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Resumen

La PEGilacién es la conjugacién de una proteina y/o péptido con una o mds moléculas de poli(etilen
glicol). El poli(etilen glicol) es un polimero no téxico, no inmunogénico y estd aprobado por la FDA (Food
and Drug Administration, USA). En los tltimos afios, la PEGilacién ha sido utilizada para mejorar las
propiedades fisicoquimicas de proteinas y drogas terapéuticas, por lo que esta tecnologia ha impactado
fuertemente a la industria bio-farmacéutica. La PEGilacién permite prolongar el tiempo de residencia
en el cuerpo, mejorar la estabilidad, aumentar la solubilidad, disminuir la protedlisis y excreciéon renal.
Desde el surgimiento de esta tecnologia, diferentes proteinas han sido PEGiladas para el tratamiento de
enfermedades como: hepatitis C, leucemia, artritis reumatoide, etc. Este articulo de revisién presenta una
descripcién del desarrollo de la PEGilacién en los ultimos anos, asi como de los procedimientos usados
para la produccién de bio-conjugados. Ademds, se revisan las estrategias de purificacién utilizadas para la
recuperacién de proteinas PEGiladas, siendo este uno de los grandes retos en el proceso debido a que la
reaccién de PEGilacién puede generar bio-conjugados con diferentes grados de PEGilacién. Por ltimo, se
presentan las aplicaciones de dichos bio-conjugados y los retos futuros que se identifican para su aplicacién
genérica.
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Abstract

PEGylation is the covalent attachment of protein and /or peptide to poly(ethylene glycol). The poly(ethylene
glycol) is a polymer, non toxic, non immunogenic, and FDA (Food and Drug Administration, USA) ap-
proved. In the last years, PEGylation has been used to improve the physicochemical properties of some
proteins and therapeutic drugs; this technology has impacted heavily on the bio-pharmaceutical industry.
PEGylation prolongs the body-residence time and stability, decreases the proteolysis and renal excretion.
Since the emergence of this technology, some proteins have been PEGylated for the treatment of diseases
including hepatitis C, leukemia, rheumatoid arthritis, etc. This review presents a description of the PE-
Gylation development in the last years and the chemical procedures used to obtain some bio-conjugated
products. Strategies of purification used to obtain PEGylated proteins are reviewed; purification is one
of the major problems to establish suitable processes due to the fact that the reaction can generate bio-
conjugates with different degree of PEGylation. Finally the applications of PEGylated proteins and the
future challenges that are identified for generic application are presented.
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1. Introduccion

La revolucién biotecnolégica y mnanotecnoldgica
ha producido novedosos péptidos y proteinas que
estan siendo utilizados como nuevas drogas para
el trata-miento del cdncer y de diversas enfer-
medades (Harris y Chess, 2003; Parveen y Sa-
hoo, 2006). Algunas técnicas han sido desarrol-
ladas para mejorar las propiedades terapéuticas
de dichas macromoléculas, éstas incluyen la al-
teracién de la secuencia de aminoacidos para re-
ducir su degradacion o la fusiéon de péptidos con
inmunoglobulina o albiimina para incrementar la
vida media. Hasta ahora, la técnica mas exitosa
ha sido la conjugacién de péptidos y/o proteinas a
una o varias cadenas de poli(etilen glicol) (PEG),
llamada PEGilacién (Ryan y col., 2008).

El término PEGilacién ha sido utilizado des-
de 1977 después de que Abuchowsky y colabo-
radores describieran por primera vez un método
para adherir covalentemente una o varias molécu-
las de PEG a una proteina (Abuchowsky y col.,
1977). El PEG es un poliéter lineal o ramificado
con un grupo hidroxilo en cada extremo (Fig. 1),
este polimero es altamente soluble en agua asi co-
mo en varios solventes organicos y estd aprobado
por la FDA para su administracién en seres hu-
manos (Morar y col., 2006; Wattendorf y Merkle,
2008). Muchos de los beneficios de la PEGilacién
de proteinas estan ligados a las propiedades del
PEG. El PEG es inerte, no téxico y no inmunogé-
nico, ademas es facilmente desechado por el cuerpo
a través del rifién (pesos moleculares del polimero
menores a 20 kDa), o del higado (pesos molecu-
lares arriba de 20 kDa) (Morar y col., 2006).

La conjugacién de PEG con una proteina gen-
eralmente mejora sus propiedades debido a que au-
menta su vida media, causa una reduccién del re-
conocimiento de la proteina por el sistema inmune,
aumenta su resistencia al ataque proteolitico, au-
menta su solubilidad y estabilidad (Fig. 2). La
mayoria de estos fenémenos pueden ser explica-
dos debido a la expansién del radio hidrodindmi-
co del conjugado proteina-PEG como un resultado
de la capacidad del PEG de coordinar numerosas
moléculas de agua y de la alta flexibilidad de la
cadena polimérica (Gaberc-Porekar y col., 2008).

