A) Congreso Nacional

de Biotecnologia y Bioingenieria

VIl Simposio Internacional de
Producciéon de Alcoholes y Levaduras

VALIDACION DE LA PRODUCCION DE NECROTOXINAS RECOMBINANTES DE Loxosceles
spp PARA LA OBTENCION DEL FABOTERAPICO ANTILOXOSCELICO Reclusmyn®.

Raul Soria O.1?, Hilda Vazquez'?

, Angélica Meneses-Acosta®, Alejandro Alagén?, Jorge F. Paniagua®.

Laboratorios Silanes®. Instituto de Biotecnologia-UNAM?. Facultad de Farmacia-UAEM?®. Amores 1304 Col. Del
Valle, CP 03100 México D.F. Tel: (52) 55 5488 3700. jpaniagu@silanes.com.mx.

Bioproceso, Loxosceles, necrotoxinas recombinantes.

Introduccién. La enfermedad ocasionada por picaduras
de arafias del género Loxosceles se conoce como
Loxoscelismo. Este puede presentarse bajo dos formas
clinicas: Loxoscelismo cutaneo y la mas grave, el
Loxoscelismo cuténeo-visceral o sistémico. En el veneno
se han identificado componentes téxicos con actividad
enzimatica de esfingomielinasa D (SMD) Ademas, se
han descrito diversos tratamientos para combatir el
loxocelismo entre los que se incluye el uso de antisueros
equinos(z) La produccion de antisueros heterélogos
presenta limitaciones debido a la dificultad para obtener
el veneno necesario de las arafias ademas de que se

requiere una infraestructura adecuada para el
almacenamiento, manejo y reproduccion de
especimenes. Por tanto, Laboratorios Silanes en

colaboracién con el Instituto de Biotecnologia de la
UNAM, han generado y caracterizado cuatro isétopos de
toxinas recombinantes de tres especies de arafas
Loxosceles, las cuales han demostrado presentar
amplias ventajas frente a las toxinas naturales®. Sin
embargo, la utilizacién de proteinas recombinantes para
uso humano o como insumo para la produccién de otros
biolégicos debe cumplir con los lineamientos establecidos
por las diferentes agencias regulatorias nacionales e
internacionales para asegurar la identidad, potencia,
calidad y pureza del producto a través de un proceso
controlado y consistente. Por ello, en este trabajo se
presenta la validacién de la produccién de necrotoxinas
recombinantes de Loxosceles boneti, Loxoceles laeta y
Loxoceles reclusa para la obtencion del fabotérapico
antiloxoscélico Reclusmyn basada en la regulacién
sanitaria vigente a nivel nacional e internacional.
Metodologia. La validacién consisti6 en generar la
evidencia documentada de cada una de las etapas del
bioproceso para asegurar su reproducibilidad y la calidad
de las necrotoxinas recombinantes. Dicha documentacion
incluyé procedimientos de operacion, directivas de
manufactura, especificaciones de materia prima,
producto en proceso y producto terminado asi como los
estudios de estabilidad.
Resultados y discusién. Se logré la validacion del
bioproceso de produccion de necrotoxinas recombinantes
de Loxoceles ssp en diferentes etapas en las que
destacan la validaciébn de los bancos celulares, la
expansion y produccion de las necrotoxinas y finalmente
la purificacion de las necrotoxinas recombinantes.

1.Validacion del Banco Celular Maestro y del Banco
Celular de Trabajo.- Se evaluaron la identidad, pureza
y compatibilidad de los bancos celulares de los cuales
se demostré una estabilidad mayor a 24 meses para el
Banco celular maestro y mayor a 12 meses del Banco
Celular de Trabajo.

2.Produccién, expansion del organismo recombinante y
expresion de la toxina.- Se verificé la reproducibilidad y
consistencia del proceso de produccion de
necrotoxinas, mediante el desarrollo de controles de
proceso para asegurar la calidad de las necrotoxinas
de Loxoceles. Figura 1.
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Fig. No. 1. Evaluacién del proceso de expansion y expresion.

3.Cosecha y purificacion de necrotoxinas
recombinantes.- Se demostr6 que el proceso de
recobro y purificacién genera productos que cumplen
con los requerimientos de calidad preestablecidos,
ademas de operar dentro de un proceso controlado.
Conclusiones. El proceso de validacién demostré que el
proceso de produccion genera necrotoxinas
recombinantes que cumplen con los requerimientos de
calidad preestablecidos, ademas de que el proceso de
producciéon opera bajo controles de proceso que
garantizan su  reproducibilidad 'y  consistencia.
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