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Resumen.

Los reactivos antiCD dobles conjugados con fluorocromos, brindan la posibilidad
de identificar las variedades de leucocitos en sangre periférica humana,
permitiendo su uso en diagndstico para los pacientes con inmunodeficiencias,
entre otros. En el pais se utliza este reactivo importado, limitando su
disponibilidad para el Sistema de Salud Cubano; por lo que, en el LABEX, se
investiga la obtencion de reactivos para uso en Citometria de Flujo, teniendo una
linea de productos de AcM antiCD como base diagndstica. Para analizar los
riesgos de la propuesta productiva del producto ior® LeukoCIM antiCD se aplicé la
metodologia de calidad HACCP, donde se identificaron 8 peligros potenciales y 24
puntos criticos, de los cuales 19 afectan la calidad del reactivo; descargandose su
seguimiento a través de planes de medidas y vigilancia. En la propuesta de
obtencion de este reactivo para su mejora, se ensayaron simples conjugados del
antiCD4 (PE, FITC) y dobles conjugados, en diferentes combinaciones (antiCD4-
PE/antiCD45-FITC, antiCD4-PE/antiCD3-FITC, antiCD20-PE/antiCD3-FITC). En
los simples conjugados antiCD4 se obtiene un 31.93 % de reconocimiento,
apropiado como actividad bioldgica para el conjugado con PE y de 44.3 %, para el
conjugado con FITC; correspondiendo a la dilucion 1/20 y 1/5, respectivamente.
Sin embargo, para las propuestas de reactivos dobles conjugados, cuando se
utiliza el antiCD4-PE se recomienda trabajar con la dilucion 1/10; pero existe
afectacion del reconocimiento, que no cumple para este AcM conjugado. Para el
antiCD45-FITC se puede trabajar en cualquier dilucién, sin afectacion del marcaje.
En las combinaciones antiCD3-FITC con antiCD4-PE y antiCD20-PE, se cumple
con el porciento de reconocimiento, mayor a 73 % en ambas propuestas. También
para el antiCD20-PE se refiere un 6.35 % como actividad biol6gica en rango, para
su doble conjugado. Este estudio permitié establecer requisitos de mejoras para la
obtencion del reactivo doble conjugado en LABEX, en particular para el antiCD4-
PE, abriendo paso a la fase desarrollo del producto para asi alcanzar su posterior
registro sanitario.
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Abstract

The reagents with double antiCD conjugated with fluorochromes provide the
possibility of identifying differents subpopulations of panleukocyte, allowing their
use in diagnosis for patients with immunodeficiencies, among others. This reagent
is imported to use in the country, limiting its availability for the Cuban Health
System. Therefore, in LABEX, the obtaining of reagents for use in Flow Cytometry
IS being investigated, having a line of antiCD mAb products as a diagnostic
support. To analyze the risks of the productive proposal of the lor® LeukoCIM
antiCD product, the HACCP quality methodology was applied, where 8 potential
hazards and 24 critical points were identified, of which 19 affect the quality of the
reagent; downloading its monitoring through measures and surveillance plans. In
the proposal to obtain this reagent for its improvement, single conjugates of
antiCD4 (PE, FITC) and double conjugates were tested, with different
combinations (antiCD4-PE/antiCD45-FITC, antiCD4-PE/antiCD3-FITC, antiCD20-
PE/antiCD3-FITC). In the simple antiCD4 conjugates, is obtained a 31.93% and
44.3% recognition, appropriate as biological activity for the conjugate with PE and
FITC, corresponding to the 1/20 and 1/5 dilution, respectively. However, for the
proposals of double conjugated reagents, when using antiCD4-PE it is
recommended to work with the 1/10 dilution; nevertheless using the antiCD45-
FITC could work in any dilution, without affecting marking. In the combinations
antiCD3-FITC with antiCD4-PE or antiCD20-PE, the recognition percentage is
higher than 73% in both proposals. Also for antiCD20-PE, is referred to as
biological activity in range, 6.35%, for its double conjugate. This study made it
possible to establish quality improvement for obtaining the double conjugated
reagents in LABEX, in particular for the antiCD4-PE requirement, opening the
development phase of the product in order to achieve its subsequent health
register.
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AcM: anticuerpo monoclonal.

Ac: Anticuerpo.

Ag: Antigeno.

APP: Andlisis de Preliminar de Peligros.

C.F: Citometria de Flujo.

CPPC: Control de Peligros y Puntos Criticos.
CV: Coeficiente de Variacion.

CIM: Centro de Inmunologia Molecular.
CIGB: Centro de Ingenieria Genética.
DMSO: Dimetilsulfoxido.

DTT: Ditiotreitol.

Fab: Fragmento de union al antigeno (fragment antigen union).
Fc: Fragmento cristalizante.

FPLC: Cromatografia liquida rapida para proteinas (Fast Protein Liquid
Chromatography).

FSC.: dispersion frontal de la luz (forward scater).

FITC: Isotiocianato de Fluoresceina.

F/P: Relacion FITC/Proteina.

GMBS: 4- Meleimidobotyrie acid N- hydroxysaccinimide ester.
HC: Cadena pesada (heavy chain).

HACCP: Analisis de peligro y Puntos Criticos de Control.

HPLC: Cromatografia liquida de proteinas de alto rendimiento (Hight Performance
Liquid chromatography).

|.F.I: Inmunofluorescencia Indirecta.
I.F.D: Inmunofluorescencia Directa.
Ig: Inmunoglobulina.

IFA: Ingrediente Farmacéutico Activo.
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Iss: Individuo supuestamente sano.

LABEX: Laboratorio de Anticuerpos y Biomodelos Experimentales.
LAM: Liquido Ascitico Murino.

LC: Cadena ligera (light chain).

MINSAP: Ministerio de Salud Publica de Cuba.

NEM: N- Ethylmaleimide.

OPS: Organizacion Panamericana de la Salud.

PBS: Buffer Fosfato Salino 0,01M pH 7, 2.

PC: Puntos Criticos.

PCC: Puntos Criticos de Control.

PM: Plan de Medidas.

PV: Plan de Vigilancia.

PE: Ficoeritrina.

SNC: Sistema de Salud Nacional.

SSC.: dispersion lateral de la luz (side scatter).

SPDP: 3- (2-Pyridyldithio) propionie acid N-hidroxysuccinimide ester.

SMCC: 4- (N- Maleimidomethyl) cyclohexanecarboxylie acid N-hidroxysuccinimide
ester.

SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida.
SGC: Sistema de gestidon de Calidad.
SOD: método de Severidad, Consecuencia, Probabilidad y Ocurrencia.

V: volumen.
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l. Introduccion.

El sistema inmunitario es una red compleja de células (como los linfocitos),
tejidos (ej. linfaticos) y 6rganos (como el timo) que trabajan juntos para defender al
cuerpo de sustancias extrafias o gérmenes (antigenos); tales como, las bacterias,
los virus o las células tumorales. Dentro de este sistema, los leucocitos
constituyen poblaciones celulares presentes en sangre, que median en la
respuesta inmune a través de mecanismos de fagocitosis (como granulocitos) o a
través de la produccibn de anticuerpos (como los linfocitos T y B)
(http://chemocare.com/es/chemotherapy/what-is-chemotherapy/el-sistema-
inmunitario). Las afectaciones del sistema inmune, provocan serios problemas
para la salud individual, generandose por respuestas exacerbadas a sustancias
qgue en general no son dafinas, por deficiencias inmunitarias y/o por trastornos
que causan que el sistema inmunitario ataque por error a nuestras propias células
(http://medlineplus.gov/spanish/medlineplus). Para su seguimiento, se requieren
reactivos que permitan detectar la “diana molecular” y que brinde informacién
sobre el estado de salud del personal afectado, considerado al paciente sujeto del
diagnéstico.

Segun la Regulacion 20/2004 se denomina diagnosticadores a los reactivos,
juegos de reactivos, sistema, calibradores, controladores o medios de cultivo,
destinados por el fabricante a ser utilizados in vitro en el estudio de muestras
procedentes del cuerpo humano con el objetivo de proporcionar informacion
relativa a un estado fisiol6gico o patoldgico, o a una anomalia congénita o para
supervisar medidas terapéuticas (CECMED, 2004). A nivel mundial los
diagnosticadores se han desarrollado de forma acelerada y se consideran
elementos basicos en la eficiencia, la eficacia y la efectividad de la medicina
moderna. Dentro de los atributos que se impone para un diagnosticador,
enunciados en la Reg. 42/2005, se encuentran una alta sensibilidad analitica,
especificidad, un rango elevado de mediciébn y poseer trazabilidad contra
estandares internacionales (CECMED, 2005).

El diagnostico, tratamiento y seguimiento oportuno y acertado de las
enfermedades requiere, entre otros factores, de diagnosticadores efectivos,
seguros y con una calidad acorde. El fallo en el funcionamiento de un
diagnosticador implica un riesgo para la salud del individuo que puede acarrear
consecuencias desde casi insignificantes hasta muy graves (CECMED, 2008). Por
su alta especificidad, numerosos Anticuerpos Monoclonales (AcM) han sido
integrados como parte de reactivos de diagnéstico. Existen varias plataformas
tecnoldgicas para revelar estos reactivos de inmunodiagndstico, entre las que se

1
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encuentran, por ejemplo: la Citometria de Flujo, la Microscopia, la
Espectrofotometria, Turbidimetria, entre otras.

La citometria de flujo es un método analitico, basada en una inmunofluorescencia
indirecta (IFl), que permite la medicion rdpida de ciertas caracteristicas fisicas y
quimicas de células o particulas suspendidas en liquido, que producen una sefial
de forma individual al interferir con una fuente de luz. Una de las caracteristicas
analiticas mas importantes de los citometros de flujo es su capacidad de medir
multiples parametros celulares, como el tamafio, forma y complejidad y por
supuesto, cualquier componente celular o funcién que pueda ser marcada con un
fluorocromo. Esta técnica es empleada en el conteo de subpoblaciones de
linfocitos en pacientes con inmunodeficiencias humanas, asi como la
caracterizacion de leucemias agudas y sindromes linfoproliferativos cronicos, entre
otros padecimientos (Barry, 2004)

CIM-LABEX cuenta con las instalaciones preliminares, el personal capacitado y el
equipamiento fundamental, para el disefio de la tecnologia de obtencién de
reactivos simples y dobles conjugados de AcM, que permitan su utilizacion en los
estudios de caracterizacion inmunofenotipica de linfocitos, utilizados
principalmente en el seguimiento de inmunodeficiencias. Actualmente se
desarrollan investigaciones para proveer de una linea de productos de
inmunodiagnadsticos, basados en AcM y Fluoréforos de produccién propia.

El hecho de tener un producto diagnosticador doble conjugado de Ac con
fluorocromos diferentes, nos brinda la posibilidad de identificar y cuantificar la
poblacion de leucocitos humanos en sangre periférica de pacientes, posibilitando
hacer un pronéstico de diferentes enfermedades de origen inmuno-hematolégico
detectadas. Se puede disponer en nuestros centros hospitalarios de un método
diagnéstico con un menor costo, para hacer mas rapido la identificacion,
seguimiento, a pacientes con leucemias, linfomas y el SIDA. Esto ofrece también
la posibilidad de insertar al CIM como proveedor de estos productos, en el
mercado nacional e internacional.

Teniendo en cuenta lo antes mencionado, para el desarrollo de las investigaciones
objeto de este trabajo, se propone el siguiente marco metodolégico:
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Problema: Nuestro pais no cuenta con reactivos diagnosticadores que combinen
Anticuerpos conjugados con Fluorocromos, para identificar y enumerar
subpoblaciones linfocitarias para uso en Citometria de Flujo.

Hipotesis: Si se obtienen anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromos
especificos para el reconocimiento de distintos linfocitos, es posible obtener
reactivos diagnosticadores para la identificacion de subpoblaciones leucocitarias
por Citometria de Flujo.

Objetivo General: Evaluar variantes de anticuerpos simples y dobles (antiCD)
conjugados con fluorocromos, para el desarrollo de reactivos de marcaje de
poblaciones linfocitarias por Citometria de Flujo.

Objetivos especificos.

» Evaluar los riesgos del proceso productivo de Marcadores Leucocitarios
para Citometria de Flujo, implementado en LABEX.

» Evaluar los conjugados de anticuerpos antiCD4 con dos fluorocromos (PE:
Ficoeritrina 'y FITC: Isotiocianato de Fluoresceina,).

» Comprobar el desempeiio de dobles conjugados de anticuerpos antiCDs
con los dos fluorocromos de ensayo, para el marcaje de subpoblaciones
linfocitarias.

» Determinar el costo del reactivo doble conjugado y evaluar su factibilidad
para la sustitucién de importaciones.
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II. Revisién Bibliografica.

2.1 Componentes celulares del sistema Inmunoldgico y su relacién con la

produccion de Anticuerpos.

En la clasificacion de las células del sistema inmune tipificadas mediante el uso de
los diagnosticadores, se encuentran los leucocitos o glébulos blancos, cuya
funcion radica en proteger el organismo como parte del sistema inmune, contra
agentes patdgenos causantes de enfermedades. Estos pueden dividirse en tres
poblaciones celulares (Anexo 1): (Abbas, 2010)

» Los granulocitos se forman en la médula ésea, representan el 70% de los
leucocitos, su funcion es la de fagocitosis de microbios participando en la
inmunidad contra las bacterias, parasitos y alergias, presentan granulos en su
citoplasma y nudcleo lobulado. Se dividen en tres tipos de células: los
neutrofilos con dos a cinco I6bulos nucleares; Los eosindfilos con nudcleo
bilobulado y los basdfilos con nucleo irregular en forma de “S”.

» Los monocitos son células grandes, que representan el 5% de los leucocitos,
poseen un nacleo en forma de herradura; se mueven activamente torndndose
macréfagos y su funcion es la fagocitosis de microorganismos patogeénicos.

» Los linfocitos que representan el 25% de los leucocitos, poseen un nucleo
regular que ocupa casi todo el volumen de la célula, su funcién es garantizar la
inmunidad de los organismos. Estos se clasifican en linfocitos “T” y “B”. Los
linfocitos T se forman en la médula ésea y migran posteriormente al timo y son
los responsables de la inmunidad celular. El papel de los linfocitos B es la
produccion de los anticuerpos y son por lo tanto responsables de la inmunidad
humoral.

Los anticuerpos (Ac) son producidos en respuesta a la invasion de moléculas
foraneas en el cuerpo, nombradas antigenos. Cada Ac se define como una
inmunoglobulina (Ig) capaz de una combinacion especifica con el antigeno que ha
causado su produccion en un biomodelo susceptible (Anexo 2) (Abbas, 2010).

La definicion clasica de antigeno (Ag) es cualquier sustancia foranea que incita
una respuesta inmune, cuando se introduce dentro de tejidos de animales
susceptibles y que son capaces de combinar con los anticuerpos especificos
formados. Los antigenos son generalmente de alto peso molecular y comianmente
son de naturaleza proteica o polisacaridica. Aunque otras moléculas de menor
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peso molecular también pueden funcionar como antigenos; por ejemplo,
polipéptidos, lipidos y acidos nucleicos (Kumagai y Tsumoto, 2001).

Los anticuerpos existen como una o0 mas unidades en forma de Y, compuesta por
cuatro cadenas polipeptidicas. Cada unidad (Y) contiene dos copias idénticas de
una cadena pesada (HC, Heavy chain) y dos copias idénticas de una cadena
ligera (LC, Light chain); llamadas asi, por sus pesos moleculares relativos que son
de aproximadamente 50 kDa y de 25 kDa, respectivamente. Estas cadenas se
mantienen unidas mediante enlaces disulfuros S-S intercaternarios y pueden
separarse por reduccion y acidificacion (Anexo 2).

Las partes de las regiones hipervariables del anticuerpo que contactan con el
antigeno se denominan paratopos y la region de un antigeno que puede
especificamente unirse a un anticuerpo es llamado epitope (Abbas y Lichtman,
2004).

Los anticuerpos pueden ser divididos en cinco clases: 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE,
basado en el numero de unidades Y y en el tipo de cadena pesada (Abbas, 2010).
El anticuerpo mas abundante en circulacién es la IgG, por lo que es muy
comunmente usado en ensayos inmunoquimicos para su seguimiento.

Los anticuerpos son producidos naturalmente por los linfocitos B en los
mamiferos. Cada estirpe de linfocito B presente en el cuerpo secreta un anticuerpo
diferente, por lo que el suero sanguineo constituye una fuente de anticuerpos
heterogéneos (policlonales); siendo los anticuerpos de estructura homogénea
(monoclonales), producidos por una estirpe Unica de linfocito B, los que se
caracterizan por una especificidad constante, siendo muy utiles en el diagnéstico
(Abbas, 2010).

El uso masivo de los anticuerpos monoclonales (AcM) en la investigacion, el
diagnéstico y la terapéutica de enfermedades del hombre, ha creado la necesidad
de estrategias y métodos adecuados para su produccién y purificacion en
cantidades y calidad suficientes, para cada aplicacion especifica (Rabell, 2014).

2.2. Obtencién de Anticuerpos Monoclonales.

El primer método para producir anticuerpos homogéneos o monoclonales
(anticuerpos clonados a partir de una sola célula madre) con una especificidad
conocida, fue descrito por Georges Kdhler y Cesar Milstein en 1975. El mismo se
basa en la fusién de forma in vitro de una célula B (linfocito B) productora de
anticuerpos, procedentes de un biomodelo previamente inmunizado (generalmente
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ratén), con una célula de mieloma con la capacidad de dividirse indefinidamente
en cultivo celular. Como resultado de esta union se obtienen los llamados
hibridomas, con la capacidad de multiplicarse rapida e indefinidamente y a la vez
capaz de secretar el anticuerpo codificado por el linfocito B parental, permitiendo
la produccion intensiva in vivo e in vitro de anticuerpos monoclonales (Saleem y
Kamal, 2008).

La Ingenieria Genética ha irrumpido exitosamente en el campo de la produccion
de los monoclonales y ya se han obtenido anticuerpos quiméricos, humanizados
(raton-humano) y fragmentos de anticuerpos expresados en fagos que permiten el
clonaje y manipulacion de repertorios de linfocitos B murinos y humanos. Con
esta potencialidad, pueden obtenerse anticuerpos que no existen en la naturaleza
como los cataliticos y es posible provocar maduracién in vitro de la afinidad de los
anticuerpos recombinantes (Winter,1991; Little y col., 2000; Kim y col., 2005).

La tecnologia de produccion in vivo consiste en inocular las células de un
hibridoma en la cavidad peritoneal de un biomodelo, originando tumores que
sintetizan un liquido rico en anticuerpos llamado Liquido Ascitico Murino (LAM)
(Fuentes y col., 2001) (Figura 1).

Los anticuerpos monoclonales constituyen en el momento actual el principal grupo
de medicamentos biotecnoldgicos. Un hito importante en relacién con la obtencion
de estos farmacos fue la puesta a punto de la tecnologia del hibridoma por Kholer
y Milstein en 1975. Desde entonces, la naturaleza molecular de los anticuerpos
monoclonales terapéuticos, asi como los métodos de produccion han
evolucionado considerablemente. Actualmente, las estrategias para la produccion
de estos farmacos pasan inevitablemente por la seleccion de dianas terapéuticas
de interés, hecho que entrafia gran dificultad, ya que, a menudo no se conocen
completamente las rutas bioquimicas implicadas en la génesis y desarrollo de
muchas patologias.

Su obtencion puede llevarse a cabo utilizando ratones genéticamente modificados
en los cuales se introducen los genes que codifican las inmunoglobulinas
humanas, utilizando los vectores adecuados.
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Figura 1. Esquema de la produccion de Anticuerpos monoclonales. Tomado de
https://es.slideshare.net.
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También puede emplearse la tecnologia de presentaciobn de proteinas en la
superficie de fagos filamentosos o Phage Display, que permite obtener anticuerpos
monoclonales sin utilizar ratones. Mediante esta técnica se obtienen bibliotecas de
anticuerpos, a partir de las cuales podran seleccionarse aquellos que contengan la
secuencia genética que codifica el anticuerpo con mayor afinidad y especificidad
por la proteina diana. La tecnologia de ADN recombinante también ha hecho
posible la obtencién de moléculas recombinantes derivadas de anticuerpos, como
los fragmentos de anticuerpo y las proteinas de fusion, asi como otros, llamados
biespecificos, en los cuales los dos sitios de unién al antigeno poseen
especificidades diferentes (Garcia, 2011).

2.3. Métodos inmunoquimicos como base del Inmunodiagndstico.

Gran parte de los progresos alcanzados por la biologia moderna se deben al
perfeccionamiento de los métodos analiticos de medicion. La introduccion de los
procedimientos basados en las reacciones inmunoldgicas ha representado un
importante avance en el andlisis de sustancias de interés en biologia, animal y
vegetal, dificiles de medir empleando los métodos bioquimicos habituales.

Dentro de los procedimientos inmunoldgicos, los mas utiles y practicos son
aguellos que se basan en la especificidad de la unidon Ag-Ac, asociacion que
combina interacciones dependientes de los puentes de hidrogeno, las
hidrofébicas, fuerzas electrostaticas y las fuerzas de Van Der Waals (Roitt y
Delves, 2003).

La propiedad que tiene la Ig de unirse a un antigeno, la especificidad de esta
union y el hecho de que pueda ser visible por los fenémenos de precipitacion,
aglutinacion y otros mecanismos indirectos (marcaje con fluoresceina, con
radiois6topos 0 con enzimas) hacen que estos métodos se empleen ampliamente
(Pérez, 2009).

Dado que los antigenos y anticuerpos se caracterizan por sus interacciones
mutuas, uno de ellos puede utilizarse para cuantificar al otro. Existen diversos
métodos analiticos basados en procedimientos distintos para visualizar la union
Ag-Ac, como, por ejemplo: técnicas de inmunoprecipitacion, técnicas de
imunoaglutinacion, técnicas inmunofluorimétricas, técnicas inmunorradiolégicas y
técnicas inmunoenzimaticas.
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2.3.1. Técnicas de Inmunofluorescencia.

La inmunofluorescencia es una técnica de inmunomarcacion que hace uso de
anticuerpos unidos quimicamente a una sustancia fluorescente, para demostrar la
presencia de una determinada molécula. Como todos los inmunoensayos,
aprovecha la capacidad que tienen los anticuerpos para unirse con alta
especificidad, a una determinada molécula blanco; pero se diferencia de otras
técnicas inmunoquimicas, en que la sefalizacion del anticuerpo es una molécula
fluorescente como por ejemplo, el Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) (Burtis y
col., 2008).

La inmunofluorescencia como técnica inmunoquimica de cuantificacion se puede
utilizar tanto en muestras de origen biolégico como en muestras no biologicas,
siempre que se encuentren en un medio favorable para la union de los
anticuerpos. Existen dos tipos de técnicas de inmunofluorescencia: primaria (0
directa) y secundaria (o indirecta) (Handbook-
http://mwww.molbiol.ox.ac.uk/www/pathology/tig/fitc.html, 2006) (Figura 2).

e Primaria o Directa - IFD

La inmunofluorescencia primaria, o directa, también conocida por sus siglas IFD,
hace uso de un Unico anticuerpo que se encuentra quimicamente unido a un
fluoréforo o fluorocromo. El anticuerpo reconoce la molécula diana y se une a ella
directamente.

Esta técnica presenta algunas ventajas con respecto a la indirecta, como que
reduce el numero de etapas necesarias, por lo tanto, es mas rapida y, por otro
lado, es menos sensible a las interferencias debidas a reactividad cruzada de los
anticuerpos o a reacciones no especificas.

e Secundaria - IFI

La Inmunofluorescencia secundaria, o indirecta (también conocida por sus siglas
IFI) hace uso de dos anticuerpos; el anticuerpo primario es el que reconoce y se
une a la molécula diana, mientras que el secundario que es el que se encuentra
marcado con el fluorocromo reconocen al primario y se une a él. Esta técnica es
un poco mas compleja que la IFD, requiere mas pasos y es mas posible que sufra
interferencias. Pero en contrapartida, es mucho mas flexible que una técnica
directa, debido a que es posible que un anticuerpo primario una a mas de un
anticuerpo secundario, lo que implica un efecto de amplificacion que también
aumenta la sensibilidad de la técnica.
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Figura 2. Esquema de la aplicacion de inmunofluorescencia con uso de AcM: a)
directa; b) indirecta. Tomado de: http://www.produccion-
animal.com.ar/sanidad_intoxicaciones_metabolicos/parasitarias/Hidatidosis/50-
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2.3.2. Compuestos fluorescentes: Fluorocromos.

La fluorescencia es un tipo particular de luminiscencia, que caracteriza a las
sustancias que son capaces de absorber energia en forma de radiaciones
electromagnéticas y luego emitir parte de esa energia en forma de radiacion
electromagnética de longitud de onda diferente. La energia total emitida en forma
de luz es siempre menor a la energia total absorbida y la diferencia entre ambas
es disipada en forma de calor. En la mayoria de los casos la longitud de onda
emitida es de menor energia que la absorbida; sin embargo, si la radiacién de
excitacién es intensa, es posible para un electrén absorber dos fotones. En esta
absorcion bifotdnica, la longitud de onda emitida es mas corta que la absorbida. El
mecanismo de fluorescencia tipico implica tres pasos secuenciales: absorcidn,
disipacién no radiactiva y emisién (Skoog, 2006).

El ciclo completo es muy breve, transcurre en tiempos del orden de los
nanosegundos, por lo que puede considerarse practicamente instantaneo. Es este
tiempo tan corto lo que diferencia a la fluorescencia de otro conocido fendmeno
luminoso, la fosforescencia. EI mecanismo de fluorescencia también se encuentra
muy relacionado con el proceso de quimioluminiscencia. Las sustancias que son
capaces de emitir luz al ser excitadas por diferentes tipos de radiacion se
denominan fluor6foros. Es posible obtener una amplia variedad de colores por
fluorescencia, dependiendo de la longitud de onda que emita el compuesto
fluorescente. ElI fendmeno de fluorescencia posee numerosas aplicaciones
practicas, entre las que se encuentran por ejemplo: analisis en mineralogia,
gemologia, sensores quimicos (espectroscopia fluorescente), pigmentos y tintas,
detectores biologicos y lamparas fluorescentes (Acufia, 2009).

Las biomoléculas pueden marcarse con un grupo quimico fluorescente
(fluorocromo) mediante una reaccion quimica simple, lo cual permite una
deteccion sensible y cuantitativa de la molécula. Algunos ejemplos de su uso son:

e La microscopia de fluorescencia de tejidos, células o estructuras
subcelulares, se consigue marcando el anticuerpo con un fluorocromo y
permitiendo que aquel encuentre su antigeno correspondiente presente en la
muestra. Al marcar varios anticuerpos con diferentes fluorocromos se puede
lograr la visualizacion de multiples objetivos dentro de una misma imagen.

e Es muy utlizada en la Citometria de flujo para identificar diferentes
receptores en las células estudiadas, marcando estas células con
anticuerpos especificos conjugados con fluorocromos.
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Los fluorocromos son moléculas quimicas que absorben luz a una determinada
longitud de onda y emiten a otra diferente, estos se caracterizan por sus espectros
de excitacion y de emision. Estos espectros varian en los diferentes Fluorocromos
(Washington, 2005).

Las propiedades reconocidas de un buen fluorocromo reportada en literatura son
(Peng y col.,2009):

1) Alto coeficiente de extincion a la longitud de onda de excitacion.
2) Alto rendimiento cuéntico.

3) Elevada foto estabilidad.

4) Corto estado de excitacion.

5) Su espectro de absorcién debe ser lo mas cercano posible al espectro de
emision del laser utilizado.

6) El espectro de emision debe ser diferente al de absorcion para asegurar que
ambas sefiales se separan.

7) Se deben utilizar colorantes que formen uniones con las proteinas (sin
afectar los grupos de combinacion especifica del anticuerpo).

