Vol.45 (2025)
ISSN: 2224-6185

Escalado y estandarizacion de la sintesis en fase solida de un
péptido para el tratamiento de pacientes con Artritis
Reumatoide y COVID-19
Scale-up and standardization of the solid-phase synthesis of a
peptide for the treatment of patients with Rheumatoid Arthritis and
COVID-19

Ever Pérez-Hernandez*" http://orcid.org/0000-0002-4571-5750

Yaima Martorell-Pérez' https://orcid.org/0009-0000-1053-352X

Lourdes Zumalacarregui-de Cardenas? http://orcid.org/0000-0001-6921-737X
Denia Gonzélez-Leon® http://orcid.org/0000-0002-8493-5174

Miladys Limonta-Fernandez’ http://orcid.org/0000-0002-1664-5255

Centro de ingenieria genética y biotecnologia,La Habana, Cuba
2Univerisdad Tecnologica de la Habana,. “Jose Antonio Echeverria”,
La Habana, Cuba

3Complejo industrial biotecnolégico Mariel. Artemisa, Cuba

"Autor para correspondencia. Correo electrénico: ever.perez@cigb.edu.cu
RESUMEN

El péptido CIGB-814, se utilizd inicialmente para tratar a pacientes con Artritis
Reumatoide (AR); sin embargo, su uso en pacientes con COVID-19 durante la
pandemia, hizo que se requiriera ampliar la capacidad productiva existente. No
existia un procedimiento de sintesis en fase soélida (SPFS) a gran escala
estandarizado para producirlo de conformidad con las Buenas Préacticas de
Fabricacion (BPF). El objetivo principal del estudio fue estandarizar la SPFS
para producir el péptido CIGB-814 utilizando hasta 200 g de resina MBHA.
Primero, se escald y establecié la SPFS para 50 g de resina aplicando la regla
del pulgar, evaluando los criterios (potencia por unidad de volumen (P/V) y
velocidad en la punta del impelente (NDi)). Luego se estandarizaron las
condiciones experimentales a 200 g de resina MBHA, combinados con la

determinaciéon de la identidad del péptido por espectrometria de masas y la
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pureza por RP-HPLC. Se estudiaron las condiciones de reaccion obteniendo

que a 200 g de resina MBHA y velocidad de agitacién de 80 min™, 25 °C, en

un reactor de geometria 20/20 cm/cm altura/diametro, se incrementa hasta

cuatro veces la masa del péptido CIGB-814 crudo, el rendimiento en 7,5 %,

manteniendo la pureza del material; con el mismo consumo total de

disolventes orgénicos en igual intervalo de tiempo. Como conclusion, el

escalado y la estandarizacion de la SPFS para la produccion del péptido

CIGB-814 bajo BPF a una escala de 200 g de resina MBHA satisface la

demanda del producto biofarmacéutico Jusvinza® disefiado para tratar

pacientes con AR y COVID-19.

Palabras clave: artritis reumatoide; COVID-19; escalado de reactores; sintesis
de péptidos.

ABSTRACT

The CIGB-814 peptide was initially designed to treat patients with Rheumatoid
Arthritis (RA); however, the expansion of its use to COVID-19 patients during
the pandemic led to a required increment of the peptide manufacturing capacity.
There was no standardized large-scale solid-phase synthesis (SPPS)
procedure to produce it in compliance with Good Manufacturing Practices
(GMP). The primary objective of the study was to standardize an SPPS
procedure to produce the CIGB-814 peptide using up to 200 g of MBHA resin.
First, the SPPS procedure was scaled up and established for 50 g of MBHA
resin by applying the rule of thumb, evaluating two scale-up criteria (power per
unit volume (P/V) and nozzle tip velocity (DTI)). The experimental conditions
were standardized to 200 g of MBHA resin, combined with the determination of
peptide identity by mass spectrometry and purity by RP-HPLC. The reaction
conditions were studied, obtaining that at 200 g of MBHA resin and a stirring
speed of 80 min™, 25 °C, in a 20/20 cm/cm height/diameter geometry reactor,
the mass of the crude CIGB-814 peptide increases up to fourfold, the yield at
7.5%, maintaining the purity of the material; with the same total consumption of
organic solvents in the same time interval. In conclusion, the scaling and
standardization of the SPFS for the production of the CIGB-814 peptide under
GMP at a scale of 200 g of MBHA resin meets the demand for the
biopharmaceutical product Jusvinza® designed to treat patients with RA and
COVID-19.
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Introduccidn

