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CIGB -814, un péptido inmunomodulador de interés farmacéutico

Ever Pérez-Hernandez' ORCID: https //orcid.org/0000-0002-4571-5750
Lourdes Zumalacarregul de Cardenas’ ORCID: https://orcid.org/0000-0001-6921-737X

Hilda Elisa Garay-Perez ORCID: https://orcid.org/0000-0003-3101-255X
Osvaldo Reyes- Acosta ORCID: https://orcid.org/0000-0002-4999-2835
David Diago- -Abreu’ ORCID: https://orcid.org/0000-0002-0519-329X

Tatiana Alvarez- Mamn ORCID: https://orcid.org/0009-0000-2728-8567
Silvia Barcelona-Pérez' ORCID: https://orcid.org/0009-0005-6525-3687

Miladys Limonta-Fernandez' ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1664-5255

' Centro de Ingenieria Genética y Blotecnologla La Habana, Cuba.
? Universidad Tecnologica de La Habana José Antonio Echeverria, La Habana, Cuba.

Autor por correspondencia: ever.perez@cigb.edu.cu

El péptido inmunomodulador CIGB-814 constituye el ingrediente farmacéutico activo del producto Jusvinza®. Se disefi6
para tratar pacientes con artritis reumatoide, pero su aplicacion en pacientes con COVID-19 determind escalar el proceso de
purificacion por cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa. El objetivo principal de este trabajo fue estandarizar
el proceso de purificacion a escala de laboratorio del péptido inmunomodulador CIGB-814 para luego realizar su escalado
productivo utilizando el criterio de similitud geométrica. Se estudiaron pendientes de 0,33 y 0,5 % acetonitrilo/min en el
segmento de elucion del gradiente lineal. Con la pendiente de 0,33 % acetonitrilo/min, se obtuvieron valores de pureza
superiores al 99,5 %, y un rendimiento del 60 %, que representd 3 veces en comparacion con la pendiente de 0,5 %
acetonitrilo/min con similares valores de pureza. Con esta nueva condicion, se escald 20,66 veces el proceso de
purificacion manteniendo los niveles de pureza y recobrado. Finalmente, el procedimiento cromatografico estandarizado y
escalado permiti6 purificar hasta 1 kg del péptido CIGB-814 al afio y satisfacer asi la demanda del producto Jusvinza® para
el uso clinico y comercial.

Palabras clave: cromatografia liquida en fase reversa; péptido; inmunomodulacion.

Introduccion robustez y confiabilidad.*¥ En ella, se pueden disenar
gradientes isocraticos o lineales, si la molécula a
purificar contiene muchos componentes heterogéneos.
Sin embargo, es poco probable que se produzca una
separacion Optima en el modo isocratico de elucion.
Ademés, el tiempo del ciclo cromatografico puede ser
bastante largo para la elucion de todos los componentes.
En tales casos, la elucion se logra aplicando un
gradiente lineal basado en una mezcla binaria o ternaria
de disolventes seleccionados en funcion de la
selectividad hacia los componentes.”) El desarrollo de
un método de gradiente requiere establecer la mejor
pendiente, el intervalo de aplicacion y la forma. En
términos de optimizacion y operacion, son los
gradientes lineales los mas empleados en esta técnica
cromatogréfica.”’

El desarrollo de metodologias de sintesis quimica de
péptidos propicid obtener nuevos compuestos con
posibilidades de convertirse en agentes terapéuticos o
vacunas. Estas moléculas se utilizan en el tratamiento de
enfermedades como la diabetes, enfermedades
infecciosas y el cancer.”) Para la purificacion de los
péptidos se emplean técnicas cromatograficas como el
intercambio i6nico, afinidad, exclusion molecular y
cromatografia liquida de interaccion hidrofilica (HILIC).
Sin embargo, sigue siendo la cromatografia liquida de
alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC) la técnica de
eleccion utilizada, la cual se basa en la interaccion
hidrofobica entre las moléculas y la fase estacionaria,
siendo la que mejor combina eficiencia, versatilidad,

* Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, La Habana, Cuba.
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En el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia
(CIGB) se establecié la metodologia de sintesis en fase
solida para péptidos de hasta 50 residuos.® Entre estas
moléculas, destaca el CIGB-814, un péptido de 27
aminoacidos que constituye el ingrediente farmacéutico
activo (IFA) del medicamento Jusvinza®. Este
compuesto ha  demostrado  potente  actividad
inmunomoduladora, siendo un candidato clave para el
tratamiento de  enfermedades  autoinmunes ¢
inflamatorias. Su uso en el tratamiento de artritis
reumatoide (AR),”*” ha mostrado resultados positivos
en la reduccion de la inflamacion crénica y la regulacion
de la respuesta inmune mediante la modulacion de las
células T reguladoras (Tregs)."”

Ademas de la aplicacion en AR, el CIGB-814 ha
demostrado relevancia en la inmunoterapia de
enfermedades con un alto componente inflamatorio,
como la tormenta de citoquinas observada en pacientes
con COVID-19. Durante la pandemia, Jusvinza® se
utilizo para tratar la hiperinflamacién pulmonar,
contribuyendo a la reduccion de complicaciones
respiratorias graves y mejorando la evolucion clinica de
los pacientes afectados.""

La elevada eficacia del producto Jusvinza™ para el
tratamiento de pacientes enfermos de AR y COVID-19
incrementé notablemente el uso de este farmaco.”'" En
las etapas de investigacion y desarrollo, se necesitaban
cantidades de hasta 50 g de IFA por afio para los
estudios a nivel de laboratorio. Sin embargo, los
resultados positivos que se alcanzaron en los ensayos
preclinicos y clinicos, hicieron que se incrementara la
demanda hasta 1 kg del IFA por afio. La mayor demanda
de cantidades del farmaco Jusvinza® impulsé la
necesidad de realizar el escalado de la operacion de
purificacion por RP-HPLC partiendo del péptido crudo
CIGB-814.

Para el incremento de escala en la cromatografia liquida
preparativa se debe tener en cuenta que las condiciones
Optimas de separacion para la escala industrial se
transfieren a partir de una separacion desarrollada en
una columna a escala de laboratorio."? El desarrollo de
un método de separacion cromatografica utilizando un
gradiente lineal requiere estudiar la pendiente, intervalo
de aplicacion y forma para obtener valores de resolucion

que garanticen una mayor separacion y purificacion de
la fraccion de interés en el menor tiempo posible.”)
Mant y colaboradores plantean que los procesos de
mejoras de purificacién de péptidos generalmente se
realizan variando la pendiente en el gradiente entre 0,50
y 2,0 % de acetonitrilo (ACN)/min.""? Por otro lado,
Kremser estudio la optimizacion del proceso de
purificacion por fase reversa C-18 del péptido
Liraglutide utilizando pendientes del gradiente desde
0,50; 1,0 y 2,3 % ACN/min, obteniendo los mejores
resultados en cuanto a rendimiento con una pendiente
de 0,50 % ACN/min.”) Pérez realizd un estudio de
mejora del gradiente de purificacion para un péptido
sintético utilizando valores de pendiente igual a 0,33;
0,40 y 0,50 % ACN/min logrando optimizar el proceso
e incrementar el recobrado en un 30 % con la de 0,33 %
ACN/min.""?¥

Durante la sintesis de péptidos se generan impurezas
con tiempo de retencion similares al péptido de interés,
lo que dificulta la purificacién cromatografica. Estas
impurezas pueden ser péptidos truncados o alguna
modificacion en el péptido de interés, incidiendo
negativamente en la pureza del material y el
recobrado."" Para mejorar la resolucion en el proceso
cromatografico se modifican las pendientes del
gradiente lineal, las concentraciones del modificador
organico en la fase movil o se introducen nuevos, ya
que estos también juegan un rol importante en la
separacion y purificacion de péptidos.®*¢1¥