8) Que sean foto estables.

Se describen dos clases de fluorocromos, segun la interaccién que se establece
con el anticuerpo:

v Fluorocromos de unién covalente: son moléculas organicas, las que forman
una union covalente, principalmente con grupos amino libres en los
anticuerpos. Como ejemplo tenemos el Isotiocianato de Fluoresceina (FITC),
la ficoeritrina, biotina, rodamina, rojo texas, cianinas, entre otros (Esteban,
2007).

v' Fluorocromos de unién no covalente: son aquellos cuyas uniones son no
covalentes con estructuras dentro de las células, por ejemplo, Hoechst, DAPI,
Naranja de acrimina, yoduro de propidio y otros.

A continuacion, expondremos algunas caracteristicas de los fluorocromos
fundamentales que se utilizan en reactivos para las técnicas de
inmunofluorescencia.

10
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+ El Isotiocianato de fluoresceina (FITC).

Es el fluorocromo mas utilizado para marcar proteinas. FITC, por sus siglas en
inglés, es una molécula pequefia con afinidad por las proteinas, incluidas las
inmunoglobulinas, se excita con luz azul a 488 nm y emite luz a 520 nm. El grupo
isotiocianato reacciona con los grupos amino de los residuos de lisina en la
proteina (Anexo 3). Es una molécula pequefia que se conjuga normalmente por
via aminas primarias, donde a cada anticuerpo se conjugan de 3 a 6 moléculas de
FITC. Algunos autores reportan que la razon molar puede ser de 3-10, pues mayor
cantidad de uniones de fluorocromo al anticuerpo puede provocar problemas de
solubilidad (Golim y col., 2007). (Anexo 4).

% Las Ficobiliproteinas.

Las ficobiliproteinas actian como pigmentos accesorios para la fotosintesis en
algas marinas de las Rhodophyceae, Cyanophyceae, Cryptophyceae y algunas
Pirrophyceae. Se encuentran organizadas en estructuras celulares, llamadas
ficobilisomas, las cuales estan unidas en conjuntos regulares a la superficie
exterior de los tilacoides (Fernandez, 2007). Las ficobiliproteinas se encuentran en
muy alta concentracién en muchas algas (P. cruentum o cianobacteria Anabaena
variabilis) y pueden ser encontrados numerosos protocolos a partir de estas algas,
donde pueden obtenerse a escala de cultivo (Glazer, 1993).

Las propiedades espectroscopicas de las biliproteinas individuales dependen
principalmente de la naturaleza quimica de las bilinas. Las ficobiliproteinas se
dividen en tres clases segun sus propiedades de absorcién: ficoeritrinas (Amax ~
540-570 nm), las cuales contienen los cromaoforos ficoeritrobilina y ficourobilina;
las ficocianinas (Amax ~ 610-620 nm), que contienen ya sea una mezcla de los
cromoforos ficocianobilina y ficoeritrobilina o sélo ficocianobilina, segun la especie
de origen; y aloficocianinas (Amax ~ 650—655 nm), con ficocianobilina como grupo
prostético (Bermejo, 2003). (Anexo 5)

Los grupos cromaforos dan un color caracteristico a cada ficobiliproteina: rojo a la
ficoeritrina, azul brillante a la ficocianina, y verde azulado a la aloficocianina.
Se ha encontrado que las principales clases de ficoeritrinas difieren en sus
caracteristicas de absorcion: ej. las B-ficoeritrinas muestran Amax ~ 565 y 546 nm.

Dentro de la familia de las ficobiliproteinas, la B-ficoeritrina es la mejor eleccion
para el conjunto de aplicaciones citadas, como consecuencia de sus
caracteristicas espectroscopicas mas ventajosas, tanto absorciométricas como
fluorimétricas, debido a su alto coeficiente de extinciébn molar (que le confiere un

11
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intenso color rosa brillante) al disponer de 32 cromdéforos en su molécula. Ademas,
los acoplamientos intermoleculares de los cromoforos le confieren un elevado
rendimiento cuantico de fluorescencia (permite su deteccion con mayor
sensibilidad que otros fluorocromos convencionales) (Michael y col., 2008).

El creciente uso de la ficoeritrina es debido a su aplicacion en el acoplamiento a
proteinas o moléculas de interés, como son: anticuerpo, avidina, drogas, etc. La
unién de ficobiliproteinas a moléculas especificas es realizada a través de los
reactivos heterobifuncionales que dan lugar a la formacién de un enlace covalente;
entre los mas usados se encuentran SPDP, SMCC y GMBS. Por célculos tedricos
en la conjugacién ocurre que por cada miligramo de anticuerpo se conjugan
aproximadamente 3,2 mg de ficoeritrina.

2.3.3. Conjugados con Fluorocromos.

El marcaje celular con AcM acoplados a fluorocromos, representa un paso crucial
para la identificacion de subtipos celulares mediante el uso de la técnica de
citometria de flujo (Revista CENIC. 2007). Los anticuerpos monoclonales permiten
detectar y “etiquetar” poblaciones especificas de células. Los conjugados de los
anticuerpos-fluorocromos como reactivos bioldgicos constituyen en la actualidad
una de las herramientas indispensables para confirmacion del diagnostico y
evolucion de las enfermedades inmunolégicas (Toledano, 2005)

La conjugacion del fluorocromo al anticuerpo, principalmente de isotipos IgG,
depende de varios factores como son: cantidad de fluorocromo afadido, pH del
medio, tiempo de contacto, temperatura, naturaleza de las proteinas y especie de
la que procedan las globulinas; ademas, el fluorocromo empleado debe reunir una
serie de cualidades ya citadas anteriormente.

Una de las tecnologias que emplean estos conjugados, para procesamiento de
muestras bioldgicas en el diagnéstico de enfermedades, es la Citometria de Flujo
(CF); donde los anticuerpos monoclonales definen la deteccion del antigeno
especifico de interés (anticuerpos + fluorocromos), y es la intensidad de
fluorescencia directamente proporcional al nimero de moléculas del conjugado
unidas al antigeno, confiriendo el anticuerpo especificidad al marcaje (Ortiz y col.,
1999).

Con la aparicién de los anticuerpos monoclonales (AcMs), a finales de los setenta
y su ulterior desarrollo en las décadas siguientes, se produce un mayor
conocimiento de las caracteristicas moleculares y antigénicas de las células.

12
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2.4. Citometria de Flujo.

La citometria de flujo es una herramienta poderosa para definir y enumerar
leucocitos, es la Citometria de Flujo (CF). Es una técnica sencilla que se aplica en
la rutina diaria de algunos laboratorios clinicos y de investigacion en el fenotipaje
de estirpes celulares diferentes (Carey y col., 2007; Michael y col., 2008). El
nombre original de la citometria de flujo era "citofotometria de pulso”, que fue el
nombre publicado en la primera patente de aplicacion practica de la citometria de
flujo fluorescente. En la 5ta Conferencia sobre Citometria Automatizada de la
American Engineering Foundation realizada en 1976, en Pensacola - Florida, ocho
afos después de la presentacién del primer citometro de flujo fluorescente (1968),
se acordo utilizar el nombre de citometria de flujo, un término que rapidamente
gand popularidad.

La citometria de Flujo es la técnica que permite obtener informacion sobre
poblaciones celulares a partir de un estudio individualizado de un gran namero de
células (habitualmente entre 5000 y 10000), que por tanto seran una muestra lo
suficientemente representativa del conjunto poblacional. La suspension de células
en solucién isotdnica se hace pasar a través de un pequefio orificio, de modo que
cuando salen lo hacen una a una (individualizada), formando parte de una
corriente continua o flujo cilindrico (Michael y col., 2008). Sobre esta corriente de
células se hace incidir un haz de luz laser, cuya dispersion y reflexion son
analizadas en duracion, intensidad y espectro, los datos obtenidos almacenados
en memoria del ordenador y desde alli, pasadas a archivos binarios que
posteriormente pueden ser analizados con detenimiento (Anexo 6).

Por lo que un citbmetro de flujo es un instrumento que permite identificar,
cuantificar y caracterizar propiedades de particulas (ej. células) que se encuentra
en suspension en un fluido en movimiento, haciendo incidir sobre ellas uno o
varios haces de luz con longitudes de onda bien definidas. En un citbmetro de flujo
coinciden y se entremezclan de forma continua y desde hace décadas, los
avances ocurridos en distintas areas tecnoldgicas, incluida la tecnologia laser, la
produccion de anticuerpos monoclonales, la quimica de los fluorocromos, la
mecanica de fluidos, la éptica, la electrénica y la informética (Roederer, 2012).

2.4.1. Estudios de los Parametros Citométricos.

Existen varios parametros a tener en cuenta a la hora de implementar un método
diagnoéstico para ser evaluado en los Citometros. A continuacién, se exponen
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algunos aspectos importantes para su desarrollo y resultado preciso, reproducible
y la mayor sensibilidad.

% Deteccion de células: El haz de luz laser cuando atraviesa una célula sufre
una dispersion que puede ser evidenciada en un foto-detector, situado detras de la
corriente de células y justo enfrente de la fuente emisora, como una disminucion
de la luz incidente. El tiempo que dure el corte en la llegada de fotones al detector
sera proporcional al diametro, y por tanto el volumen, celular. Este estudio de
interrupcion frontal del haz laser se denomina en términos anglosajones como
Forward Scatter (FS).

.,

% Complejidad: Ademas del detector de luz situado frente al haz laser, existe
otro grupo 6ptico, el mas importante, que detecta la luz dispersada por las células
y que se coloca formando un angulo de 90° con el haz laser. Esta luz es
descompuesta mediante los filtros apropiados para poder estudiar tanto, la
dispersiéon de luz de la misma longitud de onda del laser, como la emitida por los
fluorocromos. La mayor o menor dispersion de la luz y por tanto la mayor o menor
deteccién de luz en éste detector, serd proporcional a la rugosidad de la superficie
celular y a las estructuras y organelos celulares (Robinson y col., 2006; Roederer,
2012).

®,

% Fluorescencia: La luz dispersada pasa a través de espejos que reflejan
fotones hasta longitudes de onda determinadas y dejan continuar a los de longitud
de onda mayor, de manera que es posible descomponer la luz en varios rangos de
longitudes de onda que nos permiten estudiar rugosidad y dos o tres
fluorescencias segun los citometros (Flores, 2016) (Figura 3).

R/

% Fluorocromos: Son productos quimicos que al ser estimulados con fotones
con longitud de onda comprendida entre determinados rangos (de excitacion)
emiten a su vez otro foton de longitud de onda mayor (de emision). El prototipo es
la fluoresceina que al ser estimulada con luz ultravioleta (no visible) emite luz de
color verde (visible) aunque existen muchos otros como ficoeritrina, rodamina, rojo
de Texas, etc.

Es posible combinar a la vez dos o tres compuestos fluorescentes siempre que
emitan en diferente longitud de onda y el fluorébmetro sea capaz de excitarlos a la
vez y discriminar los fotones emitidos por ellos; siendo identificados como técnicas
de Fluorescencias mudltiples. Los colorantes mas utilizados son, la citada
fluoresceina con excitacion maxima a 495 nm y emision maxima a 520 nm y la
ficoeritrina con excitacion a 495 y emision a 576 nm; lo que permite utilizarlos
simultaneamente con un laser de 488 nm (Figura 4).
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En algunas ocasiones ciertos fluorocromos producen el llamado fenémeno
“Quenching” referido como la transferencia de energia entre dos moléculas
marcadas con el mismo fluorocromo y que estan suficientemente cercanas.
Debido a ello una molécula puede ser excitada por la luz del laser y por la luz que
emite la otra molécula (Figuerola, 2016.)

Los Fluorocromos mas utilizados en Citometria de Flujo son:
- FITC: Isotiocianato de fluoresceina. Se excita con luz azul a 490 nm y emite a
514 nm. Produce Quenching. Su rendimiento cuantico es 0.5.

- PE: Ficoeritrina. Se excita a 480 nm pero su maximo esta de 540-575 nmy emite
a 578 nm. No produce Quenching, su alto rendimiento cuantico de fluorescencia
permite  su deteccion con mayor sensibilidad que otros fluorocromos
convencionales, es 0.95. (Barcarizo, 2012; Fernandez y col., 2017)

2.4.2. Aplicaciones de la Citometria de Flujo.

La citometria de flujo es una técnica que permite un analisis celular
multiparamétrico de forma rapida, sensible y especifica. La disponibilidad de
amplios paneles de reactivos de gran calidad facilita la aplicacion de este método
analitico en el diagndstico, clasificacion, evaluacion prondstica y valoracion de
enfermedades inmunoldgicas, cronicas.

La aplicacion de la citometria de flujo al analisis celular permite conocer aspectos
fisicos de la célula (tamafio y complejidad) y determinar la presencia o ausencia
de determinados antigenos (habitualmente entre 3 y 4) en los diferentes
compartimentos celulares (superficie celular, citoplasma, mitocondria y ndcleo) lo
que contribuye a aumentar, tanto la especificidad como la sensibilidad de la
prueba (Matsui y col., 2004).

En otras areas como en el diagnéstico y clasificacién de las inmunodeficiencias
primarias, en el monitoreo de enfermedades autoinmunes como la esclerosis
multiple, el lupus eritrematoso sistémico y la artritis reumatoide, la citometria de
flujo ha demostrado su utilidad (Dai y col., 2004).

El desarrollo de la biotecnologia de anticuerpos monoclonales conjugados con
diferentes fluorocromos ha propiciado grandes avances en el diagnostico de
enfermedades; asi emerge la Citometria de Flujo como una herramienta poderosa
e importante en la diferenciaciéon de subpoblaciones celulares. De igual forma, se
ha demostrado que proporciona datos con valor prondstico en cancer gastrico y el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). En esta ultima enfermedad se ha
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comprobado que el monitoreo de las subpoblaciones linfoides, especificamente el
conteo absoluto de linfocitos CD4, tiene tanto valor prondstico como terapéutico;
asi como conteo de leucocitos CD45 en la leucemia. En el seguimiento de
pacientes oncolégicos, el prondstico de tumores solidos y linfomas, se tienen
experiencias en Cuba con la evaluacion de infocitos en sangre periférica por
citometria de flujo multiparamétrica (Arango y col., 2020).

Adicionalmente esta herramienta analitica permite analizar funciones celulares
como la proliferacion, la fagocitosis y la apoptosis, por mencionar algunas (Pérez y
col., 2018). Poco a poco ese pasa de un valor diagnostico a una evaluacion
terapéutica. La CF también permite identificar, caracterizar y separar poblaciones
celulares: Cell Sorters®; revolucionando la Clinica para la purificacién de células
para trasplantologia, ej. en la terapia aprobada por la FDA para tratar linfomas de
linfocitos B, con linfocitos T del propio paciente modificados genéticamente para
los receptores de antigenos tumorales (Androulla, 2018).

2.5. Uso de Reactivos Diagnosticadores en Cuba.

La produccioén de diagnosticadores en Cuba es de considerable importancia por la
repercusion social que tiene, al permitir un seguimiento clinico de enfermedades
de origen inmunoldgico, labor que engloba gran importancia desde el punto de
social y econémico.

En la actualidad la ciencia cubana ha destinado sus mejores esfuerzos en el
desarrollo de los métodos diagnésticos y de seguimiento de este tipo de
enfermedades. Por lo que disponer de AcMs conjugados, producidos en nuestro
pais, con la calidad requerida para este tipo de estudio, hace mas econémico el
diagnéstico y lo garantiza para todos los pacientes inmuno-comprometidos (WHO,
2003).

En Cuba, el Laboratorio de Anticuerpos y Biomodelos Experimentales (LABEX) es
una unidad productiva de diagnosticadores basados en AcM, incorporando los
conjugados simples con fluorocromos para Citometria de Flujo, como: antiCD3
conjugado con FITC, antiCD4 conjugado con FITC, antiCD8 conjugado con FITC,
antiCD45 conjugado con FITC, antiCD4 conjugado con PE; constituyendo un
suministrador nacional de conjugados primarios para CF y otros
inmunodiagnosticadores, del Sistema Nacional de Salud (SNS). Dentro de los
clientes mas importantes de los reactivos desarrollados por LABEX, que lo han
utilizado para su uso en el monitoreo de enfermedades, se tienen el Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB), el Instituto Nacional de Oncologia y
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Radiobiologia (INOR), el Instituto de Hematologia e Inmunologia (IHI), y en
especial, el Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK) (Melchers, 2005).

La necesidad de continuar desarrollando estos reactivos, se sustenta en su amplio
uso en el pais en el monitoreo, prondstico y discernimiento, de enfermedades
inmunes y tratamientos en ensayo. Sin embargo, existe una amplia familia de
“dianas” del sistema inmune como células de interés de valor diagndstico, que son
reconocidas de utilidad por los clientes habituales de los reactivos del LABEX,
ampliando la familia de reactivos conformados por conjugados de AcM vy
fluoroforos.

También, la adecuacion a estandares internacionales, exige el disefio de estos
reactivos para el multiple marcaje o en formas de tdndem, aumentando el alcance
de las células a estudiar y los estudios multiparamétricos (Flores, 2016).

2.6. Gestion de Calidad con enfoque a reduccion de Riesgos en la Industria
Biotecnoldgica.

Los principios de la gestion de riesgos son eficazmente utilizados en diferentes
areas de negocio y gubernamentales tales como finanzas, aseguradoras,
seguridad laboral, salud publica, farmacovigilancia y también son utilizados por las
agencias que regulan estos sectores. Aunque hasta el dia de hoy hay varios
ejemplos del uso de la gestibn de riesgos para la calidad en la industria
farmacéutica, estos son limitados y no representan el total de las contribuciones
gue la gestion de riesgos ofrece.

Ademas, la importancia de los sistemas de calidad ha sido reconocida en la
industria farmacéutica, y es evidente que la gestion de riesgos para la calidad, es
un componente con un valor afiadido en un sistema de calidad eficaz. El uso de la
gestién de riesgos para la calidad puede ademas facilitar la toma de decisiones
fundamentadas, proporciona a las autoridades mas garantias sobre la capacidad
de una compafia para tratar riesgos potenciales, y puede mejorar el alcance y el
nivel de la supervision directa por parte de las autoridades.

La gestidon de riesgos para la calidad, proporciona de manera especifica una guia
relativa a los principios y algunas herramientas de gestion, que puede permitir una
toma de decisiones mas eficaz y coherente fundamentada en los riesgos, tanto por
parte de la industria como de las autoridades, respecto a la calidad de sustancias
activas y medicamentos a lo largo de la vida del producto (Whyte y Eaton, 2004;
Fryland, 2004).
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2.6.1. Metodologias de Gestion de Riesgo.

La gestion de riesgos para la calidad proporciona un enfoque cientifico y practico a
la toma de decisiones. Proporciona métodos documentados, transparentes y
reproducibles que son necesarios para llevar a cabo las etapas del proceso de
gestion de riesgos para la calidad, basandose en el conocimiento existente sobre
la evaluacion de la probabilidad, la gravedad y, en ocasiones, la capacidad de
deteccién del riesgo (Directriz ICH-Q9, 2016).

Tradicionalmente, los riesgos para la calidad se han evaluado y gestionado de
forma informal con distintos métodos (procedimientos empiricos y/o internos) en
base a, por ejemplo, la recopilacion de observaciones, las tendencias y otra
informacion. Todo ello sigue proporcionando informacion Gtil que puede servir de
apoyo para algunas cuestiones tales como la gestion de las reclamaciones,
defectos de calidad, desviaciones y asignacion de recursos (Whyte y Eaton, 2004).

La industria farmacéutica puede, ademads, evaluar y gestionar los riesgos
utilizando herramientas de gestién del riesgo reconocidas y/o procedimientos
internos, apoyado en herramientas estadisticas. A continuacién, se muestra una
lista de algunas de estas herramientas (Directriz ICH-Q9, 2008).

* Modo de Analisis de Efectos (FMEA).

* Modo de Fallo, Efectos y Analisis de criticidad (FMECA).

* Analisis del arbol de fallos (TLC).

* Andlisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (HACCP).
* Analisis Operabilidad Hazard (HAZOP).

* Analisis de Peligros preliminar (PHA).

+ Clasificacion de riesgos y la filtracion.

Podria ser conveniente adaptar estas herramientas para su uso en areas
especificas relativas a la obtencion de un farmaco (medicamento) y la calidad del
producto. Métodos de gestion de riesgos de calidad y las herramientas
estadisticas de soporte, pueden ser utilizados en combinacién. El uso combinado
proporciona una flexibilidad que puede facilitar la aplicacién de los principios de
gestion de riesgos de calidad. El grado de rigor y de detalle que se le dé a la
gestion de los riesgos para la calidad debe reflejar el conocimiento disponible y ser
proporcional a la complejidad y/o criticidad del tema a tratar (Moreno, 2012).
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2.6.1.1. Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (HACCP).

El Analisis de Peligros y de Puntos Criticos de Control, HACCP por sus siglas en
inglés, parece haberse inspirado en las teorias sugeridas por el Dr. W. Ewards
Deming, las cuales empezaron a transformar la calidad en las lineas de
produccion, lo que dio paso al desarrollo del sistema de gestion total de la calidad
gue apuntaba a las mejoras de las manufacturas, al tiempo que reducia los costos
de produccion. Este sistema fue utilizado en sus origenes, en la industria
automovilistica, por la Administracién para la Aeronautica y el Espacio (NASA),
laboratorios del Ejército de los Estados Unidos y la compafila de alimentos
Pillsbury, los cuales a finales de los afios 60 y comienzos de los 70 iniciaron su
aplicacion en la produccion de alimentos con requerimientos de "cero defectos",
presentandolo oficialmente en 1971, cuando lo sometieron a deliberacion durante
la Primera Conferencia Nacional de Proteccion de Alimentos en Estados Unidos
(OMS, 2003; WHO, 2013).

Se ha aplicado ampliamente en la industria de alimentos, pero en los ultimos
tiempos se ha visto su utilidad en procesos biotecnolégico; debido a que puede ser
utilizado para identificar y gestionar los riesgos asociados a peligros fisicos,
quimicos y biolégicos (incluida la contaminacion microbiana). EI HACCP es mas
atil cuando el conocimiento del proceso y del producto es lo suficientemente
amplio como para basar en él la identificacion de los puntos criticos de control. El
resultado del HACCP es la informacién sobre la gestion de riesgos que facilita el
control de los puntos criticos no solo en el proceso de fabricacion, sino en otras
fases del ciclo de vida del producto (Moreno, 2012).

La finalidad del sistema es lograr que el control se centre en los puntos criticos
(PCC) de cualquier proceso que pueden ser fuentes potenciales de “peligros”. En
el caso de que se identifigue un peligro que debe controlarse, pero no se
encuentre ningun PC, debera considerarse la posibilidad de formular de nuevo la
operacion.

En él se identifican, evalian y previenen todos los riesgos de contaminacion de los
productos a nivel fisico, quimico y bioldgico a lo largo de todos los procesos de la
cadena de suministro, estableciendo medidas preventivas y correctivas para su
control, tendientes a asegurar la calidad. Cuando se introduzca alguna
modificacion en el producto, el proceso o en cualquier fase, sera necesario
examinar la aplicacion del sistema de PC y realizar los cambios oportunos (ISO
9000, 2015).
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Para implementar esta herramienta de Calidad, se deben seguir los siguientes
pasos, de manera general:

A) - Formacion de un equipo de HACCP: La empresa deberd asegurar que se
disponga de conocimientos y competencia especificos para los productos, que
permitan formular un plan de PC eficaz. Para lograrlo, lo ideal es crear un equipo
multidisciplinario.

B) - Descripcion del Producto: Debera formularse una descripcion completa del
producto que incluya informacion pertinente sobre: composicion, estructura
fisica/quimica (incluidos Concentracion, pH, etc.), envasado, durabilidad,
condiciones de almacenamiento y sistema de distribucién.

C) - Elaboracién de un Diagrama de Flujo: El diagrama de flujo debera ser
elaborado por el equipo de PC y cubrir todas las fases de la operacion. Cuando el
sistema de HACCP se apligue a una determinada operacion, deberan tenerse en
cuenta las fases anteriores y posteriores a dicha operaciéon. El equipo de HACCP
debera cotejar el diagrama de flujo con la operacién de elaboracion en todas sus
etapas y momentos, y enmendarlo cuando proceda.

D) - Enumeracion de todos los posibles riesgos relacionados con cada fase,
ejecucion de un analisis de peligros, y estudio de las medidas para controlar
los peligros identificados: El equipo de HACCP debera enumerar todos los
peligros que puede razonablemente preverse que se produciran en cada fase.
Luego, debera llevar a cabo un analisis de peligros para identificar, en relacion con
el plan de HACCP, cuales son los peligros cuya eliminacién o reduccion a niveles
aceptables resulta indispensable (ISO 9000, 2015).

Al realizar un analisis de peligros, deberan incluirse, siempre que sea posible, los
siguientes factores:

- la probabilidad de que surjan peligros y la gravedad de sus efectos.
- la evaluacion cualitativa y/o cuantitativa de la presencia de peligros.

El equipo tendra entonces que determinar qué medidas de control, si las hay,
pueden aplicarse en relacion con cada peligro. Puede que sea necesario aplicar
mas de una medida para controlar un peligro o peligros especificos, y que con una
determinada medida se pueda controlar mas de un peligro.

E) - Determinacién de los Puntos Criticos de Control (PCC): Es posible que
haya mas de un PCC al que se aplican medidas de control para hacer frente a
un peligro especifico.
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Si se identifica un peligro en una fase en la que el control es necesario para
mantener la caracteristica del producto, y no existe ninguna medida de control que
pueda adoptarse en esa fase o en cualquier otra, el producto o el proceso debera
modificarse en esa fase, o en cualquier fase anterior o posterior, para incluir una
medida de control.

F) - Establecimiento de Limites Criticos para cada PCC: Para cada punto
critico de control, deberan especificarse y validarse, si es posible, limites
criticos. En determinados casos, para una determinada fase, se elaborar4 mas
de un limite critico. Entre los criterios aplicados suelen figurar las mediciones de
temperatura, nivel de humedad, esterilidad, pH, etc.

G) - Establecimiento de un Sistema de Vigilancia para cada PCC: La vigilancia
es la medicion u observacion programadas de un PCC en relacion con sus
limites criticos. Mediante los procedimientos de vigilancia debera poderse
detectar una pérdida de control en el PCC. Ademas, lo ideal es que la vigilancia
proporcione esta informacién a tiempo como para hacer correcciones que
permitan asegurar el control del proceso para impedir que se infrinjan los limites
criticos. Cuando sea posible, los procesos deberan corregirse cuando los
resultados de la vigilancia indiqguen una tendencia a la pérdida de control en un
PCC, y las correcciones deberan efectuarse antes de que ocurra una
desviacion.

La mayoria de los procedimientos de vigilancia de los PCC deberan efectuarse
con rapidez porque se referiran a procesos continuos y no habra tiempo para
ensayos analiticos prolongados (Directriz ICH Q9, 2008).

H) - Establecimiento de Medidas Correctivas: Con el fin de hacer frente a las
desviaciones que puedan producirse, deberan formularse medidas correctivas
especificas para cada PCC del sistema de HACCP. Estas medidas deberan
asegurar que el PCC vuelva a estar controlado. Las medidas adoptadas
deberan incluir también un sistema adecuado de eliminacién del producto
afectado. Los procedimientos relativos a las desviaciones y la eliminacion de los
productos deberdn documentarse en los registros de HACCP.

) - Establecimiento de Procedimientos de Comprobacién: Deberan
establecerse procedimientos de comprobacion para determinar si el sistema de
HACCP funciona eficazmente. La frecuencia de las comprobaciones debera ser
suficiente para confirmar que el sistema de HACCP esta funcionando
eficazmente (Directriz ICH Q9, 2008; 1SO 9000, 2015).
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2.6.2. Evaluacion de los Riesgos.