Las nuevas metodologias de sintesis quimica de péptidos han permitido
descubrir compuestos con potencial para convertirse en agentes terapéuticos o
vacunas, farmacos que se utilizan para el tratamiento de diversas
enfermedades como el cancer, enfermedades infecciosas virales y bacterianas;
y la diabetes. @ En el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB), se
establecio la metodologia de sintesis en fase sélida a escala de laboratorio
para péptidos de hasta 50 residuos. ® Una de estas moléculas sintéticas es el
CIGB-814, con 27 aminoacidos en su secuencia, siendo el Ingrediente
Farmacéutico Activo (IFA) del medicamento Jusvinza® producto para el
tratamiento de la Artritis Reumatoide (AR) debido a su efecto antiinflamatorio y
la mejora de la actividad de las células T reguladoras. ® En base a estas
evidencias, también se utilizé con excelentes resultados en pacientes graves y
criticos de COVID-19 para eliminar la hiperinflamacion pulmonar. @ Por tanto,
se incrementé la demanda del péptido entre 3-4 kg por afio lo que requirié un
aumento en la capacidad de producciéon del CIGB-814. Para su obtencion en el
laboratorio se utiliza el procedimiento de sintesis en fase soélida (SPFS),
tecnologia que simplifica los procesos de sintesis por su alta efectividad y tasa
de acoplamientos efectivos. ©® Asimismo, en esta técnica se debe tener en
cuenta que el caracter hidrofébico de la secuencia peptidica y su tamafio
juegan un importante papel en la pureza y el rendimiento de producto obtenido.
() Para el incremento de la capacidad productiva se requiere realizar el
escalado del proceso. El escalado de procesos quimicos para productos
biofarmacéuticos es una tarea compleja, debido a que tiene requerimientos
técnicos y requisitos regulatorios farmacéuticos. Para lograr un escalado
exitoso, se deben aplicar un conjunto de técnicas, metodologias vy
procedimientos que permitan transferir procesos desde el laboratorio a las

plantas de produccién. Existen varios criterios de escalado vinculados
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directamente a las variables que afectan al sistema a escalar, entre ellos, el
namero de Reynolds, tiempo de mezclado, la velocidad de agitacion, velocidad
en la punta del impulsor, potencia por unidad de volumen y el coeficiente de
transferencia de masa volumétrica. ®°'9 Este trabajo tuvo como objetivo,
aplicando las técnicas y metodologia establecidas, realizar el escalado y la
estandarizacion de la SPFS para producir el péptido CIGB-814 con una pureza
y un rendimiento adecuados utilizando hasta 200 g de resina MBHA para asi

cumplir con la demanda comercial del producto Jusvinza®.

Materiales y metodos

Reactivos y solventes

Resina MBHA (amino-(4-metil-fenil)metil poliestireno), espaciador Fmoc-AM-
OH, piperidina, N,N dimetilformamida (DMF), &cido trifluoroacético (TFA),
piperidina, N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC), Oximapure®, acetonitrilo (ACN),
triisopropilsilano (TIS), diclorometano (DCM) y los aminoacidos protegidos con
Fmoc. Los reactivos y solventes utilizados en este trabajo tienen calidad para
sintesis de péptidos y fueron suministrados por los laboratorios Merck KGaA
(Darmstadt, Alemania).
Instrumentacion y equipamiento

Para el analisis del material obtenido se utiliz6 un sistema de cromatografia de
alta resolucibn con una longitud de onda de 226 nm (HPLC, software
LabSolutions, Corporacion Shimadzu, Kioto, Japén) con una columna C-18 de
150 mm x 4,6 mm, 5 um, 300 A° (Vydac, Grace Davison, IL, E.U.A).
Espectrometro de masas con fuente de ionizacion de electroespray y detector
de tiempo de vuelo (ESI-QTOF) (Micromass, E.U.A).