En este trabajo se establecieron las condiciones de
purificacion por RP-HPLC del péptido
inmunomodulador CIGB-814 a escala de laboratorio.
Para incrementar el volumen de produccion, se realizo
el escalado de la operacion siguiendo el principio de
similitud geométrica, cumpliendo las premisas de
mantener constante la velocidad lineal (cm’/h), la altura
del lecho cromatografico (mm) y su capacidad de carga
(mg péptido crudo/ mL de fase estacionaria);
incrementando solo el diametro de la columna (mm)."?

Materiales y Métodos

El péptido crudo, obtenido en el laboratorio de sintesis
del CIGB y con un 82 % de pureza, se disolvidé en una
solucion de metanol/agua a 10:90 v/v antes de realizar
los estudios de separacion cromatografica.'
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Solventes organicos y soluciones

El acido trifluoroacético (TFA), ACN y metanol
(MeOH), con calidad para cromatografia fueron
suministrados por Merck KGaA (Darmstadt, Alemania).
En la cromatografia de RP-HPLC se utilizaron las
soluciones siguientes: solucion A, TFA 0,1 % en
H,0; solucién B, TFA 0,05 % en ACN y metanol
(MeOH)/agua (H,0) (10:90, v/v).

Columnas y medios cromatograficos

Para realizar el estudio a escala de laboratorio de utilizd
una columna C-18 de 250 x 2,2 mm, 12 pm, 300 A°
(Vydac, Grace Davison, IL, EE. UU). En el escalado se
utilizé una columna de C18 de 250 x 10,0 mm, 10-15
um, 300 A° (Vydac, Grace Davison, IL, EE. UU).

Para el analisis del material purificado se utilizd6 una
columna C-18 de 150 x 4,6 mm, 5 pm, 300 A° (Vydac,
Grace Davison, IL, EE. UU).

Instrumentacion y equipamiento

A escala de laboratorio se utiliz6 un sistema
cromatografico Akta 100 de alta resolucion (HPLC) y
para adquirir y analizar los cromatogramas, el software
Unicornio Version  5.31 (Amershan Bioscences,
Uppsala, Suecia). Para el escalado se empleé un HPLC
industrial Novasep modelo HIPERSEP LAB II y el
software Ifix para adquirir y analizar los cromatogramas
(Novasep, Nancy, Francia). La caracterizacion analitica
del material purificado se realiz6 en un sistema
Shimadzu modelo LC 20 AD, los cromatogramas fueron
adquiridos y analizados utilizando el software
LabSolutions (Corporacion Shimadzu, Kioto, Japon).

Disefio de experimentos y evaluacion de los
parametros de operacion a escala de laboratorio

Para el disefio del experimento y la evaluacion de los
parametros de operacion a escala de laboratorio se
utilizo el software Statgraphics Centurion XV Version
15.2.05 (StatPoint Technologies, EUA). Se realiz6é un
disefio de un factor categdrico donde se estudid la
incidencia de la pendiente del gradiente lineal, con los

valores de 0, 50 % ACN/min y 0, 33 % ACN/min en
el segmento de elucion, sobre el recobrado y la pureza
del material obtenido. Todo en un solo bloque de
trabajo con un total de 10 corridas experimentales
completamente aleatorizados a temperatura ambiente.
Se empleo la capacidad de carga de la matriz C18 de
1,6 mg de péptido crudo/mL de matriz segin
Martorell.'®

Escalado productivo de la operacion de
purificacion del péptido crudo CIGB-814

El escalado de la operacion se realizé siguiendo el
principio de similitud geométrica, donde se mantuvo
constante el flujo lineal (F, cm’/h), la altura del lecho
cromatografico (h, mm), la capacidad de carga (mg
péptido crudo/mL. de fase estacionaria) y se
incrementd el didmetro de la columna (D, mm),
calculando el factor de escala (Fe).?