Evaluacion de riesgos consiste en la identificacion de los peligros el analisis y la
evaluacion de los riesgos asociados con evaluacion de riesgos consiste en la
identificacion de los peligros el andlisis y la evaluacion de los riesgos asociados
con la exposicion a esos riesgos (como se define a continuacion). Las
evaluaciones de riesgos de calidad comienzan con una descripcion del problema o
riesgo pregunta bien definida. Cuando el riesgo en cuestion esta bien definido, una
herramienta de gestion de riesgos adecuada y los tipos de informacion que se
necesita para hacer frente a la cuestibn de riesgo serd mas facilmente
identificable. Como una ayuda para definir claramente el riesgo (s) para la
evaluacion del riesgo, tres cuestiones fundamentales a menudo son utiles (Sandle,
2003):

1- ¢ Qué podria salir mal?
2- ¢ Cual es la probabilidad que va a salir mal (probabilidad)?
3- ¢ Cudles son las consecuencias (gravedad)?

La identificacion de riesgo consiste en un uso sistematico de la informacion para
identificar los riesgos referentes a la realizacién del proceso o producto, que se
refiere a la descripcion del problema. La informacion puede incluir datos historicos,
analisis tedrico, opiniones informadas, y las preocupaciones de los interesados.
Direcciones de identificacion de riesgos del “;Qué podria salir mal?” pregunta,
incluyendo la identificacion de las posibles consecuencias. Esto proporciona la
base para nuevas etapas en el proceso de gestion de riesgos de calidad.

El Andlisis de riesgo es la estimacion del riesgo asociado a los peligros
identificados. Es la estimacion del riesgo asociado a los peligros identificados. Es
el proceso cualitativo o cuantitativo de la vinculaciéon de la probabilidad de
apariciéon y gravedad de los dafios. En algunas herramientas de gestion de
riesgos, la capacidad de detectar el dafio (detectabilidad) también influye en la
estimacion del riesgo.

La Evaluacion de Riesgo compara el riesgo identificado y analizado contra criterios
de riesgo dado. Las evaluaciones de riesgo consideran que la fuerza de la
evidencia para las tres de las preguntas fundamentales. Al hacer una evaluacién
eficaz de los riesgos, la solidez del conjunto de datos es importante, porque
determina la calidad de la salida. Revelando supuestos razonables y fuentes de
incertidumbre, se aumentara la confianza en este producto y / o proceso para
ayudar a identificar sus limitaciones.
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La estimacion de la probabilidad y consecuencias de cada riesgo identificado. La
probabilidad indica la “facilidad” de que se produzca la situacion que daria lugar al
dafio. Se puede graduar en baja, media y alta. (ISO 9000, 2015; CECMED, 2017).

Las consecuencias reflejan la severidad o gravedad del dafio que se puede
esperar en caso de materializacion del riesgo de accidente, pudiendo graduarse
en: ligeramente dafino, dafiino y extremadamente dafino (Anexo 7).

2.6.3. Valoracién del Riesgo.

Cruzando las variables probabilidad y consecuencia en la siguiente (Anexo 8),
obtendremos la valoracién final del riesgo, pudiendo considerarse trivial, tolerable,
moderado, importante e intolerable.

Esta valoracion de los riesgos nos da la informacién precisa para decidir si es
necesario implantar medidas correctoras o0 mejoras en los controles ya existentes,
y también nos ayudara a asignar prioridades a la hora de planificarnos. Por
supuesto, las medidas de control deben ser proporcionales al riesgo. En el Anexo
8 se muestra una (Anexo 9) con un criterio sugerido como punto de partida para la
toma de decisiones (CECMED, 2017).

2.6.4. Medidas Correctivas y Preventivas.

Para cada una de las situaciones andmalas y riesgos identificados en la
evaluacion, debemos indicar las medidas necesarias para eliminar o controlar
dichos riesgos (Anexo 9).

La eleccion de estas medidas debera hacerse siguiendo los Principios de la accién
preventiva:

» Evitar los riesgos.

» Evaluar los riesgos que no se puedan evitar.
» Combatir los riesgos en su origen.
>

Adaptar el trabajo a la persona, en particular en lo que respecta a la
concepcion de los puestos de trabajo, asi como a la eleccion de los equipos
y los métodos de trabajo y de produccion, con miras, en particular, a atenuar
el trabajo monaotono y repetitivo y a reducir los efectos del mismo en la salud.

» Tener en cuenta la evolucién de la técnica.

» Sustituir lo peligroso por lo que entrafie poco o ningun peligro.
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Planificar la prevencién, buscando un conjunto coherente que integre en ella
la técnica, la organizacion del trabajo, las condiciones de trabajo, las
relaciones sociales y la influencia de los factores ambientales en el trabajo.

Adoptar medidas que antepongan la proteccion colectiva a la individual.

Dar las debidas instrucciones a los trabajadores. (Qian y col., 2010;
CECMED, 2017)

24



Materiales y Méetodos



Obtencidn de Anticuerpos Dobles Conjugados para uso en Citometria de Flujo.

Materiales y Métodos.

lll.  Materiales y Métodos.

3.1. Andélisis de Peligro y Puntos Criticos de Control del proceso productivo

de Marcadores Leucocitarios.

Se realiz6 la aplicacion del HACCP, Método de definicion de Puntos Criticos y de
Control, una vez identificados previamente los Peligros potenciales y/o reales.

Para el levantamiento de los Puntos Criticos de los procesos involucrados en la
obtencién del producto “marcadores leucocitarios”, se parte inicialmente de la
elaboracion del Diagrama de flujo de cada Proceso o Subproceso involucrado,
analizando los peligros para la calidad del producto en todas las etapas por la que
pasa y comparandolo con la existencia de Puntos de control, desde la obtencion
del inoculo, la produccion del Liquido Ascitico Murino (LAM), la purificacion y
conjugacion del IFA, la formulacién y etiquetado del producto, hasta su posterior
comercializacion; asociados a los Puntos Criticos identificados en cada etapa
(Directriz ICH Q9, 2008).

Del analisis riguroso de las etapas por las que pasa el producto, se generaron los
Diagramas de flujos. Para la sefializacion de estos, en rojo y a la derecha se
pusieron los posibles puntos criticos que pudieran parar el proceso de obtencion
de los marcadores, a la izquierda y en negro los controles de proceso existente en
las etapas y en azul se reflejaron los controles de proceso para una mejora de la
obtencion del producto; empleando el sistema de analisis de peligro de puntos
criticos de control (HACCP), el mismo permite identificar peligros especificos y
medidas para su control. (Anexo 10).

Para este andlisis se constituyd un equipo de 11 especialistas, conformados por
Doctor en Ciencias (1), Masteres en Biotecnologia (5), Licenciados (4) y un
Ingeniero Quimico; todos relacionados con los procesos involucrados en la
obtencion del producto de interés: marcadores leucocitarios (AcM antiCD). Para
ello primero se repasé las diferentes etapas del producto y se les explicd la
importancia de identificar y tratar de reducir los posibles riesgos para llegar a la
meta de “error cero”. Se visualizé las consecuencias de los errores de calidad,
pudiendo provocar pérdidas para la empresa y desabastecimiento de los reactivos
en las redes nacionales (Anexos 11).

Los Puntos criticos identificados fueron evaluados segun las variables probabilidad
y consecuencia en la que obtendremos la valoracion final del riesgo, pudiendo
considerarse como trivial, tolerable, moderado, importante e intolerable. Esta
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valoracion de los riesgos nos da la informacion precisa para decidir si es necesario
implantar medidas correctoras 0 mejoras en los controles ya existentes, y también
nos ayudara a asignar prioridades a la hora de planificarnos. Por supuesto, las
medidas de control deben ser proporcionales al riesgo (CECMED, 2017). Se
emple6 como herramienta informética para la evaluacion de los riesgos el sistema
Quays® (quays.cim.sld.cu) utilizado en la empresa del Centro de Inmunologia
Molecular (CIM) para el seguimiento de los Planes de Prevencion de Riesgo por el
Comité de Control Interno.

Del andlisis se generaron los posibles peligros potenciales a los que se expone el
proceso de Marcadores Leucocitarios y a su vez nuevos limites de control para
reducir ese peligro; y se descargan en planes de medidas y de vigilancia para
darle seguimiento a los puntos criticos detectados en el proceso, para una mejora
del producto marcadores leucocitarios. Se tiene el plazo de un afio para darle
cumplimiento a los planes con acciones correctivas y evaluar comportamiento de
los puntos criticos identificados, asi como implementacion de las mejoras para el
producto; y se le da seguimiento, cada tres meses para su cumplimiento (Anexo
12).

El analisis se dirigid al Proceso que pudiese detectarse la mayor cantidad de
Puntos Criticos, aquellos con mayor puntaje como Peligro o donde se detecten la
menor cantidad de Puntos de control ya establecidos; dirigiendo el plan de
medidas a generar mas o nuevos puntos de control.

3.2. Obtencion del Anticuerpo Monoclonal Purificado antiCD.

Los anticuerpos utilizados para la investigacion (antiCD45, antiCD4, antiCD3)
fueron obtenidos por el grupo de Procesamiento de IFA del Laboratorio de
Anticuerpos y Biomodelos Experimentales LABEX, Santiago de Cuba; segun
metodologia descrita en procedimiento O5.PNO.11, donde se inicia como materia
prima el Liquido Ascitico Murino LAM, que fue obtenido a partir de la inoculacién
de los biomodelos (raton Balb/c), generado del hibridoma (L3 antiCD45, T4
antiCD4, T3 antiCD3) (Soria, 2010). Posteriormente se realiza la filtracién del LAM
por 0.2 um para eliminar la grasa existente en el mismo y se procede a la
purificacion por cromatografia de afinidad y exclusion molecular empleando un
equipo de purificacion FPLC (AKTA purifier™) para obtener la IFA libre de
contaminantes. De ahi se le realiza controles de procesos y se procede a la
entrega de muestra para que se realicen los controles de calidad como: el grado
de pureza y la actividad biol6égica, punto isoeléctrico, segun Especificaciones
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5036, 5016, 5015, respectivamente del SGC del LABEX. Los purificados fueron
utilizados, una vez liberados, para fines de conjugacion (Anexo 13).

3.3. Simples Conjugados.

3.3.1. Obtencion del AcM Conjugado con Isotiocianato de Fluoresceina
(FITC).

Preparacion del AcM.

Una vez obtenidas las muestras del antiCD purificado, segun procedimiento
anteriormente descrito, se verificd que la concentracion de la proteina fuese mayor
de 7 mg/mL mediante la medicibn de la absorbancia a 280 nm por
espectrofotometria. Se realiza el cambio de pH a la solucién conteniendo el AcM,
de 7.3 a 9.5 con buffer carbonato-bicarbonato de pH 9,5, para lo cual se ultra filtré
usando centricones Ultracel 30 kDa (Goding, 1976).

Conjugacion del AcM con FITC.

Para la realizacion del anticuerpo conjugado con FITC (isémero |, Sigma Catalogo
F4274), se inicio partiendo de una relacion establecida FITC/proteina (1:2) por
Harlow, E. and Lane D, dicha relacion fue aplicada para nuestra molécula,
cumpliendo con el rango de F/P 3.8 reportado por el autor Roederer en 2012, se
utiliz6 como disolvente para el fluorocromo el Dimetilsulféxido (DMSO) SIGMA®; y
se trabajé el anticuerpo a una concentracién constante segun el procedimiento
(O5.PNO.007) (Rabell, 2014).

Se prepar6 la solucion FITC-DMSO con 3,5 mg de FITC para 500 uL de
Dimetilsulfoxido, utilizando un frasco de vidrio ambar se adicionaron al anticuerpo
en agitacion constante, 50 yL de la mezcla FITC-DMSO, en alicuotas de 5 uL,
luego se incubd el Ac con el fluorocromo en agitacion suave durante 1 h hasta
lograr la conjugacion Ac-FITC a temperatura de laboratorio (24 °C).

Purificacién del Conjugado.

La purificacion del anticuerpo conjugado se realizd por filtracion en gel en
columnas PD-10 Pharmacia® utilizando una matriz de Sephadex G-25 y un Buffer
Fosfato Salino 0,01 M a pH 7,2 como tampon, para remover del gel de exclusion
las moléculas y el FITC que no se conjugaron al anticuerpo.
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Determinacién de la Relacién Molar F/P por Espectrofotometria.

La determinacion de la relacion F/P en la muestra purificada se realizO por
espectrofotometria a una densidad Optica de 280 nm para detectar las moléculas
de anticuerpo fluorescente en el producto conjugado y a 495 nm para detectar la
presencia de moléculas de fluorocromo acoplado a la proteina en el espectro
visible del equipo. Como Tampon de lectura se utilizo el Buffer Fosfato Salino 0,01
M a pH 7.2, se vertid la dilucién 1/10 de la muestra purificada en una cubeta de
cuarzo y se midio la densidad éptica. Se realizaron tres lecturas con el fin de lograr
repetitividad. Para determinar la razén molar se utilizé la ecuacion 1 (SIGMA.FD,
2005).

F_ 277 x Ai495mmy (1)
P~ A(280 nm)- 0,35 (4 495 nm)

Donde:
F/P - Relacion FITC/Proteina
A 495 nm (Absorbancia a 495 nm del fluorocromo)
A 280 nm (Absorbancia a 280 nm del anticuerpo).

3.3.2. Obtencion del AcM conjugado con B-Ficoeritrina (PE).

La conjugacion se realizé teniendo en cuenta el protocolo descrito por Bermejo en
2002, segun procedimiento O5.PNO.014. Se ultrafiltré la ficoeritrina primeramente
contra Buffer Fosfato Salino pH 7.2 -7.4 para retirar el preservo y posteriormente
en Buffer Fosfato 50 mM, 1 mM EDTA pH 7. Se utilizaron 3,2 mg de PE / mg de
anticuerpo, incluyendo un 10 % de la pérdida durante los intercambios de
amortiguamiento.

La pureza y la concentracion de la PE se determinaron midiendo la absorbancia a
495 y 545 nm. Una razén de 545/495 = 2 indica una eliminacion adecuada de
todas las otras proteinas.

Derivatizacion de la Ficoeritrina (PE).

Se prepar6 una soluciéon a 10 mg/mL de SMCC en DMSO minutos antes de su
utilizacion. Luego se afiadié 45.53 uL de SMCC dependiendo de los mg de PE,
segun la relacion prevista, se procedio a la agitacion a temperatura de laboratorio
por 1 h en frasco ambar. Seguidamente se purificé la PE derivatizada empleando
una columna de filtracion en gel (PD-10) equilibrada con Buffer Fosfato 50 mM, 1
mM EDTA apH 7.
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Reduccioén de los Anticuerpos.

Se prepar6 una solucién de 1 M de DTT minutos antes de su uso a 15,4 mg en
100 uL en agua destilada. Se afiadieron los 3 uL de la solucién de DTT necesarios
para el anticuerpo, luego se incub6 a temperatura ambiente durante 30 min.
Posteriormente se purificd el anticuerpo reducido, por una columna de filtracion en
gel (PD-10) equilibrada con Buffer Fosfato 50 mM, 1 mM EDTA a pH 7 para
realizar un desalado, se determiné la concentracion del anticuerpo por
espectrofotometria para proceder con la etapa de conjugaciéon del anticuerpo con
el fluorocromo.

Conjugacion del Ac con B-PE

Se afiadié en un frasco &mbar el anticuerpo reducido y la ficoeritrina derivatizada y
se agité por 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente se prepar6é una solucion
de 10 mg de NEM en 1,0 mL de DMSO anhidro. Se afadieron 3.4 uL de la
solucién por mg de anticuerpo a conjugar, se agité en frasco ambar a temperatura
ambiente durante 30 min. °

Purificacién de los Conjugados.

La purificacion de los anticuerpos conjugados se realizé por el procedimiento
descrito, en una columna de filtracion en gel utilizando como medio cromatogréafico
la matriz de Sephadex G-25 y Buffer Fosfato Salino 0,01 M pH 7,2. El conjugado
se almacena a temperatura de 2 a 8 °C.

A todos los anticuerpos conjugados con fluorocromos se le realiza la
determinacién de la actividad biolégica mediante citometria de flujo, para
determinar su maxima dilucion y su porciento de reconocimiento, esto ocurre a la
par con el reconocimiento del patron comercial para tener un estandar de
comparacion.

Determinacién de la relacion molar del anticuerpo conjugado con PE.

La determinacion de la relacibn molar del anticuerpo conjugado con PE en la
muestra purificada se realizé por espectrofotometria a densidad éptica de 280 nm
para detectar las moléculas de anticuerpo fluorescente en el producto conjugado y
a 545 nm para detectar la presencia de moléculas de fluorocromo acoplado a la
proteina en el espectro visible del equipo. Como Tampdn de lectura se utilizo el
Buffer Fosfato Salino 50 mM, 1mM EDTA a pH 7.0, se verti6 la dilucion 1/10 de la
muestra purificada en una cubeta de cuarzo y se midid la densidad éptica. Para
determinar la relacion molar se utiliz6 la ecuacién 2, empleada por Rodriguez
(2017).
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FFPE _ 0.232+ Ases 2)

Prot AZQD—A545*D.222

3.4. Obtencion del Reactivo Doble Conjugado.

Para evaluar el desempefio del reactivo doble conjugado, a partir de las
combinaciones de reactivos simples, se escogieron los conjugados antiCD4
conjugado con PE y el antiCD45 conjugado con FITC.

Primeramente, se realizaron diluciones del antiCD45 conjugado con FITC,
tomando de referencia al anti CD4-PE (v:v), para un Vina de 100 uL completado
con tampon PBS. Se analiz6 la variabilidad de la dilucién en los dos grupos de
reactivos definidos por separados y la influencia de un reactivo con respecto al
otro, tomando como variable de respuesta €l % reconocimiento de cada uno; para
determinar en qué dilucion estuvo su mejor desempefio. El disefio experimental
recoge las variables o combinaciones de 7 Diluciones del antiCD45 conjugado con
FITC/ antiCD4 conjugado con PE: 1/5, 1/10, 1/15, 1/20, 1/30, 1/35, 1/40 (Anexo
14).

Los lotes utilizados fueron: antiCD4 conjugado con PE (D02C1801-PE); antiCD45
conjugado con FITC (D19C1901-FITC). Las muestras fueron diluidas con Buffer
Fosfato Salino 50 mM, 1mM de EDTA a pH 7. Como controles de referencias se
emplearon los reactivos comerciales de PARTEC®, Lotes X273551 CDA4/PE;
X273561 CD45/FITC.

Las muestras se analizaron en un Citdmetro PARTEC®; lo resultados se
procesaron en el programa FloMax®, que viene instalado en el equipo (Fryland,
2004). Los limites de aceptacion de los anticuerpos para el CD4 (30-51) % y del
CD45 mayor de 90%.

3.4.1. Determinacion de la Actividad Biolégica al Producto Conjugado.

Se tomaron las diluciones de las mezclas realizadas, representadas en el (Anexo
14), cada dilucién se homogeniz6 con el vortex. En 56 tubos Falcon de 5 mL, se
afadié 100 pL de sangre total humana y 20 pL de cada dilucion de la mezcla de
doble conjugado a evaluar. Se prepard un control negativo con 100 pL de sangre
total del “individuo supuestamente sano” (iss), sin afadir el conjugado AcM-
fluorocromo. Como control positivo a los reactivos a evaluar, se utilizaron los
reactivos comerciales a los cuales se les afiadi6 100 puL de iss y 10 pL del
producto de referencia.
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Todos los tubos se homogenizaron en el vortex e incubaron a 4 °C durante 30 min
con poca iluminacion. Luego de la incubacion a cada tubo se le afiadio 2 mL de
solucién de lisis y se centrifugd por 5 min a 1500 r.p.m. a 4 °C. Se desecho el
sobrenadante, con mucho cuidado de no perder las células, y se afiadio 4 mL de
Buffer Fast Flow para lavar las células mediante centrifugacion a 1500 rpm
durante 5 min. Luego de comprobar la transparencia del sobrenadante, se le
afiadi6 a cada tubo 1000 pL del mismo Buffer y se homogenizaron nuevamente en
el vortex. Se filtré la muestra con membrana de 0,2 um para evitar tupicion en los
conductos del citometro y se leyeron las muestras en un citbmetro de Flujo
CyFlow™ Space PARTEC®, utilizando los valores de adquisicion especificos para
leucocitos. El ensayo fue analizado en el programa FloMax®, en él se brindan los
porcientos de reconocimiento.

Terminada la lectura en el citbmetro de flujo y analizados los datos en el programa
FloMax® para determinar la mejor dilucion, se procedi6 a realizar las réplicas de la
dilucién y su lectura en el equipo de citometria para evaluar reproducibilidad del
resultado.

Se prepara el reactivo doble conjugado antiCD4 conjugado con PE/ antiCD45
conjugado con FITC a la mejor dilucion de cada uno de los reactivos de simple
marcaje, con tres réplicas. El disefio experimental incluye dos variables: dos (2)
individuos supuestamente sanos (iss), tres (3) técnicos o analistas (Anexo 15)

Ejemplificando con otra mezcla, se combinaron antiCD4 conjugado con PE/
antiCD3 conjugado con FITC; lotes: antiCD4-PE (D02C1801-PE), antiCD3-FITC
(01C2001-FITC) y la otra mezcla utilizada fue el antiCD20 conjugado con PE/
antiCD3 conjugado con FITC; lotes: antiCD20-PE (D68180100-00-PE), antiCD3-
FITC (01C2001-FITC). Para ambos casos, se asumio la dilucién 1/10 para ambos
reactivos conjugados simples y se utilizé Buffer Fosfato Salino a pH 7.2. Se
escogid para este ensayo, uno de los iss y uno de los técnicos que participan en el
anterior experimento (Anexo 16y 17).

3.5. Valoracién econdmica.

Para la determinacion del costo de produccion de los reactivos dobles conjugados
en LABEX, se realizd6 una valoracion econdémica segun el calculo de las fichas de
costo calculados para todas las etapas por los que pasa el reactivo (obtencion del
Inéculo, produccién del LAM, purificacion y conjugacién y por ultimo llenado y
etiquetado), con ayuda del programa Microsoft Office Excel® 2020.
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IV. Resultado y Discusion.

4.1.- Aplicacion de la Gestion de Riesgos, para la Calidad del reactivo

Marcadores Leucocitarios.

Los principios de la gestién de riesgos son eficazmente utilizados en diferentes
areas de negocio y gubernamentales tales como seguridad laboral, salud publica,
farmacovigilancia y también son utilizados por las agencias que regulan estos
sectores. Aunque hoy en dia hay varios ejemplos del uso de la gestion de riesgos
para la calidad en la industria farmacéutica, estos son limitados y no representan
el total de las contribuciones que la gestion de riesgos ofrece. Ademas, la
importancia de los sistemas de calidad ha sido reconocida en la industria
farmacéutica, y es evidente que la gestion de riesgos para la calidad es un
componente con un valor afiadido en un Sistema de Calidad eficaz (ICH-Q9,
2008).

La industria farmacéutica y los o6rganos reguladores pueden evaluar y gestionar
los riesgos utilizando herramientas de gestion del riesgo reconocidas y/o
procedimientos internos (por ejemplo, procedimientos normalizados de trabajo).
Estas herramientas se basan fundamentalmente en detectar los Peligros
potenciales o Modos Fallas y para ello, se requiere un conocimiento profundo
del proceso de obtencién del producto y de los estandares de calidad que se
definen para estos (Sperber, 2013)

El Control de Peligros y Puntos Critico (HACCP en inglés) es un método
simple, altamente especifico de control de peligros, que se desarrolla basandose
en siete principios: 1) conducir un analisis de peligros, 2) identificar los puntos
criticos de control (PCC), 3) establecer los limites criticos en cada PCC, 4)
establecer los procedimientos para monitorear cada PCC, 5) establecer acciones
preventivas y correctivas, 6) establecer procedimientos para verificar que el
programa esta trabajando correctamente, 7) establecer registros y documentacion
para mantener el CPPC y asegurar su eficacia (Moreno, 2012). Por lo tanto, la
utilizacion del mismo ayudara a minimizar los peligros potenciales que puedan
asociarse al proceso productivo.

4.1.1.- Analisis de Peligros y Puntos Criticos de los Marcadores
Leucocitarios.

Los negocios que han tenido éxito, entienden el valor de un Sistema de Gestion de
Calidad eficaz cuando la organizacién se centra en satisfacer los requisitos de los
clientes y asegurar que estan satisfechos con los productos y servicios que
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reciben: “Las organizaciones dependen de sus clientes, y por lo tanto deben
comprender las necesidades actuales y futuras de los clientes, satisfacer los
requisitos de los clientes y esforzarse en exceder las expectativas de los clientes”
(1SO 9000, 2015).

Para el desarrollo y la introduccion de los marcadores leucocitarios al mercado
nacional e internacional, se incorpora también a los clientes en la gestién de la
calidad, a través de la realizacion de Talleres de Productos con enfoque a Cliente
con una periodicidad anual; en el cual, se recogen quejas, sugerencias y
preocupaciones de los mismos, mediante encuestas 0 exposiciones de
experiencias, obteniendo de este intercambio propuestas de mejoras para el
producto.

Se hizo una revisién de los informes de post comercializacion de los afios 2017-
2019 y se observo como en los tres ultimos afos los clientes expresan una mayor
satisfaccion con los ensayos en terreno desarrollados con lotes producidos de anti
CDs (CD3, CD4, CD8, CD45), llegando a obtenerse su Licencia Sanitaria
conferida por el CEMED (001-10-1D) en el 2018. (CECMED, 2020).

Por otro lado, nuevos y habituales “usuarios” demandan principalmente, la
introduccién de un nuevo fluorocromo al mercado para el doble marcaje, ya que el
tradicional FITC presenta limitaciones en dependencia del citbmetro a disposicion.
Ademas, se requiere que el conjugado con Ficoeritrina (PE) cuente con mayor
intensidad de fluorescencia, pero a su vez solicitan incrementar los AcM
conjugado para deteccién de otras células del sistema inmune. Los marcadores
leucocitarios mas demandados resultan el antiCD45 y el antiCD4. De este
intercambio, se han propuesto para la familia de estos reactivos, nuevas “dianas”
para reconocimiento celular, mediante anticuerpos monoclonales conjugados con
fluoréforos, para asi poder ampliar el uso diagndstico de los mismos: ej. antiCD20,
antiCD56 (CECMED, 2017).

Se conformé el Equipo de Expertos con caracter multidisciplinario, conformados
por 11 especialistas, entre ellos un Doctor en Ciencias, Masteres en Biotecnologia,
Licenciados en Biologia y Farmacia, ademas de un Ingeniero Quimico; con los
conocimientos y competencias especificas para este producto (Anexo 11).

Hay que hacer notar que los Marcadores Leucocitarios son una familia de
productos, constituidas por anticuerpos monoclonales conjugados con
fluorocromos, constituyendo reactivos utilizados en el conteo de poblaciones
linfocitarias durante la evaluacion de leucemias, linfomas, inmunodeficiencias y
otras enfermedades del Sistema Inmune (G2. EM.011, G2.EM.016, G2.EM.017).
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Se asocia al uso del Citdbmetro de Flujo como equipamiento analitico,
comercializandose generalmente de manera conjunta el equipo y sus reactivos,
por determinados proveedores que monopolizan el mercado de diagndstico: ej.
PARTEC® (https://www.sysmex.es/nuestros-productos/product-singleview/cyflow-
space-2976.html), DAKQ®, BECTON y DICKINSON®
(http://www.biosystems.com.ar/es/marca/15/bd-biosciences) o] BECKMAN
COULTER®. (https://www.beckman.es/flow-cytometry/instruments/navios-ex).

Su obtencién para comercializacion, involucra varias actividades o tareas, como se
describe en el Diagrama de Flujo de Procesos (Anexo 18). De todos y cada uno
de ellos depende la calidad del ior® antiCD conjugado que se obtiene. Las
especificaciones de calidad del producto se establecen en el documento listado
del nimero de parte resumidas como: 8014, 8026, 8030.

e Andlisis de Peligros.

