PROPUESTA DE ASESORAMIENTO Y CONSULTORIA PARA EL
DESARROLLO E INNOVACION EN LA PRODUCCION DE MEDICAMENTOS
INMUNOTERAPEUTICOS DEL INPB

El asesoramiento y consultoria tiene por finalidad la revisiéon y mejoramiento de los
procesos actuales de produccion de medicamentos inmunoterapéuticos, proponiendo
protocolos y supervisando su ejecucion, asi como también proponer nuevas técnicas que
permitan aumentar el rendimiento y mejorar la calidad de los productos finales. Ademas, se
asesorara durante el desarrollo e innovacion de estrategias alternativas de produccion de
inmunoterapéuticos basados en anticuerpos obtenidos a partir de huevos de gallinas
hiperinmunizadas.

MEJORA DEL PROCESO ACTUAL DE PURIFICACION Y MODIFICACION QUIMICA DE LOS
ANTICUERPOS OBTENIDOS A PARTIR DE PLASMA DE CABALLOS HIPERINMUNIZADOS

En este item se pretende optimizar la técnica actual de digestion pepsinica y
precipitacion con sulfato de amonio, que es laboriosa y de bajo rendimiento. Dicha técnica,
autorizada por la ANMAT, debera ser utilizada hasta que pueda ser reemplazada por una
opcion superadora autorizada por la ANMAT. En una etapa posterior se ensayaran y
optimizaran metodologias alternativas basadas en el empleo de 4cido caprilico como
agente precipitante selectivo, que posee reconocidas ventajas.

Objetivo

Dado que en el Instituto Nacional de Produccion de Bioldgicos se producen sueros
antiveneno de serpientes, arafias y escorpiones por métodos que a través del tiempo no han
sufrido modificaciones sustanciales y por lo tanto adolecen de bajos rendimientos y
consecuentemente altos costos, se propone optimizar la metodologia de digestion con
pepsina y precipitacion con sulfato de amonio por experimentos de disefio factorial para la
produccion de fragmentos (Fab’), y con ello abastecer al pais llegando a mas lugares del
mismo y posiblemente a la region.

Hipotesis de trabajo

El camino seguido como primer paso por muchos de los procesos reportados en la
literatura (Morais y col., 2014) para la obtencion de fragmentos (Fab’), es la digestion del
plasma equino hiperinmune con pepsina y su posterior precipitacion con sulfato de amonio.
Sin embargo, el andlisis de los mismos revela significativas diferencias en las condiciones
utilizadas: dilucion del plasma, pH, temperatura, tiempo de incubacién y concentracion de
pepsina o relacion pepsina:proteina.

El método actualmente utilizado en el INPB prevé una dilucion 1:3 del plasma
equino hiperinmune, un ajuste de pH a 3,2, agregado de pepsina a razén de 8,5 g/l e



incubacion a 30°C durante 30 min. Otros fabricantes utilizan otras condiciones en procesos
no optimizados. Todo esto redunda en un menor rendimiento de fragmentos (Fab’),, por lo
que lo indicado es la aplicacion de un esquema de disefio factorial para la optimizacion de
cada etapa del proceso. Este tipo de disefio permite el estudio del efecto de cada factor
sobre la variable respuesta, asi como el efecto de las interacciones entre factores sobre
dicha variable, con un minimo de experimentos (Box y col., 2005)

En experimentos previos, se estudio el efecto de distintas variables (temperatura,
tiempo de incubacidn, relacidon enzima:sustrato, fuerza idnica, etc.) sobre la etapa de
digestion pepsinica del plasma bivalente anti-Bothrops para obtener los fragmentos F(ab "),
obteniéndose resultados preliminares que seran confirmados en esta nueva consultoria,
donde ademas el estudio se extendera a otros antivenenos (crotalico, arafia, escorpion).

Los estudios preliminares de optimizacion del procesamiento de plasma bivalente
anti-Bothrops han permitido concluir que:

- Alterando las variables actualmente empleadas en el paso de digestion es
posible asegurar minimos contenidos de inmunoglobulina sin digerir en el
digesto, con menores contenidos de agregados.