Existen varios métodos quimicos y enziméticos
para llevar a cabo la PEGilacién (Veronese y Pa-
sut, 2005). El primer paso en el proceso es la “ac-
tivacién”de la molécula de PEG, la modificacién
de PEG mis utilizada es el metoxi-PEG (mPEG)
(Fig. 1) (Hamidi y col., 2006). El PEG activa-
do puede ser ligado a un sitio especifico de las
proteinas, frecuentemente sobre un grupo amino,

a) H—(OCH ,CH,),—OH

b)  CH;—(OCH ,CH,),—OH

O

|
MPEG—O—C—CH,~NH O

MPEG —O—C — N—(CHyj)4 OH
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Fig. 1: Férmulas estructurales del poli(etilen)glicol
(PEG). a) PEG, b) metoxi-poli(etilen glicol) lin-
eal (mPEG) y ¢) mPEG ramificado (tomado de
Hamidi y col., 2006).

sulfidrilo u otro grupo nucleofilico. En muchos ca-
sos, el sitio preferido para la modificacién es el
grupo amino de la lisina o el grupo amino N-
terminal de la cadena polipeptidica (Veronese y
Pasut, 2005; Hamidi y col., 2006). Sin embargo,
la PEGilacién del grupo amino genera un alto
nimero de isémeros lo que dificulta en gran medi-
da el siguiente paso en el proceso de PEGilacion,
la purificacién de los conjugados (Veronese y Pa-
sut, 2005). Debido a los costos extremadamente
altos de los procesos de producciéon de proteinas
terapéuticas, uno de los retos en la ingenieria de la
reaccion de PEGilacion es generar reacciones sitio-
especificas lo maés eficientes posibles, que produz-
can un solo conjugado sin alterar las propiedades
fisicoquimicas de la proteina de interés.

La purificacion de proteinas PEGiladas en-
vuelve la remocion de todas las especies molec-
ulares que no sean parte del producto de interés,
que pueden incluir a la proteina no modificada y
a la proteina con diferentes grados de PEGilacién
(mono-, di-, tri-, etc.). Actualmente los procesos
de purificacién de proteinas PEGiladas estan dom-
inados por la cromatografia de exclusién molecular
e intercambio i6nico. Otros métodos también han
sido utilizados aunque con menor frecuencia, ejem-
plos de ellos son la cromatografia en fase reversa
y la cromatografia de interacciéon hidrofébica, ul-
trafiltracién, electroforesis, electroforesis capilar,
dialisis, sistemas de dos fases acuosas, etc. (Del-
gado y col., 1997; Fee y Van Alstine, 2006).

Desde el surgimiento de la PEGilacién, un gran
nimero de proteinas han sido PEGiladas en ellas
se incluyen: factores de crecimiento, adenosin des-
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Fig. 2: Ventajas de la PEGilacién. La figura rep-
resenta la conjugacién de una proteina con varias
moléculas de PEG (modificado de Veronese y Pa-
sut, 2005).

aminasa, asparaginasa, interferones, ribonucleasa
A, albimina de suero bovino, a-lactoalbtimina,
entre otras. Muchas de ellas estan siendo uti-
lizadas en el tratamiento de enfermedades como:
leucemia, artritis reumatoide, hepatitis C, acrome-
galia, etc. (Veronese y Pasut, 2005; Gaberc-
Porekar y col., 2008).

A pesar de que en los ultimos afnos los tra-
bajos en el desarrollo de los procesos de PEGi-
lacién se han intensificado notablemente, ain no
se han encontrado métodos eficientes que eleven
el rendimiento en la recuperacion de los produc-
tos bio-conjugados y disminuyan los altos costos
de produccién. La ingenieria quimica y bioquimica
juegan un papel fundamental en el diseno de reac-
ciones en donde se controle el sitio de PEGilacién
de manera que se evite la generacién de proteinas
multiPEGiladas. Otra area de oportunidad es la
ingenieria de bioseparaciones de proteinas PEGi-
ladas, puesto que atin no se han encontrado proce-
sos que puedan ser aplicados de manera genérica
en la etapa de purificacién.

El objetivo de este articulo es el de presen-
tar un panorama general del estado del arte en
cuanto a la reaccion de PEGilacion, las estrategias
de purificacién utilizadas para la recuperacién de
proteinas PEGiladas, las aplicaciones y los retos
futuros que se identifican en el desarrollo de di-
chos conjugados proteina-polimero.