Se considera como peligro potencial en un proceso productivo, a las fallas que se
pudieran tener en la obtencion del producto, lo cual provocaria no calidad del
producto y a su vez quejas del cliente. Para la obtencion del producto marcador
leucocitarios se identificaron a priori por los Expertos, 8 peligros potenciales,
determinados a lo largo de todo el proceso de obtencion del producto final (Anexo
19), los cuales son:

D

» Insuficiente aprovisionamiento de insumos procesos.
+ Mala calidad de materias primas, envases, etiquetas.
+ No liberacion del inoculo.

¢ Roturas o no disponibilidad del equipamiento critico.
++ Baja estabilidad de los productos intermedios.

++ Baja concentracion del anticuerpo conjugado.

+ Demora en la liberacién del producto.

% Malas Condiciones de almacenamiento.

0

En el siguiente andlisis e implementacion de un Plan HACCP, se desarrollan los
primeros 5 principios del método para evaluar su utilidad en el desarrollo de este
producto. Se realiza la confirmacion de la existencia de pre-requisitos,
consistentes en: el cumplimiento de las Buenas Préacticas de Produccién, la
existencia de los Bancos Maestros liberados para los indculos y el Expediente
Maestro que describe en detalle el proceso productivo segun el SGC LABEX
(O1.PNO.02, O1.PNO.03).

Evaluada cada etapa del Flujo productivo para la obtencién del reactivo de interés,
se realizo el levantamiento por los Expertos de los Puntos Criticos, en todas y
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cada una de las etapas por las que transita el producto; el mismo permite detectar
peligros especificos y medidas para su control. En €l se identifican, evalian y
previenen principalmente todos los riesgos de contaminacién de los productos a lo
largo de todos los procesos de la cadena de produccion, estableciendo medidas
preventivas y correctivas para su control, tendiente a asegurar la calidad. En el
Anexo 19 se describen diferencias en las etapas y sus controles, antes y después
de aplicado este andlisis.

El HACCP es un sistema preventivo que identifica, evallia y previene los peligros
gue son importantes para la calidad del producto. Fue disefiado para evaluar y
monitorear peligros potenciales de tipo biologico, quimico o fisico; asi como, la
forma de reducirlos, prevenirlos, o eliminarlos. Es un método sistematico para el
control de los peligros asociados con las materias primas, ingredientes, procesos,
ambiente, comercializacion y su uso por el consumidor; controlando la calidad o
los atributos legales del producto. (Wallace, 2014) La aplicacion del Sistema es
compatible con la aplicacion de los sistemas de Gestion de la Calidad, como la
serie 1ISO 9000. (Gutiérrez y col., 2010)

e Analisis de Puntos Criticos (PC).

Por el Grupo de Expertos se identificaron 24 puntos criticos, en los cuales
pueden evidenciarse los Peligros potenciales anteriormente referidos en el
proceso de produccion de los reactivos marcadores leucocitarios. De ellos, 13 son
nuevos a partir de este analisis y el resto, habian sido identificados anteriormente,
como parte del sisteméatico analisis de riesgo de la entidad. Como se muestra en el
Anexo 19, la Etapa 3 que abarca el Proceso “Procesamiento de IFA” es donde se
concentran la mayor cantidad de PC identificados. De igual forma, las principales
mejoras declaradas por los clientes al producto, se relacionan con PC en la esta
misma etapa, siendo necesario revisar la calidad de la conjugacion para cumplir el
requisito de “mayor fluorescencia”. El resto se declaran como entradas del
Proceso “Gestion Comercial” al Proceso “Disefio y Desarrollo” (investigacion):
ejemplo, doble marcaje y nuevas dianas de poblaciones celulares (PPD.001).

Del resultado del analisis de los PC, el Sistema de Gestion de la Calidad en
LABEX se enriquece con la propuesta de 4 controles de procesos, 1 control de
la calidad para liberacion y 2 nuevos registros; constituyendo todos Mejoras al
Sistema. (Anexo 19) En referencia a los dos primeros, se enfatiza en la necesidad
de incorporar al Proceso Servicio de Control Analitico (A5), nuevas técnicas
analiticas o microscopicas con diferentes fundamentos, lo que mejorara la
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trazabilidad y la prevencion para contribuir a la eficacia del sistema en el
cumplimiento de los requisitos del producto (Anexo 20).

También se evidencia la interrelacion con otros Procesos, “Gestion comercial”
(Proceso 0O7) y “Aprovisionamiento Logistico” (Proceso A4), a través de
documentos de planificacion: Plan Logistico y Plan de Negocios; permitiendo
reforzar la Gestion por Procesos orientado a la creacion de valores para los
clientes, que constituye un principio basico de la gestion de la calidad
(www.iso.org.).

e Evaluacion de Riesgos y sus planes de mitigacion.

Dando seguimiento a los diferentes pasos de esta herramienta de ingenieria de
calidad, el HACCP, el equipo de expertos debié enumerar todos los peligros que
puede razonablemente preverse que se producirdn en cada fase. Luego, debera
llevarse a cabo un andlisis de peligros para identificar, en relacion con el plan de
APP, cudles son los peligros cuya eliminacion o reduccion a niveles aceptables
resulta indispensable (ISO 9000, 2015).

Como resultado del andlisis del diagrama enriquecido con los PC, se procedio a
enumerar los riesgos asociados, evaluar los peligros y gestionar las medidas de
supervision y/o control. Se identificaron 19 riesgos (Figura 5), de los cuales a 11
se les dio seguimiento con un plan de medida (PM) y a 8 por plan de vigilancia
(PV) (Anexo 21). Estos riesgos fueron incorporados al Plan de Prevencion de
Riesgos de la entidad (LABEX, 2019).

Comunmente se entiende por riesgo, la combinacion de la probabilidad de que
ocurra un dafio y la gravedad de dicho dafio. Se realiz6 la evaluacién de los
riesgos (peligros potenciales) empleando el sistema informatico Quays®
(http://quays.com.sld.cu), teniendo en cuenta la Severidad, Consecuencia,
Probabilidad y Ocurrencia: Método SOD (WHO, 2003).

Se obtuvo como resultados que, de los 19 riesgos identificados hay 9 que fueron
Criticos (47 %), 8 Moderados (42 %) y 2 Intolerables (11 %). Su distribucién para
seguimiento se muestra en la Figura 5. Su seguimiento se realiza a través de 30
medidas adoptadas y su ejecucion por parte de los responsables, se realizdé con
una periodicidad de tres meses.

Una vez concluido el 2019, se evalu6 el cumplimiento de estas medidas, las que
se reflejan en la Figura 6.
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Plan de Vigilancia
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Figura 5. Evaluacién de los Riesgos declarados y relacionados con el instrumento de
seguimiento para la gestion de la calidad: A) Plan de medidas, B) Plan de Vigilancia.
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Figura 6. Representacion grafica del cumplimiento de las medidas adoptadas para la
mitigacion de los riesgos.

Tabla 1. Identificacion de los nuevos puntos criticos para el 2020.

Riesgos/ Evaluacion

”Peligros” Medidas

Criticos | Moderados

5 7 3 2
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Evaluando la efectividad de las herramientas de control establecidas, se obtuvo
que de las tareas del plan de medidas que fueron 22, se resolvieron 16 que
representa un (73 %) y de las tareas del plan de vigilancia que fueron 8, se logro
gestionar 6 para un (75 %); demostrando en ambos casos altos valores de eficacia
en la gestion para las mejoras de calidad del producto de interés.

De este andlisis se derivaron en el 2020 nuevos PM y de PV, para darle
seguimiento a los mismos (Tabla 1) y como se muestran, ninguno clasifica como
Intolerable. En ellos, 2 de los riesgos se pueden catalogar como una debilidad del
sistema ya que rondan en problemas organizativos e implementacién de mejoras a
procesos y a productos; mientras que los otros 3 constituyen amenazas, ya que se
descargan en la logistica de importaciones de la empresa CIM y la gestién de
inversiones, que se logren aprobar su financiamiento (equipamiento y piezas de
repuesto) (Anexo 22). Por lo que se alerta a la Direccion a tener mas control del
mismo para gestionar su solucion (Proceso G3: Gestion por la Direccion y
Planificacion).

Otro paso seria el reconocimiento de los limites de los Puntos de control
implementados y relacionados con los Puntos criticos. Para ello se construye un
Plan o Ficha, como el que se muestra en la Tabla 2, para la Etapa 3; que permite
alertar al personal del Proceso y a su vez, establecer correcciones con inmediatez.

Entre las mejoras que ofrecié esta herramienta tenemos, que en el proceso de
purificacion y conjugacion de los marcadores se implementara un nuevo control
de proceso para la IFA purificada, que estad basada en determinar la calidad del
IFA con el AcM mediante una electroforesis. Con esa técnica incorporada, se
lograria dentro del proceso verificar que el purificado presenta la pureza deseada,
conservando el peso de la IgG en la banda mayoritaria y de esta forma que se
entregue a control de la calidad y pueda pasar a su posterior liberacion. Esta
propuesta generé6 nuevos documentos dentro del proceso como fueron
0O5.PNO.17 y a su vez, una serie de registros asociados al procedimiento para su
control.
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Tabla 2. Ficha para la Etapa 3: Procesamiento de IFA (Proceso O5).
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También se monitorea la concentracion del anticuerpo conjugado y a su vez la
relacion tedrica fluorocromo/proteina (B-PE/P), realizando estudios centrando
el valor en la ficoeritrina como fluorocromo, para mejoras de rendimientos en la
conjugacion y que podria incidir en una mejor fluorescencia del reactivo;
proponiéndose, ademas como nuevos controles de procesos.

Otra mejora en el proceso de marcadores leucocitarios y muy solicitados por
nuestros clientes (6 hospitales, 3 centros de investigacion) esta en el disefio y
obtencion de un reactivo doble conjugado para su uso en citometria de flujo,
constituyendo una mejora del producto, para lo cual se comienza con la
evaluacion de la conjugacion de los anticuerpos simples y luego la mezcla para la
obtencion del doble conjugado.

4.2.- Implementacion de mejoras al producto: ior® antiCDs conjugados.

Como se menciond anteriormente, el marcaje celular con AcM acoplados a
fluorocromos, representa un paso crucial para la identificacion de subtipos
celulares mediante el uso de la técnica de Citometria de flujo. Los anticuerpos
monoclonales permiten detectar y “etiquetar” poblaciones especificas de células.
Esta tecnologia consiste en la creacion de un anticuerpo que sea capaz de unirse
a una estructura especifica (antigeno), mismo que se expresa en el tipo celular
que se requiere identificar. Adicionalmente, este anticuerpo debe contener una
union covalente a un fluorocromo, que emitira luz fluorescente cuando sea
excitado por el laser; de este modo, la célula se “tifie” y facilitara la identificacion
de las células que se unieron al anticuerpo o marcador (Pérez y col., 2018).

4.2.1.- Obtencién de los Conjugados Simples antiCD.

» Obtencion y evaluacion del antiCD45 conjugado con FITC.

Para la obtencion de conjugados simples, se seleccionan aquellos “marcadores”
de mayor uso en el diagnéstico, como es el AcM reconocedor de las moléculas
proteicas CD45 y como fluoréforo de amplio uso el FITC.

El CD45 es un antigeno comun leucocitario, o llamado también pan-leucocitario,
por el hecho de que la expresan todas las células hematopoyéticas salvo los
eritrocitos. Se presentan en varias isoformas de distintos pesos moleculares,
originadas por un proceso diferencial del ARNm. La forma de bajo peso molecular,
denominada CD45RQ, constituye en los linfocitos T un marcador de memoria
inmunoldgica; mientras que la forma de alto peso molecular CD45RA, se presenta
en la membrana de las células virgenes. Su sobreexpresion se refiere en la
mayoria de los linfomas no Hodgkin, 97% de linfomas de células B y 90% de
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linfomas T son positivos. Es negativo en células de RS de linfoma linfoblastico, en
30% del linfoma anaplasico y en las neoplasis de células plasmaticas (Sarmiento y
col., 2012).

Para lograr un proceso de conjugacion eficiente de estos Ac-fluoroforo, se debe
garantizar que la proteina cumpla con los pardmetros criticos que plantea el autor
Roederer en 2012, para lograr la efectividad del acoplamiento entre las dos
moléculas:

e Concentracion del anticuerpo > 5 mg/mL, como criterio general.

e Ausencia de Azida Sodica (NaNs) en la solucion del anticuerpo.

e pH bésico (= 9,5) de la solucién de anticuerpo.

e La solucion del fluorocromo en el disolvente (DMSO) debe ser preparada al
momento de ser utilizada para evitar la oxigenacion del mismo.

Esto constituye uno de los Modos Fallas, identificados en la Etapa 3, a los cuales
se le monitoreo mediante PC que coinciden con ensayos de liberacion del
producto, estableciendo los limites de aceptacion (ESP. 5027).

Al trabajar con una concentracion mayor de 5 mg/mL del AcM a conjugar, se
garantizo la efectividad de la conjugacion, asegurando la mayor interaccién entre
el anticuerpo y el FITC. Esta interaccion es de tipo covalente y se produce entre el
grupo amino de la cadena lateral del aminoacido lisina, presente en el extremo
carboxilico de la proteina, y el grupo cloruro de sulfonilo del FITC. Esta interaccion
ocurre a pH bésico por ser la lisina un aminoacido clasificado como béasico y que
requiere estar cargado positivamente para la conjugacién (Carballo y col., 2012).

La presencia de una sal como la azida sédica en solucion con el anticuerpo,
provoca que ocurra un fenébmeno llamado salting in, donde en un medio poco
salino, la solubilidad de las proteinas aumenta al incrementar la concentracién de
sales; ademas de proteger la solucién de proteinas de contaminantes microbianos.
Segun se aumenta la fuerza i6nica del medio, los iones en que éstas se disocian
rodean a las proteinas e interaccionan con sus grupos ionizables; evitando asi,
gue se establezcan interacciones atractivas entre las cadenas laterales o extremos
cargados de las proteinas. Dicho fendmeno puede impedir que ocurra la
interaccién de la proteina con el fluorocromo por sus grupos activos (WHO, 2003).

Se revisa, evalla y establece para los simples conjugados, las relaciones F/P
constituyéndose en un parametro de control para un mejor desempefio de los
reactivos para la citometria de flujo. La relacion F/P se establece para dar a
conocer la cantidad de moléculas de fluorocromo que hay acopladas por molécula
de anticuerpo IgG 1 murina, en un conjugado fluorescente con FITC. Los valores
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de absorbancia caracteristico de cada molécula resultd ser el parametro de
seguimiento de la FITCags/Proteinazso, resultando a 495 nm (1.349) y a 280 nm
(1.244) nm, respectivamente.

El rango de la relacién F/P que se obtuvo fue de 4.84, en correspondencia con
el rango de 3 al0 aplicado por los autores Harlow y Lane, validada por Xia et al. y
Roederer et al, para las proteinas conjugadas con FITC; mostrando mayor
cantidad de moléculas de fluoréforos por moléculas de anticuerpo. Estos
resultados son también similares a los obtenidos por Rabell en 2014, donde la
relacion F/P que se obtuvo fue en el rango de 4,8 - 7,1. El conjugado se liber6
mediante citometria de flujo, segun el procedimiento A5.PNO.30 y cumpliendo con
los requisitos segun la especificacion ESP. 5049, descritos en la documentacion
del Sistema de  Gestion de la  Calidad en el LABEX.
(http://cimsp/labex/ DOCUMENTOS_LABEX/Forms/Allltems.aspx).

Se propone como “control de proceso”, ademas de la relacion de absorbancias
F/IP (As9snm/A2sonm), €l célculo de la concentracion del anticuerpo conjugado (Conc.
Ac/Conc. FITC), con un valor menor o igual a 11 mg/mL para conjugados con este
fluorocromo (Rev. por la Direccion 2018). La concentraciéon del anticuerpo
conjugado para el antiCD45 conjugado con FITC fue de 5.51 mg/mL, cumpliendo
con el requisito de < 11mg/mL (Whyte y Eaton, 2004).

En la tabla 2 se resumen los parametros incluidos en los controles de procesos,
como resultado de la aplicacion de HACCP a la Etapa 3: Conjugacion del AcM con
el fluoréforo; para el caso especifico de antiCD45 conjugado con FITC.

Determinaciéon de la Actividad Biol6gica del conjugado antiCD45 con FITC.

Posteriormente al disefio, la determinacion de la actividad bioldgica de los
conjugados se realiza mediante una técnica que permita la visualizacién de la
reaccion de fluorescencia, presente luego de la reaccion entre el antigeno y el
anticuerpo especifico. Con este fin pueden ser empleadas las técnicas de:
microscopia de fluorescencia y citometria de flujo (Rojas, 1995).

La actividad bioldgica del producto conjugado se determiné mediante la deteccién
del_porciento _de reconocimiento leucocitario del anticuerpo fluorescente, por la
técnica de Inmunofluorescencia directa, revelando por Citometria de Flujo la
reaccion antigeno-anticuerpo que se establece entre el anticuerpo fluorescente y
el antigeno presente en la superficie celular de los leucocitos en sangre periférica
humana. Esta reaccion se detect6 a través del Citémetro de Flujo PARTEC® y fue
procesada con el programa FloMax® (Koller, 1975).
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En la Figura 7 se muestra el porciento de reconocimiento del conjugado
antiCD45-FITC, para ser usado en citometria de flujo. Para cumplir con los
estandares de calidad en sangre periférica humana, debe tener un porciento de
reconocimiento de células leucocitarias en el rango de 90-100 %, donde se obtuvo
para el reactivo del LABEX de 99.92 %. Ademas, presentd una intensidad de
fluorescencia en correspondencia con el porciento de reconocimiento. Se comparo
con el reactivo de referencia PARTEC®, 99.93 %, observandose un
comportamiento muy similar al conjugado en el histograma del reactivo de
referencia.

Por lo que se puede concluir que el conjugado antiCD45 conjugado con FITC
cumple con los requisitos de calidad y puede ser utilizado en la obtencién de un
reactivo doble conjugado.

» Obtencidn y evaluacion del antiCD4 conjugado con PE.

Los linfocitos CD4+ también conocidos como T4, son globulos blancos que
combaten infecciones y desempefian un papel importante en el sistema
inmunitario. Un conteo de CD4+ es una prueba que mide la cantidad de linfocitos
CD4 en la sangre. El conteo de este “antigeno” marcador leucocitario, se usa para
vigilar la salud del sistema inmunitario de personas inmunodeprimidas, como
pacientes con VIH-SIDA y trasplantados. Cierto nivel de células CD4 sirve como
referencia para iniciar profilaxis contra infecciones oportunistas y/o para iniciar
tratamiento antirretroviral. El conteo de células CD4 es también un indicador de
respuesta al tratamiento antirretroviral. (Noda y col., 2013)

Para la obtencion de un marcador diagndstico con este antigeno mas especifico,
se utiliza un AcM reconocedor de esta proteina transmembrana, asociado a un
fluoréforo que presente una mayor brillantez, eligiéndose la Ficoeritrina (PE).

Se conocen diferentes métodos para la conjugaciéon con ficobiliproteinas, en los
cuales se emplean reactivos heterobifuncionales (SPDP, SMCC y GMBS) que dan
lugar a la formacién de enlaces covalentes, permitiendo asi la unién de las
ficobiliproteinas a moléculas especificas. Para el desarrollo de este trabajo se
utilizé el reactivo SMCC y se emple¢ el protocolo de Bermejo en 2002 modificado,
descrito en Materiales y Meétodos, generando el PNO wuna vez validado
O5.PNO.014 (https://www.labclinics.com/diez-trucos-para-configurar-un-panel-de-
citometria-de-flujo/).

En la obtencién del conjugado antiCD4 conjugado con PE se trabajé con una
concentracion del AcM de 5 mg/mL, para garantizar la efectividad de la
conjugacion, al permitir mayor interaccién entre el anticuerpo y el fluorocromo.
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Esta interaccion es de tipo covalente y dependiente del tamafio de las moléculas
implicadas. El seguimiento se realiza introduciendo fundamentalmente Ia
electroforesis como técnica de seguimiento para el CP, pues el anticuerpo antiCD
es del tipo 1gG, por lo que se le refiere un tamafio molecular de alrededor de 60
kDa. Por su parte, la ficoeritrina, la cual es un polipéptido con tamafio molecular
alrededor de 260-280 kDa y comparado con el FITC, la cual es una molécula
organica de tamafio alrededor de 0.389 kDa (Koller, 1975).

Como se identifico en el andlisis de HACCP, la etapa de obtencion del conjugado
con PE no presentaba un control de proceso y esto conlleva a un “peligro
potencial” en la obtencion de dicho conjugado; lo cual requiere ser evaluado para
la gestién de calidad del producto intermedio obtenido, que constituye el IFA del
ior® antiCD4-PE.

El fluorocromo ficoeritrina (PE) como producto intermedio tiene como
inconveniente que para su almacenamiento se le debe afadir sulfato de amonio a
concentracion de 3M, donde esto proceso es muy agresivo para la molécula y a la
hora de utilizarlo para la conjugacion, hay que realizar una dialisis exhaustiva para
retirar todo el sulfato de amonio y dejar los sitios libres para que ocurra el
acoplamiento del fluorocromo con el anticuerpo. Lo que puede resultar en una
disminucién de la concentracion de la ficoeritrina, por pérdidas propias del
proceso, por lo que podria introducirse un paso de concentracion antes de la
conjugacion.

Por lo general la conjugacién con PE, solia hacerse después que previamente se
le realizaba la dialisis exhaustiva del pigmento. De ahi la importancia de que exista
un proceso de preparacion del fluorocromo, ya que hace menos complejo la etapa
de conjugacion. Este se identifica como un punto critico, pues puede afectar la
eficacia del proceso.

Para obtener los mejores resultados de la conjugacién con este fluorocromo, lo
mejor es realizarlo acabado de purificar la molécula y luego preparar el conjugado
para la conservacion, de esta manera se minimiza el efecto del preservante. Esta
etapa también es considerada como un “peligro potencial”’, estableciéndose como
punto critico y la necesidad de realizarle a los productos intermedios (purificados,
conjugados, biomasa, ficoeritrina) el estudio de estabilidad de los mismos, para
tener seguridad de la vida Gtil de estas materias primas.

El analisis de peligros, requiere la determinacion de limites de control, para poder
establecer el control de proceso en la etapa de conjugacién del anticuerpo con el
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fluorocromo ficoeritrina (PE), donde se realizé una revision historica de datos por
cada lote de producto obtenido, para poder determinar si puede ser utilizado.

Se calculd la concentracion del fluorocromo conjugado ya que este parametro
incide en una de las mejoras sugeridas por nuestros clientes, por estar relacionado
con la intensidad de la fluorescencia. El resultado que se obtuvo fue de 4.4 mg/mL
de PE, similares a los referidos por Bermejo en 2003. Se cumple con el parametro
reportado por los autores anteriormente citados, que plantean que Ila
concentracion del fluorocromo PE tiene que ser menor de 5.4 mg/mL.

Aunque se recomienda trabajar con concentraciones del fluorocromo mayores de
10 mg/mL, para tratar de evitar la dilucién del mismo en el proceso de purificacion
del conjugado, el contar con una técnica sensible de deteccién del reconocimiento
celular y de una alta especificidad por la presencia del Ac, reduce la influencia
negativa que puede tener el exceso de fluorocromo. Esto constituye otro de los
peligros potenciales para la obtencién del conjugado, a los cuales se le incorpora
un monitoreo por resultar un PC que coincide con el ensayo de liberacién del
producto conjugado (ESP. 5073).

Por lo que en el “enfoque a mejoras” se realiz6 ademas la determinacion de la
concentracion del anticuerpo conjugado, la relacion molar (B-PE/P) mediante la
ecuacion utilizada por Bayardo 2017 (ecuacion 2), dando como resultado 0.331 el
que es similar al 0.299 obtenido por Bermejo en 2003. Los valores de absorbancia
obtenidos en la conjugado del anti-CD4 conjugado con PE, fueron 0.379 y 0.381, a
280 nm y 545 nm respectivamente; por lo que calculando la relacion molar de -
PEsas/P2so resultdé en 0.301, resultados similares a lo aplicado por los autores
antes citados.

En la Tabla 2 se resumen los pardmetros incluidos en los controles de procesos,
como resultado de la aplicacion de HACCP a la Etapa 3: Conjugacion del AcM con
el fluoréforo; para el caso especifico de antiCD4-PE.

Determinaciéon de la Actividad Biolégica del conjugado antiCD4 conjugado con PE.

La actividad biologica determinada mediante el % de reconocimiento leucocitario
del T4 en muestras de sangre periférica humana, por el anticuerpo fluorescente
antiCD4, fue procesada con el programa FloMax® en un citometro de flujo
PARTEC® (Wallace, 2014).

En la Figura 8 se muestran los resultados del uso del conjugado antiCD4
conjugado con PE y se comparé con el reactivo de referencia PARTEC®.
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El porciento de reconocimiento del primero fue de 31.93 % para el conjugado de
LABEX y 31.83 % para el de referencia, no existiendo diferencias significativas;
ademas de presentar la intensidad de fluorescencia acorde al patron y a las
regulaciones de calidad. Para un marcador leucocitario de sangre periférica
humana, especificamente para linfocitos CD4+, el porciento de reconocimiento
debe estar en el rango de 30-51 %. Por lo que este conjugado cumple con los
requisitos de calidad y puede ser utilizado para la obtencion de un reactivo doble
conjugado. Aunque ha de reflejarse para ambos reactivos, el valor cercano del %
de reconocimiento, al limite inferior aceptado.

De manera general, con estos dos AcM para subpoblaciones CD45 y CD4
conjugados con fluoroforos de distintos espectros de excitacion y emision, la
calidad de los antiCD simples conjugados que se producen en LABEX cumplen los
requisitos de usos segun regulaciones, permitiendo explorar las combinaciones de
los mismos para incrementar las expectativas de los clientes.

4.2.2.- Influencia del fluorocromo en la conjugacion con el anticuerpo
antiCDA4.

Los fluorocromos son moléculas quimicas que absorben luz a una determinada
longitud de onda y emiten a otra diferente. El espectro de excitacién y emision
varia con los diferentes fluorocromos, por lo que su utilizacion esta condicionada
por el tipo de laser del que disponga el citometro y de la longitud de onda a la que
se exciten ellos mismos (Mao y Mullins, 2010).

Si disponemos de una laser con una longitud de onda de 488 nm, ej. PARTEC®,
los fluorocromos que utilicemos deberan ser capaces de ser excitados a esta
longitud de onda y ademas emitir en longitudes lo mas lejanas posibles entre ellas.
En CF, los anticuerpos estan conjugados con fluorocromos, siendo la intensidad
de fluorescencia detectada por el citbmetro directamente proporcional al nimero
de moléculas unidas al antigeno. La intensidad de fluorescencia también depende
del fluorocromo utilizado, ya que hay fluorocromos que emiten con mayor
intensidad que otros (Golim y col., 2007).

Se realizé una comparacion del anticuerpo purificado antiCD4 obtenido a partir del
LAM procedente del mismo Lote 02P1801, y que fue conjugado con los
fluorocromos FITC y PE, para evaluar la influencia del fluorocromo en el
reconocimiento de los anticuerpos.
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En la Tabla 3 se representa el porciento de reconocimiento del antiCD4, con los
fluorocromos PE y FITC; cumpliendo en ambos casos con el rango establecido
para el CD4 de 30-51%. Los valores marcados en circulo, resultan el porciento de
liberacibn de los conjugados donde se logra la mayor intensidad del
fluorocromo en el rango de reconocimiento.

