado.

El rendimiento de la reaccion se determind como la
relacion entre la masa de PRP enlazada y la masa de
PRP de partida. Los resultados obtenidos se compararon
mediante un analisis simple de varianzas (ANOVA)
para un de nivel de significacion de 0,05 y estos a su vez
con el porciento de incorporacion del PRP, de partida
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reportado por el Laboratorio de Control de la Calidad
(CIGB, Cuba) que fue de 34,2 %.

Analisis estadistico

El analisis estadistico y procesamiento de los datos se
realizo con los programas Statgraphics Plus, Origin® 8 y
la hoja de calculo de Microsoft Excel.

Resultados y Discusion

Anadlisis del PRP mediante cromatografia de
exclusion molecular

El barrido espectrofotométrico del PRP, desde 200 a 400
nm mostré un maximo de absorcion alrededor de 215
nm de longitud de onda segin se observa en la Figura 1.

El valor de longitud de onda obtenido es caracteristico
de los grupos cetonicos o, B-insaturados en el anillo
maleimido presente en el PRP. La conjugacion entre
el grupo carbonilo y el sistema vinilico, disminuye
la diferencia de energia entre los orbitales ® y =*
produciéndose el desplazamiento batocromico de la
banda hacia la zona de 210 a 235nm (emax = 8.000 a
20.000). Esta banda tiene un apreciable caracter de
transferencia de carga, es decir, en el estado excitado
aumenta la densidad electronica sobre el carbonilo a
expensas de la nube « del vinilo.'®

La Tabla 1 muestra la distribucion mas probable de
pesos moleculares segtn el tiempo de retencion y el %
de pureza de los tres lotes de PRP expresada, esta tltima,
como el area bajo la curva.

col V 215nm

Absorbancia

08

a2

a.0

El peso molecular relativo se determind sustituyendo los
tiempos de retencion (tr) en la ecuacion de la curva de
calibracion log MM=6,344-0,113 tr, construida a partir
de la curva de los patrones de proteina. El coeficiente
de determinacion R? = 0,996, proximo a la unidad,
evidencié el buen ajuste del modelo. La estimacion
del peso molecular del PRP se realizoé utilizando la
curva de calibracion construida con las siguientes
proteinas patrones: ovoalbtimina (tr=14,81 min, 43.000
Da), anhidrasa carbonica (tr=16,69 min, 29.000 Da),
ribonucleasa (tr=19,15 min, 13.700 Da) y aprotinina
(tr=21,99 min, 6.512 Da).

A partir de los valores de masa obtenidos para la
poblacion mas abundante (poblacion 1) se estim6 la masa
molecular aparente promedio del PRP obteniéndose el
valor 7.381 Da + 210,93, el cual se encuentra dentro del
rango de tamano declarado para el PRP obtenido por
sintesis quimica, entre 1.000 — 10.000 Da.

Las restantes poblaciones eluyen en el limite de
exclusion de la columna por lo que resulta poco precisa
la estimacion de la distribucion de sus pesos moleculares
y, por tanto, su correcta identificacion.

Como antecedente se conoce que en el PRP producido
por el Instituto Finlay de Vacunas existe dimetilsulfoxido
dado por la sefal que aparece a 2,7 ppm en el espectro
de RMN'H y que su presencia en el medio de reaccion
pudiese provocar la oxidacion de los grupos tiol
previamente formados en la proteina.!” El DMSO es
miscible en agua y presenta propiedades oxidantes en
un amplio rango de pH de 3,0 a 8,0.17 Esta reaccion

ol | 3
Qﬁ)tﬁ
(e

200 250 300

F30 400

Lengitud de cnda{nm}

Fig. 1. Espectro UV-Visible de PRP disuelto en agua.
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Fig. 2. Identificacion de la sefial caracteristica del DMSO en muestras de los lotes PRP1, PRP2 y PRP3 mediante
la cromatografia de exclusién molecular con la columna Superdex™ 75 10/300 GL Increase a 215 nm.

competiria con la interaccion tiol-maleimido entre
el toxoide tetanico modificado y el polisacarido,
disminuyendo los rendimientos del producto de interés.
Las poblaciones 2 y 3 que se observan en el cromatograma
podrian corresponderse con la presencia del DMSO
en la muestra, con un tamano molecular de 78,13 Da,
especie muy pequefia que penetra en los poros de la fase
estacionaria y eluye en un tiempo de retencion no acorde
a su tamafio. De las restantes impurezas que pudieran
estar presentes en los lotes evaluados se observan sefiales
muy pocos intensas en los espectros RMN'H y 13C, por
lo que no fueron objetos de analisis en este estudio.

