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RESUMO

Obteve-se concentrado de imunoglobulina G intravenosa IgGlV, altamente purificado, utilizando-se
polietilenoglicol associado a uma unica etapa de precipitacdo por etanol, em substituicdo ao
tradicional método descrito por Cohn-Oncley, que emprega, em trés etapas, o mesmo alcool
resfriado, como agente precipitante. A purificacdo da fracdo bruta contendo mais de 95% de
imunoglobulina G foi realizada utilizando-se cromatografia liquida com um trocador de cdtion, a CM-
Sepharose, como fase estaciondria. Durante o processamento o produto foi submetido a dupla
inativacgdo viral sendo a primeira pela acdo do caprilato de sédio, 30 mM a pH 5,1+/- 0,1 e a segunda
por agdo de mistura de solvente/detergente. O produto acabado foi formulado a 5% utilizando-se
sucralose 10% como estabilizante. O rendimento da metodologia foi de 3,3g de IgG/L de plasma. A
andlise do produto acabado demonstrou atividade anti-complementar inferior a 1CHso. O valor
percentual de polimeros e agregados em cinco lotes realizados foi inferior a 3%. O estudo da
capacidade de neutralizacdo demonstrou a presenca de anticorpos anti-bacterianos e anti-virais em
concentracdo pelo menos trés vezes maior que o plasma de origem. O produto acabado apresentou

conformidade com todos os requisitos de pureza dispostos na farmacopéia européia IV edigdo.

Unitermos: Hemoderivados, imunoglobulinas, polietilenoglicol, ultrafiltracdo, cromatografia de troca

i6nica acido caprilico ,CLAE.
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ABSTRACT

Highly purified intravenous immunoglobulin G concentrate (IV 1gG) was produced with the use of
polyethylene glycol associated to a single-stage precipitation by ethanol, instead of the classic Cohn-
Oncley process, which employs cold alcohol as the precipitating agent, in a three-stage process.
Precipitation of crude fraction containing more than 95% of immunoglobulin G was performed by
liguid chromatography with a cation exchanger, CM-Sepharose, as stationary phase. During the
process, the product was subjected to two-stage viral inactivation. The first stage was performed by
the action of sodium caprylate, 30 mM at pH 5.1+/- 0.1, and the second stage was performed by the
action of a solvent-detergent mixture. The finished product was formulated at 5% with 10%
sucralose as stabilizing agent. The process yields 3.3g of IgG/liter of plasma. The finished product
analysis showed an anti-complementary activity lower than 1CHs,. Polymer and aggregate percent
levels were lower than 3% in the five batches studied. The analysis of neutralizing capacity showed
the presence of antibacterial and antiviral antibodies in at least three times higher concentrations
than the levels found in source plasma. The finished product fulfilled all purity requirements stated in

the 4th edition of the European pharmacopeia.

Uniterms: Blood derivatives, immunoglobulins, polyethylene glycol, ultrafiltration, ion exchange

chromatograph, caprylic acid.



LISTA DE ABREVIATURAS

1 CH 50 :Unidade de Atividade de Anti-Complementar

ADE: antibody dependent enhancement

CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay

EP: Farmacopéia Européia

DEAE: Polimero de dietil aminoetil dextran

DO: Densidade Otica

FDA: Food Drug Administration

Fab: Fracdo da imunoglobulina que se liga ao antigeno
Fc: Fracdo da Imunoglobulina que se liga ao complemento
HIV: Virus da imunodeficiéncia humana

1g: Imunoglobulina

1gG: Imunoglobulina G

IgGIM: Imunoglobulina intramuscular

IgGIV: Imunoglobulina endovenosa

PEG: Polietilenoglicol

r.p.m. RotacGes por minutos
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INTRODUCAO



1 INTRODUCAO:

Hemoderivados sdo medicamentos bioldgicos obtidos a partir do fracionamento industrial do
plasma humano, submetidos aos processos de industrializagdo e normatizacdo que lhe
conferem qualidade, estabilidade, atividade e especificidade (ANVISA, 2000). Dentre esses
produtos se destacam os concentrados de imunoglobulinas G para uso endovenoso, 1gGIV
que tiveram na Gltima década uma crescente demanda mundial devido a novas indicacGes
terapéuticas (BERGER, 2008), devendo passar das 100 toneladas até 2012 (ROBERT, 2006).

