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Desde hace més de un siglo la utilizacion de sueros heter6logos
(equinos principal-mente) y homdlogos (pacientes convalecientes) ha
sido un método terapéutico efectivo contra mordeduras de animales
venenosos, infecciones bacterianas (tétanos, difteria) y virales
(coronavirus, rabia). En la actualidad se utiliza, principalmente, un
método de purificacion de anticuerpos a partir de plasma equino
hiperinmune, para la produccion de medicamentos con actividad
antiviral a nivel industrial, obteniéndose preparaciones enriquecidas en
moléculas F(ab)'2. Este fragmento de las inmunoglobulinas tiene
clivado el Fc, responsable de generar inmunogenicidad y efectos
adversos en el huésped. Basicamente, el método consiste en un
fraccionamiento de proteinas empleando sulfato de amonio o acidos
grasos de cadena corta. Para la obtencion del fragmento F(ab)2 se
realiza una digestion enzimatica con pepsina, previa o posterior al
fraccionamiento proteico. En esta metodologia se observa una
importante pérdida de capacidad neutralizante en comparacién con la
correspondiente al plasma de partida. En este proyecto se propone, en
primera instancia, obtener dos lotes de plasmas hiperinmunes: uno
antiSARS y otro antirrabico empleando, como inmunégenos, proteinas
recombinantes del virus SARS-CoV-2 y virus rabico inactivado,
concentrado y purificado. Luego, los objetivos se enfocan en optimizar
los procesos para la conservacion de masa proteica y actividad
neutralizante, luego de la precipitacion proteica, empleando una
combinacién de técnicas cromatograficas y de ultrafiltracion tangencial.

! Segun Resolucion CS 326/17 Lineas de investigacion cientifica y desarrollo tecnoldgico prioritarias
2016-21/6 Res. R 449/18 Lineamientos estratégicos generales de Investigacion y transferencia 2019/21
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De esta forma, este proyecto apunta a desarrollar dos medicamentos
antivirales, cuyos ingredientes farmacéuticos activos (IFA) sean
fragmentos de inmunoglobulinas especificas con un alto perfil de
seguridad (minima carga de pir6genos) y con elevado titulo
seroneutralizante, medido en cultivo celular para el suero antiSARS y
en modelo murino para el correspondiente antirrabico.

@UNIVERSIDAD SECRETARIA DE INVESTIGACION

Palabras claves: | Rabia — COVID - Medicamentos inmunoterapéuticos — Optimizacion de
bioprocesos

Parte |

Informe de resultados para el repositorio?

1. Introduccion y objetivos (minimo 1 pagina- maximo 2 paginas)

- Realizar una presentacion general del estudio (tema/problema) y una justificacion de su relevancia (motivos para estudiarlo,
aportes potenciales).

- Indicar el objetivo general de la investigacion y los interrogantes efectivamente trabajados en el proyecto.

Este proyecto no esta enfocado en el desarrollo tecnolégico de un inmunobiologico novedoso, pero tiene
como objetivos generar innovaciones y mejoras sobre los procesos de produccidn tradicionales
ingredientes farmacéuticos activos (IFA) de medicamentos inmunoterapéuticos policlonales heterélogos
producidos en una de las instituciones publicas productoras de biologicos mas importantes de nuestro
pais. Se emplearan dos productos en desarrollo, uno denominado suero antirabico y otro anti-SARS-CoV-
2 como modelos, por su relevancia al momento de inicio del proyecto, los cuales han sido desarrollados
en base a la plataforma tradicional de produccién de antivenenos del INPB. De esta manera, los
desarrollo de bioprocesos sobre los que se ha trabajado en este proyecto podran ser aplicados en forma
directa para el resto de los medicamentos relacionados producidos por el INPB.

2 Se solicita brindar informacion detallada en los campos que componen esta Parte |, ya que sera publicada en el Repositorio
online de la UNM. Esto permitira difundir de manera amplia la investigacion, sus resultados y visibilizar la labor de los miembros
del equipo de investigacion.

SECRETARIA DE INVESTIGACION Y VINCULACION TECNOLOGICA

Av Bartolomé Mitre 1891, Moreno, prov. de Buenos Aires
Oficina A 103 - 1° Piso - Edificio Histérico
Tel: (0237) 466-7186/1529/4530
Internos: 134/350
Sec.investigacién@unm.edu.ar



f)umvsnsmn SECRETARIA DE INVESTIGACION
U0 eciones Y VINCULACION TECNOLOGICA

Para el tratamiento antirrabico actualmente se emplea gammaglobulina antirrabica humana, definida
como una solucion concentrada y purificada de anticuerpos preparada a partir de hemoderivados de
individuos sanos inmunizados contra la rabia. Es un bioldgico de produccion limitada y alto costo, de
origen importado. Se administra simultaneamente con la primera dosis de vacuna (dia “cero”). Si no
hubiese podido aplicarse en ese momento, no debe administrarse después del séptimo dia de la primera
dosis de vacuna para no interferir en la respuesta inmunoldgica que ésta debe inducir. En caso de que
corresponda administrarla, debe efectuarse lo antes posible y nunca después del séptimo dia de iniciada
la vacunacién. La inmunoglobulina debe infiltrarse dentro y alrededor de la herida (20Ul/Kg de
Inmunoglobulina derivada humana).

Este bioldgico es distribuido por el Ministerio de Salud de la Nacién (MSAL), y su administracién depende
del animal agresor, de la region geografica y de la persona afectada, siendo indicada de acuerdo con 4
categorias establecidas por el MSAL. La situacion sanitaria global, puesta de manifiesto durante la
pandemia, muestra un contexto de vulnerabilidad en lo que respecta a la atencion de varias patologias,
dentro de las cuales se encuentra la rabia. Existen problemas en la produccion y distribucion de vacunas
y gammaglobulina. También, al ser homéloga la gammaglobulina que existe en el mercado, la produccion
y, por ende, provision del mismo es acotada y dirigida hacia paises donde la rabia en endémica

Otra premisa a considerarse es que la respuesta inmune humoral depende de muchos factores y varia de
paciente a paciente. La produccién de este tipo de bioldgico esta supeditada a la oferta de donantes, es
decir,de individuos sanos vacunados, que de por si es acotada. A esta limitacién se suma que existe la
potencial exclusién de muestras en funcion de los criterios que se utilizan en la actualidad para minimizar
el riesgo de transmision de enfermedades. Atendiendo a esta emergencia, desde el afio 2021, el INPB-
ANLIS intenta reactivar la produccion de suero antirrabico heterdlogo, y asi de esta forma sustentar
medidas de intervencion adoptadas por el MSAL. En los ensayos de hiperinmunizacidn equina se utilizara
virus rabico inactivado cuyos protocolos de produccién fueron generados a lo largo del proyecto PICyDT
2017“Desarrollo de técnicas de downstream para la obtencién a escala de vectores virales
recombinantes” y en el PI2018 “Desarrollo de un método downstream de concentracién y purificacion
antigénica por ultracentrifugacion aplicado a vacunas antirrabicas de segunda y tercera generacion”.

Por otra parte, el INPB-ANLIS se encuentra desarrollando un medicamento para el tratamiento de casos
agudos graves por COVID 19, a partir de plasmas de equinos hiperinmunes. El inmunégeno utilizado para
su elaboracién fue el dominio de unién al receptor celular (RBD) de la proteina Spike del virus SARS-
CoV- 2. Este polipéptido fue obtenido mediante técnicas de ADN recombinante expresandose en células
HEKy

luego purificado. El plan de inmunizacién y la purificacién posterior del plasma equino fueron realizados
segun protocolos de rutina usados en el INPB para la obtencién de sueros antiofidicos y antiaracnidos.
Este antiviral esta en la etapa final de un ensayo clinico.