Aunque ambos conjugados antiCD4 cumplen requisito de actividad biolégica, en
este caso, se aprecia con FITC un 44.3 % que resulta mayor al 31.93 % de PE;
pero a una dilucion menor 1/5 comparado con 1/20, respectivamente,
evidenciandose que el PE resulta el fluor6foro mas brillante.

Esto se debe a que el fluorocromo FITC al igual que la cianina, son moléculas
organicas muy pequefias y ademas generan una intensidad de fluorescencia
relativamente baja; con respecto al fluorocromo PE y APC que son moléculas muy
grandes, pero cuya utilizacion se ve muy limitada por problemas de conjugacion,
solapamiento y estabilidad. Se reconoce ademas en literatura, que el fluoréforo PE
presenta mayor intensidad de fluorescencia (brilla méas) que el FITC, pues el
“Indice de tincion” de antiCD4 es 68.9 usando FITC y con PE es de 356.3. El
indice de tincién es una medida del brillo del marcaje en citometria de flujo (Flores,
2016).

En la Figura 9 se representa el grafico de los conjugados con los dos
fluorocromos PE y FITC y los porcientos de reconocimiento, en las diluciones
recomendadas; donde en todos los casos se cumple con el rango del porciento de
reconocimiento para los linfocitos CD4 que es 30-51 %. Se compararon con el
reactivo de referencia PARTEC® (antiCD4-PE), donde la liberacién por citometria
de flujo se monté a un volumen del reactivo de 5 uL y se obtuvo 31.83 % de
reconocimiento. En la propia figura, se muestran los graficos de los conjugados,
donde en las muestras de ambos conjugados se presentan la nube a una
intensidad de 102 en forma alargada, con un patron homogéneo, discriminando
muy bien las células negativas de las positivas, comportamiento similar al obtenido
con el reactivo de referencia (ver Figura. 9 A).

No obstante, no se puede perder de vista que para establecer la mejor dilucién
para su liberacibn hay que tener en cuenta el comportamiento del patrén de
reconocimiento, la intensidad de fluorescencia, el porciento de reconocimiento e
influye mucho la experticia que tenga el personal de liberacion en la técnica de
citometria de flujo.
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Tabla 3. Porciento de Reconocimiento del antiCD4 con los dos fluoréforos ensayados PE
y FITC.

% Reconocimiento

Dil CD4-PE CD4-FITC
2 44.06 4471
5 39.44
10 31.43 45.04

20 32.26

Pardmetro aceptable: 30 - 51 %
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Figura 9. Histogramas del los porcientos de reconocimientos de: (A) Reactivo Comercial
PARTEC®, (B) el porciento de reconocimiento del antiCD4 conjugado con PE y (C) el
porciento de reconocimiento del antiCD4 conjugado con FITC.
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Por lo que se puede concluir que con ambos florocromos se obtiene un
reconcimiento de los CD4 con el rango establecido y con buena intensidad, y que
para el conjugado con PE presenta mayor brillantez, lo que favorece la
identificacion del antigeno celular en las subpoblaciones sanguineas, a una menor
concentracion del AcM.

4.3.- Obtencion de reactivos Dobles Conjugados para su reconocimiento por
Citometria de Flujo.

Se tomaron como muestras los reactivos antiCD4 conjugado con PE y el reactivo
antiCD45 conjugado con FITC, debido a que se quiere sustituir importaciones a
nuestro sistema de salud nacional y este reactivo es el mas utilizado en los
hospitales para citometria de flujo en el seguimiento de pacientes con VIH-SIDA,
para el Programa Nacional de SIDA en Cuba; ademas de algunos centros de
investigacion que lo solicitan, para analisis inmunolégicos. Este Programa cuenta
como soporte técnico con 6 citbmetros PARTEC® distribuidos por todo el pais,
desde la zona oriental hasta el occidente, que permite el acceso al seguimiento
diagndstico de pacientes incluidos (Informacion del Dpto. Comercial).

Un reactivo que reconozca el antigeno CD4+/CD45+, permite identificar y estudiar
las poblaciones de los linfocitos T cooperadores (CD3+, CD4+), aunque el
antigeno CD4 también se expresa en la poblacion de monocitos (CD3-CD4+). Por
su lado, el antigeno CD45+ pan-leucocitario, se expresa en todas las células del
sistema hematopoyético (linfocitos, monocitos, granulocitos) y sus precursores
(Biosud, 2015).

Este reactivo puede utilizarse en los estudios de caracterizacién inmonofenotipicas
de linfocitos que se utilizan habitualmente en la monitorizacion del estado
inmunoldgico de pacientes después de un trasplante y en la caracterizacion y el
seguimiento de inmunodeficiencias, enfermedades autoinmunes, leucemia etc. Por
ejemplo, los pacientes con SIDA tipicamente muestran niveles reducidos de
linfocitos T4 cooperadores que se van haciendo menores, a medida que progresa
la infeccion (Stelter-Stevenson, 2001; Biosud, 2015).

Por lo que, comenzando con esta variante para el doble marcaje de poblaciones
linfocitarias, en este trabajo se realizaron 55 combinaciones de reactivos
conjugados, evaluando diluciones desde 1/5 hasta 1/40 de antiCD4-PE y de
antiCD45-FITC. Se calculé la variacién del porciento de reconocimiento de las
combinaciones, donde se observaron diferencias significativas para la obtencién
del doble marcaje, favoreciendo la dilucion 1/10 del antiCD4-PE (CV<10%) que
resulta las dos primeras diluciones ensayadas, las que cumple con los requisitos
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de calidad para este antigeno especifico (30-51 %), para las condiciones
evaluadas (Tabla 4, 5).

Las variaciones en la relacion del conjugado antiCD45-FITC por las diluciones
ensayadas, no influyen significativamente en el desempefio de los dobles
conjugados (Tabla 5). Por lo que, se percibe que el antiCD4-PE resulta en la
combinacion, el ingrediente farmacéutico activo critico para el reactivo doble
conjugado que se propone; en el cual se asegura un porciento de reconocimiento
adecuado para los leucocitos, cuyo promedio es de 33% (30-51 %). Ambos
reactivos por separados, en el rango de dilucion recomendada, cumplen con el
porciento de reconocimiento para su desempefio. (Tabla 4,5).

Para evaluar la mezcla de ambos reactivos en el doble conjugado, y poder ajustar
sus mediciones por citometria, se selecciona la dilucién 1/10 para ambos antiCD4-
PE y antiCD45-FITC; evaluandose su desempefio de manera combinada, lo que
se muestra en la Figura 10. Las diferentes réplicas realizadas se comportan en
rangos de 33.00 + 3.08 % y 99.82 + 0.22 %, respectivamente.

Se observa como resultado de las combinaciones de reactivos, a diferentes
diluciones, el comportamiento del antiCD45 conjugado con FITC fue estable,
cumpliendo con el porciento de reconocimiento que se encuentra en un rango de
90-100 %, lo que sugiere que las variaciones en concentraciones no afectan su
desempefio como marcador de esta poblacion linfocitaria. Mientras que para el
antiCD4 conjugado con PE, si resulta mas sensible a las variaciones de
concentraciones de sus anticuerpos conjugados (Figura 10), pero se prevé
mejoras por la incorporacion de PE partiendo de que el fluor6foro admite
diluciones hasta 1/20 manteniendo su indice de brillantez, que podria compensar
la reduccién del marcaje especifico Ac-Ag por la dilucion utilizada (Tabla 3).

En los manuales de citometria se recomiendan, que los fluor6foros con indice de
tincion mas brillante (como la B-PE) funcionan mejor para células con menor
expresion del antigeno o en la subpoblacion mas pequefia, mientras que los
fluoréforos mas tenues estan mas recomendados para antigenos mas expresados.
Sin embargo, cuando utilizamos diferentes colores, es posible que sea necesario
hacer concesiones debido a la disponibilidad de fluoréforos, anticuerpos y/o la
configuracion del citometro de flujo (SIGMA. P7562).
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Tabla 4. Porciento de reconocimiento del antiCD4-PE en funcién de las diluciones de
trabajo realizadas para el antiCD45-FITC.

% Reconocimiento del antiCD4-PE

Diluciones del antiCD4-PE
5 10 15 20 30 35 40

Diluciones del antiCD45-FITC

10 305 | 325 | 322 | 286 | 133 | 27.2 | 33.1
15 303 | 352 | 26 29 14 31 | 321
20 302 | 359 | 309 | 299 | 219 | 304 | 282
30 314 | 319 | 286 | 288 | 17.1 | 296 | 26.4
35 294 | 349 | 286 | 25.3 | 30.7 | 21.4 | 231
40 306 | 276 | 279 | 21.3 | 202 | 253 | 30.6
Promedio
DS 065 | 308 | 221 | 327 | 6.42 | 3.67 | 3.77
Cv 213 | 934 | 7.60 | 12.04 | 32.87 | 13.34 | 13.05
- CD 4
Rango de aceptacion
30-51 %

Tabla 5. Porciento de reconocimiento del antiCD45-FITC en funcion de las diluciones de
trabajo del antiCD4-PE.

% Reconocimiento del antiCD45-FITC
Diluciones Diluciones del antiCD45
antiCD4-PE 5 10 15 20 30 35 40
10 100 | 100 | 100 [ 99.9 | 99.7 | 96.8 | 99.9
15 92.2 1 99.4 | 92.7 | 98.8 | 75.7 | 92.9 | 90.8
20 99.3 199.8 | 995 (959 | 957|924 (994
30 99.9 | 100 | 98.2 | 100 | 98.8 | 99.2 | 97.5
35 100 | 99.9 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
40 100 | 99.8 | 100 | 100 | 100 | 99.9 | 100
Promedio
DS 3.13 |1 022 | 2.88 | 1.64 | 9.59 | 3.47 | 3.62
CcVv 3.18 | 0.22 | 2.92 | 1.65 [10.09| 3.58 | 3.70
CD 45 %

Rango de aceptacion

90-100
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Cuando se trata de una mezcla doble conjugada del reactivo para citometria,
influyen muchos factores, como el proceso de preparacion de la muestra, maxime
cuando es mediante el empleo del método de lisis-lavado ya que con este método
se manipula mucho la muestra y puede haber pérdida de célula. Por otro lado, los
reactivos que se utilizan en la solucion de lisado, tienen un efecto rapido y
completo, pero tienen un efecto tdxico sobre los leucocitos. (Van Agthoven y col.,
2010). Otro aspecto a considerar es que ademas del trabajo técnico que lleva el
ajuste de la plantilla de analisis, especifica para cada equipo citométrico, se
introduce otro parametro que es la compensacion de fluorescencia; que requiere
del conocimiento del método por el analista, ya que se incorporan dos fluoréforos
que tienden a solaparse o producir el llamado “quenching” (Anexo 23).

En la Figura 11, donde se observa el doble marcaje de la mezcla realizada en la
variante anteriormente discutida, se refiere la actividad bioldégica en el rango
reportado por la literatura, segun la norma de calidad para un marcador
leucocitario de sangre periférica humana: 90-100 % para el CD45 y de 30-51 %
para el CD4. (Dominguez, 2011). Es valido esclarecer que en el tratamiento a la
lectura por citometria, en un reactivo doble conjugado antiCD45/antiCD4, se le
suma el porciento de reconocimiento de los CD4 al CD45, ya que este Ultimo es
un marcador pan leucocitario. Por ejemplo, en este caso para el antiCD4-PE se
obtuvo 30.37 % y para el antiCD45-FITC de 99.47 %.

En la Figura 11 (A) se representa el porciento de reconocimiento del reactivo de
referencia PARTEC® antiCD4-PE/antiCD45-FITC,; evaluandose bajo
requerimientos técnicos y tratamientos de estos, segun el método utilizado en su
protocolo.

En el mismo se obtuvo un reconocimiento de un 32.17 % de los CD4 y un 41.13 %
de los CD45; por lo que no cumple con los requisitos de calidad para el CD45, sin
embargo, el reconocimiento del CD4 cumple especificaciones, pero ademas se
observa una buena intensidad de fluorescencia en el marcaje y un buen
agrupamiento de la nube. Se debe resaltar que por el canal de FL1 para FITC (con
CD45) se observan células enterradas (agrupadas en el borde inferior), lo cual
puede deberse al ajuste de la plantilla que requiere mejoras y no a la pérdida de
células marcadas. En el protocolo usado por PARTEC, para las muestras se usa
el método no lisis-no lavado.

En la Figura 11 (B) se observa el doble marcaje de la propuesta doble conjugado
del LABEX, antiCD4-PE/antiCD45-FITC, realizada en la dilucion 1/10 y bajo las
condiciones de ensayo establecidas para estos reactivos. Para el CD45 por FL1
para FITC fue de 99,47 % el reconocimiento, por lo que se encuentran en el rango.
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Se recomienda el uso del FITC como fluoréforo para reconocer antiCD45, ya que
este tiene bajo indice de tincion lo cual se prefiere en Ac con altos
reconocimientos antigénico, como este pan-leucocitario
(https:/lwww.labclinics.com/diez-trucos-para-configurar-un-panel-de-citometria-de-
flujo). Para el CD4 detectado por el canal FL2 para PE el porciento de
reconocimiento fue de 30,37 %, cercano al limite inferior; evidencidndose baja
intensidad de fluorescencia, ya que la nube no se resuelve de 10-100 por FLZ2, lo
gue puede ser causado por falta de compensacion, como parte del ajuste de la
plantilla para estos nuevos conjugados (Anexo 24).

Desde que se empieza a utilizar marcaje simultaneo con dos o mas fluorocromos
es necesario la compensacion de la fluorescencia. En este sentido, cuando se
utilizan dos fluorocromos que se pretende que sean excitados con una misma
fuente de luz (un laser), es casi obligatorio que los espectros de excitacion de
ambos sean similares, pero que cada uno muestre un espectro de emision
suficientemente separados del otro. Esto permitira discriminar entre la
fluorescencia perteneciente a cada fluorocromo, con la interferencia minima entre
ambos, pues uno de los fluoréforos podria ser detectado dentro del canal de
deteccion vecino (ej. para el FITC y el PE); dificultando la identificacion de las
poblaciones que son marcadas individualmente por los diferentes fluorocromos.
(https:/Iwww.thermofisher.com/antibody/product/CD20-Antibody-clone-2H7-
Monoclonal/12-0209-42).

A modo de ejemplo tanto el FITC como el PE son fluorocromos excitados de forma
especifica por la luz azul (488 nm) como pico maximo de la emision
suficientemente separados (530 nm y 570 nm respectivamente); esto permite que
la fluorescencia del FITC y de la PE sean recogidas por detectores diferentes. Sin
embargo, una cantidad relativamente pequefia de fluorescencia generada por el
FITC contamina la luz recogida por el detector del PE, provocando el Quenching o
desactivacion fluorescente (Anexo 25) (Figuerola, 2016).

Esto en la practica es bastante dificil, por la propia naturaleza y caracteristicas de
cada fluoréforo y no siempre es posible realizar la compensacion. Se recomienda
utilizar para diferentes marcadores, fluoréforos que no se solapen, para prevenir la
pérdida de sensibilidad o fluorescencia Todo esto lleva un ajuste muy fino de la
plantila que si no esta bien definida introduce otros errores (Anexo 25),
principalmente en citbmetros que utilizan un solo laser, como los modelos
CyFlow™ Space PARTEC® existente en nuestro SNS. Ello permitira, ademas una
visualizacion e interpretacidon de los datos adecuados y mas objetivas por parte del
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experto (https:/mwww.thermofisher.com/antibody/product/CD20-Antibody-clone-
2H7-Monoclonal/12-0209-42).

No obstante, y contrastando con el ensayo del conjugado simple antiCD4 con
ambos fluoréforos (Tabla 3) la dilucién que admitia el conjugado es 1/20, lo que
habla a favor del indice de brillantez de este fluor6foro. Sin embargo, en
comparacion con el reactivo de referencia PARTEC®, este marcador antigénico de
T4 disefiado en LABEX, tiene el mas bajo comportamiento del requisito para su
liberacion por actividad biolégica (30,37 %). Esto apunta a fendmenos de
reconocimientos Ag-Ac, que pueden afectarse por la disponibilidad del Ac y/o
configuracion de los canales del citometro de flujo para la lectura del fluorocromo
acompanante.

La ficoeritrina es un polipéptido con tamafio molecular alrededor de 260-280 kDa,
que comparado con el FITC de tamafo alrededor de 0.4 kDa, resulta
extremadamente grande al igual que otros fluoréforos naturales como el APC
(Koller, 1975). Por lo que su utilizaciébn en conjugacion con los Ac se ve muy
limitada por problemas de conjugacion, solapamiento y estabilidad. Es por lo cual,
en determinados casos se llega a un compromiso entre las ventajas en la
intensidad del marcaje del fluoréforo y los valores de reconocimientos antigénicos.

También existen diferencias entre los métodos de lavado de las muestras de
sangre periférica a estudiar. Los reactivos PARTEC® utilizan el método de no lisis-
no lavado y para los reactivos marcadores leucocitarios de LABEX, se utiliza el
método de lisis-lavado. Esto se agrava debido al poco suministro de reactivos de
importaciones (ej. stock de soluciones PARTEC), por las condiciones del bloqueo
econdmico férreo al que se encuentra sometido nuestro pais, no teniendo acceso
a los reactivos para la realizacion de métodos no lisis-no lavado.

Se ha encontrado que una solucion de lisis de eritrocitos muy fuerte puede causar
la pérdida de cerca del 50 % de leucocitos, y una lisis débil deja intactos los
leucocitos, pero utilizdndose el mismo tiempo, podrian permanecer intactos los
glébulos rojos. Adicionalmente se ha reportado que diferentes soluciones de lisis
tienen diferentes efectos sobre las sefiales SSC (Side scatter) y el FSC (Forward
scatter) que identifican las poblaciones celulares. (Vasquez, 2009; Pérez y col.,
2018).

Esta solucién de lisis disefiada en LABEX, constituye otro de los elementos
innovadores de los kits para Citometria de Flujo, lo que no sera discutido en este
trabajo.
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Para tratar de dilucidar el efecto de estas soluciones de lisis (métodos) en las
lecturas realizadas, se procede a ensayar el reactivo doble conjugado PARTEC®
de referencia usando el método propuesto para el reactivo del LABEX- lisis y
lavado-. En la variante 1 se ensaya el método de lisado, segun el procedimiento
A5.PNO.30; empleando como sangre periférica humana a un individuo
supuestamente sano y la técnica fue desarrollada por el técnico #1 (Tabla 6).

En esta experimentacion los resultados obtenidos en funcion del % de
reconocimiento no fueron los mejores, ya que las evaluaciones no cumplieron para
ninguno de los marcadores poblacionales: para el antiCD4-PE, como promedio en
27.15 * 2.58 %; para el antiCD45-FITC, de 77.76 £ 13.82 % (deben estar 30-51%
para antiCD4 y para antiCD45 de 90-100%).El método de lisado que se utilizd fue
—lisis y lavado-, un método que requiere mucha manipulacion de la muestra con la
consecuente pérdida de células en los lavados sucesivos que se realizan;
pudiendo haber influido en los resultados de reconocimientos. Lo mas
aconsejable, en la preparacion de estos reactivos es el uso de un método -no lisis,
no lavado- donde la intervencion del técnico es minima, reduciendo las pérdidas y
constituye el método tradicional usado en los reactivos PARTEC®.

En el marcaje de ambos reactivos (Figura 12), se observa el comportamiento del
reactivo comercial comparado con la propuesta de mezclas conjugadas de
reactivos LABEX®. Se reconoce que, a pesar de la afectacion de la lectura de la
actividad bioldgica, se reconoce que hay presencia de un reactivo doble
conjugado, con marcaje en ambas regiones FL1-FITC y FL2-PE, ademas de una
separacion de las nubes entre los CD4 y los CD45, pero falta la intensidad de
fluorescencia de ambos antiCDs para lograr los porcientos de reconocimientos
establecidos por calidad. Esto demuestra lo agresivo que resultan las soluciones
de lisado.

La dispersion de la nube puede ser el resultado de tener una plantilla no ajustada
eficientemente, esto conlleva a falta de compensacion entre fluorocromos
excitados y por consecuente, la reduccion de la fluorescencia principalmente para
PE y una deficiente separacion. Notese que se mantiene la intensidad de la
fluorescencia del PE por FL2, por debajo de 100, restandole intensidad y, por
tanto, porciento de reconocimiento para este marcador. Se ha de tener mayor
seguimiento y evaluacion, para mejoras del antiCD4-PE, por cuanto resulta el
reactivo mas sensible en los limites de seguridad de uso del doble conjugado.
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Tabla 6. Actividad biolégica del reactivo doble conjugado PARTEC® para marcaje de
poblaciones leucocitarias: antiCD4-PE/antiCD45-FITC (tratado con soluciones de lisis-

lavados).
% Reconocimiento
Dil CD4-PE CD45- FITC
29.94 93.62
1:10 26.68 71.35
24.84 68.31
Promedio 27.15 77.76
DS 2.58 13.82
CvV 9.51 17.77
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Figura 12. Representacion del reconocimiento de los reactivos de la mezcla doble
conjugada (A) y de referencia PARTEC®(B).
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Los diferentes protocolos de procesamiento de muestra, las condiciones en las
gue se almacenan los reactivos o en que se realizan las mediciones, o incluso las
interrelaciones que pueden existir entre los fluorocromos y las células o los
elementos de las células marcada, pueden potencialmente cambiar el perfil de
fluorescencia emitido por el detector del fluorocromo, debiendo tenerse en cuenta
estas variables adicionales en el calculo y evaluacion de la compensacion de
fluorescencia. En este sentido, merece destacar que, en ocasiones el deterioro del
reactivo, puede hacer imposible mantener una compensacion de fluorescencia
adecuada para la medicion (https://www.thermofisher.com/antibody/product/CD20-
Antibody-clone-2H7-Monoclonal/12-0209-42)

Se recomienda, seguir el monitoreo de la estabilidad del reactivo conjugado y la
eficiencia de la conjugacién, dos aspectos que se declaran como puntos criticos
en el andlisis de riesgos y de evaluacion de clientes. También seria bueno trabajar
en la concentracion del antiCD4 conjugado con PE para lograr mayor intensidad
de fluorescencia y separacion de la nube; parametro ya identificado como “punto
critico” para la obtencion del reactivo doble conjugado.

Por lo que se puede concluir que el reactivo doble conjugado obtenido en LABEX,
comparandolo con el comercial PARTEC®, detecta de manera especifica los
determinantes antigénicos seleccionados en ambos casos: CD4, CD45; pero se
debe trabajar en la limpieza del marcaje de los perfiles que se leen en el citbmetro,
lo cual puede ser mejorado a través del trabajo con la plantilla y a su vez, la
compensacion de la fluorescencia.

Se sugiere de igual forma trabajar en la conjugacién con otros fluorocromos (ej.
APC vy tanden PE/cianina5) que reduzcan las interferencias, para mayor
separacion de la nube y en el desarrollo de soluciones de lisado-lavado; aspectos
gue se incorporan como nuevos objetos de investigacion.

4.3.- Andlisis de la variabilidad del reactivo doble conjugado de LABEX por
citometria de flujo.

La variabilidad de factores que afectan el “marcaje” de un reactivo para citometria,
inciden en el logro de un producto comercialmente exitoso, lo que hace de esta
linea de producto todo un reto para la obtencion de diagnosticadores fiables. A eso
se suma la experiencia del personal técnico, que es incluida como una variable
externa a minimizar, convirtiéndose en pre-requisito para poder llegar al registro
de los mismo. De ahi que sea preciso incluir en este estudio, la evaluacion de la
variabilidad de lecturas atendiendo a los requerimientos técnicos y de
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conocimiento que requiere la tecnologia, sirviendo como patrén de variabilidad
para los ensayos.

Para ello se realizaron tres réplicas a la dilucion 1/10 de AcM marcadores,
buscado la_reproducibilidad del ensayo, ademas de buscar |la_sensibilidad del
mismo al ser desarrolladas la técnica con dos donantes supuestamente sanos y
con tres técnicos diferentes, teniendo como antecedente la evaluacion de las
diluciones apropiadas del IFA. Esto no constituye un ejercicio de validacion de
técnicas / reactivos, pero se exponen resultados a priori sobre estos parametros.

Para ellos se seleccionan las variantes (muestras) con resultados suboptimos. No
obstante, tener un reconocimiento por debajo de los parametros establecidos, se
realiza un andlisis de datos, de manera relativa, que permita visualizar
comportamientos en el doble conjugado. Se hizo una comparacion de la
combinacion obtenida con el respecto al patron comercial, empleando las mismas
condiciones en cuanto a paciente (sangre periférica humana), técnico y
empleando la plantilla disefiada para evaluacion en Citometros Flow-PARTEC, con
el reactivo propuesto, teniendo en cuenta las recomendaciones por Labclinics
(https: www.labclinics.com).

En la Figura 13, se puede observar que el antiCD4-PE es el reactivo con mayor
variabilidad en todos los ensayos, aun para con el de referencia de PARTEC®,
superando el CV = 15% recomendado para estos tipos de técnicas de analisis.

Esto no se evidencia para el antiCD45-FITC cuyos CV para ambos conjugados
(PARTEC® vs LABEX®) se mantienen por debajo del 10%. Este comportamiento
estaba afectado fundamentalmente por el ajuste de la plantilla, donde se resumen
las principales diferencias entre ambos, favoreciendo las lecturas de los reactivos
LABEX® y afectando en mayor medida a PARTEC®; demostrando la incidencia
gue se reduce en el caso del antiCD45, al compensarse por la fluorescencia
sumada de este antigeno marcador presentes en todas las células
hematopoyéticas, excepto los eritrocitos.
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Figura 13. Comparacion del reactivo LABEX® vs PARTEC® en base a sus Coeficientes de
Variacién para los resultados del ensayo, en las condiciones probadas.
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4.3.1. Andlisis de la variabilidad del reactivo de LABEX por diferencias entre
técnicos (analistas).

No se puede dejar de mencionar que la tecnologia de citometria de flujo es una
técnica de punta, pero requiere de mucha experiencia y preparacion del técnico,
una elaboracion y ajuste fino de la plantilla de adquisicion, andlisis de los
resultados y una buena compensacion a la hora de trabajar con dos fluorocromos;
un buen andlisis de los resultados procesados, ademas de un buen método de
lisado de la muestra para lograr obtener los reactivos con la calidad requerida. Es
por eso que se requiere evaluar la incidencia en dependencia del personal que
asista la misma: técnico, paciente.

Se tomaron muestras de sangre periférica humana de dos individuos
supuestamente sanos, se realizd el montaje de la técnica de citometria de flujo por
tres técnicos diferentes, donde: el técnico 1 presenta un mayor adiestramiento en
la técnica, el técnico 2 reproduce el método segun procedimiento y el técnico 3
se le explico el procedimiento y conoce el manejo del equipo.

Entre los resultados obtenidos (Tabla 7) se puede decir que en el caso de los tres
técnicos hubo reconocimiento del marcaje, aunque no cumplieron con el rango
establecidos para ambos anticuerpos: 7,4-20,5 % para antiCD4-PE y 28,2-64,4 %
para antiCD45-FITC. Se recuerda que se trabaja con muestras subdptimas en los
% de reconocimientos.

En cuanto a los individuos se puede observar como para los técnicos 1 y 3 los
resultados del promedio del % de reconocimiento para el antiCD4, los mas
elevados los tiene el individuo 1; no asi para el resultado obtenido con el técnico 2,
siendo el que obtiene los valores menores de reconocimiento. En cuanto a la
variabilidad del ensayo por técnicos se ve que el que menor variabilidad obtuvo
fue el técnico 1, confirmando la importancia del entrenamiento en los
procedimientos técnicos y manejo del equipo especifico.

Los resultados expuestos en la tabla 7 son también un andlisis del promedio de las
réplicas de los porcientos de reconocimientos de cada técnico por individuo
“supuestamente sano”.

