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Las vacunas conjugadas han demostrado ser la plataforma mas efectiva y eficiente para prevenir las infecciones
provocadas por bacterias encapsuladas (Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influezae tipo b, entre otras) y, mas
recientemente, contra el coronavirus de tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo severo. Dentro de los métodos
utilizados para obtener las vacunas conjugadas se encuentran los basados en la reaccion de Michael, donde una de las
macromoléculas que participa en la reaccion se funcionaliza con grupos maleimidos, siendo esta metodologia la utilizada
para obtener los lotes experimentales y productivos de la vacuna SOBERANA™02, por lo que para el buen desempefio
tecnoldgico es necesario conocer el nivel de funcionalizacion de la proteina portadora con maleimido. El objetivo de este
trabajo fue desarrollar y estandarizar un procedimiento analitico para la cuantificaciéon de los grupos maleimidos que
funcionalizan las proteinas portadoras, basado en el método de Ellman por retroceso, para ser utilizado en los controles de
proceso de la vacuna SOBERANA®02. Se evaluaron los principales pardametros de desempefio recomendados por la
entidad regulatoria: linealidad en el intervalo de trabajo de 0,25 - 4 umol/L de grupos sulthidricos, especificidad,
precision y exactitud. Los procedimientos estadisticos basados en andlisis descriptivos e inferenciales utilizados
permitieron determinar que el procedimiento es especifico para grupos maleimidos, lineal (r* > 0,98; CVf < 5 %,
desviacion estandar relativa (Sbrel) < 2 %, e intercepto no significativo), exacto (porcentaje de recuperacion sin
diferencia significativas con el 100 %) y preciso en condiciones de repetibilidad y precision intermedia.

Palabras clave: proteinas portadoras; vacunas conjugadas; estandarizacion; espectrofotometria; reactivo de Ellman;
maleimidas.

Introduccion

Los casos de COVID-19 provocados por la infeccion del
coronavirus de tipo 2 causante del sindrome respiratorio
agudo severo (SARS-CoV-2, por sus siglas en inglés), se
incrementaron bruscamente desde que se identifico el
primer paciente reportado en Wuhan, China. Segun
datos oficiales, en los afios 2020 y 2021 se confirmaron
mas de 695 millones de casos de personas infectadas y

alrededor de 7 millones de muertes asociadas a la
enfermedad en todo el mundo.” De ellos, en Cuba hubo
mas de 1.115.000 casos de personas contagiadas y 8.530
muertes asociadas a la enfermedad, segiin datos del
Ministerio de Salud Ptblica (MINSAP).?

Para responder con
epidemiologico,

rapidez a este problema
se hizo necesario la obtencion de
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candidatos vacunales especificos contra el SARS-CoV-2.
La investigacion-desarrollo, se basé fundamentalmente en
el uso de plataformas tecnoldgicas disponibles por los
fabricantes de vacunas para otros virus y bacterias.”’ En el
Instituto Finlay de Vacunas (IFV) se obtuvo la vacuna de
subunidades SOBERANA®02, que se basa en la
conjugacion del sitio de union al receptor (RBD, por sus
siglas en inglés) de la proteina S del virus SARS-CoV-2
con la anatoxina tetanica (TT). Para esto, se utiliza el
grupo sulfihidrilo libre (-SH) de la cisteina 539 en la
construccion del RBD empleado como antigeno,
mientras que la TT se funcionaliza con grupos
maleimidos.””) Como parte de su desarrollo tecnologico
y como control de proceso, es necesario conocer el nivel
de activacion de la TT funcionalizada, por lo que es
necesario implementar un procedimiento capaz de
cuantificar este grupo funcional.