En la escala de laboratorio se utilizd un reactor cilindrico de fondo conico con
un volumen total de 0,237 L. Para el escalado, se contd con un reactor de
geometria cilindrica de fondo plano de volumen total 6 L (modelo SPPS
DN200/6L, BUCHI) con impelente tipo ancla. Ambos equipos no tienen similitud

geométrica. Sus caracteristicas se presentan en la tabla 1.
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Tabla 1- Caracteristicas de los reactores y datos necesarios para el escalado
del proceso productivo del péptido CIGB 814

Volumen Volumen efectivo Diametro del Diametro Altura Altura Altura
reactor Vr. de trabajo, Ve. impelente, Di reactor, Dy reactor, liquido,  impelente,
(L) (L) (cm) (cm) Hr(em)  H.(em) Hi(cm)
0,237 0,230 357 6,15 95 9 6,15
6 5 19 20 20 15 19

Criterios para el escalado del proceso

Para el escalado se utilizé el método de la regla del pulgar, este se basa en
establecer un criterio que se mantendria constante en las dos escalas. Se
tuvieron en cuenta los criterios de potencia por unidad de volumen (P/V) y
velocidad en la punta del impelente (NDi) constante. Se considerd régimen
turbulento con un nuimero de Reynold (Re=10°) debido a que el reactor
utilizado en el escalado no tiene deflectores Py en este caso el nimero de
potencia (Np) depende solamente del tipo de impelente,"? por lo que se

supuso Np constante para ambas escalas de trabajo.

Determinacion de la velocidad de agitacion en el reactor

escalado

Con el objetivo de establecer las variables de escalado se utilizaron los datos
mostrados en la tabla 1. Para el célculo de la velocidad de agitacion (N), en el
caso de P/V se calculé a través de la ecuacion 1 empleada cuando no hay
similitud geométrica entre los reactores y para NDi la ecuacion 2. Se utilizé la
ecuacion 3 para el célculo del factor geométrico (Fg) y la ecuacién 4 para el
namero de Reynolds (Re).

La velocidad de agitacién a escala de laboratorio es igual a 520 min™. El
disolvente organico empleado en la sintesis quimica es la DMF, que presenta

las siguientes propiedades: p = 940 kg/m*®y p = 4,73x10™ Pa-s.
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Np-nd-d5p- Np-nd-d,®p-f
(pn ,pff)L:(pn lpc)P )

T.p2. T2, T.p2.
4D HL-\-SI h 4[) Hp

N, Da; = Np.Dap (2)

donde:

N velocidad de agitacion

Da didmetro del impelente

L, subindice escala de laboratorio

P, subindice escala productiva

(7

Fo=
¢ 3

Re = — (4)

Procedimiento general de si ntesis de péptidos en fase solida
(SPFS)

Se utilizé la SPFS mediante la quimica Fmoc/tBu
(9-fluorenilmetiloxicarbonilo/ter-Butilo) donde el aminoacido correspondiente al
extremo C del péptido se acopla al soporte solido funcionalizado. Los restantes
aminoacidos se ensamblan mediante ciclos de acoplamiento y desproteccion
hasta completar la secuencia peptidica. Como soporte solido se empled la
resina MBHA (amino-(4-metil-fenil)metil poliestireno) con una sustitucién de
0,50 mmol de grupos amino/g de resina 'y como espaciador el Fmoc-AM-OH. El
grupo Fmoc que protege el grupo Na-amino se eliminé mediante el tratamiento
con una disolucion de piperidina:DMF (2:8, v/v) (2 x 10 min). El acoplamiento
de cada aminoacido y del espaciador se realiz6 mediante el método de
activacion con DIC/Oximapure®, se utilizaron cuatro equivalentes de los
reactivos y DMF como disolvente. ElI completamiento de la reaccion de
acoplamiento se verificé por el método de ninhidrina. “® Todas las reacciones
y lavados se realizaron en un reactor con agitacidbn mecanica fabricado por la

firma Suiza Buchiglass y los disolventes o reactivos se eliminaron por filtracion
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al vacio. La desproteccién de las cadenas laterales de los aminoé&cidos y la
separacion del péptido de la resina se realizaron por tratamiento con una
disolucién de TFA: H,O: TIS (95:2,5:2,5, v/v) durante dos horas a 25°C. El
péptido se precipitd en éter a -70°C, se redisolvid en una disolucion de ACN:
H,O (4:6, v/v) y se secd en una liofilizadora (LABCONCO, EUA) durante 72 h.
Para determinar el correcto ensamblaje de la secuencia de aminoacidos del
péptido se determind la identidad por espectrometria de masas ¥ la que debe
ser de 2986 + 0,5 Da y la pureza del péptido crudo por RP-HPLC = 50 %. *°
Caracterizacion del péptido CIGB 814