Como se comentd inicialmente, para este caso al igual que para el resto de los medicamentos producidos
pr esta tecnologia por el INPB mediante el presente proyecto se trabajoé en el desarrollo de mejoras para
alcanzar una mayor productividad en el proceso y una mejora en la calidad de los productos.

Hipétesis: Es posible realizar innovaciones y mejoras sobre el proceso de produccion de medicamentos
inmunoterapéuticos policlonales heterdlogos actualmente empleado en el mayor productor publico
nacional de estos productos, tales que permitan subir la productividad y obtener productos finales con
mejores perfiles de calidad y seguridad.

Objetivo general: Desarrollar mejoras sobre el proceso productivo tradicional de este tipo de
medicamentos tomando como ejemplo dos medicamentos en desarrollo, un antiviral contra SARS-CoV-2
y uno contra el virus rabico, esperando alcanzar productos de mejor calidad que los que pueden
producirse con la tecnologia actual.

Objetivos especificos:

1. Producir lotes de plasma equino hiperinmune aptos para la produccién de un IFA antirdbica.

2. Estudiar innovaciones y mejoras aplicables a la produccion de IFA antirabica y anti-SARS-CoV-2,
basadas en la introduccion de modificaciones sencillas y de bajo costo (ensayo de polioles protectores
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contra los efectos negativos de la acidez, agentes delipidantes, medios cromatograficos para la remocion
de agregados proteicos) sobre etapas iniciales y avanzadas del proceso actualmente utilizada por el
instituto productor.

2. Marco de referencia (min. 2 paginas- max. 5 paginas)

Describir en qué campo (tematico, disciplinar) se inserta la investigacion, indicando:

- estudios antecedentes (propios o no) sobre el tema, avances y areas de discusion.

- marco tedrico o encuadre de referencia de la investigacion: con qué enfoque, conceptos, dimensiones o modelos se abordé el
tema/problema.

El animal de eleccion para la produccion de antivenenos (ofidicos y aracnidicos) es el caballo, dada su
elevada volemia, buena respuesta a antigenos, larga vida productiva y amplia experiencia en su uso para
la produccion de este tipo de productos. Si bien inicialmente el tratamiento de humanos se basaba en el
uso de suero completo proveniente de equinos hiperinmunes, la alta tasa de efectos adversos tales como
reacciones de hipersensibilidad inmediata (anafilaxia) en individuos alérgicos e hipersensibilidad tardia
(enfermedad del suero) asi como reacciones anafilactoideas llevd afios mas tarde al desarrollo de
protocolos productivos en los cuales se lograba eliminar la mayor parte de los componentes responsables
de estos efectos, pero manteniendo los efectos biolégicos deseados [1]. El proceso desarrollado por Pope
y trasladado a escala industrial por Harms a mediados del siglo pasado, basado en el tratamiento del
plasma equino hiperinmune con pepsina y eliminacion de los subproductos no deseados por medio de
tratamiento térmico combinado a la precipitacién diferencial con sulfato de amonio continta siendo a la
fecha el mé&s ampliamente utilizado a escala global [2,3]. El ingrediente farmacéutico activo (IFA)
generado mediante este proceso son los fragmentos F(ab)'2 de las IgG equinas.

La rabia es una enfermedad viral zoondtica, que produce una encefalitis aguda casi siempre mortal una
vez que han aparecido los sintomas clinicos. En hasta el 99% de los casos humanos, el virus de la rabia
es transmitido por perros domésticos. La rabia afecta a animales domésticos y salvajes de sangre
caliente y habitualmente se propaga a las personas por inoculacién de saliva a través de mordeduras. Se
estima un nimero de 59000 muertes anuales en todo el mundo [4].La rabia ocurre en dos formas
epidemiolégicamente diferentes: rabia urbana, con el perro como reservorio y transmisor; y la rabia
silvestre, con diferentes especies de vida silvestre actuando como reservorios o transmisores. El agente
causal de la enfermedad de la rabia es el virus rabico (RABV), miembro del género Lyssavirus
perteneciente a la familia Rhabdoviridae. Su genoma esta constituido por una molécula de ARN de
cadena simple, no segmentada, de polaridad negativa, de aproximadamente 12 Kb. EI genoma viral
codifica para 5 proteinas estructurales. La proteina G es la Unica glicosilada. Produce las proyecciones
triméricas tipo espigas en la superficie de la envoltura viral. Esta glicosilada y es responsable de la
adsorcién del virus a su receptor especifico presente en la superficie de las células blanco. Es el principal
antigeno viral contra el que estan dirigidos los anticuerpos neutralizantes producidos por la respuesta
inmune del huésped [5]. La vacunacion es la herramienta principal para la prevencion y control de la
enfermedad. Sin embargo, en accidentes de mordedura graves, potencialmente rabicos, se aplica
localmente inmunoglobulinas monoclonales o sueros heterdlogos, en ambos casos, especificos contra el
VR, en paralelo con un esquema de vacunaciéon multidosis post-exposicion. Sin la administracion de
vacuna, y gammaglobulina (en accidentes graves), la progresion de la infeccion por RABV lleva a la
muerte del individuo [6]. El tratamiento de los casos de accidentes graves con productos derivados de
sueros heter6logos se ha realizado desde fines del siglo XIX [7]. Su empleo estaba fundamentado en
lograr una rapida neutralizacion de la replicacion viral en los lugares anatomicos injuriados por la
mordedura via la instilacién de suero localmente. En la década del 60 en EE.UU. se comenz6 a emplear
gammaglobulina antirrébica obtenida a partir de sangre de individuos vacunados ya sea por accidentes
rabicos o voluntarios de fuerzas armadas y personal de laboratorio sometidos a tratamiento
preexposicion. Hasta fines de la década del 90, el INPB-ANLIS produjo suero antirrabico heterélogo para
provision al MSAL. El producto fue discontinuado por decisidn politica en pos de la importacion de suero
homdlogo. Lamentablemente, desde hace algunos afios la produccion de este producto es escasa en
comparacién con su demanda. En este contexto y ante la escasez de medicamentos inmunoterapéuticos
homoélogos para el tratamiento, la recuperacion de las capacidades productivas de su equivalente
producido a partir de caballos hiperinmunizados resulta clave para poder enfrentar esta situacion adversa
a nivel sanitario.
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El brote de la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19), causado por el virus del sindrome
respiratorio agudo severo tipo-2 (SARS-CoV-2), fue declarado como una pandemia en marzo de 2020.
Las tasas de letalidad se estiman entre 1% y 3%, afectando principalmente a los adultos mayores y a
aquellos con comorbilidades, como hipertension, diabetes, enfermedad cardiovascular y cancer. Los
coronavirus tienen una envoltura lipidica con tres proteinas ancladas en ella, denominadas E (envoltura),
M (membrana) y S (del inglés, spike, o espicula), la cual le da al virién la apariencia de una corona, y es
la proteina que media la union al receptor ACE2. Este se encuentra presente en mayores cantidades en
el rifién, los pulmones y el corazén [8]. El empleo de un medicamento antiviral equivalente al mencionado
producto antirabico en desarrollo representa una alternativa con elevado potencial de efectividad para el
tratamiento agudo de casos graves de COVID 19.