El uso de la quimica del grupo maleimido se ha
extendido®*”® debido a la versatilidad, la rapidez y
pureza de sus reacciones, siendo necesario desarrollar
procedimientos analiticos capaces de cuantificarlo y con
ello determinar la activacion de las macromoléculas. En
nuestro conocimiento no existe un
caracteristicas tales que permita un
colorimétrico directo a partir de la reaccion con este
grupo; de ahi que la estrategia ha sido hacer reaccionar de
manera cuantitativa los maleimidos, con un exceso de un
grupo complementario que si se pueda cuantificar.*'”
Los grupos maleimidos activantes de la macromolécula se
hacen reaccionar con moléculas que presentan grupos -SH
libres en su estructura, entre los mas utilizados estan los
presentes en la cisteina y el mercaptoetanol, mediante una
reaccion de adicion de Michael. Los grupos -SH
remanentes de la reaccidn se cuantifican por un
procedimiento basado en el método de Ellman;®'? los
reactivos mas utilizados en estos procedimientos son el
reactivo de  Ellman  (acido  5,5-ditio-bis-(2-
nitrobenzoico)® y el 4,4 ditio-piridina (DTDP).!"

reactivo con
desarrollo

Los procedimientos analiticos utilizados en la
investigacion-desarrollo-produccion de un producto,
para la seguridad de los resultados que aportan, se deben
estandarizar y validar.'? Las normas de Buenas
Practicas de  Fabricacion, 1la Convencién de
Farmacopeas y la Conferencia Internacional de
Armonizacion plantean que la estandarizacion y validacion

deben aplicarse tanto a los procesos de fabricacion como a
los métodos de andlisis y control."*'¥ Como objetivo del
trabajo se propuso implementar y estandarizar un
procedimiento analitico capaz de determinar de forma
precisa y exacta los grupos maleimidos activantes en la
TT para su uso como proteina portadora.

Materiales y Métodos
Muestras y disoluciones empleadas

Las proteinas TT y anatoxina diftérica (TD) nativas
disueltas en agua destilada y modificadas con grupos
maleimidos fueron suministradas por el Grupo de
Glicoconjugacion de la Direccion de Investigaciones
del IFV, La Habana, Cuba. El polirribosil-ribitol fosfato
procesado (PRP Procesado) fue proporcionado por el
Grupo de Produccion de Sintesis de la Direccion de
Produccion del IFV. La albumina sérica bovina (BSA,
por sus siglas en inglés), fraccion V, 98 % de pureza y
el N-etilmaleimido para sintesis, fueron suministrados
por Merck (Alemania) al igual que el resto de los
reactivos utilizados en el procedimiento.

La disolucidon estandar de glutation reducido (4 pmol/L)
se prepar6 disolviendo el glutation reducido
(C1oH17N3068S, 307,32 g/mol, 98 %) en agua destilada.

La disolucion de reactivo de Ellman, acido 5,5-ditio-bis-
(2-nitrobenzoico), 4 mg/mL se utilizd como reactivo
desarrollador de color; se prepar6 disolviendo el reactivo
de Ellman (CisHsN20sS2, 396,35 g/mol, 98 %) en agua
destilada y se conservo a una temperatura de 2-8 °C.

La disolucion tampon de fosfato 1N, pH 8,0, se utilizo
como disoluciéon tampén de pH y diluyente del
complejo coloreado; se preparé disolviendo el
hidrogenofosfato de di-sodio (Na,HPO,, 141,96 g/mol,
pa, 99 %) en agua destilada y se conservo a temperatura
ambiente.

Reaccion de las macromoléculas modificadas con
grupos maleimidos con la disolucion de glutation

Se trasvasaron, por triplicado, 25 pL de muestra de
macromolécula modificada a la dilucion deseada con
igual volumen de glutation 4 pumol/mL y se dejo
reposar por 30 min, a temperatura ambiente.


https://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://es.wikipedia.org/wiki/Hidrógeno
https://es.wikipedia.org/wiki/Nitrógeno
https://es.wikipedia.org/wiki/Oxígeno
https://es.wikipedia.org/wiki/Azufre
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Procedimiento basado en el método de Ellman®'*'¥