Para la pureza se utilizo la técnica de cromatografia de fase reversa en alta
resolucién modelo LC 20 AD (RP-HPLC, Corporacién Shimadzu, Kioto, Japon).
Columna cromatografica C-18, Vydac 5 um, 300 A°, 150 mm x 4,6 mm. Fase
movil: Solucion A: TFA 0,1 % en agua, solucion B: TFA 0,05 % en ACN.
Gradiente de 5 %-35 % de B en 35 minutos. Flujo volumétrico 1 ml/min. A= 226
nm. Los cromatogramas fueron adquiridos y analizados utilizando el software
LabSolutions. Para confirmar la masa molecular se utilizd un espectrometro de
masas con fuente de ionizacién de electroespray y detector de tiempo de vuelo
(ESI-QTOF) (Micromass, E.U.A). Los espectros fueron adquiridos vy
procesados utilizando el software MassLynx 3.5.

Evaluaciéon de los pardmetros de operacion
Para el escalado productivo se evaluaron la masa de resina de partida y la
velocidad de agitacion, a 25 °C. En el caso de la masa de resina se evaluo el
intervalo entre 50 g y 200 g. Para seleccionar la velocidad de agitacién se
realiz6 un experimento de homogenizacion con valores de 100, 80 y 60 min™,
los valores se fueron disminuyendo con el objetivo de reducir el consumo
energético en la operacion.
Para el experimento se utilizé6 una disolucion de TFA: DCM (37,63, v/v), la
resina MBHA se tifie de color carmelita al ser resuspendida en ella por lo que
se observo como ocurria el proceso de homogenizacion a partir del cambio de
coloracién de esta al mezclarse completamente con la disolucion y determinar
asi el area de zona muerta en el reactor.
Para el estudio de la mejor condicion de operacion se realizé un disefio
factorial multinivel 22, con una réplica que permitié el estudio de la influencia

de las variables de operacién masa de resina a los niveles de 50 gy 200 g y
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velocidad de agitacion a 80 mint y 100 min sobre las variables respuesta
rendimiento de péptido crudo, rendimiento especifico de péptido crudo y la
pureza del péptido crudo. Para el disefio y evaluacion de los resultados
obtenidos se utilizé el software Statgraphics Centurion XV Version 15.2.05
(StatPoint Technologies, EUA).

Célculo de rendimientos en la sintesis

Para la cuantificacion del rendimiento del péptido crudo se emplearon las

ecuaciones 5, 6 y 7, expresiones empleadas en trabajos previos. ®

Crudo tebrico(g) = Masa de resina X Sustitucion de la resina

x Masa molecular del péptido (5)

Crudo obtenido (g)
Rendimiento de crudo % = — x 100 (6)
Crudo tedrico (g)

.. . Pureza (%)xCrudo obtenido (g)
04 = £
Rendimiento especifico de crudo (%) Crudo tedrizo (9) (7)

Resultados y discusion

Criterios para el escalado del proceso
Mediante la aplicacién de los criterios de escalado seleccionados, potencia por
unidad de volumen P/V y velocidad en la punta del impelente constante NDi,
se calcularon las velocidades de agitacion para cada uno de ellos asi como el

namero de Reynolds. Los datos obtenidos se presentan en la tabla 2.

Tabla 2 - Resultados de los criterios de escalado aplicando la regla del pulgar

Criterios Nz (min’) Re;
PV 120 7.55x10°
NDi 100 6,20x10°

Con los resultados mostrados en la tabla 2 se comprobd que el régimen

hidrodindmico del medio es turbulento ya que se obtuvo un valor de Re > 10°,
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valido para el reactor utilizado en el escalado, ™ por lo que la suposicion de
Np constante fue correcta.