2. Reaccion de PEGilacion:
produccion de proteinas
PEGiladas

Para llevar a cabo la reaccién de PEGilacién, se
deben tomar en cuenta varios factores que in-
cluyen el objetivo por el cual una proteina debe
de ser PEGilada. La estructura y el tamano del
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PEG son dos variables que limitan el proceso;
por ejemplo, PEGs ramificados incrementan el pe-
so molecular de la proteina mono-PEGilada, pero
también pueden limitar la disponibilidad estéri-
ca del sitio de PEGilacién. Ademas, otros factores
como el tiempo de reacciéon, pH, temperatura, con-
centracion de PEG y proteina deben ser tomados
en cuenta (Gaberc-Porekar y col., 2008).

En una reaccién tipica, un PEG activado se
hace reaccionar con uno o més residuos de lisina o
con el grupo amino N-terminal. La PEGilacién de
otros sitios nucleofilicos tales como cisteina, his-
tidina, arginina o tirosina también son posibles.
Por otro lado, es posible utilizar enzimas que se
encarguen de la conjugacién de la proteina con el
PEG.

Al llevar a cabo la reaccién, la solucién de
proteina es mezclada con el PEG activado bajo
condiciones de pH, temperatura y agitacion con-
troladas. Las moléculas de proteina mono-PEGila-
das con los sitios mas reactivos son las primeras
en formarse, los sitios menos reactivos forman las
especies di-PEGiladas y asi sucesivamente (Morar
y col., 2006).

2.1.  Modificacion del grupo amino

La modificaciéon quimica méds comun para llevar
a cabo la reaccion de PEGilacion se da en los
grupo e-amino de los residuos de lisina, a través de
alquilacién o acilacién (Fee y Van Alstine, 2006;
Veronese y Mero, 2008). La alquilacién mantiene
la carga positiva del grupo amino, mientras que
la acilacion genera una pérdida de la carga de-
bido a la formacién de una amida (Veronese y
Mero, 2008). En una protefna tipica las lisinas
constituyen el 10% del total de los aminoacidos,
su disponibilidad hace que la conjugacién sea sen-
cilla; sin embargo, el gran nimero de sitios pre-
sentes para la conjugacion dificulta la posibilidad
de obtener un numero especifico de aductos por
lo que es muy comun que se generen mezclas de
PEGa&ameros. Una forma de controlar la reaccién
es cambiar el pH, a valores altos de pH (arriba
de 8.0) se favorece la conjugacién con los gru-
pos e-amino de las lisinas presentes, mientras que
una reaccién a pH &acido favorece el enlace con el
grupo amino N-terminal (Gaberc-Porekar y col.,
2008). Los agentes para la modificacién de grupos
amino incluyen: mPEG-diclorotriazina, mPEG-
tresilato, mPEG-succimidil carbonato, mPEG-N-
hidroxisuccimida, mPEG-propilaldehido, mPEG-
p-nitrofenil-carbonato, etc. (Roberts y col., 2002;
Veronese y Mero, 2008). En la Fig. 3, se muestra
una de las reacciones mas utilizadas para llevar a
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Fig. 3: Modificacion del grupo amino que
mantiene la carga positiva del residuo de la
proteina (tomada de Veronese y Mero, 2008).
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Fig. 4: Modificacion sitio-especifica de cisteina uti-
lizando mPEG-maleimido (tomada de Veronese y
Mero, 2008).

cabo la modificacion del grupo amino N-terminal,
en dicha reaccién el aldehido interacciona con la
amina para producir una base de Schiff que final-
mente es reducida a una amina secundaria estable
(Veronese y Mero, 2008).

2.2.  Modificacion  de

cisteinas

restduos de

Los polimeros utilizados para la modificacién
de cisteinas incluyen a: mPEG-maleimido (Fig.
4), mPEG-iodoacetato, mPEG-tiol, mPEG-
vinilsulfona y mPEG-piridildisulfido. La PEGi-
lacién sitio-especifica de residuos de cisteina rara
vez se lleva a cabo, debido a que este aminodcido,
cuando estd presente, se encuentra participando
en los enlaces disulfuro o es requerido para la ac-
tividad biolégica (Vero-nese y Mero, 2008). En
ausencia de cisteinas libres en la proteina nati-
va, una o mas cisteinas pueden ser insertadas por
ingenieria genética; sin embargo, en ocasiones se
pueden generar puentes disulfuro incorrectos y por
lo tanto la dimerizacién de la proteina (Roberts y
col., 2002; Veronese y Mero 2008).