El INPB-ANLIS tiene dentro de su portafolio de productos suministrados al MSAL para su distribucién
federal, los antivenenos utilizados en el pais para tratamientos de mordeduras o picaduras provocadas
por animales ponzofiosos. La plataforma productiva de los mismos sera la base sobre los que se sustenta
este proyecto y que, de lograr los objetivos propuestos, podra ser optimizada en funcién de los
desarrollos tecnologicos alcanzados. EI NPB-ANLIS esta habilitado por la autoridad regulatoria nacional
(ANMAT) coémo establecimiento elaborador / importador-exportador de medicamentos de origen biol6gico
segun Disposicién ANMAT N°10206/17. En 2019, se amplio el alcance de la habilitacién como elaborador
de ingredientes farmacéuticos activos (IFA) de origen biologico para la produccién de antivenenos y
antitoxinas - Productor de suero hiperinmune como material de partida utilizado para la produccion de IFA
de los antivenenos ofidicos y aracnidicos. (DI-2019-705-APN-ANMAT#MSYDS).

Como ha sido mencionado, hasta la década del 90 del siglo pasado el INPB producia también un
medicamento antirrabico heterélogo producido bajo la misma plataforma productiva que sus antivenenos.
Este proyecto se enmarca en un esfuerzo institucional de recuperar las capacidades productivas
perdidas. El INPB se encuentra ademas desarrollando un medicamento anti SARS-CoV- 2 , también
basado en la misma plataforma, que se encuentra cursando la Fase 2/3 de ensayo clinico. Los
integrantes de este proyecto han participado en el desarrollo de este producto [9], teniendo a disposicidn
el plasma de equinos hiperinmunes necesario para las propuestas de desarrollo e innovacion vinculadas
con este proyecto.

Respecto a los desarrollos de bioprocesos, el tratamiento con pepsina ha mostrado no solamente
degradar la regién Fc de los anticuerpos sino ademas el resto de las proteinas acompafiantes, pero en
paralelo produce una fuerte induccion de la agregaciéon de F(ab’), como consecuencia de la elevada
acidez requerida para la actividad enzimatica (pH 3.20) [10]. La mayor parte de los agregados son
eliminados en un paso que combina la accion del sulfato de amonio y del calor en promocionar las
interacciones hidrofébicas entre las moléculas de elevado tamafio molecular induciendo su separacién
como solidos (mediante fitlracion en lecho profundo y/o centrifugacién). Sin embargo, la remocién de
agregados no es total, con lo cual una parte de estos se mantiene en solucién, existiendo diferencias en
el contenido en estos en los productos finales no solo entre los diferentes productores sino ademas entre
lote y lote de un mismo productor [11]. Los agregados son, como se explica en otras secciones, el
principal responsable de efectos adversos tempranos luego de la administracion de este tipo de
productos, siendo su determinacion recomendada en documentos de referencia internacionales a nivel
productivo [12]. Lamentablemente, la reduccidn de los niveles de agregados con el objeto de asegurar
antivenenos de mejor calidad ha sido objeto de escaso interés en la literatura. Esto contrasta
marcadamente con la situacién de otros productos relacionados, como los anticuerpos monoclonales.
Como ha sido mencionado, el punto critico en la formacion de agregados macromoleculares es el paso
de digestion con pepsina y su causa es la acidez requerida para un tratamiento enzimatico eficiente. Los
polioles, como el sorbitol, han sido utilizados para la proteccion de las caracteristicas conformacionales
nativas de macromoléculas en entornos de alta acidez, incluidas las inmunoglobulinas [13,14]. En este
proyecto hemos evaluado el posible efecto protector del sorbitol de la estructura de las macromoléculas
en las condiciones de acidez necesarias para el paso de tratamiento con pepsina del plasma equino
hiperinmune, esperando prevenir o minimizar la formacion de agregados.

Por ofra parte, las diferencias mas relevantes a nivel fisicoquimico entre monomeros, dimeros y
estructuras de mayor orden de las macromoléculas son su tamafio, hidrofobicidad y carga neta. La
cromatografia de exclusién molecular permite la resolucion de monémeros de estructuras de mayor orden
pero, en la practica su uso estd generalmente restringido a escala de laboratorio o analitico [15]. La
cromatografia de interaccién hidrofébica, por su parte, ha sido utilizada para la purificacion y pulido de
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anticuerpos monoclonales [16-18]. Sin embargo, la mayor parte de las fases estacionarias de este tipo
poseen bajas capacidades de unién, con lo cual su uso ha recibido escaso interés productivo. Un aspecto
relevante adicional es que todas estas, con una Unica excepcion [17], requieren el uso de agentes
cosmotrépicos, lo cual obliga a introducir pasos posteriores de cambio de medio [15]. La modalidad de
cromatografia de intercambio catiénico (CEX) ha sido también utilizada para la remocion de agregados en
formulaciones de anticuerpos monoclonales. En ésta se hace uso de las diferencias en las cargas netas
superficiales entre los distintos conformeros, utilizando estrategias de unidn-elucidn, es decir, en la primer
etapa se busca la unién de tanto los monémeros como las especies de mayor orden en condiciones de
baja conductividad y luego se produce una elucién diferencial de estas especies mediante la aplicacién de
un gradiente de conductividad, manteniendo le pH de la columna por debajo del pl de las proteinas
[16,19,20]. La hidroxiapatita es otra fase estacionaria también utilizada con estos fines [21]. EI mecanismo
en el cual se basa su accién resulta de la combinacién de interacciones electrostaticas con grupos
fosfatos de la fase estacionaria y con iénes Ca+2 unidos por fuerzas de quelacion a la fase.
Recientemente, se ha introducido también el uso de resinas mixtas, las cuales combinan las propiedades
de las HIC y CEX tradicionales, para el pulido de formulaciones de anticuerpos monoclonales [22,23].

Las columnas monoliticas representan una alternativa a los sistemas cromatograficos tradicionales |,
basados en el empleo de resinas y materiales particulados [24]. En este medio la fase movil fluye a través
de los canales abiertos de un monolito simple, interaccionando con la fase estacionaria en las paredes de
los canales. En contraposicion con las fases estacionarias tradicionales, los fenémenos de transporte y la
separacioén se encuentran gobernados por fuerzas convectivas en lugar de difusivas, de esta manera
permitiendo condiciones de operacion mas rapidas asi como un comportamiento constante en una amplio
rango de flujos volumétricos de trabajo. Este tipo de medios ha mostrado ser particularmente eficiente
para la resolucion y unién de moléculas de muy alto tamafio molecular tales como proteinas multiméricas
particulas simil a virus y virus [25]. En el presente proyecto hemos evaluado un paso de CEX basado en
el uso de una fase estacionaria monolitica para el pulido final de IFA de medicamentos terapéuticos
policlonales heterélogos orientado a la remocién de agregados de F(ab’)2 en estos y con ello buscando
mejorar la calidad de los productos finales del proceso.

@UNIVERSIDAD SECRETARIA DE INVESTIGACION

3. Métodos y técnicas (min. 2 paginas- max. 4 paginas)

Indicar el trabajo de campo, documental y/o de laboratorio realizado, la forma de recoleccién de datos y sus fuentes. Al respecto,
describir los métodos, técnicas, instrumentos y materiales utilizados para indagar el problema de investigacion. Explicitar las
unidades de andlisis, los criterios de seleccion de muestras o casos. Indicar asimismo las formas de procesamiento y andlisis de
los datos recolectados.