Al analizar los valores de velocidad en la tabla 2 se observé que para el criterio
de P/V se obtiene un valor igual a 120 min™®, al realizar las pruebas de
mezclado en el reactor a esta velocidad ocurrié la apariciéon de vortices y
salpicaduras, lo que pudiera afectar la integridad de las perlas de la resina
MBHA debido a que pueden deformarse, esto no favorece la reaccion de
sintesis quimica pues atenta contra el ensamblaje de la secuencia de
aminoacidos y pudiera generar obstrucciéon en la placa filtrante del reactor. Al
probar la velocidad de 100 min™, obtenido con el criterio de NDi, se observé un
buen mezclado garantizando la suspension de las particulas en todo el
volumen de mezcla, por tanto, se tomo este valor de velocidad de agitacion
como punto de partida para estudiar las condiciones de operacion en la etapa
de sintesis quimica para el reactor de 5 L de volumen especifico de la planta de

produccién.

Seleccion de las condiciones de operacion para el estudio del
escalado productivo en la operacién de SPFS

Dada la necesidad del escalado productivo se evalué el incremento de la masa
de resina en el intervalo de 50 g a 200 g y se estudié su impacto sobre el
rendimiento del péptido crudo (RPC), el rendimiento especifico del péptido
crudo (REPC) y la pureza al final de la operacion de la sintesis quimica.

Para la variable de operacion, velocidad de agitacién, considerando que el
medio con que se trabaja es una suspension es importante cuidar la integridad
de las perlas, garantizar una buena suspension en todo el volumen del reactor
y favorecer asf la reaccién de acoplamiento de los aminoacidos. *” Se realizé
el experimento de homogenizacion de la resina a las velocidades de 100, 80 y
60 min*! a temperatura ambiente y se determin6 desechar la velocidad de 60
min debido a la presencia de zonas muertas, al no lograrse una suspension
uniforme de las perlas de resina en el volumen del reactor. Por consiguiente,
las velocidades de agitacion seleccionadas para la realizacion de los
experimentos de escalado fueron 100 y 80 min™, con estas se garantiz6 una
buena suspensién de los soélidos en todo el volumen del reactor sin peligro de

ruptura de las particulas de resina.
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Analisis de la influencia de la masa de resina de partida y la
velocidad de agitacidén sobre el rendimiento, rendimiento especifico
y la pureza del péptido crudo

En la tabla 3 se muestra el disefio experimental y los resultados obtenidos del

estudio de la influencia de la masa de resina de partida y la velocidad de

agitacion sobre el RPC, el REPC y la pureza del péptido crudo.

Tabla 3-Resultados de la aplicacion del disefio experimental propuesto, en
términos de RPC, REPC y Pureza, variando condiciones de Masa de resina

y Velocidad de agitacion.

Bloque Masa de resina Velocidad de agitacion (RPC) (REPC) Pureza
Nivel g Nivel min™! % % %
1 -1,0 50 1,0 100 84,78 68,34 80,61
1 1,0 200 -1,0 80 86,73 74,32 85,67
1 -1,0 50 -1.0 80 63,32 53,02 81,18
1 1,0 200 1,0 100 79,45 66,09 83,19
2 -1,0 50 1,0 100 69,74 55,00 78,89
2 1.0 200 -1.0 80 80,21 63,85 79,61
2 -1,0 50 -1.0 80 7779 63,09 81,11
2 1,0 200 1,0 100 79,63 66,00 82,88

En las figuras 1 y 2 se muestran los diagramas de Pareto (A) y el grafico de
efectos principales (B) para las variables respuesta RPC y REPC. Del analisis
de estos graficos se puede concluir que el incremento de la masa inicial de
resina y la velocidad de agitacién, en la operacion de sintesis, tienen un efecto
positivo no significativo sobre ambas variables respuesta.