- Alterando las variables actualmente empleadas en el paso siguiente (termo-
coagulacion y salting out) es posible incrementar tanto los rendimientos como la
calidad del producto.

En la presente propuesta se podran confirmar estos resultados y extenderlos al resto
de los antivenenos elaborados en el INPB Malbran, inclusive a la purificacion de
anticuerpos anti-SARS-COVID2 generados por hiperinmunizacion de caballos tanto con
virus atenuado como con proteinas del virus generadas por tecnologia recombinante.

PROCESO INNOVATIVO PARA EL PROCESAMIENTO DE PLASMA DE CABALLOS
HIPERINMUNIZADOS PARA LA PURIFICACION DE ANTICUERPOS ANTIVENENO POR
PRECIPITACION CON ACIDO CAPRILICO

La precipitacion de proteinas no inmunoglobulinas con acido caprilico se conoce
desde hace mucho tiempo (Steinbuch y Audran 1969, McKinney y Parkinson 1987, Perosa
y col. 1990). En 1994, Rojas y col. reportaron la aplicacion de ese método a la produccion
de sueros antiveneno a partir de plasma equino hiperinmune. Dicho método permite —en un
solo paso- obtener una preparacion muy enriquecida en inmunoglobulinas con alto
rendimiento y buena capacidad neutralizante del veneno. Las variables del proceso de
precipitacion optimizadas por esos autores fueron la concentracion de acido caprilico, el
pH, y el tiempo e intensidad de la agitacion. Como conclusion, su proceso optimizado
requiere 5 % de acido caprilico, pH 5,8 y agitacion violenta.

En un trabajo anterior aplicamos el disefio factorial para optimizar estas variables
(Nudel y col., 2012). Se evalu6 la velocidad de filtracion, el contenido de alblimina y



proteinas totales, la turbidez y los agregados de proteinas, y por inclusion de la temperatura
entre los pardmetros a optimizar se logré una mejora sensible en la velocidad de filtracion y
en la albimina remanente en el sobrenadante con respecto al método de Rojas y col., que es
el habitualmente utilizado en los laboratorios que preparan sueros antiveneno con IgG
entera por precipitacion de plasma equino con 4cido caprilico.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en todos los experimentos, las mejores
condiciones para la precipitacion con acido caprilico de plasma equino hiperinmune para la
produccion de sueros antiveneno son las siguientes:

e Concentracion de acido caprilico =3 %
e pH del plasma=15,3
e Temperatura =40° C

En estas condiciones, se obtiene un sobrenadante totalmente enriquecido en
inmunoglobulinas, que muchos laboratorios lo usan, luego de concentrarlo por
ultrafiltracion, directamente como producto final (suero antiponzofioso).

Si el producto final requerido no es la inmunoglobulina entera sino su fragmento
F(ab),, es necesario un clivaje enzimatico, que normalmente se realiza por incubacion con
pepsina.

Al igual que para la digestion pepsinica del plasma hiperinmune, para la digestion
de la inmunoglobulina purificada es necesario un estudio por disefio factorial para encontrar
las mejores condiciones de clivaje, tarea que se llevard a cabo en esta propuesta. En este
caso las condiciones de clivaje van a ser distintas que las usadas para la digestion del
plasma entero, y se prevé un mayor rendimiento y mejor calidad del fragmento F(ab"),
producido.

ESCALADO A NIVEL PILOTO DE LOS PROCESOS OPTIMIZADOS
Se escalaran a nivel piloto (5-10 litros de plasma) todos los procesos optimizados,
teniendo en cuenta todas mis recomendaciones para esta tarea, previendo que el aumento de

escala redundara en un mayor rendimiento de producto final.
SUEROS HETEROLOGOS PARA TRATAR ENVENENAMIENTOS E INTOXICACIONES
BASADOS EN LA TECNOLOGIA IGY (ANTICUERPOS DE YEMA DE HUEVO).