Preparacion de muestras enriquecidas en multimeros de F(ab’)2: Los plasmas de equinos
hiperinunminzados (HEP), provistos por el Instituto Nacional de Produccién de Biologicos (INPB, Buenos
Aires, Argentina) fueron procesados esencialmente segun un proceso optimizado previamente por el
grupo de trabajo [10]. Brevemente, se produjeron inicialmente muestras enriquecidas en especies
monoméricas de F(ab’)2 diluyendo el HEP al tercio en una solucién 0,15 M de NaCl bajo agitacién suave,
la temperatura de la mezcla se llevo a 37°C y luego el pH se ajusté a 3,20 con HCl al 10 % p/v HCI. A
continuacién, se realizé un tratamiento con pepsina adicionando enzima a una proporcion a 1:15 partes
del contenido de proteina de la mezcla (Pepsina 1:10,000, Anedra, Buenos Aires, Argentina). Se dejé
actuar durante una hora con agitacion suave y posteriormente la reaccién se frend irreversiblemente
mediante la adicion de 10% p/v de NaOH hasta elevar el pH de la mezcla a 6,2 y bajando la temperatura
de la solucién a 30°C. En este punto, las especies de mayor peso molecular (dentro de las cuales se
encuentran las formas multiméricas de F(ab")2) se separaron de la solucion mediante una precipitacion
inducida por el agregado de sulfato de amonio (Anedra, Buenos Aires, Argentina) hasta alcanzar una
concentracion final de 16% p/v, manteniendo una agitacion moderada durante una hora. El precipitado
fue separado mediante centrifugacion durante 15 minutos a 10 kG y resuspendido en una solucién 0.15 M
de NaCl, diafiltrado en con 10 diavolumenes de la misma solucién, empleando una membrana de
ultrafiltracion de celulosa regenerada de 30 kDa de corte de peso molecular (Ultracel® YM,
MilliporeMerck, Darmstadt, Germany) en un dispositivo de celda agitada (Amicon®, Millipore-Merck,
Darmstadt, Germany). Finalmente se realiz6 una concentracion del material mediante el mismo
dispositivo hasta alcanzar una concentracion final de proteinas de 2.5 % p/v. La distribucion
macromoléculas de distintos tamafios moleculares en los purificados monoméricos de F(ab’)2 y en la
resuspension del precipitado fueron estimadas mediante cromatografia de exclusion molecular (SEC). A
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partir de estos valores se gener6 una mezcla entre ambas fracciones de forma tal de alcanzar un
contenido en especies multiméricas del orden del 10% de las especies totales en la mezcla final.

Analisis de la distribucion de tamafios macromoleculares mediante cromatografia de exclusion
molecular (SEC): La distribucién de tamafios moleculares de las macromoléculas que componen las
diferentes muestras fue estimada mediante cromatografia liquida en modalidad SEC, empleando una
columna de 7,8 milimetros de didmetro y 300 mm de largo, conteniendo como relleno particulas de silice
porosa de 5 ym de diametro promedio de particula y 290 A de tamafio de poro (BioSep S-3000,
Phenomenex, Torrance, CA, EEUU) conectada a un FPLC AKTA " Explorer100 (GE Healthcare, Chicago,
IL, EEUU) 6 a un UHPLC Ultimate 300 (ThermoFischer Scientific, EEUU). Durante la equilibracién de
columna, inyeccion y elucién de las muestras se trabajé en modo isocratico, empleando como solvente
una solucién 0.85 % p/v NaCl y 15 mM Fosfato de sodio, pH 6,50. El flujo de trabajo fue constante, de
0.75 ml/min, realizando el registro de absorcién UV de 280 nm de longitud de onda a la salida de la
columna. Los andlisis de deteccién y cuantificacion de los picos cromatogréaficos se realizaron empleando
los software propietarios de ambos equipamientos, UNICORN 5.11 software (GE Healthcare,Chicago, IL,
EEUU) & Chromeleon (ThermoFischer Scientific, EEUU), respectivamente, siguiendo las estrategias de
integracion valle a valle en todos los casos, en forma automatica.

Remocién de agregados por cromatografia de intercambio cationico (CEX): Se empled un intercambiador
catiénico fuerte basado en una fase estacionaria monolitica, la cual emplea un grupo sulfénico como
ligando de intercambio (CIMmultus® SO3, SartoriusBIA Separations, Ajdovscina, Slovenia). El volumen
de columna (CV) fue de 1 ml y el didmetro de los canales de la fase estacionaria de 2 um. Antes de cada
experimento la columna fue equilibrada con 10 CV del mismo medio que se iba a usar para la carga en
cada corrida. Durante los ensayos preliminares y de optimizacion se trabajé con una inyeccion de 2 CV
de muestra, lavado con 10 CV de buffer de carga y luego una elucién mediante un salto de conductividad
empleando un buffer de elucidn de alta conductividad (solucion 2,0 M de NaCl y 15 mM de Fosfato de
Sodio el mismo pH que el buffer de carga). Al finalizar cada corrida se equilibré la columna con 10 CV del
buffer de carga correspondiente. El flujo volumétrico de trabajo se mantuvo constante durante todas las
corridas en 2 CV por minuto. Cada cinco corridas se adicion6 un paso de limpieza con una solucién 1 M
en NaOH durante 10 CV y 2 M en NaCl por 5 CV y luego se equilibré por espacio de 15 CV con el buffer
de carga deseado. La capacidad dinamica de union (DBC) fue definida como la cantidad total de
agregados de F(ab’)2 que permanecio a unidos a la fase estacionaria cuando las corridas
cromatogréficas se realizaban bajo una serie de condiciones definidas antes que se verifique un quiebre
significativo (10 %) en la unién de agregados F(ab’)2. La DBC se determina realizando una carga de la
muestra y estimando la masa de agregados de F(ab’)2 en cada fracciéon de eluidos por SEC y
expresando el valor por unidad de volumen de fase estacionaria (CE1, CE2, ..., CEn). La union a la
columna (CB) se defini6 como la masa de agregados de F(ab’)2 que no eran eluidos y permanecian
unidos a la fase estacionaria luego que cada fraccion es eluida de la columna. Con el fin de calcular el
CB, la masa de agregados de F(ab’)2 en la muestra original fue estimada, tomando en consideracion
ademas la dilucién que tiene lugar en las primeras fracciones que atraviesan la columna. El contenido
total proteico en estas fracciones se usé para normalizar el contenido de agregados de F(ab’)2 en las
muestras originales (CF1, CF2, ..., CFn) y luego el CB de cada fraccion (CBi) se calculd de acuerdo con
la siguiente ecuacién: CBi = (CFi - CEi)

Finalmente, la DBC se estimé como la masa acumulada de agregados de F(ab’)2 unidos a la columna
para la fraccion de eluatos a la cual el CB continuaba aun igual o por encima del 90% del valor maximo.
Evaluacion de la capacidad protectiva del sorbitol frente a la formacion de agregados multiméricos
durante el paso de digestion del HEP: El paso de digestion del HEP con pepsina se realiz6 en estos
ensayos siguiendo el procedimiento descrito en secciones anteriores, pero adicionando cantidades
diferentes de sorbitol y/o alternativamente bajo condiciones de pH diferentes, segin se sefiala en la
seccion de resultados y discusion. El grado de digestion alcanzado bajo las diferentes condiciones de
trabajo fue analizado sobre imagenes digitalizadas de electroforesis desnaturalizante en geles de
poliacrilamida de muestras tomadas a diferentes tiempos de reaccién, tefiidas acorde a la metodologia de
Azul de Coomassie coloidal, con la intervencién de programas especializados (Image J).