A B

Diagrama de Pareto estandarizaco para RPC
Grafico ce efectos principales para RPC

A: Masa ce resina

3
1

A s ]
AB = E
& - -

! i nE -

- p

- -
- 4
e s -
B: Veelocidac de agitacion - 4
- 4
b 4

i i i i i "“

' 1 ] ) ' 1 18 1 14

- S
Efecto estandarizado Masa e resina Velocidad de agitacion

Fig. 1- Diagrama de Pareto (A) y Grafico de efectos principales (B) para la
influencia de las variables masa de resina y velocidad de agitacion sobre la

variable respuesta rendimiento de péptido crudo
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A Diagrama de Pareto estandarizado para REPC B
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Gréfico de efectos principales para REPC
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Masa de resina Velocidad de agitacion

Fig.2- Diagrama de Pareto (A) y Grafico de efectos principales (B) para la
influencia de las variables masa de resina y velocidad de agitacion sobre la

variable respuesta rendimiento especifico de péptido crudo

En el caso de la influencia de la velocidad de agitacion a 80 y 100 min™.

Ramirez y colaboradores ®

plantean que un aumento de la velocidad de
agitacion favorece la transferencia de masa por incremento de los coeficientes
de transferencia de masa. Sin embargo, en este analisis al no resultar
significativa la velocidad de agitacion, y a los efectos de la variable respuesta
analizada, se puede seleccionar 80 min* como condicion de operacién. La
resina MBHA es una particula esférica que puede sufrir deformacion en el
proceso de sintesis lo que puede perturbar el ensamblaje de la secuencia de
aminoéacidos, afectando los tiempos de acoplamiento y los recobrados en
la operacion.

En la figura 3 se muestra el diagrama de Pareto (A) y el grafico de efectos
principales (B) para la variable pureza del péptido crudo, estos indican la
influencia de las variables masa de resina de partida y velocidad de agitacion;
de ellos se puede concluir que ambas no tienen influencia significativa sobre la
variable respuesta. Lo anterior se corrobora cuando se analizan los datos
obtenidos de la tabla 3, los valores no difieren significativamente por lo que,

para esta variable, se puede trabajar en cualquier condicién de las estudiadas.
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A
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Diagrama de Pareto estandarizado para la Pureza
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Fig.3- Diagrama de Pareto (A) y Grafico de efectos principales (B) para la
influencia de las variables masa de resina y velocidad de agitacién sobre la

variable respuesta pureza del crudo

Una vez presentados estos resultados es necesario sefialar que Castellanos y
colaboradores ® obtienen un incremento de la masa del péptido crudo CIGB
814 cuando aumentan la masa de resina en la operacion de sintesis, lo que es
de esperar si se tiene en cuenta que la masa de resina de partida es mayor.
En este trabajo se evalluan los criterios de escalado P/V y NDi, se conoce el
régimen de mezclado, se calculan las velocidades de agitacion para cada uno
de ellos, se eligen las condiciones de trabajo en el escalado industrial y se
estandariz6 el proceso en conformidad con las Buenas Practicas de
Fabricacion. Asimismo, se realizé un andlisis del efecto de las variables
velocidad de agitacion y masa de resina sobre el RPC, el REPC y la pureza
del material. Consideramos que conocer el REPC es importante ya que, al
estar relacionado con la pureza del material obtenido, nos da la calidad del
proceso de sintesis, lo que hace posible implementar un proceso posterior de
purificacion donde se obtengan altos recobrados del IFA.

Del andlisis de los resultados se puede concluir que es posible trabajar
partiendo de una masa de resina desde 50 g hasta 200 g. Ademas, se debe
apuntar que, trabajar a 80 min™® y no a 100 min™* pudiera traer un importante
ahorro energético en la operacién. Por tanto, con el objetivo de incrementar la
productividad se toma la condicién 200 g y 80 min™; con estas condiciones de

operacion se realizO una campafia productiva a escala industrial de
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52 procesos de sintesis en la que todos los lotes obtenidos fueron liberados
satisfactoriamente. En ellos, se obtuvieron valores de pureza del péptido
crudo de 79,5315,9 % (CV=2,31) y un 68,07+5,01 % (CV=5,41) de REPC,
estos valores demuestran que se cuenta con un proceso de SPFS
reproducible y robusto. Lo que favorece la entrega del IFA del péptido CIGB
814 para el cumplimiento de la demanda del producto Jusvinza® con fines
clinicos y comerciales.