Para ello se utilizaron las ecuaciones (1 — 4), donde A:
area transversal, V: volumen y Fy: flujo volumétrico,
r: radio y Fe: factor de escala.

A=Z.D? ,

2 Ecuacion 1
V=4a-h Ecuacion 2
Fy =A-F, Ecuacion 3

r? (columnaproductiva)
Fe = —- -
r2 (columna laboratorio) Ecuacidon 4

En la Tabla 1 se presenta el proceso de escalado
realizado en la operacion de purificacion por RP-
HPLC del péptido sintético CIGB-814. Para los
calculos correspondientes se emplearon las ecuaciones
1-4.

El Fe alcanzado, segtn la ecuacion 4, es de 20,66.
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Tabla 1. Pardmetros cromatograficos calculados para el escalado de la etapa purificacién por RP-HPLC.

Parametro

Escala laboratorio

Escalado productivo

Dimensiones

Fase estacionaria

250 x 22 mm diametro interior

RP-C18, 300 A°, 12 pm

250 x 100 mm diametro interior

RP-C18, 300 A°,12 pm

Solucién A Agua-TFA 0,1 % Agua-TFA 0,1 %
Solucion B Acetonitrilo-TFA 0,05 % Acetonitrilo-TFA 0,05 %
Flujo volumétrico 25,33 mL/min 400 mL/min
Velocidad lineal 305,4 cm/h 305,4 cm/h
Carga aplicada 1,6 mg/mL 1,6 mg/mL

TFA: 4cido trifluoroacético. RP-C18: matriz en fase reversa de 18 atomos de carbono.

Resultados y Discusion

Estudio a escala de laboratorio de la purificacion
del péptido CIGB-814

Sobre la base de informes previos de purificacion de
péptidos por RP-HPLC),"" se estudiaron a escala de
laboratorio dos pendientes en el segmento de elucion
del gradiente lineal de purificacién 0,33 % ACN/min y
0,50 % ACN/min.

En la Figura 1 se muestra la comparacion de los perfiles
cromatograficos correspondientes al péptido CIGB-814

mAU | A

2000 1 10-40 % B (60 Min) |
1500
1000 4 |

500 4 [

00 20,0 40,0 60,0
A.

80,0 min

purificado con una pendiente en el gradiente lineal
igual a 0,50 % ACN/min (Fig. 1A) y 0,33 % ACN/min
(Fig. 1B). Para ambos casos, utilizando el software
Unicornio, se calculd la resolucion en el paso
cromatografico. Se obtuvo que para una pendiente de
0,50 % ACN/min su valor es 0,82, esto representa que
no se logréo la separacion del CIGB-814 de las
impurezas de origen peptidico que se generan durante
la sintesis, obteniendo un recobrado de solo 20 % en la
operacion. Sin embargo, para una pendiente de 0,33 %
ACN/min se obtuvo un valor de resolucion igual a 1,30,

mAU
2000 - ‘

| 20-40 % B (60 Min)
1500

1000

500

0.0 20,0 40,0 60,0 80,0 min

B.

Fig. 1. Perfiles cromatograficos de RP-HPLC (UV A= 226 nm (azul)) para el péptido purificado del CIGB-814 correspondientes al
estudio de mejora de pendiente del gradiente a escala de laboratorio. Condiciones experimentales: columna cromatografica C-18,
Vydac 12 um, 300 A®, 250 mm x 22 mm. Fase moévil: solucion A TFA 0,1 % en agua y solucion B TFA 0,05 % en ACN. Flujo
volumétrico 25,33 mL/min. A: gradiente lineal (verde) (10-40 % de B en 60 min) pendiente de elucion 0,5 % ACN/min. B: gradiente
lineal (verde) (20-40 % de B en 60 min) pendiente de elucion 0,33 % ACN/min.
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lograndose separar el CIGB-814 de las impurezas de origen
peptidico lo que incrementa el recobrado hasta 60 %. La
resolucion es la medida con que una columna
cromatografica es capaz de separar a dos solutos con
tiempos de retencion muy semejantes y se reporta que
para contar con un paso cromatografico eficiente, en la
préctica, su valor debe ser igual o mayor que 1.