En el afio 2014 al Consorcio Asociativo Publico-Publico (CAPP) conformado por la
ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran” y el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA) les fue adjudicado un instrumento de financiamiento de cédigo Produccion Publica
de Medicamentos N°03 (PPM N°03), a través del Fondo de Innovacién Tecnoldgica
Sectorial de Salud (FITS-S) 2013 del Fondo Argentino Sectorial (FONARSEC). El mismo
contemplaba un periodo inicial de tres afios para su desarrollo (2014-2017). Luego de este
periodo y tras sendas evaluaciones negativas de los informes de avance presentados, se
decide reemplazar a la Direccion Técnica del Proyecto, a cargo de la Lic. Maria Luisa
Brero y la Mag. Patricia Geoghean como Subdirectora Técnica, por los Dres. J. Christian



Dokmetjian y Osvaldo Cascone como Director y Subdirector Técnico del Proyecto en
cuestion, respectivamente. En paralelo, se solicita (y se otorga) una prorroga del periodo de
ejecucion del proyecto, entendiendo la relevancia de las actividades propuestas y las
potencialidades de los desarrollos alcanzados. Lamentablemente, las actividades planteadas
para el cierre del proyecto, a ejecutarse en el primer semestre de 2020, debieron ser
pospuestas al segundo semestre, presentandose una nueva solicitud de prorroga.

Objetivo

El objetivo general de este proyecto es la investigacion, el desarrollo y la
produccion en escala piloto de antisueros basados en anticuerpos IgY de yema de huevo
para ser usados en caso de mordeduras y picaduras de animales ponzofiosos en el ambito de
la salud publica nacional y regional como sustituto y/o complemento de los actuales
antivenenos heter6logos producidos en equinos.

Los objetivos especificos comprenden los siguientes items: a) Hiperinmunizacion de
gallinas ponedoras con venenos de animales ponzofiosos, b) Purificacion de anticuerpos
IgY a partir de las yemas de los huevos de las gallinas hiperinmunizadas, c¢) Realizacion de
pruebas de potencia e inocuidad in vitro e in vivo de los antisueros producidos, d)
Formulacion y generacion de lotes piloto y estudio de su estabilidad.

Las ventajas de la produccion de sueros heterdlogos como terapéuticos utilizando la
tecnologia IgY con respecto a la produccion tradicional a partir de equinos
hiperinmunizados, tanto en relacioén con los costos productivos como con la posibilidad de
control del estado sanitario de los animales. En el presente periodo de trabajo, segundo de
semestre de 2020, los objetivos especificos son los enunciados en los incisos ¢) y d) del
parrafo anterior.

Hipotesis de trabajo

En el periodo anterior del Proyecto se han obtenido los parametros de escalado
necesarios para la generacion de un lote piloto, se han redactado protocolos de Técnicas
Analiticas y Protocolos Operativos Estandarizados y ha tenido lugar una capacitacion del
personal del INPB planificada. Ademads, se ha comenzado a trabajar en una formulacién
alternativa de antivenenos de la cual se esperan no solo ventajas en cuanto a su estabilidad
térmica sino ademas un mayor volumen de distribucion luego de su administracion respecto
a la molécula de IgY entera.

Actividades

Se cuenta con un total de 150 huevos de gallinas hiperinmunizadas con veneno de
Bothrops alternatus, conservados en refrigeracion, listos para ser utilizados en la
formulacion de un lote piloto de antivenenos basados en la tecnologia IgY. Para ello se
emplearan los protocolos de produccion desarrollados en el periodo previo del proyecto.
Una vez formulado el mismo, se efectuaran los controles de calidad pertinente, tomando
como referencia los controles habitualmente empleados por el INPB para sus antivenenos
producidos a partir de plasma equino. Finalmente, se realizardn estudios de estabilidad
acelerada sobre los mismos.



En paralelo, se continuardn las actividades de desarrollo de una formulacion
alternativa de antivenenos basada en el fragmento Fab de la IgY de gallinas, buscando una
caracterizacion exhaustiva tanto de sus propiedades fisicoquimicas como de sus actividades
biologicas de neutralizacion de los efectos toxicos de venenos Bothrdpicos.
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