WORLDWIDE DEMAND FOR POLYVALENT INTRAVENOUS IMMUNE
GLOBULIN (IVIG) 1986 - 2012 in Metric Tons
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Figura 1: Projecédo de consumo de IgGIV

Knezevic-Maramica-Kruskall (2003) mostram diversos protocolos clinicos que trazem as
imunoglobulinas como suporte imunologico. Didaticamente poder-se-ia dividir as indicagdes

clinicas em trés grandes grupos:



e Terapias de reposicdo: Agamaglobulinemias congénitas e Hipogamaglobulinemia,
imunodeficiéncia variavel comum, imunodeficiéncia severa combinadas, sindrome de
Wiskott Aldrich (NYDEGGER, 2004);

e Imunomodulacgdo: Purpura trombocitopénica idiopatica em adultos ou criangas quando
se deseja uma rapida elevacdo dos niveis de plaquetas circulantes, doenca de kawazaki,
Sindrome de Guillain Barre, transplante de medula 6ssea. (BERGER, 2008);

e Neutralizacdo de Antigenos: Terapias combinadas com antibidticos ou antiretrovirais.
(MOREL-NYDEGGER 1986).

Concentrados de imunoglobulinas G (IgG) sdo preparados quase que por unanimidade a
partir do método descrito por Cohn (1946) ou por suas variantes (ROUSELL-MACCUE,
1990), que utilizam o etanol a frio em pelo menos trés etapas da purificagdo. Apesar de ter
um reconhecido poder de destruicdo de microorganismos patdgenos eventualmente presentes
no plasma (MORGENTHALER,1989), a utilizacdo de etanol provoca parcial desnaturacéo
das proteinas plasmaticas causando um re-arranjo estrutural da molécula de IgG conhecida
como agregados. Esses agregados protéicos precisam ser eliminados enzimaticamente, o que
por No presente trabalho, desenvolvemos uma metodologia alternativa a esses métodos
tradicionais. Em nossa variante muitas vezes podem alterar a eficidcia da imunoterapia
(KROEZ et al, 2003).

, para isolar os grupos de proteinas, trabalhnamos com a combinacao de dois agentes quimicos
ndo-desnaturantes: O acido caprilico, o polietilenoglicol e apenas uma etapa de precipitacéo
pelo etanol. A propriedade detergente do &cido caprilico sobre as membranas de virus
envelopados, descrita por (LUNDBLAD-SENG, 1991) também foi explorada, introduzindo
ao hemoderivado, uma segunda etapa de inativacdo viral, a primeira, € a acdo quimica da
mistura de um polissorbato com o fosfato butilico, descrita por (HOROWITZ, 1995). O
produto acabado foi formulado para ser estavel na forma liquida onde empregamos com
exclusividade o aglcar sucralose como estabilizante da formulagdo. As caracteristicas do
produto obtido atenderam aos requisitos de qualidade estabelecidos na Farmacopéia Européia

e correspondem aquelas dos concentrados de 1gG considerados de terceira geracgao.
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2 OBJETIVOS:
2.1 OBJETIVO GERAL.:

Desenvolver metodologia para purificagdo de imunoglobulina polivalente a partir de
plasma sanguineo de doadores saudaveis utilizando associa¢ao de precipitantes quimicos que
minimizem a desnaturacgéo protéica
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Avaliar a eficiéncia da utilizagdo conjunta de dois agentes precipitantes de proteinas:
Polietilenoglicol e acido octandico para purificacdo de imunoglobulina bruta a partir de

plasma humano;

e Determinar pontos de insercdo na técnica a ser desenvolvida de metodologias adicionais

de inativacéo viral;

e Determinar a metodologia de eliminagdo dos agentes de precipitacéo;

e Determinar a composic¢ao do tampéo de formulagdo para o produto acabado;

e Realizar a caracterizacdo bioquimica do concentrado obtido;

e Caracterizar a pureza do produto acabado obtido pela nova técnica utilizando o teste de

eletroforese em gel de acetato de celulose;

e Caracterizar a integridade da molécula utilizando técnica de CLAE;

e Determinar a atividade anti-complementar do produto acabado;

e Pesquisar a presenca de anticorpos antibacterianos e antivirais néo-triados na doagéo de

sangue.



CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

ESTADO DA ARTE NA PREPARACAO DE CONCENTRADOS DE

IMUNOGLOBULINA G



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA:

3.1 SISTEMA IMUNOLOGICO:

O organismo humano vive em constante luta para manter o equilibrio frente a uma flora
que Ihe é propria, além disso, é invadido continuamente por bactérias, virus, fungos, parasitas
em geral, ou ainda que por substancias quimicas ou biologicas com potencialidades para
alterar o funcionamento de 6rgdos ou tecidos. A esse conjunto de agressores denominamos
antigenos (HARLOW-LANE,1991)

A defesa do organismo contra os antigenos é feita pelo sistema imunoldgico ou
imunitario e a capacidade do organismo resistir as agressdes antigénicas é conhecida como
imunidade (CHESTNUT-GREY, 1981). A imunidade se divide em dois tipos:

e  Celular — Promovida por células especializadas tais como: Granuldcitos, macréfagos,

linfocitos T e B.;

e Humoral — Promovida pelos anticorpos ( HARLOW-LANE, 1991).

Anticorpos sao as proteinas produzidas por um organismo em resposta a invasao de

moléculas estranhas. Eles sdo sintetizados inicialmente por plasmadcitos, estado terminal

da diferenciacdo dos linfdcitos B e circulam no sangue e na linfa onde eles se fixam aos
antigenos impedindo esses de desenvolverem acdo antigénica. Quando o anticorpo se liga

ao antigeno, forma-se uma nova estrutura chamada “complexo antigeno-anticorpo” que é

eliminado da circulagdo por mecanismo de fagocitose do macréfago (AADERN, 1979).
Os anticorpos, também chamados de imunoglobulinas (Ig) constituem uma grande familia de
glicoproteinas que apresentam em comum, propriedades estruturais e funcionais. Do ponto de
vista funcional, eles podem ser caracterizados por sua capacidade de se fixar as células ou as
proteinas especializadas do sistema imunolégico. A unidade funcional do anticorpo,
corresponde a estrutura da imuglobulina G, 1gG, que pode ser representada como um “Y”,
(figura 2), sendo formada de quatro polypeptideos: duas cépias idénticas de um polipeptidio
denominado cadeia pesada e duas copias idénticas de um polipeptidio denominada de cadeia
leve. As imunoglobulinas correspondem a fracdo gama da eletroforese e estdo divididas em
cinco classes IgG, IgM, IgA, IgE e IgD (tabela 1), em fun¢do do nimero de unidades em Y e
do tipo de cadeias pesadas que os constituem (BERZOFSKY-BERKOWER, 1984).
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Figura 2: Estrutura da Imunoglobulina G.

As imunoglobulinas possuem especificidades quanto a funcdo fisiologica que
desempenham. (UNDERDOWN-SCHIFF, 1986). Apenas as IgG’s conseguem atravessar a
barreira placentaria e a que possui maior capacidade de neutralizar patdgenos, sendo portanto

a melhor opcdo para purificagdo com finalidade medicamentosa.



Tabela 1: Caracteristicas das Imunoglobulinas: Fonte (Underdown, 1986)

Imunoglobulina

IgA

Funcao Fisiologica

respiratdrio e trato urogenital, prevenindo sua colonizacdo por

patdgenos.

Encontrado em areas de mucosas, como o0s intestinos, trato

IgD

Funciona principalmente como um receptor de antigeno nas
células B. Suas funcbes sdo menos definidas do que as dos

outros isotipos

IgE

Liga-se a alergenos e desencadeia a liberagcdo de histaminas dos
mastdcitos, também estando envolvido na alergia. Também

protege contra vermes parasitas.

IgM

Expressa na superficie das células B. Elimina patdgenos nos
estagios iniciais da imunidade mediada pelas células B antes que

haja IgG suficiente.

19G

Em suas quatro formas, proporciona a principal imunidade
baseada em anticorpos contra os patdgenos que invadem o

corpo. E o Unico tipo de Ig que o bebé recebe da mae.



http://pt.wikipedia.org/wiki/Mucosa
http://pt.wikipedia.org/wiki/Intestino
http://pt.wikipedia.org/wiki/Trato_respirat%C3%B3rio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Trato_respirat%C3%B3rio
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Trato_urogenital&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pat%C3%B3geno
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Al%C3%A9rgeno&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Histamina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mast%C3%B3cito
http://pt.wikipedia.org/wiki/Alergia
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Vermes_parasitas&action=edit&redlink=1
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3.2 ANTICORPOS COMO MEDICAMENTOS:

3.2.1 A Descoberta do Soro Terapéutico:

Von Behring e Kitasato (1890) demonstraram que o soro de coelhos imunizados com
toxina tetanica continha atividade contra o0 veneno do tétano e que 0 soro de animais
sensibilizados, quando injetados em coelhos saudaveis evitava que esses animais
desenvolvessem o tétano apds contaminacgdo intencional com a toxina tetanica. Em 1901, Von
Behring recebeu o primeiro prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina por esse trabalho e dava-
se inicio a soroterapia, ou seja, utilizacdo de soro de animais sensibilizados com antigenos
virais para tratar as doencas que esses antigenos causavam em humanos. Esse tipo de produto
ficou conhecido como soro terapéutico ou soro curativo.