Comparando ambos perfiles cromatograficos, se observo
un cambio en la forma al inicio del método en ambas
purificaciones. En la Figura 1A el porcentaje de la
solucion de ACN aumentd de 0 a 10 % en 5 min y
luego, en el segmento de elucion del péptido, la
concentraciéon del ACN en el gradiente lineal ascendi6
desde 10 % a 40 % en 60 min. En la Figura 1B, el
porcentaje de la solucion de ACN se incrementd de
forma vertical desde 0 % a 20 % y para la elucion del
péptido se realizo un gradiente lineal ascendente desde
20 % a 40 % de la solucion de ACN en 60 min. Este
cambio hizo que la pendiente del gradiente lineal
disminuyera y que el segmento de elucion del péptido
iniciara a un porcentaje mas alto en la concentracion de
ACN lo que permite un ahorro del 10 % del disolvente
organico, en el mismo intervalo de tiempo del ciclo
cromatografico. Toth y colaboradores®
gradientes de elucion multi-isocraticos y con pendientes
de gradiente negativo para separaciones de mezclas de
péptidos y proteinas, pero esto trac como consecuencia
que se alarguen los ciclos cromatograficos. Trabajar a
bajos porcentajes de ACN durante el proceso de
elucion/retencion  mejoraria la  selectividad, pero
disminuiria la sensibilidad del método debido al
ensanchamiento de la sefial de la molécula a purificar.””)

describen

Dentro de los parametros mas importantes en la
cromatografia estd la resolucion, esta magnitud
cromatografica tiene efecto sobre el recobrado, se puede
mejorar variando la pendiente del gradiente de elucion y
asi separar la molécula de interés de las impurezas.!”
Para la separacion de péptidos se han utilizado
pendientes desde 0,2 hasta 2,3 % ACN/min,*>'™ en este
trabajo se estudid el efecto de la pendiente solo en los
puntos de 0,5 a 0,33% ACN/min y no se trabajo a
pendientes menores porque se podria retrasar el tiempo
de retencion del péptido, desplazandolo hacia el final del
gradiente lineal junto a las impurezas de naturaleza

hidrofobica,*'? lo que incide de manera negativa en la
separacion y purificacion, asi como en la productividad
del proceso y sus costos. Por otro lado, se demostro el
efecto positivo que tiene la pendiente en el desarrollo de
la purificacion del péptido sintético CIGB-814, con los
valores estudiados para esta variable, se logrdo mejorar
la resolucion desde 0,82 con la pendiente de 0,50 %
ACN/min hasta 1,30 con la de 0,33 % ACN/min. Se
mantuvieron los niveles de pureza del material colectado
y se logrd incrementar en tres veces el recobrado en la
operacion. Todo lo anterior se obtuvo en el mismo
tiempo del ciclo cromatografico lo que incide
positivamente en la productividad del proceso.

En la Figura 2 se muestran los resultados del disefio de
experimento realizado para estudiar el proceso de
purificacion del péptido sintético CIGB-814. Se puede
observar que para los experimentos con pendiente de
0,50 % ACN/min el recobrado es del orden del 20 %
del material crudo que se purificd. Sin embargo, para
los experimentos donde se empled la pendiente igual a
0,33 % ACN/min el recobrado es del orden del 60 %,
lo que representa un incremento de tres veces en la
variable respuesta.