A un volumen de 50 pL de muestra previamente tratada
con disolucion de glutation 4 mmol/mL, al blanco,
patrones y al control positivo, trasvasados a tubos de
ensayo, se les anadio 50 pL de disolucion de reactivo
Ellman 4 mg/mLy se agitd ligeramente cada tubo en
agitador vortex (MS, IKA, Alemania). Posteriormente se
adiciond 2,5 mL de la disolucion de hidrogenofosfato de
di-sodio 1N, pH 8,0, se homogeniz6 en vortex durante
unos segundos y se mantuvo en reposo por 15 min a
temperatura ambiente. A las mezclas se le midio las
absorbancias a una longitud de onda de 412 nm en un
espectrofotometro Ultrospec 9000 PC (Biochrom, UK).

Para el procesamiento de los resultados, se empled una
hoja de célculo en Microsoft Excel, version 2016. Se
determino el valor de concentracion de cada punto de la
curva de calibracion a partir de las absorbancias y se
obtuvo un ajuste lineal a través de la ecuacion: y = mx +
b. La concentracion de las muestras se calculd a partir de
los valores de absorbancias mediante el método de
minimos cuadrados. Se promediaron los valores de las
concentraciones (mg/mL) obtenidas, cuyas absorbancias
estuvieran dentro del rango de la curva de calibracion y que
su coeficiente de variacion (CV) intraensayo fuera inferior
al 5 %.1¥ Se utilizo el programa STATGRAPHICS 5 plus
version 5.1, para realizar los calculos y procesamientos
estadisticos.

Parametros de estandarizacion

Se evaluaron la especificidad, linealidad, exactitud y
precision® del procedimiento de Ellman por retroceso
descrito previamente.

Especificidad

Se realizo la evaluacion de la especificidad'*'>
mediante el procedimiento Ellman por retroceso descrito
anteriormente, utilizando muestras de proteinas
portadoras TT y TD, asi como BSA, modificadas con
grupos maleimidos y disueltas en agua, un oligosacarido
de PRP modificado con este grupo funcional obtenido
por sintesis quimica, tampén HEPES 500 pmol/L con el
que se purifican las proteinas modificadas y N-etil
maleimido.

Linealidad

Para ello se utilizo la curva de calibracion en el intervalo
de 0,25 - 4 umol/mL de grupos -SH, evaluando cada una
de las concentraciones por cuadruplicado. Mediante los
programas  Microsoft Excel version 2016 'y
STATGRAPHICS 5 plus, se calculd la ecuacion de la
recta, su coeficiente de correlacion (1), el coeficiente de
variacion del factor respuesta (CVf), la desviacion
estandar relativa de la pendiente (Sb,y); también se
realiz6 la prueba de proporcionalidad para el intercepto,
evaludndose si existe diferencia estadisticamente
significativa entre el intercepto obtenido
experimentalmente y el valor cero.">'®

Exactitud

Se realiz6 mediante un experimento de afadido-
recobrado. A una muestra de TT-maleimido, se le
afiadieron cantidades de N-etil maleimido, se calculo el
recobrado y el porcentaje de recuperacion se compard
mediante una prueba ¢t de Student con el 100 % de
recuperacion para un nivel de confianza de 95 %,
utilizando el programa STATGRAPHICS 5 plus.">

Precision

Se evalu6 en condiciones de repetibilidad (estudio

intraensayo) 'y  precision intermedia  (estudio
interensayo).
Para el estudio de repetibilidad, se realizd Ia

determinacion de grupos maleimidos activantes en una
muestra de TT activada (por sextuplicado) en estudio
intraensayo, de
modificada con grupos maleimidos, por un mismo
analista, en las mismas condiciones de dia, laboratorio
y equipamiento.

muestras de anatoxina tetanica

Los resultados obtenidos se procesaron
estadisticamente con la utilizacion de las herramientas
de Microsoft Excel version 2016. Se calculo el CV
expresado en porcentaje (CV %) y se compard con el
valor del coeficiente aceptado para metodologias
basadas en métodos espectrofotométricos, que debe ser
inferior al 3 %.1>'7

