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Introducciéon. Los anticuerpos monoclonales y la
eritropoyetina (EPO) son licoproteinas de uso
terapéutico. La produccién de estos biofarmacos puede
dividirse en dos etapas. La primera incluye un cultivo
generalmente de células eucariotas superiores,
necesarias dadas las caracteristicas del producto
(glicosilado). En la segunda etapa se purifica la proteina,
teniendo como primer paso la remocioén de células ya que
el producto de interés se encuentra en el sobrenadante.
Esta operacion puede efectuarse por medio de
tecnologias tradicionales (microfiltracion y centrifugacion)
0 por alternativas como el uso de polielectrolitos para
mejorar la sedimentacién (floculaciéon). En éste trabajo
se estudio la interaccion entre glicoproteinas modelo y un
polielectrolito para identificar si el uso de este polimero
afecta la recuperacion primaria del producto.

Metodologia. Se realizaron ensayos de interaccion
proteina-polielectrolito usando concentraciones de
proteina tipicas obtenidas en cultivos (IgG 1 mg/mL; EPO
40 ug/mL). La proteina pura se resuspendié en buffer de
fosfatos 0.02 mM pH 6.8 y buffer de citratos 0.02 mM pH
5. Se utilizaron dos IgG, una proveniente de suero de
humano purificado (Sigma) y otra producida en células
CHO (Xolair®, Novartis). La eritropoyetina fue producida
en células CHO (Bioyetin®, PROBIOMED). ElI
polielectrolito utilizado fue polietilenimina (polimero
catiénico de 25 kDa, Sigma) a 100 ppm. La interaccion
proteina-polielectrolito fue determinada como el cambio
de didmetro hidrodindmico (DH) en la poblacién por
medio de dispersion dinamica de luz (1), medida en un
equipo ZetasizerNano (Malvern).

Resultados. El DH de la polietilenimina es de 5.9+2.2
nm. El DH tedrico de un IgG es de 11.3 nm (2), mientras
que los obtenidos en este trabajo fueron de 12.37+3.1 nm
(suero humano) y 11.67+1.1 nm (CHO). Al adicionar el
polielectrolito el DH fue de 10.39+2.9 nm y 9.86+£1.3 nm
respectivamente. Por medio de una prueba t, se
determind que no existen diferencias significativas
(a=0.05) y por lo tanto las moléculas no interaccionan
(Figura 1). ElI DH de la EPO fue de 6.46 nm+0.6 nm,
correspondiente a una proteina de 47 kDa. Al afadir la
PEI, el DH aumentdé 1.6 veces, indicando asi una
interaccion con la EPO. Se realiz6 un ensayo para
determinar la influencia de los acidos sidlicos en la
interaccion EPO — polietilenimina. Se removieron los
acidos sialicos de la EPO por un método quimico (4), esto
fue verificado por Western-Blot (5). EI DH de Ia

asialoeritropoyetina (aEPO) fue de 5.7+0.83 nm e
incrementd mas de 200 veces al adicionar PEI. En pH 5
la carga neta de la aEPO es positiva y por lo tanto no
interacciona con el polimero (Figura2).
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Fig. 1. Interaccién IgG-PEI
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Fig. 2. Interaccion EPO-PEI

Conclusiones. Es posible que el uso de polielectrolitos
en la recuperacion de IgG no afecte su concentracion
debido a que no se detecto la formacion de un complejo
proteina-polielectrolito. Sin embargo para la otra
glicoproteina modelo (EPO) es posible que esta sea
removida en conjunto con otros contaminantes. Lo
anterior se puede explicar ya que los IgG al pH empleado
tienen una naturaleza catiénica mientras que la EPO es
de naturaleza anidnica debido a la presencia de acidos
sialicos. El cambio de DH en la interaccion aEPO-PEI
puede deberse al pH de trabajo (6.8) ya que en
condiciones nativas la EPO tiene un pl de 4.8 y al
desialidarse su pl se eleva a 6.7, obteniéndose una
paridad de cargas expuestas y posiblemente
interaccionando mediante parches electrostaticos.
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