Para la pureza del material colectado en la operacion
de purificacion, al determinar las medias obtenidas en
ambas condiciones, se obtuvo que para la pendiente
0,33 % ACN/min el porcentaje medio de pureza es de
99,62+ 0,16% y para la pendiente de 0,50 % ACN/min
es de 98,87+£0,41 %. Al realizar la prueba estadistica ¢
student para las dos muestras, existen diferencias
significativas entre las medias de ambas condiciones de
gradiente, debido a que el valor p (0,0057) es menor
que los niveles a normalmente elegidos (0,05). Es
decir, existe evidencia de diferencia entre las medias de
la variable pureza de los gradientes, aunque es
destacable que ambos valores superan el 95 %
cumpliendo el atributo de calidad establecido para este
parametro.'®)

En la sintesis de péptidos se generan impurezas de
origen peptidico que dificultan la purificacion de la
molécula de interés ya que ambas pueden tener tiempos
de retencidbn muy cercanos, pero caracteristicas
hidrofobicas diferentes en dependencia de la secuencia
de aminoacidos.
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Fig. 2. Evaluacion de la incidencia de la pendiente en el segmento de elucion del gradiente lineal en la purificacion de péptido
sintético CIGB-814. Las barras representan el porcentaje de recobrado para cada corrida experimental, diferenciando por color
las pendientes de 0,50 % ACN/min (azul) y 0,33 % ACN/min (rojo). La linea verde indica el porcentaje de pureza alcanzado en
cada experimento (especificacion > 95 %).

Por esta razoén, la principal herramienta para lograr la
separacion en la cromatografia de RP-HPLC ha sido
disminuir las pendientes en el gradiente lineal, lo que
representa reducir el porcentaje de ACN/min que es
alimentado a la columna cromatografica e incidir sobre
las interacciones entre la matriz cromatografica y las
moléculas a separar.®'%!"

En la Figura 3 se muestra el resultado del analisis de
pureza obtenido por RP-HPLC para el péptido CIGB-
814 purificado empleando el proceso establecido a
escala de laboratorio con una pendiente de 0,33 %
ACN/min en el gradiente lineal. Se puede observar que
el valor de pureza supera el 99 % lo que demuestra la
reproducibilidad con los resultados obtenidos en el
disefio de experimento realizado que se presentaron en la
Figura 2. Este valor de pureza cumple con el atributo de
calidad establecido para esta variable."®

Escalado productivo de la purificacion del péptido
sintético CIGB-814

Se ha planteado con anterioridad que las mejores
condiciones de separacion para la escala industrial se
transfieren a partir de una separacion desarrollada en

una columna a escala de laboratorio. La posterior
transferencia de estos resultados a la produccion a gran
escala es posible con un alto grado de fiabilidad, ya
que los parametros del método cromatografico no seran

modificados.!

En la Figura 4 se presenta el perfil cromatografico
obtenido una vez realizado el escalado productivo. Si
se compara con el obtenido a escala de laboratorio,
presentado en la Figura 1B, se puede observar que los
perfiles son muy similares en las dos escalas, en ambos
cromatogramas se alcanz6 un valor de resolucion de
1,30 lo que significa que se logré separar el CIGB-814
de sus impurezas asociadas, demostrando una correcta
implementacion del proceso a escala productiva.
Kamysz y colaboradores plantean que un método
correctamente optimizado y mejorado combinara
confiabilidad, robustez, eficiencia y poder resolutivo en
el escalado."” La metodologia de purificacion
desarrollada puede optimizarse en funcion de las
necesidades especificas del proceso. Un enfoque
potencial para mejorar la eficiencia en la separacion
cromatografica seria la incorporacion de un espaciador
escindible por reduccion durante la sintesis del péptido,
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Fig. 3. Perfil cromatografico analitico de RP-HPLC UV (A=226 nm) obtenido para el péptido CIGB-814 a escala de
laboratorio. Condiciones experimentales: Cclumna cromatografica C-18, Vydac 5 um, 300 A°, 150 mm x 4,6 mm. Fase
movil: soluciéon A TFA 0,1 % en agua y solucién B TFA 0,05 % en ACN. Gradiente de 5 % - 35 % de solucién B en