Como se observa, no existen diferencias estadisticas entre individuos, al ser
tratadas por el mismo técnico; pudiendo asumir que las muestras son de pacientes
supuestamente sanos Yy que el incumplimiento de los valores de %
reconocimiento, para su liberacion, resultan del tratamiento o manipulacién de las
muestras. Este comportamiento se observo también con la referencia PARTECE®,
donde el valor también se muestra en la Tabla 7.
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Tabla 7. Promedio del % de reconocimiento obtenido en el andlisis de la variabilidad del
reactivo de LABEX.

LABEX PARTEC®
Porciento de Reconocimiento | Promedio CD4-PE Promedio CD45-FITC Promedio Promedio
CD4-PE CD45-FITC
Individuo 1 20.96 63.34 32.17 57.90
Individuo 2 20.12 65.53
Tecnico 1 X 20,54 64,44
(c/entren)
SD 0,59 1,55
Ccv 2,89 2,40
Individuo 1 5.89 25.20 22.66 40.67
Individuo 2 8.91 30.83
Técnico 2
(s/entren**) X 10 AL
SD 2,14 3,98
Ccv 28,86 14,21
Individuo 1 10.17 35.15 32.17 41.13
Individuo 2 9.70 41.17
Técnico3
X 4 1
(slentren*) - S50
SD 0,33 4,26
Ccv 3,35 11,16

**sin entrenamiento en la técnica; *sin entrenamiento en los reactivos LABEX.
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Si analizamos los resultados obtenidos mediante la representacion gréafica de la
Figura 14, se puede apreciar como para el reactivo de referencia PARTEC®, se
presenta buena separacion de las nubes, ademas de buena intensidad de
fluorescencia por FL2 PE (antiCD4). Se observa que el marcaje del antiCD45-
FITC por FL1 presenta células enterradas en el eje y eso es debido a que el
método utilizado para procesar este reactivo fue el -lisado y lavado- no siendo lo
mas apropiado para este reactivo, ya que el fabricante lo disefié para el método de
-no lisado, no lavado- pero de igual forma, se observa reconocimiento para ambos
fluorocromos. Hay que seguir trabajando en el ajuste de la plantilla para mejorar
los porcientos de reconocimiento, mediante la deteccion de todas las células
marcadas.

Si hacemos una comparacion entre técnicos segun la Figura 14, se puede
apreciar que los tres técnicos obtuvieron marcaje por ambos canales por lo que
hay evidencias de la utilidad del doble conjugado, pero se demuestra que la
experiencia del técnico 1 influye mucho en la lectura de los resultados; resultando
en una menor variabilidad en los datos brindados como resultados, vistos en su
CV (Figura 15).

El técnico que presentd los peores resultados fue el técnico 2, que conoce los
fundamentos de la citometria y el procedimiento especifico (A5.PNO.30), pero le
falta experiencia en el desarrollo de la técnica; lo que previene de la necesidad de
un entrenamiento del personal de salud que utilizard el reactivo marcador
leucocitario que se propone: ior® antiCDs (Figura 15).

Se puede concluir que la técnica de citometria de flujo es muy vulnerable a
cambios, se necesita de reactivos con la concentracion de fluorescencia
necesaria, seguir ajustando la plantilla de analisis y la compensacion, asi como
trabajar en el método para lograr un método que sea lisado no lavado para asi
evitar que se pierdan células marcadas y disminuir el error por manipulacién del
técnico.
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Figura 14. Representacion grafica del marcaje citométrico obtenido por los tres técnicos
participantes del ensayo, con muestras del individuo 1 supuestamente sano, comparado
con el marcaje por uso del PARTEC®.
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Figura 15. Variabilidad del Reactivo LABEX antiCD4-PE/antiCD45-FITC (ensayos
realizados con muestras de dos individuos sanos y tres analistas).
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4.4. Evaluacion de un reactivo doble conjugado, antiCD4-PE/antiCD3-FITC
para inmunofenotipaje de linfocitos T.

Aunque la combinacién mas solicitada por los clientes en los Talleres realizados,
como parte de la estrategia de mejoras, es el antiCD4-PE/antiCD45-FITC,
utilizando el reactivo en citdmetros de flujo marca PARTEC® y principalmente para
seguimiento de pacientes en el programa VIH-SIDA; se decide probar otras
mezclas, para seguir el comportamiento del antiCD4-PE combinado con otros
anticuerpos, y ver si presenta el mismo comportamiento que con la mezcla
anterior.

Se escogié el antiCD4-PE/antiCD3-FITC como combinacion de reactivo doble
conjugado, pues resulta muy util para los centros de investigacion que se dedican
a la evaluaciéon de protocolos de abordaje a pacientes, resultando en otro ambito
comercial, ya que permite la identificacién y cuantificacion del % de linfocitos T en
muestras de sangre o preparaciones celulares. Se utilizan frecuentemente para la
clasificacion clinica de muestras hematolégicas en pacientes con leucemias,
linfomas o inmunodeficiencias (Biosud, 2015).

Los linfocitos T son un grupo heterogéneo de células especificas para el
reconocimiento de antigenos, que expresan marcadores comunes como CD3 vy el
receptor especifico para antigenos TCR; ademas delos marcadores de superficie
qgue definen subpoblaciones como CD4, para linfocitos T cooperadores (Th) y CD8
para T citoliticos (CTLs). Sus determinaciones son de importancia en el
diagnéstico, el pronéstico y el esclarecimiento de la fisiopatologia de ciertas
enfermedades que se caracterizan por alteraciones en el nimero de linfocitos,
como enfermedades crénicas, enfermedades autoinmunes, e inmunodeficiencias
principalmente en el SIDA (Villegas, 2019).

Esta mezcla se desarrollé6 por el técnico 1, ya que se constata que es el que
presenta mejor entrenamiento en la técnica. Se utilizé6 como sangre al individuo 1,
debido a que fue con el que se obtuvo los mejores marcajes antiCD4-
PE/antiCD45-FITC. Se realizé por triplicado buscando la reproducibilidad del
ensayo, en el citbmetro PARTEC® y se analizaron los datos en el programa
FloMax®, empleando la misma plantilla anteriormente creada para el antiCD4-
PE/antiCD45-FITC.
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En la Tabla 8 se puede observar como para el caso del antiCD4-PE no cumplio
con el porciento de reconocimiento para este anticuerpo que es de 30-519%,
presentando resultados muy similares a los obtenidos en la mezcla anterior
antiCD4-PE/antiCD45-FITC para los diferentes ensayos con reactivos de
referencia y los propios del LABEX dilucién 1/10: 27.15% y 20.54%,
respectivamente (Tabla 6y 7).

Esto confirma la necesidad de revisar aspectos técnicos como la compensacion en
reactivos con PE y el método de lisado para reducir pérdida de células. También
se sugiere revisar los rendimientos de conjugacion del AcM con la PE, aunque
como se evalla en el Capitulo 4.2.1, este se presenta en el rango propuesto por
los protocolos de referencia.

En cambio, para el antiCD3-FITC si se cumple con los estandares establecidos
para el cumplimiento del porciento de reconocimiento de los leucocitos CD3+, que
en este caso es de 63-76 % en sangre periférica para un individuo sano;
resultando favorable para el desarrollo de marcadores de poblaciones linfocitarias
en general.

Se realiz6 un ensayo de la reproducibilidad a modo comparativo con un patrén
PARTEC®, determinando los coeficientes de variacién, donde se pudo observar
gue para ambos anticuerpos se cumple con el rango aceptable para métodos de
ensayo en laboratorios, como la citometria, que refiere de 5-15 % de variabilidad.

Analizando la Figura 16, en el histograma se observa que el reactivo antiCD3-
FITC/antiCD4-PE propuesto en LABEX, reconoce los antigenos CD3 y CD4
presentes en los linfocitos T cooperadores. Pero para mejoras del mismo, se debe
trabajar en la intensidad de la nube para el antiCD4-PE (canal FL2) y en la
compensacion para lograr una mejor separacion del marcaje, reduciendo o
eliminando las fluorescencias que se detectan en las zonas limites de ambos
fluorocromos; lo cual se atribuye al solapamiento en la lectura e intensidad del PE
y FITC. La mejora en la compensacion propiciara de igual manera que las lecturas
en FL2 para el antiCD4, se detecten cercanos a 100; influyendo las
concentraciones del fluorocromo que se utilicen, permitiendo que estos reactivos
tengan un marcaje mas limpio y separado.

En la lectura del reactivo doble conjugado PARTEC® de referencia, se visualiza
nuevamente un enterramiento de fluorescencia por el canal FL1 para FITC,
confirmando distorsiones en la plantilla propuesta; pero noétese la excelente
separaciéon de las nubes y es significativo que estos reactivos no requieren
compensacion.
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Tabla 8. Actividad biolégica del doble conjugado propuesto antiCD4-PE/antiCD3-FITC en
muestras de sangre periférica de un individuo sano.

% Reconocimiento

AcM conjugado antiCD4-PE antiCD3-FITC
23.84 73.05
Réplicas de muestras del individuo 1 23.49 72.7
22.22 71.43
Promedio (X) 23.18 72.39
Desv. Est. (DE) 0.85 0.85
Coef. Var. (CV) 3.68 1.18
Requisito aceptable 30-51% 63-76 %
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Figura 16. Representacion grafica de los marcajes del reactivo antiCD4-PE/antiCD3-FITC
de PARTEC® y LABEX.

100 - m Partec
M Labex 72,39
s 80 - 62,86
=
o
E J
£ 60
2 31,50
S 40 - 23,18
@
[
Ee 20 -
0 T T
% Rec. CD4 PE % Rec. CD3 FITC

Marcador de Linfocito T

Figura 17. Comparacion de la actividad biolégica del reactivo PARTEC® con el reactivo
LABEX para el marcaje de linfocitos T.
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Comparando esta mezcla obtenida en LABEX con el patron comercial PARTEC®,
se puede observar en la Figura 17 que el reactivo de referencia cumplié con los
estandares establecidos para CD4, sin embargo, quedan los valores por debajo
del limite inferior para el CD3. El reactivo antiCD3-FITC de LABEX presenta mejor
por ciento de reconocimiento que el comercial, usando la plantilla disefiada para el
uso de los ior® antiCD.

Se insiste en la necesidad del ajuste de la plantilla creada por LABEX por los
analistas, para obtener mejores resultados en la interpretacién de las mediciones,
cuando se usan reactivos de diferentes proveedores.

Este reactivo antiCD3-FITC/antiCD4-PE puede utilizarse en los estudios de
caracterizacion inmunofenotipica de linfocitos T que se utilizan habitualmente en la
monitorizacion del estado inmunoldgico de pacientes después de un trasplante y
en la caracterizacibn y seguimiento de inmunodeficiencias, enfermedades
autoinmunes, leucemia, entre otras. Los pacientes con SIDA tipicamente muestran
niveles reducidos de linfocitos T cooperadores haciéndose menores, a medida que
progresa la infeccion. El antigeno CD4 también se expresa en la poblaciéon de los
monocitos (Villegas C. 2019).

4.5. Evaluacién de un reactivo doble conjugado para reconocimiento de
linfocitos B.

Teniendo en cuenta, los inconvenientes detectados en los reactivos antiCD4
marcados con PE, se utilizo otro anticuerpo conjugado con el mismo fluorocromo —
Ficoeritrina- para evaluar la incidencia de un anticuerpo con diferente
reconocimiento, para la misma fluorescencia y, por tanto, intensidad similar.
Ambos anticuerpos reconocen células inmunes de diferentes linajes, por lo que en
Su reconocimiento por citometria sus marcajes seran excluyentes.

Se decidié que fuera el antiCD20-PE debido a que es unos de los marcadores
mas utilizados en el diagndstico de pacientes con cancer, linea principal de trabajo
para el Centro de Inmunologia Molecular. El CD20 se encuentra en la superficie
celular de los linfocitos B normales y neoplasicos, con diferentes niveles de
expresion, pero esta ausente en los monocitos y granulocitos. CD20 es un
miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas, que actla como una
molécula de transduccién de sefales critica y reguladora del desarrollo,
diferenciacion y activacion de linfocitos B. Se expresa en las células dendriticas
foliculares y linfocitos B, desde los primeros estadios reconocibles del linaje B, y
su expresion se pierde en la maduracion a plasmocitos. CD20 es un marcador de
linfocitos B comunmente utilizado.
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El reactivo antiCD3-FITC/antiCD20-PE reconoce los antigenos CD3 presentes en
los linfocitos T cooperadores y el CD20 presente en los linfocitos B. Este reactivo
puede utilizarse e los estudios de caracterizacion inmunofenotipica de linfocitos
que se utilizan habitualmente en la monitorizacién del estado inmunolégico de
pacientes después de un trasplante y en la caracterizacion y seguimiento de
inmunodeficiencias, provocadas por enfermedades autoinmunes 0 en pacientes
oncolégicos (Kokuimay col., 2019).

La mezcla establecida fue antiCD20-PE/antiCD3-FITC. Se realizo bajo las mismas
condiciones de ensayo, que las evaluaciones anteriormente realizadas (técnico 1,
individuo 1, método lisado y lavado, plantilla propuesta). Los resultados se
muestran en la (Tabla 9 y la Figura 18).

En la Tabla 9 se observa el cumplimiento del porciento de reconocimiento en
individuos sanos de ambos parametros segun regulaciones de calidad: para el
CD20 es de 3-25 % y para el CD3 de 63-76 %.

También se visualiza en la Figura 18 (A) la separacién de las nubes, con
caracteristicas similares discutidas en anteriores reactivos que son propuestas de
doble marcaje, que requieren disefiar mejoras de estos. Se observa en el marcaje
por el canal de FL1 que es el CD3 FITC, esta muy disperso y requiere ajustar para
poder incrementar la intensidad de lectura y reconocer el patron caracteristico. El
desarrollo de métodos lisado-no lavado para estos reactivos permitira incrementar
los valores de % reconocimiento haciendo la técnica mas sensible para los dobles
conjugados y la menor confluencia de la variabilidad por la manipulacién que
recibe el material biologico.

En la Figura 18 (B) se observa el marcaje 6ptimo del antiCD20-PE por el canal
FL2 donde se aprecia una buena intensidad de fluorescencia, ademas de una
buena separacion con el marcaje del antiCD3-FITC por el canal de FL1 también
con buena intensidad y limpieza del marcaje. El marcaje que se observa por
debajo a la izquierda del marcaje del antiCD20 son las células negativas a ambos
marcajes. Comparandola con la Figura 18 (A), la primera diferencia es la escala
empleada donde para la Figura 18 (B) esta a escala logaritmica, en cambio la
Figura 18 (A) esta a escala lineal, esta diferencia determina mucho la posicion de
la nube. Por lo que se evidencia notablemente el ajuste de la plantilla disefiada
para estos reactivos. No obstante, se logra marcajes especificos para cada
subpoblacién linfocitaria.
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Tabla 9. Actividad biolégica del doble conjugado antiCD20-PE/antiCD3-FITC en el
marcaje por citometria de linfocitos.

% Reconocimiento

AcM conjugados antiCD20-PE  antiCD3-FITC
6.25 75.46
Réplicas del Individuo 1 6.37 71.89
6.44 73.72
Promedio 6.35 73.69
Desv. Est. (DE) 0.10 1.79
Coef. Var. (CV) 1.51 2.42
Limites de reconocimientos 3-25 % 63-76 %
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Figura 18. Representacion gréfica del marcaje de reactivos para citometria antiCD20-PE/
antiCD3-FITC de LABEX (A) y comercial de referencia (B).
(https:/iwww.thermofisher.com/antibody/product/CD20-Antibody-clone-2H7-
Monoclonal/12-0209-42).


https://www.thermofisher.com/antibody/product/CD20-Antibody-clone-2H7-Monoclonal/12-0209-42
https://www.thermofisher.com/antibody/product/CD20-Antibody-clone-2H7-Monoclonal/12-0209-42

Obtencion de Anticuerpos Dobles Conjugados para uso en Citometria de Flujo.

Resultado y Discusién.

4.6. Valoracion EconOmica de la obtencion de los conjugados para
citometria de flujo.

Se realiz6 una valoracion econdmica en funcion del costo de producciéon de los
reactivos dobles conjugado obtenido en LABEX; segun lo calculado en las fichas
de costo, mediante el uso del programa Microsoft Office Excel® 2020. Para realizar
el andlisis de costo se parti6é de determinar el costo en cada una de las etapas por
las que pasa el producto: el cultivo celular, obtencién del inéculo, purificacion y
conjugacion de la IFA; asi como, su llenado y etiquetado para su posterior
comercializacion.

Este andlisis se realizé bajo la consideracion de un volumen de producto de 453
mL como produccion anual; teniendo en cuenta que a cada frasco se le afiade un
volumen de 1 mL, suficiente para 100 determinaciones, si se fija en el uso un
volumen de 10 uL del reactivo por determinacion, como recoge su prospecto para
su uso en citometria de flujo. Se determina que el reactivo antiCD4-PE es el que
ofrece mayores gastos de produccion; mientras que los otros reactivos antiCD3 y
el antiCD45, ambos conjugados con FITC, tienen costos de producciébn muy
similares y menores que el antiCD4-PE (Anexo 26). Teniendo en cuenta el
producto de mayor costo, para resumir, se presenta el calculo del costo total en la
(Tabla 10).

Para el ejemplo en cuestion recogido en la Tabla 10, se observa que el Proceso
de “Obtencion del IFA” a partir de la inoculacion en ratones Balb/c y extraccion del
anticuerpo generado presente en el Liquido Ascitico Murino, resulta en el mayor
costo llegando a ser el 71 %; permitiendo dirigir la atencion de cualquier mejora o
cambio en el proceso que facilite reducir los costos que se incurren. Por su parte,
son las Materias Primas la fuente principal de los costos (84,9 %), estando en
correspondencia al comportamiento de los costos productivos en producciones
biotecnolégicas, ya que algunos de los insumos consumidos durante la
elaboracion del producto de interés, son importados o resultan de altos precios en
el mercado nacional. Para el célculo del costo en los reactivos dobles conjugados,
se realiz6 primeramente la determinacion del correspondiente a los conjugados
simples (antiCD4-PE, antiCD45-FITC, antiCD3-FITC) como se ejemplifica con la
tabla 10, que sirvié para luego obtener el costo del reactivo doble conjugado. Para
ello, se realiz6 la suma de los costos de los reactivos simple que conforman el
doble conjugado teniendo como base que constituyen variantes de mezclas y no
‘tdndem”, antiCD4-PE (antiCD4-PE/antiCD45-FITC; antiCD4-PE/antiCD3-FITC).
Se ejemplifica en la Tabla 11 estos célculos, con la primera variante, teniendo en
cuenta las tareas comunes y las especificas para cada una de las producciones.
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Tabla 10. Resumen del costo total de Producciones del antiCD4-PE.

Resumen de costo por Proceso (etapa) del antiCD4-PE.

Etapas/Procesos CucC | CuUP Total
Costo Total Cultivo Celular 216.88| 260.31 | 477.19
Costo Total Obtencion IFA LAM 53.04 |2962.33|3015.37
Costo Total Purificacion y Conjugacion |209.11| 308.95 | 518.06
Costo Total Llenado, etiquetado 176.91| 57.67 | 234.57
Costo Total Producto 655.93|3589.26 |4245.19
Costo Unitario (mL) 1.4480| 7.9233 | 9.3713

Resumen de costo total por elemento de costo

Elemento de Costo CcucC CuUP Total
Materia Prima Directo Total 559.03|3044.41 |3603.44
Mano de Obra directa Total 0.00 | 205.69 | 205.69
Costo Indirecto de Fabricacion Total 96.90 | 339.16 | 436.06
Costo Total Producto 655.93|3589.26 |4245.19
Costo Unitario (mL) 1.4480| 7.9233 | 9.3713

Tabla 11. Resumen del costo total de Producciones del antiCD4-PE/ antiCD45-FITC.

Resumen de costo unitario total del reactivo doble conjugado

(antiCD4-PE/antiCD45-FITC)

Etapas/Procesos CcucC CUP Total
Costo Total Cultivo Celular 426.73 | 517.36 | 944.09
Costo Total Obtencion IFA LAM 106.08 | 5924.65 | 6030.73
Costo Total Purificacion 387.92 | 692.34 | 1130.80
Costo Total Produccion terminada 360.43 | 115.41 | 475.83
Costo Total Producto 1281.16 | 7249.75 | 8581.45
Costo Unitario (mL) 2.83 16.00 18.94

Resumen de costo total por elemento

Elemento de Costo CucC CUP Total
Materia Prima Directa Total 1137.90 | 6160.06 | 7297.95
Mano de Obra directa Total 0.00 411.38 | 411.38
Costo Indirecto de Fabricacién Total | 193.80 | 678.32 | 872.12
Costo Total Producto 1331.70 | 7249.75 | 8581.45
Costo Unitario (mL) 2.9397 | 16.0039 | 18.9436
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Del andlisis se generaron las fichas de costo para los reactivos y se obtuvo un
estimado de precio de cada reactivo doble conjugado, segin metodologia de
precios por costo (Anexo 27). En este sentido se revisaron las fichas de costo
actualizadas en aras de garantizar que el precio propuesto cubra los costos del
proceso productivo y garantice un margen de utilidades conforme a lo dispuesto
en la Resolucion 21 de 1999 del Ministerio de Finanzas y Precios (MFP, 1999).

En la Figura 19 se observa el costo unitario de la obtencion del reactivo doble
conjugado en las variantes del antiCD4-PE combinado con el antiCD45-FITC y
con el antiCD3-FITC, respectivamente (Anexo 28); donde se puede observar que
en ambos reactivos el costo aproximado es de $ 19 - 20 CUP, no presentando
diferencias significativas en su costo, lo que permite evaluar un Precio por familia
de productos en base a los AcM conjugados y despreciando la afectacion del
costo por el fluoréforo conjugado.

El impacto que se produce en lograr esta sustitucion de importacién, reviste
especial importancia y beneficio para el Sistema Nacional de Salud, haciendo
notar que la obtencién del producto per se reporta beneficios a nuestro pais ya
gue no se dispone de un marcador doble conjugado, siendo la Unica via de
adquisicién la compra del producto importado. A esto se le aflade que en el
mercado de estos productos se encuentran muy bien posicionadas con firmas
norteamericanas, que reduce la accesibilidad de nuestro Sistema Nacional de
Salud a un flujo regular de compra de los mismos, constituyendo un riesgo
elevado.

Se revisaron los precios de cotizacion en el mercado internacional de un reactivo
doble conjugado con caracteristicas similares a los que se producen y
comercializan por LABEX, escogiéndose la firma Thermo Fisher™, pudiéndose
constatar que el precio promedio para 100 determinaciones oscila alrededor de
380 EUR por frascos de 1 mL (https://www.marketsandmarkets.com/Market-
Reports/flow-cytometry-market-65374584.html).

En la Figura 20 se observa una comparaciéon de precios, entre los reactivos
dobles conjugados obtenidos en LABEX con los reactivos comercializados por la
empresa Thermo Fisher™, en mercados con monedas convertibles (se toma el
euro como referencia); aun si se tiene en cuenta coeficientes altos para la
propuesta de los precios de reactivos nacionales, promoviendo ganancias a la
empresa.
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Figura 19. Precio de los reactivos dobles conjugados en variantes de antiCD4-PE
propuestos en LABEX.
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Figura 20. Comparacion entre el precio unitario de los reactivos para doble marcaje por
citometria producidos en LABEX (CUP) y los producidos por Thermo Fisher™ (EUR), con
base a CD4-PE.



Obtencion de Anticuerpos Dobles Conjugados para uso en Citometria de Flujo.

Resultado y Discusién.

La obtenciéon del reactivo en LABEX se logra obtener a bajo costo (Figura 20),
demostrando con esto la posibilidad de sustituir las importaciones para nuestro
pais; redundando en mejoras de atenciones a grupos de pacientes vulnerables y
contribuyendo a la soberania en materia de servicios de salud.

Sus principales aplicaciones son para el conteo de poblaciones linfocitarias
durante la evaluacion de pacientes con leucemias, linfomas, inmunodeficiencias
provocadas o hereditarias y otras enfermedades del Sistema Inmune; asi como,
en el monitoreo del sistema inmune de pacientes sometidos a cualquier tipo de
inmunoterapia, ejemplo a pacientes oncolégicos.

Se permite mediante correlacidon con los mercados proponer un precio para estos
reactivos de citometria, para dobles marcajes de poblaciones linfocitarias, que
oscila entre $ 300 - $ 350 CUP en mercado nacional; permitiendo margenes de
recuperacion y ganancias minimas, en caso de unificacion monetaria en el pais,
gue permita recuperacion de los costos y a su vez, mantener la competitividad en
el mercado.

En comunicacion personal con la Jefa del Programa Nacional de Pacientes con
VIH- SIDA, Dra. Martha Lantero, se conocié que en cierre estadistico del 2018 en
Cuba se contabilizaban 26 952 pacientes infectados con el virus VIH
(https://salud.msp.gob.cu/cuba-muestra-positivos-resultados-en-la-prevencion-y-
control-del-vih-sida/).

Estimando el crecimiento de estos para el 2020, un aproximado de 27 000
personas infectadas, la cantidad de reactivo necesarios para cubrir esa demanda,
conociendo que por regulaciones de salud a los pacientes de VIH se le debe
realizar la prueba como minimo dos veces al afio, resultan en la necesidad de 54
000 dosis para diagnéstico para suplir la demanda anual del MINSAP si se
sustituyen los reactivos importados de la OPS
(https://www.efe.com/efe/america/sociedad/mas-de-25-400-personas-viven-con-
vih-en-cuba-2-200-nuevos-casos-2018/20000013-3962171).

Se realiz6 el analisis para evaluar el ahorro que se incurre con la sustitucion de
importaciones, para la demanda calculada, usando el reactivo doble conjugado
elaborado en LABEX. Para suplir como minimo las necesidades de seguimiento,
para evaluar calidad de vida de los pacientes bajo este esquema de monitoreo en
el pais, se han de producir 540 frascos, lo que costaria al MINSAP $ 162 000
CUP, asumiendo que cada frasco cuesta $ 300 CUP (precio méximo a
comercializar en mercado nacional). Por otro lado, producir los 540 frascos bajo
esquema productivo disefiado y teniendo en cuenta como costo unitario $ 19.71
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CUP, seria un gasto de $ 10 643.40 CUP a la empresa; dando sustanciosas
ganancias, por comercializacion de estos productos biotecnoldgicos.

Realizado el analisis del ahorro para el pais en funcién de la sustitucion de
importaciones, para poder atender a los 27 000 pacientes que se presumen, se
necesitan importar por tanto 540 frascos de reactivo doble conjugado. Si cada
frasco cuesta aproximadamente en el mercado internacional de acceso, 350 EUR,
se necesitarian $ 189 000 USD (bajo tasa 1 EUR~1USD) a los que se le debe
sumar los costos de transportacion, asumiendo un 7 % por concepto de
importacion de mercancia; importar cada frasco del reactivo costaria al pais
$202,230.00 USD. Entonces, en condiciones actuales de cotizacion a mercado
interno, el pais se ahorraria $40,230 MLC si el reactivo se lo proporciona LABEX,
con la consiguiente disponibilidad para ofrecer coberturas en todo el afio.

En la Figura 21 se representa la diferencia entre precios que existe para un
reactivo doble conjugado comercializado por LABEX con respecto a un reactivo
gue se necesite importar, haciéndose evidente la diferencia de precio y a su vez,
el impacto por la sustitucion de importaciones con la obtencién y posterior
comercializacién de un reactivo doble conjugado para el pais.

Resulta atractivo tanto para la Empresa, como para el SNSP de nuestro pais la
produccién-comercializacion de reactivos dobles conjugados para ser usados en el
monitoreo de poblaciones leucocitarias de pacientes con VIH-SIDA, por una
empresa nacional como propone LABEX-CIM.

63



Obtencion de Anticuerpos Dobles Conjugados para uso en Citometria de Flujo.

Resultado y Discusion.