Wolff-Eisner (1910) publicou o livro “Serum Therapy and Experimental Therapy” um
manual clinico que avaliou diversas praticas médicas utilizando soro curativo, que se tornara
entdo, conduta terapéutica comum. Nessa época somente na Alemanha cinco empresas
produziam soro terapéutico: Hochster-Farbwerke, Merck-Darmstadt, Behring-Hoechst,
Schering e Park-Davis (HOOPER, 2008). Os soros terapéuticos foram em seguida
introduzidos na terapia anti-bacteriana para tratar infeccbes staphylocécicas, menigocdcicas e
streptocdcicas. Diferentes animais foram utilizados para induzir a produc¢éo, em busca de um
menor indice de reacdes transfusionais graves conhecidas como “doenga do soro”. O material
obtido de humanos convalescentes se mostrou superior em relacdo a seguranca, pois néo
desenvolviam reagdes anafilaticas ou a “doenca do soro”.

Gibson (1906) preparou um review que demonstrava uma ampla utilizacdo de soro
terapéutico na primeira década do seéculo XX. Cency (1907) utilizou soro de humanos
convalescentes para tratar o sarampo, posteriormente, Debré (1923), descreveu sua
experiéncia sob as mesmas condicdes para tratar a coqueluche, seguido por Regan (1925) para
tratamento de rubéola e Bodian (1940) no tratamento da poliomielite. De fato, o tratamento
com soro curativo salvou a vida de muitas pessoas no primeiro terco do século XX, no
entanto, a composi¢do dos grupos proteicos do soro terapéutico permanecia praticamente
desconhecida. O primeiro trabalho apresentando proteinas séricas fracionadas com objetivo
terapéutico foi descrito por Karelitz (1938) no qual o autor relata a profilaxia do sarampo
utilizando a fracdo globulina obtida a partir do sangue placentério de adulto imunizado contra

aquela doenca. No citado trabalho a fracdo globulina foi isolada por precipitagdo com sulfato
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de magnésio. Somente apds o surgimento da técnica da eletroforese, apresentada com
exclusividade por Tisselius e Kabat (1938) a comunidade cientifica tomou conhecimento de
que os anticorpos estavam localizados na fracdo denominada gama do soro, originando o

termo gama globulina, ou imunoglobulina - 1g.

3.2.2 Fracionamento do Plasma:

O primeiro método industrial para fracionamento plasmatico foi descrito por Cohn et al
(1946) esse trabalho teve o objetivo de atender a uma demanda do exército americano que se
preparava para entrar na segunda guerra mundial e buscava uma alternativa ao plasma
humano que era a terapéutica de escolha para tratar o choque hipovolémico, mas que requeria
uma logistica muito grande para producéo, estocagem e distribuicdo (DEGOWIN-HARDIN,
1941).

Figura 3: Carregamento de caminh&o com plasma liquido a partir do laboratério de processamento de plasma da

marinha americana.
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Figura 5: Distribuicdo de plasma chegando a hospital na Bélgica outubro/1944.

O principio da metodologia desenvolvida por Cohn (Figura 6) baseou-se em adicionar
variadas concentragdes de alcool ao soro ou plasma com o objetivo de diminuir a solubilidade
das fracOes protéicas por reducdo da constante dielétrica, que é uma caracteristica fisica do
solvente. De acordo com esse principio, a mistura alcool-agua do plasma tem uma constante
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dielétrica menor que a do plasma sem &lcool o que faz os grupos protéicos perder a
solubilidade e precipitarem a medida que se aumenta a concentracdo de &lcool. Outros
parametros que também influenciam na solubilidade protéica e sdo utilizados pelo autor em
seu trabalho sdo o pH, forca ibnica e temperaturas baixas que tém o objetivo de evitar a

desnaturacdo das proteinas além de inibir a contaminacdo bacteriana.