2.3.  PEGilacion especifica utilizando
enzimas

La conjugacién especifica de PEG al grupo ami-
do de una glutamina o al grupo hidroxilo de las
serinas y treoninas es solo posible utilizando enzi-
mas. Existen enzimas que reconocen a la glutam-

ina como sustrato, llamadas transglutaminasas
(Veronese y Pasut, 2005). Sato (2002) reporté que
la glutamina de las proteinas puede ser el sustrato
de la enzima transglutaminasa, si un PEG-amino
es usado como donador nucleofilico, por lo que el
PEG puede ser ligado a la proteina a través de un
residuo de glutamina.

La reaccién para la producciéon de proteinas
PEGiladas juega un papel fundamental en el pro-
ceso de PEGilacién, los productos que se obtienen
son a) la proteina en sus diferentes grados de
PEGilacién, b) el PEG en exceso y ¢) la proteina
que no logré reaccionar. El conocimiento de la
estructura primaria de la proteina es fundamen-
tal, el uso de herramientas como la bioinformética
pueden ayudar a predecir los sitios de PEGilacion
y las posibles consecuencias sobre la estructura
tridimensional, ademads de facilitar el proceso de
purificacién. A pesar de que la PEGilacién de
cisteinas genera mezclas menos complejas, sigue
siendo mas utilizada la PEGilacién de los grupos
amino debido a que las cisteinas son aminoacidos
que generalmente participan en el sitio activo o en
la conformacién de la estructura tridimensional,
lo que en muchas ocasiones afecta negativamente
a la proteina. El diseno de la reaccién debe de
ser especifico para la proteina de interés, depen-
diendo de sus propiedades fisicoquimicas y de su
aplicacién.

3. Estrategias de purificacién
de proteinas PEGiladas

La purificacién de proteinas PEGiladas consiste
en remover todas las especies que no formen parte
del producto de interés, lo que involucra dos retos
principalmente: 1) la separacién de las protefnas
PEGiladas del resto de los productos de la reac-
cién y 2) el sub-fraccionamiento de las proteinas
PEGiladas en base al grado de PEGilacién y a
los isémeros posicionales o PEGameros. La purifi-
cacién se complica debido a que no solo se deben
tomar en cuenta las caracteristicas de la proteina,
también la naturaleza amfipatica del PEG afecta
fuertemente al proceso de separacién (Fee y Van
Alstine, 2006). En la Tabla 1 se muestran algunos
de los métodos utilizados para la separacion de
proteinas PEGiladas. En esta Tabla 1 es evidente
que PEG de distintos pesos moleculares han sido
utilizados para la obtencién de productos PEGila-
dos. Adicionalmente, se ha documentado que para
la recuperacién de las proteinas PEGiladas, méto-
dos cromatograficos y no-cromatograficos han de-
mostrado su factibilidad.
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Tabla 1. Métodos de separacién utilizados para la purificacién de proteinas PEGiladas.

Proteina PEG (PM, kDa) Método(s) de purificacién Referencia

Factor de crecimiento 3.4 Exclusién molecular , fase Lee y Park, (2002)

epidérmico reversa y ultrafiltracion

Factor de crecimiento 2.5 Dialisis y liofilizacién Kim y col., (2002)

epidérmico

a-interferon  2b  PEG 12 Intercambio catiénico y Wang y col., (2002)

Intron®(Shering-Plough) exclusién molecular

a-interferon 2a  PEG- 40 Intercambio catiénico Reddy y col., (2002)

asys® (Hoffman-La Roche

Inc.)

[B-interferon 20 Intercambio catiénico, ul- Arduini y col., (2004)
trafiltraciéon y exclusion
molecular

Insulina 750 Da Exclusién molecular Calceti y col., (2004)

a-lactoalbiimina 2,5 Exclusién molecular Fee y Van Alstine (2004)

B-lactoglobulina 10

Albtimina de suero bovino 20, 40

Hemoglobina 5 Exclusién molecular y fase Li y col., (2006)
reversa

Insulina 2y5 Di4lisis, intercarbio Dou y col., (2007)
catidénico y fase reversa

Ribonucleasa A 20 Interaccién hidrofébica Cisneros-Ruiz y col., (2009)

Factor estimulador de 10, 20, 30 Exclusion molecular, fase Zhai y col., (2009)

colonias de granulocitos

reversa e

intercambio

PM, peso molecular

3.1.  Métodos cromatograficos

Histéricamente, la cromatografia de exclusién
molecular (Size Exclusion Chromatography, SEC)
ha sido ampliamente usada para la separacién de
productos PEGilados debido al significativo in-
cremento del radio hidrodindmico de los conjuga-
dos comparado con las especies nativas. El poder
de resolucién de la cromatografia de exclusién
para diferentes especies PEGiladas no es muy alto
(Fig. 5). Esta técnica es inherentemente inadecua-
da para resolver mezclas de isémeros que tienen
el mismo nimero de cadenas de PEG ligadas a
la proteina, pero en diferentes sitios (Garberc-
Porekar y col., 2008).