250.000
202.230
200.000
162.000 I
o  150.000 Q S
3 IIIIIIII
o \ o
“*  100.000 § e
50.000 § i
12.521 \ oo
0 e & ——
Gasto de Prod. Gasto de Importacion

Comercializacion

Figura 21. Comparacion entre precios de un reactivo doble conjugado producido por
LABEX e importado.
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Para la obtencion del producto ior® antiCD se identificaron 8 peligros
potenciales y 24 puntos criticos en todo el proceso productivo, como resultado
de la aplicacién del método HACCP, concentrandose estos fundamentalmente
en el proceso de “Procesamiento de IFA”. La prevencion de riesgo del SGC
LABEX se enriquece con la nueva propuesta de 4 controles de proceso, 1
control de calidad para la liberacion y 2 registros.

En el analisis especifico de los 19 riesgos identificados para el cumplimiento
de los requisitos de calidad del producto, a 11 se les dio seguimiento por
control interno y a los 8 restantes, por aseguramiento de la calidad,;
descargandose estos riesgos en el plan de prevencién de la entidad, con los
planes de medidas asociados. Del plan de medidas fueron cumplidas mas del
70 %, en el 2019, demostrando eficiencia en la gestion para las mejoras de
calidad del producto de interés.

En la obtencién de los simples conjugados se establece como requisito para la
concentracion del AcM antiCD mayor de 5 mg/mL, para los conjugados con
FITC y de 10 mg/mL, para los conjugados con PE, asegurando un marcaje
especifico en todas las variantes de reactivos. Por su parte, para los
anticuerpos conjugados con FITC se propone una relacion de concentracion
Ac/fluorocromo < 11mg/mL y para los conjugados con PE se establece una
relacion igual a 0.3.

Se demostr6 que la actividad biolégica del conjugado simple antiCD4 no
presenta diferencias en base al Fluorocromo utilizado (FITC, PE); cumpliendo
en ambos casos con el rango de reconocimiento de 30-50 %, establecido
como requisito de calidad.

En las propuestas de reactivos dobles conjugados antiCD45-FITC/antiCD4-
PE, las diluciones realizadas para el antiCD4-PE, influyen de manera
significativa en el comportamiento del reactivo, recomendandose trabajar con
la dilucion 1/10; sin embargo, el antiCD45-FITC permite mayores diluciones
con reconocimientos en rangos de 90-100 % como requisito de calidad.

De la comparacion entre los reactivos del LABEX y PARTEC® se observéd que
el reactivo antiCD4-PE es el de mayor variabilidad (CV> de 15 %), requiriendo
mejoras en su disefio y mayor cuidado en el ajuste de la plantilla por parte del
analista.
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e Del analisis de las combinaciones realizadas con marcadores de linfocitos de
distintos linajes, antiCD4-PE/antiCD3-FITC y antiCD20-PE/antiCD3-FITC, en
ambos se cumple con el porciento de reconocimiento de 63-76 % para el anti
CDS-FITC con un promedio de 73.04 % y para el antiCD20-PE, se cumple
igualmente el requisito de calidad (3-25 %), con un promedio de 6.35%. Esto
permite la propuesta de dobles conjugados para estas dianas moleculares.

e El costo para producir un reactivo doble conjugado en LABEX es de
aproximadamente $20/mL; por lo que cubrir la demanda calculada requiere un
gasto de $10 643.40 CUP para la empresa. Importar cada frasco del reactivo
le costaria al pais $ 202 230.00 USD, que si el reactivo lo proporciona LABEX
al MINSAP le ahorraria $ 40.230 MLC/afio.
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Recomendaciones.

Recomendaciones

Procesar con inmediatez la conjugacion del AcM con el fluorocromo
ficoeritrina, reduciendo las pérdidas por inestabilidad de la ficocianobilina o
la necesidad de estabilizar con sales.

Se debe establecer la relacién de la concentracion del conjugado con PE
una vez obtenida suficientes datos para lograr un intervalo de confianza de
90 %.

Ajustar la plantila para mejorar la separacion del marcaje de las
poblaciones linfocitarias y la calidad del diagnéstico en el Citbmetro de Flujo
PARTEC para todo el sistema de salud.

Se debe trabajar en las soluciones de lisado hasta obtener un método de —
lisado no lavado-, o mejor aun —no lisis no lavado-, para de esta forma
reducir la manipulacion del técnico en la muestra y con ello aumentar los
rendimientos del reactivo.

Se debe incluir en los dobles conjugados otros fluoréforos sustituyendo al
FITC para reducir las interferencias a las lecturas con PE vy, por tanto, la
necesidad de compensacion o los suboptimos para los reactivos antiCD4-
PE.
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VIll. Anexos

Anexo 1. Tipos de glébulos blancos. Tomado de http://salud.kioskea.net/fagq/1629-
globulos-blancos-polinucleares-y-linfocitos#tipos-de-globulos-blancos.

Anexo 2. Diagrama esquematico de la estructura del anticuerpo (IgG secretada).
Tomada de Abbas y Lichtman, 2004. Disponible en: https://www.google.com.cu.

Secreted IgG
Light Antigen-
Heavy chain binding site
/

Fc receptor/
complement
binding sites

Tail piece

Disulfide bond S-S

Ig domain D



http://salud.kioskea.net/faq/1629-globulos-blancos-polinucleares-y-linfocitos#tipos-de-globulos-blancos
http://salud.kioskea.net/faq/1629-globulos-blancos-polinucleares-y-linfocitos#tipos-de-globulos-blancos
https://www.google.com.cu/
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Anexo 3. Ejemplos de longitudes de ondas de excitacion y emision de los
Fluorocromos mas usados. Tomado de: https://docplayer.es/4656907-Citometria-
de-flujo-multiples-caracteristicas-fisicas-de-cada-sola-celula-en-forma-

simultanea.html.
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405 nm Alexa4 05
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265
-
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EMISION

519 nim
S5FE nin
eF 0

Pevidinin-clorefil-la (PerCP) —— 5F5 M

Alofleocianing (APC)
Aloflcoclaning H# (APC-HF)
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Alofleocianina-cianing? (APC-CYF) — F67 nm

lindol

421 i
—_— 540 M
—_— 455

—_—— 4E0
— 45T A

— 401l nm

Anexo 4. Estructura Quimica del Isotiocianato de Fluoresceina (FITC). Tomado de
https://es.wikipedia.org/wiki/lsotiocianato_de_fluoresceina.

O

O

™
0O
< C

OH

Caracteristicas: Isotiocianato de
fluoresceina es la molécula de fluoresceina
original funcionalizada con un isotiocianato
de grupo reactivo ( -N = C = S ), en
sustitucién de un hidrégeno en el atomo de
anillo de la parte inferior de la estructura.
Este derivado es reactivo frente a
nucledfilos, incluyendo grupos amina vy
sulfhidrilo de proteinas. Las moléculas
organicas pequefias como FITC forman una
union covalente con grupos amino libres en
anticuerpos. Hay varios de este tipo, como
isoticianato de fluoresceina, phicoeritrina,
rodamina, rojo texas, cianinas. El mas
utiizado para marcar proteinas es
isotiocianato de fluoresceina, el grupo
isotiocianato reacciona con los grupos
amino de los residuos de lisina.


https://docplayer.es/4656907-Citometria-de-flujo-multiples-caracteristicas-fisicas-de-cada-sola-celula-en-forma-simultanea.html
https://docplayer.es/4656907-Citometria-de-flujo-multiples-caracteristicas-fisicas-de-cada-sola-celula-en-forma-simultanea.html
https://docplayer.es/4656907-Citometria-de-flujo-multiples-caracteristicas-fisicas-de-cada-sola-celula-en-forma-simultanea.html
http://es.wikipedia.org/wiki/Isotiocianato_de_fluoresce%C3%ADna
https://es.wikipedia.org/wiki/Isotiocianato_de_fluoresceína
https://es.wikipedia.org/wiki/Isotiocianato
https://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Amina
https://es.wikipedia.org/wiki/Sulfhidrilo
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Anexo 5. Estructura Quimica de
https://es.wikipedia.org/wiki/Ficoeritrina.

COOH COOH

la Ficoeritrina (PE). Tomado de

La ficoeritrina es un pigmento ficobilinico
de color rojo que funciona como sustancia
que absorbe la luz. Es un pigmento
accesorio que actlia en conjuncion con la
clorofila. Se encuentra presente en las
algas rojas y en las criptofitas. Como todas
las ficobiliproteinas, se compone de una
parte de proteina que actia como unidn
covalente de los cromdforos llamados
ficobilinas. En la familia de la ficoeritrina,
los ficobilinas mas conocidas son la
ficoeritrobilina, que es el tipico cromoforo
aceptor de ficoeritrina, y a veces la
ficourobilina. Las ficoeritrinas se componen
de mondmeros globulinas, a y B,
generalmente organizados en un trimero
(aB)s o hexamero (aB)s en forma de disco.
Estos complejos contienen tipicamente
también un tercer tipo de subunidad, la
cadenayy.

Anexo 6. Fundamentos para el funcionamiento del Citdbmetro de Flujo. Tomado de

https://www.bing.com.

Detector de
Uz reflejada
agoe

Datector
de Uz
incidente

Detectores de luz
rojay naranja

Detector de
Uz werde

)

Ecpejos reflectores
de luz de
determinadas
longitudes de onda

Fuente de luz laser


https://es.wikipedia.org/wiki/Ficoeritrina
https://es.wikipedia.org/wiki/Pigmento
https://es.wikipedia.org/wiki/Ficobiliprote%C3%ADna
https://es.wikipedia.org/wiki/Clorofila
https://es.wikipedia.org/wiki/Rhodophyta
https://es.wikipedia.org/wiki/Cryptophyta
https://es.wikipedia.org/wiki/Ficobiliprote%C3%ADna
https://es.wikipedia.org/wiki/Uni%C3%B3n_covalente
https://es.wikipedia.org/wiki/Uni%C3%B3n_covalente
https://es.wikipedia.org/wiki/Crom%C3%B3foro
https://es.wikipedia.org/wiki/Ficobilina
https://es.wikipedia.org/wiki/Globulina
https://www.bing.com/
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Anexo 7. Estimacion de la probabilidad y consecuencias de cada riesgo. Tomado
de: Risk Management in Pharmaceutical Microbiology.com.

Probabilidad Valoracion
El dafio aparece siempre o casi siempre. Alta
El dafio se producira en algunas ocasiones. Media
Existen pocas posibilidades de que el dafio se .
Baja
produzca
Consecuencia
Descripcion de los . .
P Gravedad de las lesiones Valoracion

posibles dafios

El dafo aparece siempre
0 casi siempre.

Lesiones previsiblemente sin baja o con | Ligeramente

baja inferior a 10 dias naturales.

danino

El dafo se producird en
algunas ocasiones.

Lesiones con baja prevista en un intervalo

superior a 10 dias.

Danino

Existen pocas
posibilidades de que el
dafio se produzca.

Lesiones muy graves ocurridas a varias o a | Extremadamente

muchas personas y lesiones mortales.

danino
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Anexo 8. Valoracion del Riesgo. Tomado de: Risk Management in Pharmaceutical

Microbiology.com

Ligeramente
danino

CONSECUENCIA

Danino

Baja

Riesgo trivial (T)

Riesgo
tolerable (To)

PROBABILIDAD

Riesgo tolerable
(To)

Extremadamente
dafnino
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Anexo 9. Medidas Correctivas y Preventivas. Tomado de: Risk Management in
Pharmaceutical Microbiology.com.

Riesgo Accion y temporizacion

Trivial (T) Mo se requiere una accion especifica.

MNo se necesita mejorar la accidn preventiva. Sin
embargo, se deben considerar soluciones mas
rentables o mejoras que no supongan una carga
econdmica importante. Se requieren comprobaciones
periodicas para asegurar que se mantiene la eficacia de
las medidas de control.

Tolerable (TO)
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Anexo 10. Diagramas de flujos de las etapas de producto Marcadores
Leucocitarios.

Etapa 1. Obtencion de Inoculo y Fermentaciones.

Control Descongelacién PcC
Microbioldgico: celular * er N;
I e . Degensraciandel BC
Local y CP: Viabilidad Celular. PR T
. \ Concentracion de células . *  Innde losEouipgs
equipamientos ) —_———— . - _
vivas. |
Microscopia de . *
florescencia Expansion celular .
I *  Vighilidad Celular. . ,
¥ e Concentracién de Preparacion del Inoculo
cellas vivas.

l PlocC.

s  Determinacionde la Actividad Biclogica.

Liberacién
Inoculo

Etapa 2. Obtencion de IFA.

Raton
|

¥

Pre inoculacion

I

Inoculacion Flac
o Centrifugacion del LAM (PM, PI).
l, *  Determinacion de |a Actividad Biologica. (CP)
Extraccion ¢ liberaciandel LAM [Organizacion deltrabajo.).
cP: Inmunofluoresencia l
;

Recoleccion v Llenado

PoC:
¥ Conservacion del producto.
No Liberacién v Wito delaire.

del LAM v Estabilidad del producto

: CP: Chegueo diaric de la
Local temperatura.

Fecha de vencimiento del
producto.
Inspeccion visual.
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Etapa 3. Procesamiento de IFA.

Pto C: Actividad Bioldgica de la Materia Prima.

LAM
|
CcP:
Conce Filtracign
ntraci
énde - ProC:
protei +*  Eguipamiento.
Purificacion prot A s Insumes (Matrices Prgt A, Sephadex
na G-25, membranas de didlisis )
Desalado o

Dialisis
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¥

o Pgs.C
Purificados ¥ Purezade |z muestra.

CP: Concentracion de proteina (DO).
Elzctroforesis.

Pto C:Demora de la liberacion

- : . Big C:
CC:Citometriz de flujo, HPLL. Liberacién del Si +  Consarvaciondelproducto.
= o " Witte, delaire.
No Purificado +  Estzhilided delproductaintzrmedio.
| Destruir | Local defroductosintermedios
CP:Chequeodizrio de la temperstura. l I .
Fechzde vendmiento del PIoGiERTaRIIARA cel purificado
producto. Conjugacidn
Fio C:
v"  Estahilidad del purificado
¥ Disponibilidad y calidad del flugrocroma
Purificacion.
CP:Relacion F/P. ]
- Pto C: Rendimiento del proceso de Purificacion.
CC:Citometria de flujo Pto C:Demora de la liberacion
. . Pto C:
No Liberacion del

¥ Conservaciondesl producta.
¥ Nitto dalzire.

¥ Estzbilidzd delproducto

¥ intermedio.

Local deProductosIntermedios

Conjugado

CP: Chequeodiario de la temperatura.
Fechade vendmiento del

producta. 4 |
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Etapa 4: Productos Terminados.

Pto C: Presarva segln uso

Conjugado PLaC

CP, CC: Control microbiolcgico
—|

Formulado

CC.Act. Bioldgica. Citometria de flujo

Liberacidn del

+  Falta de Insumaos.
+  Mtto Equipes.

Formulacion

Liberacicn del
Formulado

CP: Plan de Negocios.

Formulado ~ —_—
PtoC. ~ Ventay
Destruir Llenado | =  plande Calibracién Distribucin
CP, CC.Inspeccion Visual_,____.-—-"’"_- = MitoEquipos. Pt -
Mo existancia de demanda
aficial.
Etiquetado | ProC
CP,CC Inspeccién Visual. _—] s Falta geInsumo
l (etiguetas, caja, hojas).
Almacen
Pto C:
¥ Noexistencia de demanda

CP: Plan de Neg ou:io_s_.____.-s

Ventay

Diistribucion

oficial.



Obtencién de Anticuerpos Dobles Conjugados para uso en Citometria de Flujo.

Anexos.

Anexo 11. Integrantes del Grupo de Expertos constituido.

Equipo de Expertos.

Nombres y Area del " . Categoria
No Apellidos Conocimiento Area de Trabajo Cientifico
1 Suyen Bioquimica Direccion. (Miembro del Doctora en
Rodriguez 9 Concejo cientifico) Ciencia
5 Marlene Lic. Quimica Investigacion. (Presidenta  Master en
Toledano ' del Concejo cientifico) Ciencia
) Aseguramiento de la Master en
3 Suzel Avila Lic. Biologia Calidad. (Miembro del Cienci
N iencia
Concejo cientifico)
George L Investigacion. (Miembro del Master en
4 Bioquimico A N
Duarte Concejo cientifico) Ciencia
Sara Hilda Médico Obtencion de IFA-LAM Master en
5 . . (Miembro del Concejo o
Rubio Veterinario o Ciencia
cientifico)
Lic. Contabilidad Venta y Distribucion.
Gladys . . .
y Finanzas. (Miembro del Concejo
6 Mercedes o A _
Lic. Ciencias cientifico)
Puentes .
Juridicas.
Especialista Principal del
7 Didiet Cintra Lic. Biologia Grupo de Preparacion de _
In6culos y Fermentaciones.
Especialista Principal del Master en
8 CGrisel Rabell Lic. Biologia Grupo Procesamiento de o
IEA. Ciencia
g Especialista Principal del .
9 Nelsa Osorio Medlqo. , Grupo Obtencién de IFA- Master en
Veterinario LAM Ciencia
vudelmis Especialista Principal del Técnico
10 Sandoval Téc. Quimica Grupo Productos Innovador del
Terminados. 1°" nivel
Especialista Il en
11 Yanet Rivero Ing. Quimica Investigacion, Innovacion y _
Desatrrollo.
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Anexo 12. Planes de medidas y Vigilancias derivados de la aplicacion del método HACCP al Proceso productivo de Marcadores

Leucocitarios:

Plan de Medidas.

Fecha: 1 febrero de 2019.

Causas y <
. . . : L Area Fecha de
No. Deficiencia. condiciones de la |Medidas a adoptar. Supervision o
. responsable |cumplimiento.
misma.
1 . Cerrecta Consejo de
planificacion de Produccion
los insumos
Demanda 2018 .,
1 Demora en la procesos. §/ Plan de Produccion
importacion de los Mala planificacion - Operaciones)
materiales de envase, logistica y no 2. Cumplimiento dp
etiquetas, cajas, hojas, | seguimiento de los Planes | (documentos)
reactivos, filtros, sistematico del Operativos . Administracion
1 | membranas de dialisis, Plan de. Inspecciones a (logistica) Marzo / 2019
: Operaciones 3 Mantener un | almacenes
matrices chequeo o
comatograficas, o (supervisiones de
jeringuillas, pienso periodico de 1a | ogistica) '
jeringuiiias, p ' existencia  de ialldad- _
; . seguramiento
matel‘la|eS en Aseguram|ento de Ig Ca“dad
almacen. de la Calidad —
4. Evaluar los Cor_mte de
Calidad.
proveedores.
2 2 Falta de clientes para | Falta de 5. Realizacion de Consejo de Logistica junio/2019
la venta de los marketing. talleres. direccion. Comercial.
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productos.

Intercambio con
los posibles
clientes de los
productos.

3 Falta de la validacion
delrefrigerador de
productos intermedios y
de productos
terminados.

El refrigerador es
domeéstico y no
esta validado.

Solicitar una
inversion para
compra de un
refrigerador
GMP.

Validar los
refrigeradores y
chequeo diario
de la
temperatura de
los
refrigeradores.

9 .Compra de
termo-
higrometros
para control de
temperatura y
humedad de las
camaras.

Ingenieria
(Consejo de
Direccion).

Inspecciones a
almacenes
(supervisiones de
logistica)

Ingenieria y
Mantenimiento

Aseguramiento
de la Calidad.

Marzo / 2019
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Inconsistencia en el | 10 Cumplimiento Plan de Ingenieria 'y
chequeo periddico | del Plan de Mantenimiento Mantenimiento. | Abril / 2019
d,e los parametros | \antenimiento, (Reunion trimestral
4 Roturas y pérdida de | técnicos del equipo. | . iipacion y de Ingenieria).
calibracion del calificacion de
equipamiento (Flujos equipos.
laminares, horno, Comité de Calidad
espectrofotémetro, 11 Arreglo, (semestral).
equipo de purificacion, calibracion y/o
rolera y la maquina Incumplimiento de | ¢,mpra en caso
impresora de etiquetas). | las frecuenciasde | | o oconio y
mantenimiento y incluid
5 Rotura o desperfecto | calibracion. no estar incluido
(fuera de rango de en Plan.
temperatura y humedad)
de los equipos de Eetrés de | 12 Compra de Plan de_ |
: > stres de los piezas de Mantenimiento
refrigeracion en los ratones. Afectaria ) Reunion trimestral | 1 -
o repuestos. eunion trimestral | Ingenieria
almacenes. la calidad del LAM. P ( " genieriay
de Ingenieria). Mantenimiento. Nov. / 2019

6 Falta de Clima e
lluminacién en el
bioterio.

13 Establecer las
condiciones
necesarias para
reponer el clima.
14 Compra de
balastro para
garantizar la
iluminacion.
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15 Compra de un
citometro de flujo.
16 Tener acceso Gerente de
7 Demora en la al ,C_.F del H(?spltal o Marcad_orgs Diciembre /
Liberacion. Falta de un Clinico Quwurglc?c,). Ingenlgrla y Leucocitarios. 2019
S, : 17 Implementacion | Consejo de
Citémetro de flujo . . .
de técnicas que se | Direccion. Control de la
correlacionen con | Comité de Calidad. | Calidad. Abril / 2019
la C.F. (como
controles de
proceso.)
8 Degeneracion de los Falta de b d 18 Conformar ]
alta de bancos de | pancos de semilla, . . .
bancos celulares. semillay de Consejo de Expansiones Diciembre /
. maestro y de L
trabajo. . : Produccion. Celulares. 2019
trabajo a partir de
nuevas ampulas.
19 Garantizar
Fallo en el adquisicion en
suministro por .
9 Agotamiento de la deficiencias tiempo de N2, COz2
foti i Oz.enla .
existencia de Nz, CO,y | logisticas internas | ¥ =2 Reunion de L
(chequeo de empresa de gases Admén Administracion. Febrero /
Oz, disponibilidad en ' 2019
almacen) o 20 Revisar y/o
problergas conlos | establecer un CS Conceio de Aseguramiento
proveedores. de suministro de . J de la Calidad
Direccion

gases
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21 Compra del Expansiones

10 Determinacion de la|Carencia del flequipamiento celulares,
actividad bioldgica como equipamiento,  |necesario. Concejo de [obtencion de LAM,
controles de procesos en [citometro de flujo, Direccion. procesamiento de
el inoculo, LAM, [TNICroscopio de IFA

. fluorescencia.
purificados.
11 Establecer  otros _ .

Falta de los reactivos Consejo de Marzo /2019

controles de proceso, ; .
ara la pureza en los comerciales, para |22 Compra de los |Produccion,
para P realizar la [reactivos. Procesamiento de
purificados, 'y en 10s |cyantificacion. IFA
conjugados la - '

) g -, Comité de
cuantificacion de Ac al

Desarrollo.

fluorcromo.
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Plan de Vigilancia

Fecha: 1 febrero de 2019.

Causas y
Proceso Punto Critico condiciones de la Accion Vigilancia | Responsable Medidas
misma.
Expansiones Una dnica liberacion |1  Vigencia  de Realizar Bancos de
celulares Bancos celulares del banco, deterioro analisis del banco | Aseguramiento | trabajo, de semilla vy
" | del hibridoma en el (3 meses) de la Calidad. Maestros.
tiempo
. 2 Evaluar la .
No existe de una disponibilidad de Produccion
Obtencion de Liberacion del | técnica alternativa para 1SS Evaluar técnica de
técnicas para la . . ;
IFA LAM. controlar el proceso . . Aseguramiento inmunofluoresencia
: funcionalidad .
productivo. : de la Calidad.
requerida.
Mala planificacién | 3. Evaluar Certificar el plan
logistica y no sistemética- . demandado. Seguimiento
. . Logistica .
Falta de insumos. | seguimiento mente el Plan de : en Reuniones de grupos
. f ; comercial. :
sistematico del Plan Operaciones y Cte de Operaciones.
de Operaciones
Incumplimiento de las | 4.Chequear
_— frecuencias de sistema- . . o
Mantenimiento a o : Ingenieria y | Informar incumplimiento
. ) mantenimiento y ticamente el Plan e
Procesamiento los equipos. . . mantenimiento | de los mttos.
calibracion. de Mtto por el
de IFA
Grupo.
No existencia  del | 5.Evaluar la - Tener en Plan de
Demora en la o . ) - L
liberacion del Cltor_netro o!e_ Flujo (se dlsponlpl-lldad _ In_ver3|on la compra del
LAM. del requiere vigjar a la de técnicas para | Aseguramiento Citometro.
e Habana). No existe la funciona-lidad | de la Calidad. - Evaluar técnica de
purificado y de

los conjugados.

una técnica alternativa
para liberacion.

requerida.

inmunofluoresencia
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Almacenamiento

Reducir el tiempo del
mantenimiento

6.Chequear siste-
maticamente el

Mantenimiento de . Ingenieria Informar incumplimiento
. existente, de dos Plan de Mtto por 9 L y P
los aires. ~ mantenimiento | de los mttos.
veces al afio por una el Grupo por el
vez al mes. almacenero.
No existe estudio de 7 Incorporar estudio Realizar  estudio de

Estabilidad de los

estabilidad en

de estabilidad en

Aseguramiento

estabilidad del producto

productos. condiciones de condiciones de | de la Calidad. en condiciones de
almacenamiento. almacenamiento almacenamiento
Proponer disefio de
Falta completar roductos.
o : : ) P 8 Completar Plan - proct -
Distribuciény | No existencia de | registro o Logistica Realizar evaluacion de
- . de Disefio de :
Venta demanda oficial. | Falta disefio del comercial. terreno.
Desarrollo
producto. Concertar demanda con

MINSAP.

Elaborado por: Yanet Rivero Fernandez.
Miembro de Grupo de Prevencion de Riesgos.

Revisado por: Osmany Hartenma Avila.
Gerente de Marcadores Leucocitarios.

Aprobado por: Suzelt Avila Heredia

Jefa del Dpto. de Calidad
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Anexo 13. Informe de analisis para su liberacién por calidad de los productos utilizados como
materia prima intermedia para realizar los conjugados y obtener las mezclas dobles conjugadas;
mediante los ensayos de citometria de flujo y HPLC.

Anti CD3 purificado a partir de LAM (Lote 01P1902)
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Anti CD4 purificado a partir de LAM (Lote 02P1801)
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Anti CDA45 purificado a partir de LAM (Lote 19P1803)
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Anexo 14. Combinaciones establecidas para el doble conjugado.
Dil | CD4-PE (uL) | CDA45-FICT (uL) | PBS (uL) | Dil | CD4-PE (uL) | CDA45-FICT (uL) | PBS (ul)
20 60 20 70
10 70 10 80
6.67 73.3 6.67 83.33
5 20 5 75 10 10 5 85
3.33 76.67 3.33 86.67
2.857 77.143 2.857 87.14
2.5 77.5 2.5 87.5
20 60 20 70
20 74 20 75
10 84 10 85
6.67 87 6.67 89
15 6.67 5 88.33 5 90
3.33 90 20 5 3.33 91.67
2.857 90.57 2.857 92.143
2.5 90.83 2.5 92.5
20 74 20 75
20 76.67 20 77.143
10 86.67 10 85.143
6.67 90 6.67 90.473
30 3.33 5 91.67 | 35 2.857 5 92.14
3.33 93.34 3.33 93.81
2.857 93.81 2.857 94.286
2.5 94.17 2.5 94.643
20 76.67 20 77.143
20 77.5
10 87.5
6.67 90.83
2.5 5 92.5
40 3.33 94.17
2.857 94.64
2.5 95
20 77.5
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Anexo 15. Representacion del disefio experimental, antiCD4-PE/ antiCD45-FITC.