Por otro lado, dada la geometria del reactor, cilindrico de fondo plano de
volumen especifico 5 L, se aumento la masa de aminoécidos a utilizar pero el
consumo de disolventes se pudo mantener constante ya que se requiere de
igual volumen para mantener una suspension homogénea en ambas masas
de resina lo que se traduce en un mayor aprovechamiento de estos. El
mantener la masa de disolvente constante hace que la relacion de
disolvente/masa de resina sea inferior, lo que tiene un efecto positivo en el

proceso tanto desde el punto de vista econémico como medioambiental.

Analisis de pureza del péptido crudo por RP-HPLC e identidad

por espectrometria de masas

En la figura 4 se presenta una comparacion de los perfiles cromatogréaficos de
RP-HPLC analitico y los espectros de masa (ESI-MS) del péptido CIGB 814
crudo obtenidos en ambas escalas de la operacion de sintesis (A: masa de
resina igual a 50 g y B: masa de resina igual a 200 g). Como aqui se observa,
y se ha comentado con anterioridad en este trabajo, la pureza del péptido crudo
supero el 80 % por RP-HPLC para ambas escalas de trabajo. Por otro lado, las
masas experimentales obtenidas por ESI-MS (mostradas en la esquina superior
derecha de ambos espectros) se corresponden con la masa molecular teérica de

esta molécula sintetizada (2986,6 +0,5 Da).
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Fig. 4-. Perfiles cromatogréaficos de RP-HPLC (UV A=226 nm) y espectros de
masa obtenidos para el péptido crudo del CIGB 814, a diferentes escalas de
sintesis. (A): Péptido crudo con pureza de 80,44 %, obtenido a partir de 50 g de
resina. (B): Péptido crudo con pureza de 82,83 %, obtenido a partir de 200 g

de resina

Se reporta que la pureza de los péptidos crudos se encuentra en un intervalo
de 50 % a 80 %, con una media del 65 %. ‘> Guzman y colaboradores, ©? a
través del empleo de la SPFS, sintetizan péptidos con naturaleza
aminoacidica similar al CIGB 814 y obtienen como promedio resultados de
pureza del péptido crudo igual a 64,4 %. Sin embargo, en este trabajo, en
cualquiera de las condiciones de reaccion estudiadas, se obtienen valores de
pureza de superiores al 80 %; como se muestran en la tabla 3, lo que

demuestra que se cuenta con un proceso de SPFS reproducible y robusto.
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Asimismo, representa un buen indicador de la correcta operacién durante la
sintesis quimica y el aprovechamiento de las materias primas. Todo esto
corrobora lo descrito por Ferrazano y colaboradores Y cuando plantean que,
el objetivo principal en la operacion de sintesis quimica es obtener péptidos
crudos con la mayor pureza posible para asi facilitar la operacion de
purificacion y disminuir la generacion de residuales quimicos; lo anterior se
logra en este trabajo con las condiciones de operacion estudiadas. Por otro
lado, para todos los experimentos realizados, se cumplié con la identidad por
espectrometria de masas, demostrandose el correcto ensamblaje de la
secuencia de aminoacidos durante la sintesis.

Una vez analizados los resultados anteriores, se establecié como condicion de
operacion, para realizar la sintesis quimica del péptido CIGB 814 a escala
industrial, 200 g de resina y una velocidad de agitacion en el reactor de 80
mint. Estas condiciones conllevan a un incremento en los rendimientos del
péptido crudo obtenido con valores aceptables de pureza para este material,

todo en el mismo intervalo de tiempo.

Conclusiones

Se escald y estandarizd el proceso de SPFS del péptido CIGB 814, se
estudiaron y establecieron nuevas condiciones de operacién en la SPFS para
esta molécula sintética, lo que permitid incrementar la cantidad de péptido
crudo hasta 4 veces y el rendimiento del péptido crudo en un 7,5 % sin
comprometer la pureza del material ni la identidad de la molécula. Con las
nuevas condiciones se mantuvo el consumo total de disolventes organicos en
el mismo intervalo de tiempo.

El escalado y la estandarizacién de la SPFS para la produccion del péptido
CIGB-814 bajo BPF a una escala de 200 g de resina MBHA, permite satisfacer
la demanda del producto farmacéutico Jusvinza® disefiado para tratar
pacientes con AR y COVID-19.
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