Para el estudio de precision en condiciones de precision
intermedia, se cuantificaron muestras de anatoxina
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tetanica modificada con grupos maleimidos, por tres
analistas en 3 dias diferentes, en iguales condiciones de
laboratorio y equipamiento.">'® Para demostrar su
cumplimiento se evaludé que no existieran diferencias
estadisticamente significativas entre los resultados
obtenidos por los tres analistas durante los 3 dias
mediante una comparacion de muestras pareadas,
utilizando el procedimiento de minima diferencia
significativa de Fisher (LSD), para un 95 % de
confianza, auxiliandonos del Microsoft Excel 2016 y
STATGRAPHICS 5 plus version 5.1.

Resultados y Discusion

La estandarizacion y validacion de los métodos
analiticos desempefia un papel determinante, pues de
ellos depende la comprobacion confiable y reproducible
de los indices de calidad de los resultados obtenidos
para el desarrollo de los diferentes candidatos vacunales
que se investigan y desarrollan.*!%1%1920)

El método analitico establecido se clasific6 como
ensayo cuantitativo'>'® por tratarse de un ensayo
destinado a cuantificar el contenido de un grupo
funcional modificante de la molécula TT. El disefio de
la estandarizacion que se empleo se realizé teniendo en
cuenta la clasificacion reguladora por lo que se

evaluaron los parametros siguientes: especificidad,

linealidad, precision  (precision
interensayos) y exactitud.!”

intraensayo ¢

Se estudio la especificidad del método mediante la
evaluacion de muestras de proteinas que se utilizan
frecuentemente como portadoras en la obtencién de
conjugados (tanto nativas disueltas en agua destilada,
como modificadas con grupos maleimidos), moléculas
con este grupo funcional y disolucién tampdén donde
estan disueltas las proteinas modificadas. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1. Para las
muestras de  proteinas  funcionalizadas, = N.-
etilmaleimido y el PRP Procesado, que son las
moléculas utilizadas en el estudio que presentan grupos
maleimidos que reaccionan con los grupos sulthidrilos
(-SH) presentes en la molécula de glutation, los valores
de concentracion de grupos -SH fueron inferiores a la
muestra referencia de glutation; mientras que para las
muestras estudiadas que no presentan el grupo
maleimido en su estructura se observa que sus
concentraciones de grupos -SH si son similares a la
muestra de referencia de glutation, aproximadamente
de 4 mmol/mL, lo que demuestra que el procedimiento
estudiado es especifico para cuantificar grupos
maleimidos, no existiendo evidencias experimentales
de interferencias de las proteinas utilizadas como
portadoras, asi como el tampdn donde se disuelven las
proteinas activadas con este grupo funcional.

Tabla 1. Procesamiento analitico del estudio de especificidad.

C (umol/mL)

Muestras Al A2 A3 Am SD CV (%)
C1 C2 C3 Cm

Glutation 0,559 0,569 0,564 0,564 3906 3,979 3,943 3,943 0,036 0,92
TT- mal 240522 0,396 0,406 0,393 0,398 2,720 2,793 2,698 2,737 0,050 1,81
BSA - mal (C) 190522 0,248 0,262 0,252 0,254 1,644 1,745 1,673 1,687 0,052 3,11
BSA - mal (D) 190522 0,236 0,246 0,229 0,237 1,556 1,629 1,505 1,563 0,062 3,98
N-etil maleimido 0,156 0,158 0,166 0,160 0,974 0,989 1,047 1,003 0,038 3,84
PRP-Procesado 0,407 0,41 0,405 0,407 2,800 2,822 2,786 2,803 0,018 0,65
Tampon HEPES 500 mmol/L 0,515 0,51 0,519 0,515 3,586 3,550 3,615 3,584 0,033 0,92
TT en agua 0,562 0,564 0,565 0,564 3,928 3943 3950 3,940 0,011 0,28
TD en agua 0,573 0,566 0,564 0,568 4,008 3,957 3,943 3,969 0,034 0,87

TT: anatoxina tetanica TD: anatoxina diftérica. BSA: albumina sérica bovina. TT- mal: anatoxina tetanica activada con grupo maleimido. BSA
-mal: albumina sérica bovina activada con grupo maleimido. A 1,2...n: absorbancia de cada réplica. Am: absorbancia media. C 1...
n: concentracion de grupos sulfhidrilos. Cm: concentracion grupos sulfthidrilos media. SD: desviacion estandar. CV: coeficiente de variacion.