La presencia del DSMO en los tres lotes de PRP se
evalu6 en la Superdex™75 10/300 GL Increase (Fig.2).

En el cromatograma (Fig. 1) se observa que en la
muestra de DMSO puro (98%) aparece una sefial a los
26,32 min, que solapa a la segunda poblaciéon que mas
predomina en las muestras de PRP, con un tiempo de
retencion promedio de 26,23 min. Esta superposicion de
ambas sefales con similares tr sugiere que esta sefal se
corresponde con la impureza de DMSO presente en el
PRP.

Purificacion del PRP

La purificacion del PRP se realizo con el objetivo de
eliminar el contenido de DMSO presente en el PRP. Los
lotes de PRP que se emplearon en el estudio fueron el
PRP, y PRP,. Las muestras tomadas de cada lavado se
sometieron a una separacion isocratica en una columna
Yarra™ SEC 2000 por presentar un rango de separacion
mas amplio y permitir el andlisis de muestras con
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tallas moleculares superiores a la del PRP como es el
conjugado al TT (150.000 Da). La Figura 3 muestra
los perfiles de elucion de las muestras resultantes del
analisis del PRP, y PRP, en cada filtracion realizada.

La Figura 3 muestra que con la columna Yarra™ SEC
2000 el tiempo de la corrida es menor y, por tanto, los
tr disminuyen para cada poblacion. No obstante, se
mantiene el valor de pureza determinado para el PRP en
la columna Superdex™75 10/300 GL Increase a 215 nm
(Tablas 1y 2).

Los cromatogramas evidencian como la sefial del DMSO
experimenta una considerable disminucion desde el
primer lavado con agua, condicion que mantiene la
muestra en el resto de los lavados realizados. La Tabla 2
muestra los resultados del % pureza del PRP purificado
y la concentracion de carbohidratos determinadas
mediante el ensayo de orcinol.!V

Como ambos aspectos, pureza y concentracion, son
fundamentales para obtener un producto con elevados
rendimientos se decidié que un lavado es suficiente para
obtener un PRP con una pureza por encima del 99% y
una concentracion proxima a los 30,0 mg/mL, como
establece la reaccion de conjugacion a escala industrial.
Teniendo en cuenta estos elementos el PRP se purificd
por filtracion con un lavado y se realizo la reaccion de
conjugacion al toxoide tetanico.

Conjugacion del PRP al toxoide tetanico

La reaccion de conjugacion se realizo con el PRP, y el
PRP,  yla Figura 4 muestra el perfil de elucion obtenido
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Tabla 1. Distribucion mas probable de pesos moleculares segtn el tiempo de retencion y % de pureza de las muestras
PRP , PRP, y PRP, evaluadas en la columna Superdex™ 75 10/300 GL Increase a 215 nm.

Poblacion 1 Poblacion 2

Poblacion 3

Muestras TR, Pureza MM, TR, Pureza MM, TR, Pureza MM,

(min) (%) (Da) (min) (%) (Da) (min) (%) (Da)
PRP1 21,75 86,96 7.409 24,52 1,75 3.588 26,23 11,30 2.293
PRP2 21,67 69,16 7.576 24,46 0,72 3.645 26,07 30,13 2.402
PRP3 21,88 76,14 7.157 ND ND ND 26,41 23,86 2.187
Media 21,77 77,42 7.381 24,49 1,24 3.616 26,23 21,76 2.294
STD 0,12 8,97 201,93 0,04 0,73 40,30 0,17 9,59 107,50

STD: Desviacion estandar. MM: masa molecular. TR: tiempo de retencion. ND: No detectadas.

uy
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Fig. 3. Perfil de elucion del PRP (A: PRP2 y B: PRP3) purificado en la columnaYarra™ SEC 2000

a 215 nm, n: filtraciones realizadas con agua en un Amicon Ultra-15 de 2.000 Da.
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Tabla 2. Concentracion de las muestras PRP, y PRP, iniciales y purificadas con 3 lavados determinadas mediante el
ensayo de orcinol!V y % de pureza de la sefial PRP segtin analisis en la columna Yarra™ SEC 2000.