La cromatografia de intercambio iénico (lon-
Ezchange Chromatography, IEC) ofrece la posibil-
idad de efectuar la separacién del PEG, la proteina
nativa y las especies PEGiladas en un solo pa-
so. Debido a esto, IEC es comunmente utilizada
para separar proteinas PEGiladas; sin embargo,
el método requiere ser optimizado. Para ello, debe
tomarse en cuenta que el PEG es un polimero neu-
tral pero puede afectar la carga de las proteinas

en tres maneras diferentes. Primero, la presencia
del PEG conjugado puede proteger la carga su-
perficial de la proteina y de este modo debilitar
el enlace con la resina de intercambio i6nico. Se-
gundo, la conjugacién a residuos de aminodcidos
que altera la carga neta de la proteina o cambia
a ciertos valores de pH altera la carga potencial
y por lo tanto el punto isoeléctrico (pI). Tercero,
la superficie de la proteina en donde se localiza el
PEG puede formar puentes de hidrégeno (Fee y
Van Alstine, 2006).

La cromatografia de intercambio catiénico es
especialmente ventajosa y parece ser el méto-
do mas fino para separar mezclas de PEGilados
(Kinstler y col., 2002; Fee y Van Alstine, 2006;
Garberc-Porekar y col., 2008). En la PEGilacién
aleatoria (basicamente grupos amino), el orden
usual es que eluyan primero las especies altamente
PEGiladas, después las di-PEGiladas seguidas de
las mono-PEGiladas, la proteina no PEGilada
eluye al final; sin embargo, el mismo orden de elu-
cién se puede obtener cuando se requiere separar
proteinas PEGiladas sobre un residuo de cisteina
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Fig. 5: Separacién de Ribonucleasa A nativa de
sus formas mono- y di-PEGiladas utilizando Cro-
matografia de Exclusién Molecular (tomado de
Cisneros-Ruiz, 2006).

(Seely y col., 2005). Aunque la cromatografia de
intercambio catiénico es altamente efectiva para
resolver mezclas complejas de proteinas PEGI-
ladas, cargar demasiado la columna puede dis-
minuir la resolucién. La mayoria de los espacios
de la columna estdn ocupados por el PEG resul-
tando en una baja capacidad del medio en térmi-
nos de masa de proteina por volumen de resina. El
tiempo de vida 1til del medio cromatografico us-
ado es relativamente corto, por lo que se requiere
empacar la columna en repetidas ocasiones. Todos
estos factores contribuyen a generar altos costos de
separacion, a pesar de el uso de resinas de inter-
cambio iénico relativamente econémicas (Garberc-
Porekar y col., 2008).

La cromatografia de fase reversa (Reverse
Phase Chromatography, RPC) es una opcién
atractiva para la resolucién de conjugados
proteina-polimero debido a que la cadena del PEG
sobresale del conjugado actuando como un sitio
hidrofébico y de esa manera dominar la interac-
cién con la superficie hidrofébica (Daly y col.,
2005; Cisneros-Ruiz, 2006). Sin embargo, RPC
puede estar limitada por diferentes factores, in-
cluyendo cambios estructurales en los productos
proteicos de interés, ademads de bajos niveles de re-
cuperacién debido a la desnaturalizacién causada
por el uso de solventes organicos (Cisneros-Ruiz,
2006).

La cromatografia de interaccién hidrofébica
(Hydrophobic Interaction Chromatography, HIC)
ha sido aplicada con menos frecuencia para la
separacion de proteinas PEGiladas. Esta técnica
generalmente trabaja pobremente debido a que el
PEG por si mismo también se liga al medio, lo
que interviene en la separacién (Fee y Van Alstine,
2006; Garberc-Porekar y col., 2008). Cisneros-Ruiz
y colaboradores (2009) reportaron que bajo cier-
tas condiciones es posible separar ribonucleasa A
nativa de sus especies PEGiladas; sin embargo, no

es posible separar las proteina mono-PEGilada de
la di-PEGilada. Algunos autores consideran que
esta técnica no ha sido debidamente explotada,
por lo que es necesario realizar méas investigacién
al respecto (Fee y Van Alstine, 2006).