Determinacion de colesterol: Para la estimacion del cambio en el contenido lipidico en las diferentes
muestras se empled un reactivo enzimatico-colorimétrico comercial (Colestat, Laboratorios Wiener,
Argentina).
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Obtencion de antigeno rabico: Se amplificd un lote de virus rabico Cepa CVS-Malbran infectando un
cultivo de células VERO sobre microcarriers Citodex-3 en botellones tipo spinner flask de 1 L. El
crecimiento celular se realizé con medio MEM-D suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB)
(Internegocios, Argentina), y luego al momento de la infeccion la concentracion del SFB descendi6 al 2 %.
Los sobrenadantes individuales del cultivo infectado fueron cosechados, luego se juntaron todos estos en
un Unico lote y este se inactivd quimicamente mediante la adicién de betapropiolactona e incubacién 20
dias a 37°C. Se realizaron los controles de calidad y esterilidad, los cuales fueron satisfactorios,
registrandose un valor antigénico de 1,5 Ul/ml. Se tomaron 150 ml del lote, se los clarific6 por
centrifugacion 5 minutos a 5.000 G y luego sometidos a un proceso de ultracentrifugacion por 3 h a
75.000 G y 5°C de temperatura. Se descartaron los sobrenadantes de cada tubo y los pellets conteniendo
el antigeno viral fueron resuspendidos en 2 ml de PBS pH 7,4 y almacenado entre 2 y 8 °C hasta su uso.
La concentracion total de proteinas resultd 80 pg/ml, cuantificadas por método de Bradford. La calidad se
analiz6 por medio de electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida, usando como criterio de
calidad la presencia de una banda marcada de alrededor de 60 Kda (proteina G del virus rabico) y la
ausencia de la banda correspondiente a la seroalbimina bovina, contaminante principal del SFB:
Hiperinmunizacion equina con virus rabico: Dos caballos de raza mixta, talla mediana y 6 meses de
edad fueron asignados al siguiente calendario de hiperinmunizacién con antigeno rabico.

Nro inmunizacion | Tiempce (dias) Adyuvanie Formulacion x equino
1 0 Freund 2,2mlI\RI + AFC 3,5 ml + PBS pH
completo (AFC) T4csp10ml
2 15 Freund BmVRI+3mIFIA+PBSpHT 4
incompleto (FIA) csp 10 ml

1.8 ml VRl + Al(OH); 2 mI PBS pH 7.4

3 21 Al(O11
(o1 csp 10 ml
4 2 AI(OH) 1.8 ml VRI + Al{OH); 2 mI PBS pH 7 4
csp 10 ml
5 25 AI(OH); 18 ml VRl + Al{OH); 2 mI PBS pH 7 4
csp 10 ml
) o Freund AmIVRI+3Aml FIA+PRSpH 7 4
{ra reinmunizaicon 84 )
incompleto csp 10 ml
15ml VRl + Al{OH); 2 mI PBS pH 7 4
2da reinmunizacion ot AI(OH); m (OH); 2mIPBS pH 7

csp 10 ml

Determinacion de antigenicidad por ELISA indirecto: En cada pocillo de una placa de ELISA de 96
posiciones (Maxisorp® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU) se depositaron 100 pl de una
suspension conteniendo 1 ug de antigeno en buffer carbonato de pH 9,6 e incubaron toda la noche a 4-8
°C. A continuacién se retir6 el liquido de los pocillos y se depositd sobre estos muestras de suero equino
diluidas 1:4000 en buffer fosfato sodico (PBS) e incubaron por for 60 min at 37 -C. Los pocillos fueron
luego lavados 4 veces con 200 pl de PBS e incubados con una dilucién 1:50,000 de un anticuerpo ovino
anti-lgG de caballo conjugado a peroxidasa IgG (A6917, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) durante 60
min a 37°C. Se descartd luego el anticuerpo secundario y los pocillos se incubaron con 100 pl de TMB
(3,30,5,50-tetrametilbenzidina), interrumpiendo el desarrollo de color mediante el agregado de 50 ul de
acido sulfarico 2M a los 15 minutos. La intensidad de color desarrollada se cuantific6 mediante la
medicién de la absorcion de luz de 450 nm de longitud de onda en un lector de placas (Tecan GmbH,
Grddig, Salzburg, Austria).

4. Resultados y discusion (min. 5 paginas- max. 15 paginas)

Desarrollar los resultados, en relacion a los objetivos del proyecto, especificando (de ser posible) los siguientes aspectos:

- nuevos conocimientos obtenidos sobre los casos o unidades bajo estudio.

- avances en materia de conocimiento cientifico sobre el tema bajo estudio, formulacion de enfoques originales e innovadores
(modelos, conceptos, etc.).
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- Contribuciones para la resolucién de problemas especificos y/o formulacién de herramientas de intervencion, disefio o mejora
de productos y procesos.

Por Ultimo, desarrollar las conclusiones y reflexiones finales a las que se llegd luego de la investigacion, en relacion a los
interrogantes y objetivos planteados.

A lo largo del Proyecto se trabajé en el desarrollo de mejoras productivas sobre un proceso de produccion
de medicamentos terapéuticos utilizado desde hace varias décadas por el INPB de la ANLIS “Dr Carlos G
Malbran”. Este proceso, histéricamente utilizado para la produccion de antivenenos, puede aplicarse (y lo
ha sido a lo largo de la historia) a otros medicamentos dentro de los cuales se encuentran antivirales y
antitoxinas. En el presente Proyecto, si bien orientado a la optimizacion de los proceso de produccion de
sueros heter6logos hiperinmunes anti SARS-CoV-2 y antirrabico, por las caracteristicas intrinsecas del
proceso abordado, las mejoras a desarrollar son extrapolables directamente a cualquier otro
medicamento que emplee la misma plataforma productiva de fragmentos de anticuerpos policlonales
heterélogos derivados del procesamiento de plasma de equinos.
A continuacion se describen y discuten los resultados experimentales alcanzados a lo largo de este
proyecto de optimizacién de bioprocesos:
Desarrollo y optimizacion de un plan de hiperinmunizacion equina con virus rabico inactivado:
Con el fin de mejorar la productividad del proceso de obtencién de plasma equino hiperinmune
antirrabica, material de partida del proceso de produccién de antiviral antirrabico, se abordd en una
primera etapa el desarrollo de un plan de hiperinmunizacién equina con antigeno rabico producido segin
se describe en la seccion correspondiente de materiales y métodos. El analisis de calidad del
inmunogeno fue realizado por SDS-PAGE, observandose la siguiente imagen:

SDS PAGE 12,5%
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21 Buffer 4X.
Calle 3-4-5 =20 p de siembra
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Este antigeno rabico fue posteriormente utilizado para realizar un calendario de hiperinmunizacién sobre
dos caballos del plantel productivo del INPB, con el final de generar lotes de plasma equino hiperinmune
para el desarrollo de un ingrediente farmacéutico activo de un candidato de medicamento antirrabico de
desarrollo. La cinética de respuesta humoral desarrollada en los caballos fue analizada mediante un
ELISA indirecto, observandose los resultados que se sefialan a continuacion:

SECRETARIA DE INVESTIGACION Y VINCULACION TECNOLOGICA

Av Bartolomé Mitre 1891, Moreno, prov. de Buenos Aires
Oficina A 103 - 1° Piso - Edificio Histérico
Tel: (0237) 466-7186/1529/4530
Internos: 134/350
Sec.investigacién@unm.edu.ar



f)UNWERs-DAD SECRETARIA DE INVESTIGACION
U eciones Y VINCULACION TECNOLOGICA

De acuerdo con lo observado en la anterior figura, se ha alcanzado un amesetamiento de la de respuesta
humoral a partir de la quinta dosis, realizando luego una extraccidn productiva de sangre de los equinos
siete dias luego de la dltima dosis, con el fin de separar el plasma de estos equinos (6 litros por animal)
para su posterior procesamiento en la plataforma de produccién de antivenenos del INPB.

Evaluacion del Sorbitol para el incremento en los rendimientos productivos del proceso de
produccién de Ingredientes Farmacéuticos Activos de medicamentos inmunoterapéuticos
policlonales heterdlogos:

En esta etapa del proyecto se buscé mejorar la productividad del proceso de produccién de
inmunoterapéuticos empleado en el INPB, focalizandose en un paso limitante del rendimiento: la digestion
enzimatica del plasma equino hiperinmune con pepsina para la generacién de fragmentos Fab'2 de
inmunoglobulinas.

Como ha sido descrito previamente por nuestro grupo de trabajo, las condiciones requeridas para realizar
la digestion con pepsina del plasma hiperinmune poseen efectos deletéreos sobre el rendimiento del
proceso a causa de la generacion de agregados de inmunoglobulinas y sus moléculas derivadas [10]. De
acuerdo con Lee y colaboradores el sorbitol actia como estabilizante de inmunoglobulinas en condiciones
de acidez extrema [13]. Por lo tanto, se decidio evaluar los posibles efectos estabilizantes del sorbitol
durante el paso aludido y con ello, el potencial incremento en los rendimientos del paso asociados. Para
ello, muestras de plasma equino hiperinmune fueron diluidas 1:3 con solucién salina (NaCl 0.85% p/v), a
la cuales se les adicionaron diferentes cantidades de sorbitol (0, 10, 20 y 30% p/v finales) y fueron luego
expuestas durante 1 hora a las condiciones de pH y temperatura del paso de digestion con pepsina (pH
3.20, Temperatura 37°C), temperatura (pH al cual se efectua el paso de digestidn). Al final de este paso
el pH de las muestras fue neutralizado mediante la adicién de 1:10 de volumen de una solucién de Tris
1M pH 8.0 y la distribucion de macromoléculas de diferente tamafio molecular fue analizada mediante
SEC. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente figura:
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30% Sorbitol

Agregados

20% Sorbitol

OD215nm

10% Sorbitol

0% Sorbitol

Volume (ml)

Como se observa en los cromatogramas de la figura anterior, el sorbitol muestra un efecto protector
respecto a la generacién de agregados, especialmente marcado en concentraciones iguales o superiores
al 20%. Ademaés, esta figura muestra lo antes sefialado en relacion a que los agregados se forman en
gran parte por moléculas de inmunoglobulinas.

El sorbitol debe su efecto a la presencia de grupos funcionales alcohol asociados a cada uno de sus
carbonos. Estos grupos funcionales interactian tanto con las moléculas de agua del solvente, los
aminoacidos de las proteinas y los protones libres, ejerciendo asi los efectos estabilizantes observados
sobre la conformacién de las macromoléculas. Considerando que el mecanismo por el cual la pepsina
gjerce su actividad enzimatica depende no solo de su conformacién sino ademéas de la transferencia
intermolecular de protones por medio de una catélisis acida, el sorbitol pudiera afectar luego su actividad
enzimatica. Para estudiar este posible efecto, se realizo disefio experimental considerando 3 factores
(concentracion de sorbitol, pH'y tiempo) y en dos niveles para cada uno de estos (Sorbitol 20%y 30%; pH:
2,8y 3,2y tiempo 60 min y 180 min). Con el fin que el ensayo permitiera identificar regiones de
optimizacion posterior mediante la estimacion de respuesta, se agregé un punto intermedio para el
estudio de curvatura en la dependencia entre factores (Sorbitol 25%, pH 3.0 y tiempo 120 min). Los
factores junto con sus codificaciones se detallan en la siguiente tabla:

Factores Niveles
Bajo (-1) Medio (0) Alto (+1)
Sorbitol (%) 20 25 30
pH 2,8 3,0 3,2
Tiempo (minutos) 60 120 180

Por lo tanto, muestras de plasma hiperinmune fueron digeridas con pepsina siguiendo para el resto de
las condiciones los niveles de los factores sefialados en la tabla anterior. Al finalizar el tiempo establecido
de reaccion las muestras fueron neutralizadas mediante la adicién de 1:10 de volumen de una solucién de
Tris 1 M pH 8.0 y analizadas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones
desnaturalizantes (SDS PAGE). La intensidad de las bandas correspondientes a la molécula entera de
lgG y los fragmentos Fab’2 fueron estimadas y se calcul6 a partir de estas el grado de digestion de las
inmunoglobulinas alcanzado como la relacion entre la intensidad de las bandas correspondientes a las
IgG respecto a las Fab’2. Los resultados obtenidos se representan en la siguiente figura:
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En los paneles A y B se muestran los % de digestion en funcion del tiempo de reaccién tomando como
efectos principales al pH (panel A) y al sorbitol (panel B). En primer lugar, considerando que en ninguna
de las condiciones ensayadas se observo digestion completa, puede concluirse que el sorbitol impacta
negativamente sobre la actividad enzimatica de la pepsina. El analisis visual del panel A permite observar
que el pH tiene un efecto significativo sobre la actividad enzimatica, obteniéndose los mejores
rendimientos a pH 2,8. El paralelismo de las estimaciones lineales (linea punteada) para las digestiones
realizadas a pH 2,8 y pH 3,2 sugiere la ausencia de efectos interactivos entre el sorbitol y el pH dentro del
rango de estudio. El paralelismo observado en el panel A a ambos pH es replicado en el panel B,
reforzando la estimacion de ausencia de efectos interactivos. El panel B muestra ademas que los
cambios en la concentracion de sorbitol dentro del rango ensayado no tienen efecto significativo sobre la
actividad enzimatica. Puede por lo tanto concluirse que los mayores grados de digestién observados
resultaron de la combinacion de pH 2,8 y tiempo 180 minutos.

En paralelo, se analizaron los efectos de la introduccién de sorbitol sobre la composicién en las especies
de diferente tamafio molecular para las digestiones realizadas a pH 2,8 a los 60 y 180 minutos, en
comparacion con la digestion en condiciones tradicionales de reaccion (1 hora a pH 3,2, en ausencia sin
presencia de sorbitol):

Fab'2 Fenol
pH 2,8, 180 min Proteosa
Agregados
5
8 pH 2,8, 60 min

sin Sorbitol

Volume (ml)

La Figura anterior muestra que, a pesar del demostrado efecto inhibitorio del sorbitol sobre la formacion
de agregados con el pH, su inhibicién paralela de la actividad enzimatica de la pepsina obliga a
descender el pH a 2,8, por debajo de la condicion tradicional de 3,2, lo que impacta negativamente sobre
la proteccion. Esto redunda no solo en la necesidad de incrementar los tiempos de digestion (de 60 a 180
minutos), sino ademas anulando el efecto inicialmente descrito sobre la formacién de agregados.
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Por todo lo anterior podemos concluir que la modificacion propuesta no es Util para los fines buscados. No
obstante, habiendo demostrado la proteccién ejercida sobre la agregacidn inducida por acidez, el sorbitol
pudiera eventualmente evaluarse como excipiente para la formulacién de este tipo de medicamentos a un
pH menor, en procura de extender su vida Util de estos productos.

Remocion selectiva de agregados en medicamentos policlonales inmunoterapéuticos mediante
una etapa cromatografica simple basada en una fase estacionaria monolitica: El impacto de la
acidez requerida para el tratamiento con pepsina no solo es sobre el rendimiento del proceso sino
ademas la calidad del producto. La presencia de agregados proteicos en este tipo de productos se asocia
con la generacion de efectos adversos tempranos (EAR) luego de su administracién por via parenteral,
segun un mecanismo aun no del todo dilucidado [26,27]. A pesar de ello, la eliminacion completa de
agregados no ha sido abordada en profundidad por los distintos productores, manifestando diferencias
entre sus niveles incluso de lote a lote dentro del mismo productor [10,11,28]. Con el fin de reducir al
minimo posible los niveles de agregados proteicos en los productos finales, mediante un paso sencillo y
con bajo impacto sobre los costos productivos, se decidio evaluar la aplicabilidad de una nueva
generacién de medios cromatograficos (monoliticos) con ligandos intercambiadores catidnicos fuertes
(grupo sulfénico). Para ello se abordd un paneo inicial de condiciones mediante un disefio factorial 22
tomando dos factores (fuerza ionica y pH) en dos niveles, agregando ademas cuatro repeticiones de un
punto central para asistir a la estimacién de curvatura y brindar informacion sobre la dispersién de los
resultados, segun se sefiala en la siguiente tabla:
Variable sin codificar

Variable codificada

Conductividad (mS/cm) pH
8 6,2 -1
12 6,7 0
16 7,2 +1

Se tomaron muestras del frente de las corridas (material no retenido por la columna) y de los eluatos
luego del paso de incremento brusco de la conductividad (material unido inicialmente a la columna). En
estas fracciones se determind la proporcidén de multimeros de F(ab’)2 en relacién al total de especies de
F(ab’)2 mediante SEC:

SECRETARIA DE INVESTIGACION Y VINCULACION TECNOLOGICA

Av Bartolomé Mitre 1891, Moreno, prov. de Buenos Aires
Oficina A 103 - 1° Piso - Edificio Histérico
Tel: (0237) 466-7186/1529/4530
Internos: 134/350
Sec.investigacién@unm.edu.ar



ii’) ::L\:gﬁilfm SECRETARIA DE INVESTIGACION
‘ DE MOREND Y VINCULACION TECNOLOGICA
A B
pH Fuerza ionica
g g
; 15 E 154 I®
g £
g 101 o g 104 :l) o)
£ |9 © £ ¢ o
% 05 % 0.5
= ¢ 2 ¢
:-!; 0.0 4 :'%_ 0.0
o ; S S : :
Factor codificado Factor codificado
C pH D Fuerza ionica
g 80 g 80 4
E 80 1 + :é 80 - +
— "]
g 40 4 1) g 40 4 é
£ £
é 20 1 O g 20 O
~
2 o 2 ? 2 o b 8 ¢
S ; T : :
Factor codificado Factor codificado

En los paneles A y B de la figura anterior se representa la distribucién de especies multiméricas de
F(ab’)2 en las muestras de material no unido a la columna cuando se modifica uno de los factores (pH en
el panel A y fuerza idnica en el panel B) independientemente del otro factor (grafico de componentes
principales). Como se desprende del andlisis de estos paneles, se observa un claro incremento de la
presencia de especies multiméricas de F(ab’)2 con el incremento del pH, no observandose tan definido
este efecto para el caso de la fuerza iénica. Los paneles C y D representan lo observado en su caso
equivalente para las fracciones unidas a la columna. Nuevamente, se observa claramente un efecto del
pH, que correlaciona con lo observado en las muestras de los frentes, esto es, el incremento en la
proporcion de especies multiméricas en el frente de las corridas muestra un detrimento paralelo en la
proporcion de estas isoformas que resultan retenidas por la columna. Considerando que el ligando
presente en la fase estacionaria monolitica es un grupo sulfénico, este no ve modificada su carga en el
intervalo de pH ensayado. “Puede interpretarse por lo tanto que las diferencias en la retencion de las
diferentes especies en este intervalo obedecen a un cambio en las cargas superficiales de las
macromoléculas que estan interactuando con la columna. Al tratarse esencialmente de isoformas de la
misma molécula, las cuales se diferencian en el numero de especies iguales que las componen
(mondmeros vs multimeros), los cambios observados en las retenciones relativas de estas con el pH no
se deben a cambios en las proporciones de cargas superficiales con el pH sino en el nimero de cargas
superficiales totales. La naturaleza convectiva del flujo a través de este tipo de columnas cromatograficas
y la baja densidad de cargas superficiales en la fase estacionaria justifican la eficacia separativa
observada en las mismas para este tipo de compuestos.

A continuacion, en funcién del débil efecto observado en la fuerza ionica, en la siguiente ronda se decidio
mantener ésta constante, en el orden de la esperada para formulaciones finales de antivenenos (16
mS/cm), analizando el efecto del pH sobre la fraccion de especies multiméricas de F(ab’)2 retenidas. En
la siguiente figura se representan los resultados obtenidos:
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En la figura anterior se observa que si bien se incrementa la retencién de proteinas por la fase
estacionaria en forma aproximadamente lineal con el descenso del pH (panel B), por debajo de pH 6,0 la
retencion de F(ab’)2 permanece constante. Por lo tanto, por debajo de este ultimo valor la el incremento
de proteinas observado se debe a un incremento en la cantidad de F(ab’)2 monomérica, teniendo por lo
tanto un efecto detrimental sobre el rendimiento.

En base a las observaciones anteriores, se seleccion6 un valor de pH de 5,6 y se realiz un ensayo de
estimacién de la capacidad dinamica de unién de la columna para disponer de esta manera de
parametros de escalado. En la siguiente figura se representan los resultados observados, durante la
inyeccion de 20 CV de muestra en la columna bajo las condiciones de trabajo optimizadas en etapas

anteriores:
B-u
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En el panel A de la figura anterior se representa la concentracion de proteinas en el material no unido a la
columna a lo largo de la corrida cromatografica. Puede observarse que este se vé incrementado hasta
alcanzar un amesetamiento a aproximadamente 4 CV desde la inyeccion. El panel B muestra el analisis
por SEC de estas fracciones. Se observa que la proporcion de especies diméricas de F(ab’)2 se mantiene
constante a lo largo de la corrida, mientras que las especies con mayor grado de multimericidad va en

4 e 8

Retention Volume (CV)
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constante aumento. El panel C muestra como los agregados retenidos por volumen de fase estacionaria
van creciendo hasta alcanzar una saturacién luego de inyectadas cerca de 4 CV de muestra a la
columna, momento a partir del cual comienza una etapa de pérdida de capacidad de unién de agregados.
En el panel D se representa este ultimo aspecto desde una perspectiva de la cantidad de agregados por
unidad de volumen de fase estacionaria acumulados durante la corrida. La linea punteada muestra la
proyeccion sobre el eje de las ordenadas del punto de saturacion de la fase estacionaria (4CV), la cual
equivale a 6.43 mg de agregados por ml de esta ultima, valor que se toma como DBC de la columna
ensayada. Este valor puede luego ser utilizado como factor de escalado para su ensayo a escala piloto-
productiva.

Se ha desarrollado de esta manera un paso sencillo y con un bajo costo de implementaciéon para
disminuir el contenido en los principales responsables de la generacién de EAR en este tipo de
medicamentos inmunterapéuticos.

Disminucién del contenido lipidico mediante el desarrollo de un proceso de precipitacion selectiva
con acido octanoico: El proceso de produccién tradicional realizado mediante esta plataforma
tecnolégica muestra frecuentemente una limitacién en las operaciones unitarias basadas en el uso de
membranas de filtracién y ultrafiltracion. Esto frecuentemente se observa para procesos en los cuales el
material de partida posee una elevada carga lipidica, revelando la baja eficiencia de las etapas iniciales
del proceso (digestion del plasma, tratamiento térmico y precipitacién con sulfato de amonio) para la
remocion de este grupo de compuestos. Como consecuencia, tanto la productividad como la calidad del
producto final se ven seriamente afectados. El acido octanoico o caprilico es utilizado en procesos
biotecnoldgicos para la purificacion de inmunoglobulinas por su alta capacidad y selectividad para
precipitar componentes no-lgG del plasma. Su mecanismo de accién se basa en la asociacion con las
macromoléculas no-IgG (mayoritariamente Albumina), agregacion de estas al incrementar su
hidrofobicidad superficial y finalmente separacion de la mezcla por precipitacién o sedimentacion. En
funcion de las observaciones anteriores se propuso evaluar el potencial de uso del acido octanoico para,
por medio de su interaccion con moléculas de alta hidrofobicidad como los lipidos en suspension,
emplearlo como inductor de la precipitacion de este tipo de compuestos y con ello su eliminacién de los
intermediarios y/o productos finales del proceso de produccién bajo analisis.

Para ello, se seleccionaron dos intermediarios avanzados de proceso (denominados M12 y M13), los
cuales se encontraban en la etapa inmediatamente anterior a su filtracion final esterilizante. Los mismos
presentaban signos claros de poseer un alto contenido lipidico segun puede observarse dada su turbidez
como se muestra en la siguiente figura:

Sisonie e =
o (i)

Zi\

Con el fin de corroborar la causa de esta turbidez se estudio el contenido de agregados proteicos en la
fraccion soluble de ambos intermediarios (mediante cromatografia de exclusién molecular), el contenido
de proteinas totales y el contenido en lipidos seleccionados (colesterol mediante reaccién enzimatica
acoplada a técnicas colorimétricas):

Proteinas totales: Agregados / Fab’2: Colesterol:
M12 3er Ciclo: 48,34 mg/ml M12 3er Ciclo: 8,6 % M12 3er Ciclo: 7,56 g/I
M13 3er Ciclo: 60,15 mg/ml M13 3er Ciclo: 11,9 % M13 3er Ciclo: 5,48 g/I
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Los niveles de agregados que se observan son muy superiores a los deseables (maximo deseable 2%),
un factor importante en términos de seguridad dado que los agregados son los principales responsables
de EAR en este tipo de productos. Por otra parte, los niveles de colesterol, y por extension de lipidos, se
encuentran elevados incluso cuando se comparan con los correspondientes a plasmas de equinos
normales, que se encuentran en el rango 0,77 a 1,38 g/l. La causa de este elevado contenido en material
lipidico no resulta aun clara. Este tipo de comportamiento es ocasionalmente observado en algunos
antivenenos, entendiéndose derivado de los efectos de algunas de las toxinas que los componen.

De acuerdo con lo anteriormente mencionado, la turbidez que presentan los intermediarios de proceso
pareciera deberse tanto a agregados proteicos como a material de origen lipidico. Con el fin de
desarrollar la mencionada metodologia basada en el uso de &cido octanoico, basados en la experiencia
de nuestro grupo de trabajo y en la bibliografia especifica, realizamos un abordaje basado en Disefio de
Experimentos (DOE) sucesivos hasta alcanzar una condicién optimizada de trabajo, empleando al
intermediario de proceso M13 3er Ciclo como modelo. El disefio factorial ensayado fue el siguiente:

DOE 1:
Nimero de pH Acido pH Acido
repeticiones (codificada) octanoico (unidades) octanoico
(codificada) (ml/dl)
1 1 1 5 0,5
1 -1 5 0,1
1 -1 1 4,0 0,5
1 -1 -1 4,0 0,1
4 0 0 4,5 0,3

La temperatura de trabajo fue ambiente en todos los casos. Los resultados obtenidos fueron:

pH Acido Turbidez Agregados Recuperacion  Colesterol
octanoico (Area Fab2 SEC) (g/l)
+++ 8,1% NC 5,46
1 + 0,0% 9,9% 0,14
1 -1 +++ 1,9% 69,2% 1,68
-1 -1 +++ 0,0% 21,1% 0,22
-1 -1 +++ 0,0% 83,1% 1,38
0 0 + 0,0% 89,0% 0,12
0 0 + 0,0% 86,2% 0,21
0 0 + 0,0% 87,3% 0,12
0 0 + 0,0% 66,6% 0,07

Los resultados de la Tabla indican que la condicién de trabajo con acido octanoico = 0,3 ml/dl y pH=4,5
nos permite obtener los menores valores tanto de turbidez como de agregados en solucion y de colesterol
residual, con una recuperacion de aproximadamente 95% de los valores de F(ab’)2 en la muestra original.
Tomando como punto de partida la anterior observacion, se repitié el mismo disefio DOE para el
intermediario de proceso M12, obteniéndose los siguientes resultados:
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pH Acido Turbidez Agregados Recuperacion  Colesterol

octanoico (Area Fab2 SEC) (g/)

++++ 8,1% NC 5,46

1 + 0,0% 9,9% 0,14

1 -1 +++ 1,9% 69,2% 1,68

-1 -1 +++ 0,0% 21,1% 0,22

-1 -1 +++ 0,0% 83,1% 1,38

0 0 + 0,0% 89,0% 0,12

0 0 + 0,0% 86,2% 0,21

0 0 + 0,0% 87,3% 0,12

0 0 + 0,0% 66,6% 0,07

Nuevamente, la condicién de trabajo acido octanoico=0,3 ml/dl, pH=4,5 nos permitié obtener los mejores
resultados. Podemos luego concluir que esta metodologia sencilla permite, al menos para el caso de
intermediarios avanzados de proceso, se puede alcanzar una alta reduccion tanto en el contenido lipidos
como en el de agregados proteicos, permitiendo de esta manera no solamente obtener productos de
mayor calidad, sino con un alto potencial de reducir los requerimientos de uso de membranas para
clarificacion y filtracion de los mismos. De acuerdo con los resultados preliminares de ensayos
actualmente en curso y que se esperan aplicar durante un nuevo proyecto aprobado por este mecanismo
de financiacién, se espera poder desarrollar una modificaciéon de una de las etapas iniciales de proceso
mediante la introduccion de una etapa de precipitacién acido octanoico que permita reducir el contenido
lipidico en etapas tempranas de proceso. De esta manera se espera poder reducir las necesidades de
uso de membranas de filtracion y ultrafiltracion en un mayor nimero de etapas del proceso.

5. Nuevos interrogantes y lineas de investigacion a futuro
Consignar si la investigacion hizo surgir nuevos interrogantes o si emergieron potenciales lineas de investigacion a desarrollarse
en el futuro a partir de los hallazgos.

Nuestra investigacion ha abierto varias lineas de trabajo futuro. En primer lugar, la adicién de sorbitol a
pesar de resultar detrimental para su empleo en las etapas iniciales del proceso productivo, ha
demostrado ser un eficiente protector frente a la formacion de agregados en condiciones de acidez. No
obstante, el uso de condiciones acidas puede ser beneficioso para extender la vida Util de este tipo de
formulaciones medicamentosas. Por lo tanto el sorbitol podria ser ensayado para mantener la estabilidad
de las moléculas de F(ab’)2 en forma monomérica en estas condiciones.

Por otra parte, el acido octanoico ha mostrado ser eficiente no solo en la disminucion en los niveles de
lipidos sino ademas en el contenido agregados de intermediarios de proceso en sus etapas finales. Su
aplicacién a etapas tempranas del proceso estd siendo actualmente estudiada por nuestro grupo de
trabajo, formando parte de las actividades de un proyecto recientemente aprobado en la Ultima
convocatoria PICDyT.
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