4
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Tabla 2. Comparacion de los resultados experimentales y los criterios de aceptacion para el estudio de la linealidad.

Parametros Teérico > Experimental
Ecuacion de la recta y=mx+a y=0,254x + 0,0062
T >0,99 0,9994
Cvf <5% 3,89
Sbrel <2% 0,73
Intercepto(a) 0 incluido en IC a [-0,0023; 0,0148]

r: coeficiente de correlacion. CVf: coeficiente de variacion del factor respuesta. Sbrel: desviacion estandar relativa de la pendiente.

IC a: intervalo de confianza del intercepto.

El estudio de la linealidad de la curva de calibracion en
el rango de trabajo resulto ser satisfactorio (Tabla 2). Se
observo que los resultados de los andlisis estadisticos
obtenidos en todos los casos cumplieron con el criterio
de aceptacion propuestos para cada prueba, pues la
ecuacion de la curva de calibracion obtenida fue: y =
0,254 x + 0,0062 con un coeficiente de correlacion (r)
igual a 0,9994, valor superior al establecido (0,99).“5’16)
El resto de los parametros estudiados también
cumplieron con los criterios de aceptacién;'>'® el CVf
(absorbancia/concentracion) no fue superior al 5 %,
obteniéndose un CV experimental de 3,86 %. La Sbrel
calculada tiene un valor de 0,73 %, muy inferior al 2 %,
lo que demuestra poca dispersion de los valores de la
pendiente. Al aplicar la prueba de proporcionalidad del
intercepto, el intervalo de confianza resulto ser [-0,0023;
0,0148]. Por tanto, se puede decir que el método
desarrollado es lineal en el rango de concentraciones
demostro el

estudiadas. Adicionalmente se

cumplimiento de la ley de Beer-Lambert.

Los del estudio de
procedimiento analitico se muestran en la Tabla 3. Se
compara los porcentajes de recobrado promedio
obtenidos en un experimento de anadido-recobrado, con
el 100 por ciento de recobrado para un nivel de
confianza del 95 %. Ademas, se reportan los resultados
del calculo de los porcentajes de recobrado de cada
adicion y el recobrado global de las tres adiciones. Los
porcentajes de recobrado calculados experimentalmente
se compararon mediante el estadigrafo ¢ de Student,
utilizando el programa estadistico STATGRAPHICS 5
Plus version 5.1.

resultados exactitud del

Los resultados del procesamiento estadistico para la
comparacion de la media de los porcentajes de recobros,
de las cantidades de N-etil maleimido (99,69 %)

obtenidos experimentalmente, con el 100 % de
recuperacion utilizando la prueba ¢ de Student, se
muestran en la Tabla 3. Los valores del estadigrafo p
obtenido experimental fue de 0,698908, valor superior a
0,05, valor del alfa (a), por lo que la probabilidad
estadistica de que se cumpla la hipotesis alternativa es
baja para un significado estadistico del 95 %; por lo que
se cumple la hipdtesis nula, por tanto no existe
diferencia estadisticamente significativa entre los
porcentajes de recobro calculados y el 100 %, por lo que
se puede plantear que en las condiciones que estudiamos
el procedimiento es exacto.