Réplica Mezcla Individuo | Técnico

1

2 CD4PE/CDA5FITC 1

3

1

2 CDAPE/ CDASFITC 2 1
3

1

2 CDA4PE/CDA45FITC 3

3

1

2 CD4PE/CDA45FITC 1

3

1

2 CDA4PE/CDA45FITC 2 2
3

1

2 CDA4PE/CDA45FITC 3

3

1

2 CD4PE/CDA45FITC 1

3

1

2 CDA4PE/CDA45FITC 2 3
3

1

2 CDA4PE/CDA45FITC 3

3
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Anexo 16. Representacion del disefio experimental, antiCD4PE/antiCD3FITC.

Réplicas

Mezcla

Individuo | Técnico

1

2

CD4-PE/CD3-FITC

CD4-PE/CD3-FITC

= W N

w|l N

CD4-PE/CD3-FITC

Anexo 17. Representacion del disefio experimental, antiCD20PE/antiCD3FITC.

Réplicas Mezcla Individuo | Técnico
1
2 CD20-PE/CD3-FITC 1 1
3

Anexos.
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Anexo 18. Diagrama de Flujo de los Marcadores Leucocitarios

DIAGRAMADEFLUJODELPROCESOPARAMARCADORES
LEUCOCITARIOS. (CONJUGADOS)

ProcesoQ1: Expansiones Celulares

Descongelacion de células (1)

Produccion l
deindculo Expansion en cultivo (2)

13
|

Preparacion de indculo (3)

!

)

Controlde
Proceso

CP: viabilidad celular, concentracion (O1)

Proceso O2:
Inspeccidn: inspeccidn visual y pesaje
del animal(G1)
Obtencion de IFA-LAM l Si No
—>

Liberacion
ratones

Cumplimiento
de requisitos

Inoculacién (4)

4—
Produccion de LAM l /
(4-6)

Extraccion de LAM (5) Pre-Inoculacion

v
Clarificacion y filtracion (6)

TR
4—

CC: Actividad biolégica A5(Departamento de
Control de la calidad del CIM)

ProcesoO5
Procesamiento de IFA Purificacién

!

Liberacién
del
purificado

CC: Actividad bioldgica A5 (Departamento de
Control de la calidad del CIM)

. No
Destruir <+
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Si

| Conjugacion |

|

Liberacion
del
conjugado

CC: Actividad biolégica A5 (Departamento de
Control de la calidad del CIM)

wo
ProcesoO6 Si > _
Productos Terminados -estruw

Formulacién

|

Liberacion
del
Formulado

CC: Actividad biolégica A5 (Departamento de
Control de la calidad del CIM)

\IAO
Js

Preparacion del
material de envase

l

Llenado

Preparacion del
material impreso [T

}

Liberacién
de IMI
(G1)

M, Inspeccion: inspeccion visual (G1)

Etiquetado y Envase
Secundario
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J

Liberacion
del PT

Inspeccion: inspeccion visual (G1)

N\lo
1

Entrega del PT a
Gestién de la
Calidad

Proceso O7
Ventas y Distribucion

Almacenaje

Ventay

Distribucion
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Leyenda:
SIMBOLO/LETRAS SIGNIFICADO
I:I Proceso
Decisién: - Control de proceso
- Liberacion (por Inspeccién y/o por
Gestion de la Calidad)
Inicio o fin de proceso:
- Produccion de inéculo (inicio)
- Ventas y Distribucion (final)
- Destruccion (final)
\_/ Conector:
Entrega del lote a Gestion de la Calidad
H—
I
Almacenamiento
~—— ] i
Conector de las paginas del flujo
cP Control de proceso
CcC Control de Calidad
PT Producto terminado
M1 Material impreso
PNC Producto No Conforme
02 Expansiones celulares
02 Obtencién de IFA-LAM
05 Procesamiento de IFA
06 Productos Terminados
o7 Ventas y Distribucion
A5 Proceso de Inspeccion y Ensayo
Gl Proceso de Gestion de la Calidad

Anexo 19. Resumen de los PCC identificados por etapas.

Etapa 1: Expansiones Celulares (Proceso O1)

Etapa 2: Obtencion de IFA-LAM (Proceso O2)

Etapa 3: Procesamiento de IFA (Proceso O5)

Etapa 4. Productos Terminados (Proceso O6)
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Puntos Criticos

Controles de

_ Procesos Puntos Criticos ldentificados Puntos de Control Generados.
Etapas Existentes. )
Existentes.
1 e Suministro de N2, e Viabilidad celular. e Suministro de insumos. Plan Logistico (Comité de
COo.. Operaciones)

e Calificacion del

equipamiento

e Concentracion de e Degeneracion del banco

células vivas. celular.

Control de Calidad: Liberacion del
Banco Maestro de células (Cada 3

afos).

Control de Proceso:
Determinacion de la actividad
bioldgica (Microscopia de

fluorescencia).

2 e Calidad del LAM

e Conservacion del

producto.

e No se tiene e Calidad del LAM.

¢ Mantenimiento de equipos de

refrigeracion/conservacion

Control de Proceso:
Determinacion de la actividad

biologica. (Inmunofluorescencia).

Registro: Chequeo diario de la
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temperatura (almacén) y la

inspeccion visual del producto

Control logistico de su

Vencimiento.

Disponibilidad del
Equipamiento.

Calidad de

Insumos.

Pureza del IFA
(AcM).

Demora de la
liberaciéon de los

productos.

Conservacion del
Producto

Intermedio.

e Concentracion del

Purificado. (DO).

e Relacion F/P, en
base a
FITC/Proteina

Régimen de Mantenimiento de

refrigeracién/conservacion

Estabilidad del producto

intermedio.
Disponibilidad del fluorocromo.
Estabilidad de la ficoeritrina.

Concentracion del anticuerpo

conjugado.

Determinacion de un control
de proceso para el conjugado
con PE.

Control de Proceso:
Determinacion de la pureza

(Electroforesis)

Control de Proceso:
Determinacion de la concentracion
del fluorocromo para determinacién

de la relacién PE/Prot.

Control de Calidad: Liberacion de
los conjugados mediante

microscopia de fluorescencia.

Registro: Chequeo diario de la
temperatura (almacén) e Inspecién

visual (f. vencimiento.)
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Falta de Insumo. e Control
microbioldgico.

Mtto de los

equipos. e Inspeccion visual.

Plan de

Calibracion y

validacion.

¢ No existencia de demanda e Plan de Negocio para este
oficial. producto (Comité de

Operaciones).
e Demora en la liberacion del

formulado.
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Anexo 20. Mapa de Proceso.

- .
2REE-

Semvclos Marovksionamiente Inspegeion y Servicis de Seguridad y
ingenleros Logistico (4] Ensaye (AS) apoyo 2 Protescldn
|A3) precesgs (A6 (A7)
= - e —
L ‘ Analisis y Mejora (E1) '

-
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Anexo 21. Evaluacién de los Puntos Criticos en los Planes de Medidas y Vigilancia de los Marcadores Leucocitarios

Plan de medidas evaluados:

Fecha: 1 febrero de 2019.

6 Intercambio con los

posibles clientes de

Causas <
S . y . L Area Fechade
No. Deficiencia. condiciones de la |Medidas a adoptar. Supervision responsable  lcumplimiento
misma. P P '
L c ‘ Consejo de
lanificacia (;)rrei:a Produccion
planificacion de los (Demanda 2018 y oroduceis
1 Demora en la insumos procesos. |5, ge [P roduccion
importacion ~ de  los|vala  planificacion |2 Cumplimiento de [OPeraciones)
materiales de envase, [logistica y Nno fios Planes |(documentos)
etiquetas, cajas, hojas, [seguimiento o :
) : - At perativos Administracion
1 reactivos, filtros, [Sistematico del Plan Inspecciones  al, .. Marzo / 2019
membranas de dialisis, [/€ Operaciones 3 Mantener  un |gimacenes (logistica)
matrices comatograficas, chequeo periddico de |(supervisiones de
jeringuillas, pienso. la  existencia  de |ogistica) _
materiales en Calidad-
Critico A . Aseguramiento
( ) almacen. Aseguramiento def oc I
: de la Calidad
la  Calidad -
4 Evaluar los Comité q
proveedores. CZE{; €
5 Realizacion de Loqisti
2 Falta de clientes para la . ogistica uni
talleres. Conseio de , junio/2019
2 |venta de los productos.  |Falta de marketing. direccij()n Comercial.
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(Critico)

los productos.

3 Falta de la validacion del
refrigerador de productos
intermedios y de
productos terminados.

(Moderado)

El refrigerador es
doméstico y no esta
validado.

7 Solicitar una
inversion para
compra de un
refrigerador GMP.

8 Validar los
refrigeradores y

chequeo diario de la
temperatura de los

refrigeradores.

9 Compra del
termohigrémetros
para  control  de
temperatura y
humedad de las

camaras.

Ingenieria
(Consejo
Direccion).

de

Inspecciones  a
almacenes
(supervisiones de
logistica)

Ingenieria
Mantenimiento

Aseguramiento
de la Calidad.

y

Marzo / 2019
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4 Roturas y descalibracion
del equipamiento (Flujos
laminares, horno,
espectrofotometro, equipo
de purificacion, rolera y la
maquina impresora de
etiquetas).

(Critico)

5 Rotura o desperfecto

(fuera de rango de
temperatura y humedad)
de los equipos de
refrigeracion en los
almacenes.

(Critico)

6 Falta de Clima e

[luminacioén en el bioterio.

(Moderado)

Inconsistencia en el
chequeo  periddico
de los parametros
técnicos del equipo.

Incumplimiento  de
las frecuencias de

mantenimiento y
calibracion.
Estrés de los

ratones. Afectaria la
calidad del LAM.

10 Cumplimiento del

Plan de
Mantenimiento,
calibracion y
calificacion de
equipos.

11 Arreglo,
calibracién y/o

compra en caso de
ser necesario y no
estar incluido en
Plan.

12 Compra de piezas

de repuestos.

13 Establecer las
condiciones
necesarias para
reponer el clima.

14 Compra de
balastro para
garantizar la

iluminacion.

Plan de
Mantenimiento
(Reunion
trimestral de
Ingenieria).

Comité de Calidad
(semestral).

Plan de
Mantenimiento
(Reunién
trimestral de
Ingenieria).

Ingenieria
Mantenimiento.

y

Abril / 2019
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15 Compra de un
citometro de flujo.
) Gerente de
16 Tener acceso al Marcadores Diciembre /
7 Demora en la C.F del Hospital [Ingenieria YL eucocitarios 5019
Liberacion. Falta de un [Clinico Quirdrgico.  |Consejo de '
. Citébmetro de flujo 17 Implementacion [Direccion.
(Critico) J de técnﬁ:Zs y lﬁCIZe Clo(ra:iféo de Control - de la
cas g | Calidad. Abril / 2019
correlacionen con la |Calidad.
C.F. (como controles
de proceso.)
8 Degeneracion de los 18 Conformar bancos
bancos celulares. Falta de bancos de|jg semilla, maestro y |Consejo de |[Expansiones Diciembre  /
semilla y de trabajo. . . .
de trabajo a partir de [Produccion. Celulares. 2019
(Intolerable) .
nuevas ampulas.
9 Adotamiento de la Fallo en el suministro [19 Garantizar
Aot por deficiencias |Jadquisicion en
2 chequeo €l02. en la empresa de Administracion
disponibilidad ~ en| > P Admon. " |Febrero /2019
(Moderado) almacén) o [9ases
problemas con los _ / _
proveedores_ 20 Revisar y/O Conceio de Aseguramlento
establecer un CS de |_. J de la Calidad
Direccion

suministro de gases
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10‘ F)etermi.na,ci(.Sn de la 21  Compra del Expansiones
actividad biolégica como . equipamiento celulares,
controles de procesos en [carencia del necesario. . obtencién de
el indculo, LAM, equipamiento, . Concejo de LAM
. citometro de flujo, Direccién ,
purificados. microscopio de ' procesamiento de
(Moderado) fluorescencia. IFA
11 Establecer otros _ .
8 Falta de los reactivos Consejo de Marzo /2019
controles de proceso, para ; 22 Compra de los .
comerciales, para , Produccion,
la - pureza en 0S |cealizar la [reactivos. |
purificados, y en 10s |cyantificacion. Procesamiento
conjugados la " de IFA.
e Comité de
cuantificacion de Ac al
Desarrollo.
fluorcromo.
(Moderado)
Elaborado por: Yanet Rivero Fernandez. Revisado por: Osmany Hartenma Avila. Dra. Suyen Rodriguez Pérez

Miembro de Grupo de Prevencion de Riesgos. Gerente de Marcadores Leucocitarios. Directora
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Plan de Vigilancia evaluado

Fecha: 1 Febrero de 2019.

Proceso

Punto Critico

Causas y
condiciones de la
misma.

Accion Vigilancia

Responsable

Medidas

Expansiones

Bancos celulares.

Una Unica liberacion

1 Vigencia  de

Realizar Bancos de

celulares del banco, deterioro | andlisis del banco (3 | Aseguramiento | trabajo, de semilla vy
(Intolerable) del hibridoma en el | meses) de la Calidad. Maestros.
tiempo
Liberacion del No existe de wuna 2 Evaluar la Produccion

Obtencion de
IFA

LAM.

técnica alternativa para
controlar el proceso

disponibilidad de
técnicas para la

Aseguramiento

Evaluar técnica de
inmunofluoresencia

Procesamiento
de IFA

(Moderado) productivo. funC|or_1aI|dad de la Calidad.
requerida.

Mala planificacion | 3 Evaluar Certificar el plan

Falta de insumos. | logistica y no | sistematicamente el Logisti demandado. Seguimiento

s . ogistica )
(Cirtico) seguimiento Plan de : en Reuniones de grupos

. f . comercial. :
sistematico del Plan | Operaciones y Cte de Operaciones.
de Operaciones
Incumplimiento de las | 4 Chequear

Mantenimiento a
los equipos.
(Moderado)

frecuencias de
mantenimiento y
calibracion.

sistematicamente el
Plan de Mtto por el
Grupo.

Ingenieria y
mantenimiento

Informar incumplimiento
de los mttos.

Demora en la
liberacion del
LAM, del
purificado y de
los conjugados.
(Critico)

No existencia del
Citdbmetro de Flujo (se
requiere viajar a la
Habana). No existe
una técnica alternativa
para liberacion.

5 Evaluar la
disponibilidad de
técnicas para la
funcionalidad
requerida.

Aseguramiento
de la Calidad.

- Tener en Plan de
Inversion la compra del
Citometro.

- Evaluar técnica de
inmunofluoresencia
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Mantenimiento de

Reducir el tiempo de
mantenimiento

6. Chequear
sistematicamente el

los aires. existente, de dos | Plan de Mtto por el Ingenlerla. y | Informar incumplimiento
(Moderado) ~ mantenimiento | de los mttos.
veces al afio por una | Grupo por
Almacenamiento vez al mes. el almacenero.
Estabilidad de los | No existe estudio de | 7 Incorporar estudio Realizar  estudio de
productos. estabilidad en | de estabilidad en | Aseguramiento | estabilidad del producto
(Critico) condiciones de | condiciones de | de la Calidad. en condiciones de
almacenamiento. almacenamiento almacenamiento
Proponer disefio de
No existencia de | Falta completar productos.
e o ) 8 Completar Plan de - ) .
Distribuciény | demanda oficial. | registro o Logistica Realizar evaluacion de
y o Disefio de :
Venta (Critico) Falta disefio del comercial. terreno.
Desarrollo
producto. Concertar demanda con

MINSAP.

Elaborado por: Yanet Rivero Fernandez.
Miembro de Grupo de Prevencion de Riesgos.

Revisado por: Osmany Hartenma Avila.
Gerente de Marcadores Leucocitarios.

Suzelt Avila Heredia
Jefa del Dpto. de Calidad
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Anexo 22. Nuevos Planes de Medidas y de Vigilancias
Plan de medidas: Fecha: 1 Julio de 2019.
L C_:a.usasy . o Area Fecha de
No. Deficiencia. condiciones de la | Medidas a adoptar. Supervision o
. responsable |[cumplimiento.
misma.
1Rotura o desperfecto
(fuera de rango de o Plan de
temperatura y humedad) :ncu:cnpllmlen.to ge 1 Compra de piezas de [Mantenimiento Ingenieria y Sep /2019
de los equipos de as lrecuencias de repuestos. (Reunidn trimestral| Mantenimiento.
1 _ ., mantenimiento y .,
refrigeracion en  los alibracion de Ingenieria).
almacenes.
(Critico)
2Compra de un
citometro de flujo.
Ingenieria y |Gerente de
> Demora en la 3, Implementamon de Cpnse!(,) de Marcad.ore.s Diciembre /
Liberacion. Falta de un tecnlcas. que se [Direccion. Leucocitarios. 2019
2 Citometro de fluio correlacionen con la
(Critico) : C.F. (como controles Control de la
de proceso.) Calidad. Sep /2019
Comité de
4 Tener acceso al C.F |Calidad.

del Hospital Clinico
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Quirudrgico.
3Establecer otros (¢
alta de los
controles de proceso, reactivos 5Compra de los )
para la pureza en los comerciales, para re?ctlvo§ de gondsejo_, de Procesamiento
purificados, y en los reallza_r 5 |a [referencias. roduccién, e IFA.
3 |conjugados |a [cuantificacion. Sep /2019
cuantificacion de Ac al o
fluorcromo. Comite de
Desarrollo.
(Moderado)
Elaborado por: Yanet Rivero Fernandez. Dra. Suyen Rodriguez Pérez

Miembro de Grupo de Prevencion de Riesgos. Directora
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Plan de Vigilancia

Fecha: 1 Julio de 2019.

Causas y condiciones

Proceso Punto Critico de la misma Accion Vigilancia | Responsable Medidas
Liberacion del 1Evaluar la Produccion
Obtencién de LAM. No existe de una técnica | disponibilidad  de Evaluar técnica  de
alternativa para controlar | técnicas para la . . .
IFA . . . Aseguramiento inmunofluoresencia
(Moderado) el proceso productivo. funcionalidad de | lidad
requerida. e la Calidad.
Demora en la|No existencia del | 2Evaluar la - Tener en Plan de
liberacion del | Citobmetro de Flujo (se | disponibilidad de Inversibn la compra
Procesamiento LAM, del | requiere viajar a la|técnicas para la Asequramiento del Citémetro.
de IEA purificado y de los | Habana). No existe una | funcionalidad de Ig Calidad - Evaluar técnica de
conjugados. técnica alternativa para | requerida. ' inmunofluoresencia
(Critico) liberacion.

Elaborado por: Yanet Rivero Fernandez.
Miembro de Grupo de Prevencion de Riesgos.

Suzelt Avila Heredia
Jefa del Dpto. de Calidad
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Anexo 23. Perfiles de emision de los fluoréforos FITC y PE. Tomada de:
https://www.labclinics.com/diez-trucos-para-configurar-un-panel-de-citometria-de-

flujo/

o0
e
\”
ol
(]

585740

Nommaled absorption and emisson
(=]
&
A

O T T ' ' '
300 350 400 450 S00 5§50 600 850 700 75C
Wavelength, rm

B perfil espectral de emision del FITC.

B Porcentaje del perfil espectral de emision FITC por el canal 585/40
Perfil espectral de emision del PE

B Porcentaje del perfil espectral de emisién PE por el canal 525/50

" os perfiles espectrales de emisién del FITC y PE no se detectaron en otros canales 525/50 de
585/40 (Solapamiento de la fluorescencia)


https://www.labclinics.com/diez-trucos-para-configurar-un-panel-de-citometria-de-flujo/
https://www.labclinics.com/diez-trucos-para-configurar-un-panel-de-citometria-de-flujo/
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Anexo 24. Plantillas de los Reactivos para uso en citdmetro PARTEC®.
Plantilla creada para los reactivos de LABEX.

-
2504
2004
150
Q
w
@100
50 4
Q4
100 Gate: R1
80
w B0
T
3
8
40
20
0
1
Region  Gate
o)} R1
Qz R1
Q3 R1
Q4 R1
R1 <MNone>
Qs R1
QA2 R1
QA3 R1
Qnd R1

10 100
FL2 PE
Ungated  CoLnt
3649 17
15471 1459
2245476 4871
27479 3622
9969 9960
1010 0
421 0
2253133 5579
3381 4380

250 {Gate: R1 190 TEate mA
QA1: 0.00% QA2: 0.00%
2001 80
150 4 w G0
t
@ F
“ 100 ® a0
QA3: 55.96% QAd: 44.04%
50 4 20
a 0
1 10 100 1000 10 100 1000
FL1 FITC 1000 FL1 FITC
250 {Gate: R1 Gate: R1
QB1: 0.00% QB2: 0.00% Q1:0.17% Q2: 14.64%
2001 '
f
E
4
150 4 w }
g 9
“100 4 v
QB3: 85.00% QB4: 15.00%
50 4
T ;
1000 1 10 100 1000 1 10 100 1000
FL2 PE FL1 FITC
Count/mi %Total  %Gated Meanx  CV-%  Mean-y  CV-y%
- 017 141 51.52 77.23 119,57
- 008 14.64 29364 10664 5262 159 94
- 0.21 48.86 1.08 27.31 1.29 48.48
- 016 36.33 50.65 19668  1.72 85.10
- 043 0.43 22748 1475 .33 36.34
- 0.00 0.00 - - - -
- 0.00 0.00 - - - -
- 0.24 55.96 1.80 11380 548 39.30
- 019 44 04 138 79 165 53 747 76 97

Plantilla para los reactivos PAETEC®Kit del conteo de los CD4. Tomado de:
file:///F:/cd4-easy-count-kit-pepedy647-0584-05.pdf
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file:///C:/Users/suyen/Desktop/Estudiantes/cd4-easy-count-kit-pepedy647-0584-05.pdf

Obtencion de Anticuerpos Dobles Conjugados para uso en Citometria de Flujo.

Anexos.

Anexo 25. Solapamiento de los fluorocromos FITC y PE. Tomado de: Figuerola,
2016. Escuaramidas como agentes de “Quenching” de fluorescencia. Tesis de
Licenciatura, Universidad de Islas Baleares.
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FITC, isotiocianato de fluoresceina, PE, ficoeritrina

Imagen ilustrativa del solapamiento de fluorescencia entre dos fluorocromos (FITC
fluorocromo primario vs PE fluorocromo secundario) sin aplicar correlacién (panel
A) y una vez aplicado la compensacion éptima para estos fluorocromos (panel B).



Obtencion de Anticuerpos Dobles Conjugados para uso en Citometria de Flujo.

Anexos.
Anexo 26. Resumen del costo total de los reactivos conjugados con FITC.
Resumen de costo total del proceso del antiCD3-FITC

CucC Ccup Total
Costo Total Cultivo Celular 216.878| 260.309| 477.187
Costo Total Obtencién IFA LAM 53.040|2962.326 | 3015.366
Costo Total Purificacion 209.105| 308.953| 518.058
Costo Total Produccién terminada 176.905| 57.669| 234.575
Costo Total Producto 655.928 | 3589.258 | 4245.186
Costo Unitario 1.4480| 7.9233| 9.3713

Resumen de costo total por elemento

CucC CupP Total
Materia Prima Direcat Total 559.028 | 3044.409 | 3603.438
Mano de Obra directa Total 0| 205.689| 205.690
Costo Indirecto de Fabricacion Total 96.900| 339.160| 436.060
Costo Total Producto 655.928 |3589.258 | 4245.188
Costo Unitario 1.4480 7.923| 9.37127

Resumen de costo total por proceso del antiCD45-FITC

cuc cup Total
Costo Total Cultivo Celular 209.85 257.05 466.90
Costo Total Obtencién IFA LAM 53.04 2962.33 3015.37
Costo Total Purificacion 178.82 383.38 612.74
Costo Total Produccién terminada 183.52 57.74 241.26
Costo Total Producto 625.23 3660.50 4336.26
Costo Unitario 1.3802 8.0806 9.5723

Resumen de costo total por elemento

Ccuc CupP Total
Materia Prima Direcat Total 578.87 3115.65 3694.52
Mano de Obra directa Total 0.00 205.69 205.69
Costo Indirecto de Fabricacién Total 96.90 339.16 436.06
Costo Total Producto 675.77 3660.50 4336.27
Costo Unitario 1.4918 8.0806 9.5723




Obtencion de Anticuerpos Dobles Conjugados para uso en Citometria de Flujo.

Anexos.

Anexo 27. Ficha de costo del Reactivo doble conjugado antiCD4-PE/ antiCD45-

FITC.

A)EMPRESA: Laboratorio de Anticuerpos y Biomodelos Experimentales

B) Descripcién del Producto

AntiCD4-PE/antiCD45-FITC

Subordinada a: BioCubaFarma

U.M: Frasco Ambar

PROPUESTA DE PRECIO:

CODIGO DEL PRODUCTO

NUEVO: x__  MODIF..
VOLUMEN DE PRODUCCION:453 Frascos 1.1 ml
PROPUESTA
Conceptos de gastos Fila | Costo Base APROBADO
IMPORTE
Divisas MN Total
A B 1 2 3 4 6

Materias primas y materiales 1 1137.90 6160.06 7297.95
Sub total (Gastos de elaboracion) 2 213.88 877.54492 |994.520193
Otros gastos directos 3
Gastos de fuerza de trabajo 4 0.00 205.700109 205.70
- Salarios 5 0.00 188.56 188.56
- Vacaciones 6 0 17.1401045] 17.1401045
Gastos indirectos de produccion 9 193.80 678.32 872.12
Gastos generales y de administracion. 10 18.70 34.78 53.48
Gastos de distribucion y venta 11 1.38 261.91 263.28
Contribucién Seguridad Social (12.5 %) 0 25.7125137|25.7125137
Impuesto Utilizacién Fuerza Trabajo (5%) 0 10.2850055 | 10.2850055
Gastos Totales. 12 1351.77 7376.76 8728.53
Margen utilidad S/ base autorizada 13 20%
Utilidad 14 42.7750404 | 175.508984 | 198.904039
Precio de Empresa 15 1394.55 7552.27 8927.44
Precio Unitario 3.0785 16.6717 19.7074
Confeccionado por: Nombre y Apellidos: | Firma: | Cargo: Fecha:
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Anexos.

Anexo 28. Ficha de costo del Reactivo doble conjugado antiCD4-PE/antiCD3-

FITC.

A)EMPRESA: Laboratorio de Anticuerpos y Biomodelos Experimentales

B) Descripcion del Producto

AntiCD4-PE/antiCD3-FITC

Subordinada a: BioCubaFarma

U.M: Frasco Ambar

PROPUESTA DE PRECIO:

NUEVO: x__  MODIF.:

CODIGO DEL PRODUCTO

VOLUMEN DE PRODUCCION:453 Frascos 1.1 ml

PROPUESTA
Conceptos de gastos Fila | Costo Base APROBADO
IMPORTE
Divisas MN Total
A B 1 2 3 4 6

Materias primas y materiales 1 1118.06 6088.82 7206.88
Sub total (Gastos de elaboracion) 2 213.88| 877.54492]994.520193
Otros gastos directos 3
Gastos de fuerza de trabajo 4 0.00 | 205.700109 205.70
- Salarios 5 0.00 188.56 188.56
- Vacaciones 6 0 17.1401045] 17.1401045
Gastos indirectos de produccion 9 193.80 678.32 872.12
Gastos generales y de administracion. 10 18.70 34.78 53.48
Gastos de distribucién y venta 11 1.38 261.91 263.28
Contribucién Seguridad Social (12.5 %) 0 25.7125137|25.7125137
Impuesto Utilizacién Fuerza Trabajo (5%) 0 10.2850055 | 10.2850055
Gastos Totales. 12 1331.93 7305.52 8637.46
Margen utilidad S/ base autorizada 13 20%
Utilidad 14 42.7750404 | 175.508984 | 198.904039
Precio de Empresa 15 1374.71 7481.03 8836.36
Precio Unitario 3.0347 16.5144 | 19.5063
Confeccionado por: Nombre y Apellidos: | Firma: | Cargo: Fecha:




