DESARROLLO DE PROTOCOLOS INNOVATIVOS PARA LA PRODUCCION DE ANTIVENENOS
Y SU ENSAYO A ESCALA PILOTO, Y PARA LA PRODUCCION DE ANTIVENENOS BASADOS
EN LA MEDTODOLOGIA DE ANTICUERPOS IGY.

El presente TRABAJO tiene por finalidad desarrgtisotocolos para la purificacion
de inmunoglobulinas de dos origenes (equino yrgglldistintos para ser utilizadas como
insumos en la elaboracion de sueros antiponzofiosos.

Los protocolos propuestos seran puestos en praatiocal INPB-ANLIS-Malbran
bajo la supervision del Dr. José Christian DOKMEANI Una vez desarrollados los
protocolos, se remitiran al area de I+D+i en Vasuiix. Matias FINGERMANN) para ser
ensayados a escala de laboratorio, y se proceldesaaado hasta llegar a escala piloto.

Las inmunoglobulinas antiveneno a purificar sed® grovenientes de 1) caballos
hiperinmunizados(a partir del plasma de los misnyod¢ 2) gallinas hiperinmunizadas (a
partir de huevos).

1.- PURIFICACION DE ANTICUERPOS ANTIVENENO A PARTIR DE PLASMA
DE CABALLOS HIPERINMUNIZADOS

En este item se pretende reemplazar la técnicalatdprecipitacion con sulfato de
amonio, que es laboriosa y de bajo rendimientdade precipitacion con acido caprilico,
gue posee reconocidas ventajas.

OBJETIVOS GENERALES

El principal recurso terapéutico contra el envaneento por mordeduras de
serpientes es el antiveneno obtenido a partir @& hiperinmune de caballos, consistente
en anticuerpos IgG enteros o sus fragmentos (Fédprais y Massaldi, 2009). Dichos
antivenenos se producen desde hace 100 afios coponay modificaciones a través del
tiempo. Este trabajo pretende incursionar en estetproponiendo la optimizacion de
nuevas tecnologias para mejorar el rendimiento § etlo disminuir el costo de
elaboracion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS E HIPOTESIS DE TRABAJO

Dado que en el Instituto Nacional de ProduccioBuidogicos se producen sueros
antiveneno de serpientes, arafas y escorpionengtodos que a través del tiempo no han
sufrido modificaciones sustanciales y por lo taatinlecen de bajos rendimientos y
consecuentemente altos costos, este Proyecto m@opambiar la metodologia de
precipitacion con sulfato de amonio por el tratartiecon acido caprilico, en condiciones
optimizadas por experimentos de disefio factoried fmproducciéon de fragmentos (Fab’)
y con ello abastecer al pais llegando a mas lugkemismo y posiblemente a la region.



RELEVANCIA DEL PROBLEMA

El uso de anticuerpos IgG enteros ha sido cuestmnargumentando que su
fragmentoFc es el principal responsable de lasi@aes adversas tempranas asociadas con
la administracién intravenosa de estos antivené@8bgppaux, 1998), como consecuencia
de la activacion del complemento. Teniendo en @este argumento, en algunos paises
los antivenenos se preparan por digestion de losuanpos IgG con pepsina para obtener
los fragmentos (Faly) Por otro lado, la administracion de IgG enteraastenida por otros
autores (Otero y col., 1999), quienes sostienen Igsieprincipales responsables de las
reacciones adversas son los agregados proteicgrdéeinas contaminantes y la carga
proteica inyectada.

El Instituto Nacional de Produccion de BiologictdRB, ANLIS Malbran) es el
principal productor de sueros antiponzofiosos dérlgentina, generando antivenenos
contra mordeduras de serpientes y de arafias, dusacale escorpiones. El proceso de
produccion empleado consiste en una doble precipitacon sulfato de amonio y
ultrafiltracion, proceso que se ha utilizado desdemplementacion hace por lo menos 40
afos. Esta metodologia, si bien provee un antivenenbuena calidad, es trabajosa y el
rendimiento es relativamente bajo para un procastdico de esas caracteristicas
(alrededor del 30%). Si se tiene en cuenta que qatener los plasmas hiperinmunes se
utilizan caballos que deben ser mantenidos en lagraes condiciones sanitarias, se
comprende que un aumento del rendimiento del poodes preparacion de los sueros
antivenenos redundaria en una menor cantidad @lash utilizar y por lo tanto un menor
costo de produccion. Con este objetivo, hay 2 casique pueden ser explorados: i)
Mejorar el proceso actual de precipitacion conatalide amonio, o ii) Ensayar métodos
alternativos de mejor performance y costo.

Varios meéetodos han sido desarrollados para la pmdo de antivenenos. Las
técnicas cromatograficas como las de afinidad eréambio i6nico rinden un producto de
alta calidad (Dias y col., 1989; Smith y col., 1892ero el costo de produccién es alto y
requieren equipamiento especializado. Los métodsadns en la precipitacion de IgG o
(Fab’), con sulfato de amonio tienen bajo rendimiento yang@osibilidad de formacion de
agregados.

La precipitacion de proteinas no-inmunoglobulineas écido caprilico se conoce
desde hace mucho tiempo (Steinbuch y Audran, 18&%inney y Parkinson, 1987;
Perosa y col.,, 1990). En 1994, Rojas y col. aphicacon éxito esta tecnologia a la
produccion de antivenenos a partir de plasma mpeme de equinos. El proceso consiste
en una Unica precipitacion del plasma hiperinmwreacido caprilico al 5%, obteniéndose
un sobrenadante altamente enriquecido en IgG cém @ndimiento y actividad
neutralizante de veneno. Como, a diferencia dedaifptacion con sulfato de amonio, la
IlgG permanece soluble, la pérdida de rendimientta yosibilidad de formacion de
agregados es menor. A bajo pH (4,7-5,0), la hidriofdad de la parte alifatica del acido
caprilico se hace dominante y hace que las praeicigicas como la albumina precipiten.



Los anticuerpos, por tener mayor pl, tienen suftgiecarga para contrarrestar dicha
hidrofobicidad y por lo tanto permanecen en el soddante (Wang y col., 2009).

ANTECEDENTES EN LA MATERIA

Desde que la interaccion hidrofébica es la fuerdacipal que interviene en la
precipitacion de la albuamina por el acido capriligodado que la temperatura tiene una
importante influencia sobre este tipo de interatciduestro equipo de trabajo pudo
demostrar una significativa mejora en el proces@rdeuccion de antivenenos a base de
IgG entera por la introduccion del factor tempemateonduciendo la precipitaciéon a 37°C
(Nudel y col., 2012). Con ello se logré6 un aumeatola velocidad de filtracion para la
separacion del precipitado de albumina y una mesetidad de albumina en el
sobrenadante; ademas el proceso requiere una roencentracion de acido caprilico, lo
que redunda en un menor costo. Ademas, nuestra giaptrabajo ha publicado una
comparacion entre la purificacion de IgG enteras gdanétodo de la precipitacién con
sulfato de amonio y el método de la precipitaci@nlas proteinas no IgG con acido
caprilico, donde se muestra la ventaja del segumétodo contra el primero (Avila y col.,
2013).

JUSTIFICACION GENERAL DE LA METODOLOGIA DE TRABAJO

Si bien el proceso optimizado de precipitacién &cido caprilico para la obtencién
de antivenenos a base de IgG entera disefiado pstrogrupo (Nudel y col., 2012) resulta
enteramente satisfactorio, se ha suscitado unaowensia respecto de las reacciones
adversas, por lo que es de interés para el INPBaceon un proceso optimizado para la
produccion de antivenenos a base del fragmento’)¢gFabtenido por digestion con
pepsina.

Por este camino se pretende un aumento del remdonjeuna disminucion del
costo del proceso de produccién de los suerosear#ios, sea a través del proceso en si 0
en la disminucion de la cantidad de plasma hiparmennecesaria con la concomitante
disminucién del nimero de animales empleados.

El aumento de rendimiento, a su vez, permitira auanda oferta de antivenenos
para asi poder llegar a mas lugares del pais dermae acceder a mas centros de salud
para una reaccibn mas rapida ante accidentes posa®ily con ello aumentar las
posibilidades de neutralizacion de los venenos.

Se procedera a la optimizacion del proceso a trdgés analisis factorial tal como
se llevo a cabo en la optimizacion de la preciptace IgG entera (Nudel y col., 2012),
teniendo en cuenta los factores que influyen ena cealso, tanto para el paso de
precipitacion como para el paso de clivaje enzicoati

El camino seguido por la mayoria de los procespsrtados en la literatura (Morais
y col.,, 2014)es la digestion del plasma equino rimipgune con pepsina y posterior
precipitacion de las moléculas no-(Fab$in embargo, el analisis de los mismos revela
diferencias en las condiciones utilizadas: diludi@h plasma, pH, temperatura, tiempo de



incubacion y concentracion de pepsina o relacigpsipa:proteina. Se han presentado
algunos ensayos de optimizacién que no incluyeonstdds factores que influyen en el
clivaje con pepsina ni las interacciones entresefstctores:

- Jones y Landon (2002)presentan un método “optimizado” para la digestiénsuero
ovino hiperinmune consistente en un ajuste de @baagregado de pepsina en relacién
enzima:sustrato 1:50 e incubacion a 37°C durante814.

- Morais y Massaldi (2005)demuestran que el balance entre pH y tiempo deifeaes
critico, reflejando un compromiso entre el clivafampleto de las inmunoglobulinas y la
desnaturalizacion de los fragmentos (Fab’)

- El método actualmente utilizado enlRIPB prevé una dilucion 1:3 del plasma equino
hiperinmune, un ajuste de pH a 3,2, agregado dsineep razén de 8,5 g/l e incubacion a
30°C durante 30 min.

Estos ejemplos indican que no hay un consenso ajuste de condiciones para la
digestion con pepsina del plasma hiperinmune, @auke cada fabricante utiliza procesos
no optimizados que redundan en un menor rendimig@ativagmentos (Fab;)por lo que
en este Proyecto se preveé la aplicacion de unalisefiorial que permitira la optimizacion
de la etapa de digestion de las inmunoglobulihdgexperimento factorial completoes
unexperimentocuyo disefio consta de dos o mas ésct@ada uno de los cuales con
distintos valores oniveles, cuyas unidades experahes cubren todas las posibles
combinaciones de esos niveles en todo los fact&sgs. tipo de experimentos permiten el
estudio del efecto de cada factor sobre la variaddpuesta, asi como el efecto de las
interacciones entre factores sobre dicha variable.

PLAN DE TRABAJO REQUERIDO

El disefio factorial sera realizado segun la técded@ox y col. (2005), donde se
estudiaran los efectos del pH, relacion enzimaatasttemperatura y tiempo de incubacion
sobre el porcentaje de ruptura enzimatica y lagmaa de agregados proteicos en un
ensayo factorial 2 Cada variable se trabajara en 2 niveles.

Las respuestas a evaluar seran el % de rupturandica y la presencia de
agregados, en una tabla de 16 experimentos poicddpl En un segundo round de disefio
factorial se ajustaran los valores de las variadggin los resultados del primer round, con
lo que se lograra la optimizacion de la primergo@tael proceso de produccién de
antivenenos.

En este camino a explorar, la primera etapa cavrep a la precipitacion de las
moléculas no-IgG con acido caprilico, de manera euneel sobrenadante quede IgG
purificada para ser posteriormente digerida corsipep Las condiciones para esta primera
etapa seran las descriptas por nuestro grupo tejdrgNudel y col., 2012). Dichas
condiciones son las siguientes: acido caprilico 8Pb4,9, temperatura 37°C, sin dilucion
del plasma hiperinmune.

Una vez obtenido el sobrenadante conteniendo laplg@icada, se procedera a la
digestion con pepsina para obtener el fragmento’{;&8oushaba y col. (2003) reportaron



que la cinética de digestion con pepsina es magda@opn (Fab’)2 que con plasma total, de
manera que las condiciones a seleccionar seraremliés, obligando a un disefio factorial
para la optimizacién del clivaje enzimético en doimhes mas suaves. Se estudiaran los
efectos del pH, relacion enzima:sustrato, tempexayutiempo de incubacién sobre el
porcentaje de ruptura enzimatica y la presenciaagtegados proteicos en un ensayo
factorial Z. Cada variable se trabajaré en 2 niveles.

Una vez elegidos los parametros optimizados secedera a la
diafiltracion/ultrafiltracion del sobrenadante corembrana de 30-50 kDa paracambiar el
solvente a PBS vy llevar la concentracion de (kadd’valor adecuado para la formulacion
del antiveneno, se agregara fenol como conservgdse procedera a la filtracion
esterilizante final.

2.- PURIFICACION DE ANTICUERPOS ANTIVENENO A PARTIR DE YEMAS
DE HUEVOS DE GALLINAS HIPERINMUNIZADAS

Como otra alternativa valida para el desarrollo mtetocolos innovativos para la
produccion de sueros antiponzofiosos se estudigndrificacion de las inmunoglobulinas
contenidas en la yema de huevos provenientes tieagahiperinmunizadas.

La inmunizacién de gallinas seré realizada eralasiones apropiadas del INPB o
lugar a designar por el INPB, ello sera ejecutamtgpersonal especializado en esas tareas.

La primera extraccion de las inmunoglobulinasesdizara mediante la particion en
un buffer acuoso: la mayor parte de los lipidoarést contenidos en la fase superior y las
inmunoglobulinas se ubicaran en la fase inferiouoga, acompafadas de diversos
contaminantes que seran identificados por espeetrantde masas.

Debido a que la administracion de sueros antiveesrarenteral, el grado de pureza para
los sueros de fuentes distintas del plasma deloabamunizados debe ser alto. Por lo tanto, la
purificacién es el paso critico en su proceso aelymcion, lo que lleva a los productores a
reconsiderar sus estrategias, buscando técnigasrifieacion con mayores rendimientos y mas
economicas (Ladisch y col, 2001).

Todos los esquemas de purificacion actuales densin varios pasos, que no permiten
obtener el grado de pureza necesario.

La cromatografia de afinidad (AC) se basa en wonecimiento molecular entre la
proteina de interés y un ligando inmovilizado sobresoporte. Esta permite disminuir el
namero de pasos y maximizar la pureza y el renditoidel proceso por lo que es considerado
el método mas eficiente para el aislamiento y mpadion de proteinas en mezclas complejas
(Roque y Lowe, 2007). Si bien Ilos anticuerpos mmaes (mAbs) son
ligandoscromatograficos de alta afinidad y espeidiid, su elevado costo dificulta su uso a
nivel industrial. Por otro lado, los péptidos cersmn ideales como ligandos para separaciones



industriales por afinidad ya que pueden ser sagdtis a un costo muy inferior a los mAbs y en
forma aséptica bajo normas GMP. Son mucho més lestgorque no requieren de una
estructura terciaria especifica para mantener tuidad bioldgica y son faciles de inmovilizar
en las matrices cromatograficas con alto rendirniebhfas matrices con péptidos cortos
inmovilizados tienen una larga vida Gtil ya queutaon del péptido al soporte cromatografico
es muy estable. Las interacciones entre los péptiddas proteinas son generalmente
moderadas, lo que resulta en condiciones suavelicdén (Huang y Carbonell, 1995).

El objetivo de la etapa de purificacion esadeollar una matriz cromatografica de
afinidad que por su caracter integrativo permitdizar el proceso de purificacion de las IgY a
partir del extracto deslipidizado hasta el nivelpdeeza adecuado en solo un paso en lugar de
la secuencia clasica de pasos cromatograficos dssad 3 propiedades de las biomoléculas:
carga, tamafio e hidrofobicidad. De esta manerapstb de la purificacion podra reducirse
significativamente.

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD CON LIGANDOS PEPTIDICOS

En el desarrollo de procesos de afthids esencial la identificacion de una estructura
peptidica con suficiente selectividad y fuerza di®m como para llevar a cabo una separacion
por AC. El desarrollo de bibliotecas combinatop@ptidicas provee una técnica que permite
ensayar decenas de millones de péptidos en fornpériea) lo que facilita enormemente el
descubrimiento de ligandos adecuados para cualguideina de interés. En las bibliotecas
peptidicas sintéticas, se sintetizan quimicameép¢igs al azar sobre bolillas de un polimero
soporte. Dentro de las diferentes estrategias dstrtmcion de bibliotecas peptidicas en fase
solida, el método dividir-acoplar-recombinar (DA€®) el mas conveniente (Furka y col., 1991;
Lam y col., 1991). Este se basa en (i) dividirggi@te solido en porciones iguales equivalentes
al niumero de aminoacidos que se utilizaran en hatoaccion de la biblioteca, (ii) acoplar en
cada porcion un aminodcido diferente y (iii) meedds porciones. De esta manera se asegura
gue todos los representantes de la biblioteca gséSentes en igual proporcion en la forma de
“una bolilla-un péptido”, puesto que cada bolilarésina tendrd una Unica entidad peptidica.
Para identificar las bolillas que tienen afinidat [& proteina de interés, y por lo tanto la unen,
se lleva a cabo uscreeningen fase solida utilizando anticuerpos anti protedeainterés
conjugados con enzimas que produzcan reaccioneplde o compuestos fluorescentes, o
directamente se marca la proteina de interés. dldkab que adquieren color o fluorescencia en
el screeningcontienen los péptidos que van a ser luego recdasqor secuenciacion y seran
unidos a un soporte para conformar la matriz dedsd necesaria para la purificacion de las
inmunoglobulinas a partir del extracto acuoso deslaa de huevo.