Los resultados de la evaluacion de la precision en
condiciones de (repetibilidad y precision intermedia)
cumplen los criterios de aceptacion establecidos;!'>!782)
los CV son inferiores al 3 % para la repetibilidad (Tabla
4) y la no diferencia estadisticamente significativa de los
resultados de concentracion de grupos maleimido
determinados por tres analistas durante 3 dias, para la
precision intermedia, utilizando el procedimiento de
minima diferencia significativa de Fisher (LSD) (Fig. 1),
corroboran este resultado.

Conclusiones

La estandarizacion del procedimiento analitico de
cuantificacion de grupos maleimidos, basado en el
método de Ellman por retroceso, demostrd que este
método puede utilizarse en el proceso de activacion de
la  proteina TT, de Ila vacuna conjugada
SOBERANA®02, al mantener un control analitico
adecuado y corroborar que es especifico, lineal en el
intervalo de concentraciones estudiadas, preciso en
condiciones de repetibilidad y precision intermedia y
exacto.
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Tabla 3. Estudio de la exactitud del procedimiento mediante un experimento de afiadido recobrado.

pmoles muestra a}:"n?:l);fl:)s pmoles” recobrados calculados % recobrado % recobro global

0,169 0,249 98,317
0,236 90,606
0,265 107,956
media 98.96

0,082 0,338 0,425 101,209 99,69

0,444 106,992
0,395 92,534
media 100.25

0,676 0,744 97,835
0,741 97,353
0,760 100,245
media 98.48

*umoles de grupos maleimidos.

Tabla 4. Estudio de precision en condiciones de repetibilidad.

Réplicas Ci(umol/mL) C,(nmol/mL) C;3(nmol/mL) Chedia (nmol/mL) SD CV (%)
1 2,006 2,170 2,186
2 2,104 2,137 2,137
3 2,104 2,153 2,137 2,125 0,059 2,78
4 2,100 2,198 2,214
5 2,165 2,149 2,133
6 2,100 2,051 2,002

C:y.n. concentracion de grupos maleimidos, C,: concentracion de grupos maleimidos media (umol/mL). SD: desviacion estandar.
CV: coeficiente de variacion.

18 F 3
1.7 -
1.6 - aE .
1.5 -
14 -

1.3 -
1.2 L —— — |

v

Media de las concentraciones

de grupos maleimidos

1.1 - -
Analista 1 Analista 2 Analista 3

Fig. 1. Resultado del estudio de precision intermedia comparando los resultados obtenidos por tres analistas en 3 dias
consecutivos, mediante el intervalo LSD de las medias de las concentraciones de grupos maleimidos, para un nivel de
confianza estadistica del 95%.
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Standardization of the Ellman method by retrogression for the quantification of maleimide
groups in functionalized tetanus toxoid, for use as a carrier protein

Abstract

Conjugate vaccines have proven to be the most effective and efficient platform for preventing infections
caused by encapsulated bacteria (Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae type b, among others)
and, more recently, against severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2. Among the methods used to
obtain conjugate vaccines are those based on the Michael reaction, where one of the macromolecules
participating in the reaction is functionalized with maleimide groups; this methodology has been used to
obtain the experimental and production batches of the SOBERANA®™02 vaccine. Therefore, for proper
technological performance, it is necessary to know the level of maleimide functionalization of the carrier
protein. The objective of the present work was to develop and standardize an analytical procedure for the
quantification of the maleimide groups that functionalize the carrier proteins, based on the Ellman method by
retrogression, to be used in process controls of the SOBERANA®02 vaccine. The main performance parameters
recommended by the regulatory entity were evaluated: linearity in the working range of 0.25 - 4 pmol/L of
sulthydric groups, specificity, precision and accuracy. The statistical procedures based on descriptive and
inferential analysis used allowed to determine that the procedure is specific for maleimide groups, linear (12 >
0.98; CVf < 5%, relative standard deviation (Sbrel) < 2%, and intercept not significant), exact (percentage
recovery with no significant difference with 100%) and precise under conditions of intermediate repeatability
and precision.

Keywords: carrier proteins; conjugate vaccines; standardization; spectrophotometry; Ellman reactive;
maleimides.
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