35 min. Flujo volumétrico 1 mL/min.
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Fig. 4. Perfil cromatografico de RP-HPLC (UV A=226 nm) para péptido purificado del CIGB-814, obtenido en el escalado productivo.
Condiciones experimentales: columna cromatografica C-18, Vydac 12 um, 300 A°, 250 mm x 100 mm. Fase mévil: solucion A TFA
0,1 % en agua y solucion B TFA 0,05 % en ACN. Pendiente de elucién 0,33 % ACN/min y flujo volumétrico de 400 mL/min.
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evitando reacciones secundarias no deseadas y
facilitando la purificacion. No obstante, seria necesario
evaluar el impacto de esta modificacion en los costos del
escalado productivo, dado que hasta el momento solo ha
sido descrita a escala de laboratorio.”” Si bien la
cromatografia de inmunoafinidad ofrece una mayor
selectividad, su alto costo la hace poco viable para
procesos industriales, restringiendo su uso a aplicaciones
analiticas o preparativas a pequefia escala.*)
Alternativamente, Andersson y  colaboradores“?
reportaron el uso de cromatografia de intercambio
ionico en combinacion con RP-HPLC para la
purificacién de péptidos a gran escala, logrando una
pureza superior al 99,5 %. Sin embargo, la
combinacion de estos métodos conlleva un incremento
significativo en los costos productivos en comparacion
con el procedimiento descrito en este estudio, que
permite alcanzar niveles de pureza equivalentes
utilizando un solo paso de purificacion.

El rol de los aditivos o modificadores organicos en la
fase movil para mejorar las separaciones de los
péptidos sin necesidad de variar las formas de los
gradientes lineales ha sido descrito.”” Por otro lado,
Lin vy @3) nuevos
compuestos y mejoraron el proceso de purificacion,
proceder que puede ser empleado en la cromatografia,
pero depende de las caracteristicas estructurales del
péptido en cuestion. En nuestro trabajo no se

colaboradores introdujeron

introdujo aditivo alguno para lograr mejorar la
purificacion del CIGB-814, se trabajo con el TFA,
que es el modificador organico de referencia a utilizar
en la separacion y purificacion de péptidos por RP-
HPLC.

Al Musaimi y colaboradores'® describieron varios tipos
de cromatografias posibles a utilizar en la separacion y
purificacion de péptidos, la afinidad, exclusion
molecular, HILIC y cromatografia de fluido sub/
supercritico. Sin embargo, deberian analizarse los
costos de produccion si se introdujeran a escala
industrial. En este sentido, la cromatografia RP-HPLC
demuestra ser una técnica altamente eficiente en
términos de capacidad de separacion y viabilidad
econdomica. Los resultados obtenidos en este trabajo
proporcionan un marco solido para maximizar el
potencial de esta estrategia y facilitar su aplicacion en

la purificacion de otros péptidos sintéticos, dada la
versatilidad y eficiencia del método cromatografico
desarrollado.

En la Figura 5 se muestra el resultado del andlisis de
pureza obtenido por RP-HPLC para el péptido CIGB-
814 purificado a escala productiva con una pendiente de
0,33 % ACN/min en el gradiente lineal. Se puede
observar que el valor de pureza supera el 99 %, lo que
demuestra la reproducibilidad con los resultados
obtenidos a escala de laboratorio. Este valor de pureza
cumple con el atributo de calidad establecido para esta
variable."”

Evaluacién del recobrado del péptido sintético
CIGB-814 purificado

Con el proceso de purificacion a escala productiva
establecido, se realizd una campana productiva donde
se fabricaron 52 lotes del péptido inmunomodulador
CIGB-814 como IFA, con una media de 18 g, esto
permitié producir las cantidades demandadas. En ellos
se obtuvo un recobrado del 60,00 £ 2,88 % y un
coeficiente de variacion (CV) de 4,88; para la pureza el
recobrado fue 99,81 + 0,01 % y el CV = 0,06, valores
similares a los obtenidos a escala de laboratorio.