En términos generales, las técnicas cro-
matograficas clasicas para la separacion de
proteinas, no ofrecen de manera individual un de-
sempeno 6ptimo para la purificaciéon de conju-
gados proteina-polimero. En muchas ocasiones es
necesario utilizar un conjunto de las técnicas antes
mencionadas, algunos autores han sugerido que la
cromatografia de exclusién molecular seguida por
intercambio idnico e interaccién hidrofébica po-
drian ser la mejor propuesta de una aplicacién
genérica para la purificaciéon de proteinas PEGi-
ladas (Fee y Van Alstine, 2006; Garberc-Porekar
y col., 2008).

3.2.  Métodos no cromatogrdficos

El incremento en tamano de los conjugados
proteina-PEG ha sido explotado para llevar a cabo
su separacién haciendo uso de membranas de ul-
trafiltracién. Con mayor frecuencia, dicha técni-
ca ha sido empleada para remover el agua y la
solucién buffer del resto de los componentes de la
reaccion de PEGilacién; sin embargo, también es
posible separar la proteina nativa de las molécu-
las PEGiladas asi como retirar el PEG remanente
(Lee y Park, 2002; Pabst y col., 2007; Molek y
Zydney, 2007), ademds ha sido examinado su uso
potencial para la separaciéon de los conjugados
de manera cuantitativa. El diseno y optimizacién
para la aplicacién de la ultrafiltracién en la re-
cuperacién de proteinas PEGiladas requiere de la
adecuada seleccion del tamano de poro de la mem-
brana, el pH, fuerza iénica y el flujo del filtrado
(Molek y Zydney, 2007).

Sistemas de dos fases acuosas (SDFA) también
han sido utilizados para la separacién de proteinas
PEGiladas; sin embargo, reportes que documenten
la caracterizacién de proteinas PEGiladas en estos
sistemas no son muy comunes. SDFA es un méto-
do de separacion liquido-liquido en donde la sepa-
racién estd basada en la diferencia de particién de
los solutos entre las fases (Rito-Palomares, 2004),
que se visualiza como una alternativa atractiva
para la recuperacion de proteinas PEGiladas. En
este contexto, estudios previos mostraron que los
conjugados PEG-proteina de las proteinas albumi-
na, factor de estimulacién de colonias de granuloc-
itos y macrofagos e inmunoglobulina G, se com-
portan diferente que sus equivalentes proteinas na-
tivas en sistemas que utilizan PEG y dextrano
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como formadores de fases. Los resultados mues-
tran que el coeficiente de particién (K) incremen-
ta con el nimero de moléculas de PEG ligadas a
la proteina (Delgado y col., 1994; Delgado y col.,
1997). Si bien estos estudios demostraron el po-
tencial de utilizar SDFA para la recuperacién de
conjugados proteina-PEG, la falta de una carac-
terizacién extensa del comportamiento de parti-
cién es evidente. Alternativamente, Sookkumnerd
y Hsu (2000) explotaron la distribucién a contra-
corriente en sistemas de dos fases acuosas (PEG-
fosfatos) como técnica para purificar conjugados
PEG-lisozima. Los resultados de esta investigacién
mostraron que a través de esta técnica es posible
separar cada una de las especies PEGiladas y la
proteina nativa. A pesar de los estudios realiza-
dos, una extensa caracterizacion de los conjuga-
dos proteina-polimero utilizando estrategias que
explotan los mecanismos de particiéon en dos fases
acuosas es necesaria.

Como se ha podido apreciar, se han realizado
diversos esfuerzos por mejorar los procesos de pu-
rificacién de proteinas PEGiladas, la mayoria de
ellos utilizando métodos cromatograficos. Sin em-
bargo, los procesos siguen llevandose a cabo en
varias etapas, lo que prolonga el tiempo de recu-
peracién de los bio-conjugados e impacta negati-
vamente en el rendimiento del proceso de PEGi-
lacién. Es en este punto donde herramientas de
ingenieria quimica y bioquimica puede ser de gran
impacto en el desarrollo de métodos de sepa-
racién mas rapidos y efectivos. Lo ideal seria el
diseno de procesos con dos etapas, una de recu-
peracién primaria (utilizando métodos como ul-
trafiltracion, didlisis o sistemas de dos fases acu-
osas) en donde se separen el PEG y la proteina
que no reaccionaron y una segunda etapa (cro-
matografica) que permita la separacién de los
diferentes bio-conjugados (mono-PEGilados, di-
PEGilados, etc.).

Aunque los procesos cromatograficos son los
mas utilizados en la separaciéon de bio-conjugados,
hasta ahora no se conocen modelos matematicos
que ayuden a predecir el comportamiento de las
proteinas PEGiladas en el proceso de purificacion,
lo cual seria de gran ayuda en la optimizacion e
intensificaciéon de los métodos de separacién.