Volumen .
Muestras n TR (min) Concentracién PRP Pureza (%)
(mL) (mg/mL)
PRP, 0 1 12,51 30 63,34
PRP,, 1 12,51 19,2 100,00
PRP,, 2 12,53 15,4 100,00
PRP,, 3 12,50 10,1 99,68
PRP, 0 1 12,69 30 76,20
PRP,, 1 12,68 20,59 99,10
PRP,, 2 12,56 14,69 99,87
PRP. . 3 12,50 9,55 100,00
TR: tiempo de retencion.
—— PRP 3'TT
—— PRP__TT
600000 —— ATH
—— PRP,
s —— IFA 19002
400000
:; 200000
200000
100000
3 ] 1 10 15 1] 21 0

tiempo (min}

Fig. 4. Perfil de elucion de los conjugados PRP.-TT y PRP, -TT'y del IFA 19002 (control y los precursores
PRP, y la anatoxina tetinica modificada. en la columna Yarra™ SEC 2000 a 215 nm.

en la columna Yarra™ SEC 2000 a 215 nm para muestras
tomadas de los conjugados PRP,-TT, PRP, -TT y del
IFA 19002 (control) y de los reaccionantes PRP, y
anatoxina tetanica modificada.

En el cromatograma se observan perfiles de elucion muy
semejantes entre los conjugados PRP,-TT y PRP, -TT
y de estos a su vez con el IFA 19002 control, indicativo
de que se logrd reproducir a escala de laboratorio el
proceso industrial. En este caso predomina una sola
poblacion correspondiente al conjugado que se filtro por
una membrana de corte de 30.000 Da donde se elimina
el PRP libre y otras impurezas.
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El tiempo de retencién promedio fue de 6,10 min +
0,003, el cual disminuye en comparacion al obtenido
para el PRP de partida, producto de la unién covalente
al TT con un valor de peso molecular reportado de
150.000 Da.

El rendimiento promedio de la reaccion de conjugacion
conel PRP3 fue de 33,7% 3,57 y con el PRP, purificado
(PRP, ) fue de 30,0% + 1,77. La comparacion de estos
resultados mediante el ANOVA mostré que no existen
diferencias significativas entre ellos ni con el valor
reportado por el Laboratorio de Control de la Calidad
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(34,2%) para el conjugado obtenido a escala productiva,
con un nivel de confianza de 95% (p=>0,05).

Los resultados evidencian que la presencia del DMSO
en el PRP no afecta el desempefio de la reaccion de
conjugacion al toxoide tetanico en el proceso obtencion
del TFA de la vacuna Quimi-Hib®. Es decir, que la
concentracion a la que se encuentra el DMSO en la
muestra no es suficiente para promover la formacion de
enlaces disulfuros en la proteina.

Conclusiones

La caracterizacion del PRP obtenido por sintesis
quimica a escala industrial mediante cromatografia
de exclusion molecular de alta eficacia con deteccion
ultravioleta, permitié determinar que el PRP presenta
un maximo de absorcion a 215 nm, con un porciento de
pureza de 77,42 + 8,97 y una masa molar promedio de
7,381 Da + 210,93 la cual es coherente con el tamafio
esperado entre 1.000 — 10.000 Da. El analisis del perfil
de elucion evidencio que la principal impureza presente
en la composicion del PRP es el DMSO. La purificacion
del PRP hasta un 99,1% y posterior conjugacion al TT
demostré que el DM SO presente no afecta el desempeiio
de la reaccion de conjugacion.
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Characterization of polyribosylribitol phosphate by high efficiency size exclusion
chromatography with ultraviolet detection

Abstract

Haemophilus influenzae type b is an important human pathogen causing some invasive diseases in children less
than five years of age. Glycoconjugate vaccines based on polyribosylribitol phosphate have been licensed against
this bacterium. Quimi-Hib® is the first and only vaccine against this pathogen using the chemically synthesized
polysaccharide. The Active Pharmaceutical Ingredient is produced by the Center for Genetic Engineering and
Biotechnology and is obtained from its conjugation to tetanus toxoid. In the present report a characterization of
polyribosylribitol phosphate was performed by high performance molecular exclusion chromatography with
ultraviolet detection at 215 nm. Three batches were evaluated in the study and the elution profile was determined on a
Superdex™ 75 10/300 GL Increase column with a purity percentage of 77.42 + 8.97 and an average molecular weight
of 7,381 Da + 210.93. The main impurity present in polyribosylribitol phosphate was dimethylsulfoxide, the solvent
used in the activation reaction with N-hydroxysuccinimidyl ester of B-maleimidopropionic acid. Polyribosylribitol
phosphate was purified by filtration using a 2,000 Da cut-off Amicon Ultra-15 to a purity of 99.1 % and conjugated
to tetanus toxoid. The yield of the conjugation reaction with the purified polysaccharide was 30.0 % = 1.77 which
shows no significant difference with the control which was 33.7%= 3.57 demonstrating that dimethylsulfoxide does
not affect the performance of the conjugation reaction.

Keywords: gel chromatography; polysaccharide; tetanus toxoid; dimethylsulfoxide; conjugation; Haemophilus
influenzae type b.
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