En este estudio se logro establecer una metodologia de
purificacion del péptido CIGB-814 mediante RP-HPLC,
se incrementd en tres veces el recobrado del producto
sin comprometer la pureza final. El cambio de pendiente
en el segmento de elucion del gradiente a 0,33 %
ACN/min permitié mejorar la resolucion de separacion,
asegurando una mayor eficiencia del proceso. Ademas,
el escalado productivo de la operacion validé la
reproducibilidad y robustez de la metodologia,
alcanzando niveles de pureza superiores al 99 % y
garantiz6 la produccion eficiente del péptido a gran
escala. Estos resultados evidencian la viabilidad del
proceso para su aplicacion en la fabricacion industrial de
péptidos terapéuticos, optimizando recursos y costos sin
comprometer la calidad del producto final.

La versatilidad y robustez del método desarrollado abren
la posibilidad de extrapolar esta estrategia de
purificacidon a otros péptidos sintéticos o vacunas con
aplicaciones terapéuticas, ampliando su potencial
impacto en el campo de la biotecnologia.
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Sample Name 84F AQ2D1
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mv
700 °
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Fig. 5. Perfil cromatografico analitico de RP-HPLC UV (A=226 nm) obtenido para el péptido CIGB-814 a escala
productiva. Condiciones experimentales: columna cromatografica C-18, Vydac 5 pm, 300 A°, 150 mm x 4,6 mm. Fase
movil: soluciéon A TFA 0,1 % en agua y solucién B TFA 0,05 % en ACN. Gradiente de 5 % - 35 % de solucién B en
35 min. Flujo volumétrico 1 mL/min.

Conclusiones

La RP-HPLC es un método robusto, reproducible y
eficiente para la purificacion del péptido sintético
CIGB-814. Con su estandarizacion a escala de
laboratorio, especialmente con una pendiente de 0,33 %
ACN/min en el gradiente lineal de -elucion, se
increment6 significativamente el recobrado del péptido,
alcanzando valores cercanos al 60 % en comparacion
con el 20 % obtenido con pendientes mas pronunciadas.
No se comprometid la pureza del producto, se mantuvo
consistentemente por encima del 99,5 %, cumpliendo
los estandares requeridos para su uso preclinico y
clinico. El escalado exitoso de la purificacion del
péptido CIGB-814 permitié satisfacer la creciente
demanda clinica del medicamento Jusvinza®, utilizado
en el tratamiento de la AR y como modulador de la
hiperinflamacion en pacientes con COVID-19.
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Purification and scale-up by reversed-phase high performance liquid chromatography of
CIGB-814, an immunomodulatory peptide of pharmaceutical interest

Abstract

The immunomodulatory peptide CIGB-814, the active pharmaceutical ingredient of Jusvinza

® was developed for the

treatment of rheumatoid arthritis, but its application in COVID-19 patients required scaling up the RP-HPLC
chromatographic purification process. The main objective of this work was to standardize the immunomodulatory peptide
CIGB-814 in a lab scale purification process to perform scale-up production using the geometric similarity criterion.
Slopes of 0.33 and 0.5 % acetonitrile/min were studied in the elution segment of the linear gradient. As a result, with a
slope at 0.33% acetonitrile/min, purity values were greater than 99.5 % and a yield was obtained at 60 %, which
represented three times more compared with the obtained using acetonitrile/min at 0.5 % with similar purity values. This
new condition enhanced the purification process scaled up 20.66 times while maintaining the levels of purity and
recovery. Finally, the standardized and scaled chromatographic procedure allowed the purification up to 1 kg of the
CIGB-814 peptide per year, thus satisfying the demand of Jusvinza® for clinical and commercial usage.

Keywords: reversed-phase liquid chromatography; peptide; immunomodulation.
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