4. Aplicaciones, tendencias y
retos futuros
Diferentes clases de drogas proteicas, como enzi-

mas, citoquinas y anticuerpos han sido significati-
vamente mejoradas debido al proceso de PEGi-
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lacién. La Tabla 2 compila los ejemplos maés
importantes de bio-conjugados aprobados por la
FDA, que explotando las ventajas de la PEGi-
lacién, han sido utilizados en la terapia de di-
versas enfermedades (Veronese y Pasut, 2005;
Fishburn, 2008). PEG-amadasa bovina (PEG-
adenosin deaminasa, Adagen®), Enzon Inc.) fue
la primera proteina PEGilada en ser comercializa-
da satisfactoriamente. Fue aprobada por la FDA
en 1990 para tratar la enfermedad de inmunode-
ficiencia combinada severa (Severe Combined Im-
munodeficiency, SCID). Adenosin desaminasa fue
PEGilada aleatoriamente con PEG 5 kDa para
extender el tiempo que permanece en el plasma
y reducir su inmunogenicidad. Este fue un paso
predominante en el desarrollo de la PEGilacion
porque se demostré por primera vez la viabilidad
de esta tecnologfa (Veronese y Mero, 2008).

La segunda proteina biolégicamente activa en
ser conjugada con PEG fue L-asparaginasa (PE-
Gaspargasa; Oncaspar®), Enzon Inc.). PEGaspar-
gasa fue aprobada por la FDA en 1994 para pa-
cientes en los cuales la proteina no modificada (o
nativa) provocaba una reaccién alérgica. La con-
jugacién de la proteina con multiples cadenas de
PEG 5 kDa increment6 el tiempo de eliminacién
tres veces mas comparado con la proteina nati-
va. El producto PEGilado fue tan efectivo como
la droga nativa en el tratamiento de pacientes con
leucemia linfoblastica aguda, ademas mostré un
bajo grado de inmunogenicidad (Graham, 2003).

El factor de crecimiento de colonias de gran-
ulocitos ( Granulocyte Colony-Stimulating Factor,
G-CSF) es el mayor regulador de la granulopoye-
sis in vivo. Su tiempo de vida media es relati-
vamente corto (3.5-3.8 h) por lo que a diario se
requieren de multiples dosis. El conjugado PEG-
G-CSF, pegfilgrastim (Neulasta®, Amgen Inc.),
fue producido por la unién de una molécula de
PEG 20 kDa a el grupo a-amino del residuo N-
terminal de metionina. Pegfilgrastim permanece
en el plasma el tiempo suficiente para permitir una
simple inyeccién subcutanea para tratamientos de
quimioterapia (Kinstler y col., 2002; Veronese y
Mero, 2008).

Los interferones combinados con ribavirina son
los tratamientos mé&s usados para tratar infec-
ciones virales, en su forma nativa, tienen un tiem-
po de vida muy corto (4-5 h). PEG-interferén
a2a (Pega-sys®, Hoffman La Roche Inc.) fue
obtenido por el acoplamiento covalente de PEG-
N-hidroxisuccimida 40 kDa a un residuo de lisi-
na. Dicha reacciéon produce una mezcla de cuatro
isémeros mono-PEGilados en Lys®!, Lys?!, Lys'3!
y Lys'3*. Recientemente, los isémeros de PEG-in-
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Tabla 2. Conjugados proteina-polimero aprobados por la FDA.

Nombre comercial Conjugado PEG - protelna PM PEG Indicacion Ano de
(kDa) aprobacién

Andagen® PEG-adenosin deaminasa 5 SCID 1990
Oncaspar®) PEG-asparaginasa 5 Leucemia 1994
PEG-Intron® PEG-interferon a2b 12 Hepatitis C 2001
Pegasys® PEG-interferon a2a 40 Hepatitis C 2002
Neulasta® PEG-G-CSF 20 Neutropenia 2002
Somavert®) PEG-GH (antagonista) 4-5x 5 Acromegalia 2003
Mircera®) PEG-eritropoyetina 40 Anemia 2007
Cimzia® PEG-TNF 40 Artritis reumatoide 2008

y enfermedad de Crohn

FDA, Food and Drug Administration (USA); PM, peso molecular; SCID, enfermedad de inmunodeficiencia com-

binada severa; G-CSF, factor de estimulacién de colonias de granulocitos; GH, hormona del crecimiento. (Hamidi

y col., 2006; Fishburn, 2008; Veronese y Mero, 2008).

terferéon «2a fueron separados cromatogréfica-
mente y su actividad fue evaluada; los isémeros
Lys3! y Lys!3%, fueron los mas activos. Lo que
demuestra que es posible disenar nuevos PEG-
interferones que retengan mayor actividad biol6gi-
ca que la proteina nativa, ademdas de que se evi-
dencia que aun hace falta investigaciéon sobre es-
trategias de purificacién més eficientes (Veronese
y Mero, 2008).

Las ventajas de la PEGilaciéon no estdn lim-
itadas a su aplicacion en proteinas terapéuticas,
también han sido utilizadas para mejorar la esta-
bilidad en solventes organicos y la eficiencia catali-
tica de proteinas como la lacasa, utilizada en pro-
cesos de biorremediacién debido a su capacidad de
oxidar un amplio rango de compuestos fendlicos
y poliaromaticos (Vandertol-Vanier y col., 2002;
Lépez-Cruz y col., 2006). Otra proteina utilizada
también como biocatalizador en reacciones de ox-
idaciéon de compuestos de estructura quimica di-
versa y que representan un problema de contami-
nacién ambiental, es el citocromo C. El citocro-
mo C ha sido modificado quimicamente medi-
ante PEGilacién, lo que ha permitido aumentar
su estabilidad térmica a temperaturas mayores a
100°C (Garcia-Arellano y col., 2002). La PEGi-
lacién también podria ser utilizada para mejorar la
estabilidad de proteinas de afinidad (v.gr. proteina
A) utilizadas en lechos cromatogréficos para la
separacion de anticuerpos.

Ademas de proteinas y péptidos, otras molécu-
las como: cofactores, oligonucledtidos, lipidos
sacaridos y bio-materiales estan siendo PEGila-
dos, lo que representa un area de oportunidad para
el desarrollo de diversas investigaciones en el area.

Hasta ahora, el desarrollo de la PEGilacion de

proteinas ha estado enfocado en su aplicacién ter-
apéutica, que sin duda ha sido de gran impacto
para el desarrollo de nuevas drogas. Sin embar-
go, esta técnica puede mejorar la estabilidad de
practicamente cualquier proteina, de ahi la necesi-
dad de profundizar la investigacién en este campo
pues aun existen diversos retos por superar.

En cuanto a la produccién (reaccién) de bio-
conjugados, es mnecesario disenar reacciones de
PEG-ilacion sitio-especificas que eviten la forma-
ciéon de PEGameros sin danar el sitio catalitico;
ademads de conocer a detalle las caracteristicas in-
tramoleculares de las especies PEGiladas que ayu-
den a entender su comportamiento bajo diferentes
condiciones. La optimizacién de la reacciéon de
PEGilacién es crucial, puesto que el exceso tanto
del PEG como de la proteina que no reaccionan
aumenta la viscosidad de la solucién, lo que com-
plica el proceso de purificacién. Seria ideal contar
con procesos compuestos por una etapa de recu-
peracién primaria (v.gr. ultrafiltracién, fases acu-
osas, etc.) y una de purificacién (utilizando méto-
dos cromatogréficos). Otra alternativa es llevar a
cabo la reaccién de PEGilacién y la separacién
en un solo paso utilizando cromatografia de ex-
clusién molecular, esta es una técnica que ha sido
muy poco explorada por lo cual tiene que ser afi-
nada, pero ofrece la posibilidad de realizar tanto
el proceso de produccién como el de purificacién
a través de una misma etapa con la ayuda de sis-
temas cromatograficos.

Conclusiones

La PEGilacién es una técnica versatil que per-
mite superar muchas de las limitaciones farma-
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colégicas de las proteinas terapéuticas. Durante
el desarrollo de esta técnica han surgido impor-
tantes avances en cuanto a la reaccién de PEGi-
lacién, la generacién de més bio-conjugados, el en-
tendimiento de su comportamiento y las estrate-
gias para su purificacién. Sin embargo, aun se pre-
sentan nuevos retos en materia de ingenieria, tan-
to en la preparaciéon como en la purificacion de
las moléculas PEGiladas. Los métodos clésicos de
separacion han sido ttiles pero no ofrecen una res-
olucién 6ptima; siguen siendo procesos en varias
etapas, de alto costo y con rendimientos bajos,
ademds de que en casos muy especificos no ha si-
do posible separar los isémeros conformacionales.
De manera que es necesario profundizar en la in-
vestigacién de métodos no convencionales de sepa-
racién que puedan ser aplicados en la purificacién
de proteinas PEGiladas. Los productos aprobados
por la FDA son una clara demostracién del éxito
de la PEGilacién tanto en el mejoramiento de las
propiedades de las proteinas terapéuticas como de
su aplicacion en el tratamiento de diversas enfer-
medades; sin embargo, atin hace falta profundizar
sobre la aplicacion de proteinas PEGiladas en di-
versas areas de la biotecnologia.
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