PLASMA
¥
Etanol 8%/pH 7.2 Temp. -3°C
¥ +
Sobrenadante | Precipitado |
Etanol 19%/pH 5.2/ Temp. - 5°C
I
+ ¢
Sobrenadante |1+1| Precipitado 11+l — | IgG IM |
B
Etanol 25%/pH 6.9f Temp. — 5.0°C
$ 3
Sobrenadante V-1 Precipitado V-1
v
Etanol 40%/pH 5.8/ Temp. - 5°C
¢ v
Sobrenadante V-4 Precipitado V-4

v
Etanol 40%/pH 4.8 Temp. - 5°C

\ l

Sobrenadante ¥

Precipitado V | s
Etanol 42%/pH 4.8/ Temp. - 10°C P ’

Figura 6: Fluxograma método de Cohn.
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3.2.3 Imunoglobulinas Intramuscular - 12 Geragéo:

Outros autores trabalharam no sentido de simplificar o método original de Cohn o que
trouxe aperfeicoamentos importantes. Kistler e Nistchmann (1962) obtiveram um concentrado
de imunoglobulina para aplicagédo intramuscular ou subcutanea, composto em sua maior parte
do subgrupo G, (IgG). Esse tipo de incremento tecnolégico se espalhou por diversos paises
enquanto o produto final obtido por diversos fabricantes naquela época, apresentava em sua
maioria 0 mesmo perfil, ou seja:

e Preservacdo do espectro e funcionalidade dos anticorpos em relacdo ao plasma matéria

prima que lhes deu origem;

e Preservacéo da funcdo Fc;

e Concentracdo de proteinas entre 150 a 180 mg/ml

e ConcentracGes de anticorpos 10 a 20 vezes maior em relacdo a concentracdo do

plasma inicial.

A Transmissdo de doencas virais era uma grande preocupacdo, sobretudo no que diz
respeito a hepatite B, no entanto, Talbor e Gerety (1979) mostraram que nao ocorreria
transmissdao de hepatite B através de concentrados de IgGIM mesmo se o plasma inicial
estivesse contaminado com esse marcador. De fato, esse tipo de produto adquiriu a reputacao
de ser seguro, por ndo ter ocorrido registro de soro-conversdo desde o inicio de sua producéo.

Os primeiros produtos contendo concentrados de 1gG foram produzidos para prevencéo e
tratamento de poliomielites, sarampo, coqueluche e hepatite A, a partir de plasma de pessoas
sensibilizadas para essas doencgas. Esses produtos logo sumiram do mercado devido ao
desenvolvimento de vacinas eficazes (STIEHM,1988). Outros concentrados de
imunoglobulinas hiperimunes tais como: anti-tétano, anti-D, anti-rabica, anti-hepatite B e
anti-varicella zoster sdo comercializados até hoje.

Somente quando Bruton e Ogden, (1952) publicaram o classico artigo sobre a
agamaglobulinemia, é que as industrias passaram a oferecer 1IgGIM poliespecifica, ou seja,
sem a selecdo prévia de doadores sensibilizados. Esses novos produtos eram purificados a
partir do plasma de pelo menos 1000 doadores saudaveis. Essa terapia estava fundamentada
na reposicdo de anticorpos aos portadores dessa doenca de origem congeénita.

Os concentrado de 1gG poliespecificas se mostraram eficazes tanto para o tratamento da
agamagolbulinemia como para hipogamaglobulinemia (GITLIN-JANEWAY, 1956). Kim et
al (1986) descreveu que a prevencdo de infeccdes bacterianas portadores de

hipogamaglobulinemia ou agamaglobulinemia até os anos sessenta era feita pela injecéo de
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repetidas doses de IgG IM vérias vezes por semana e que apesar de eficaz, era um tratamento
excessivamente doloroso para ser continuo. Smith (1972), demonstrou que a aplicagdo 1gG
IM causava protedlise local, apresentava baixa absor¢do e conseqiientemente baixa

biodisponibilidade.

3.2.4 Imunoglobulina G Endovenosa (IgGI1V) Liofilizada - 22 Geracéo:

Knezevic-Maramica-Kruskall (2003), descreveram as tentativas realizadas para
administracdo de solucdo de IgG IM por via endovenosa e seus resultados desastrosos.
Barandun et al (1962) relata que nesses casos aconteciam reagcOes adversas com incidéncia
entre 15 e 25%. Para elucidacdo do mecanismo desse tipo de reacdo, Debré et al (2004),
relatou que foi de fundamental importdncia um estudo realizado por um grupo suico
constituido por Walter Hitzig, Alfred Hassig, Slivio Barandun e Henri Isliker no inicio dos
anos sessenta sobre vias de administracdo de 1gG, mostrando que 5% de voluntarios saudaveis
e aproximadamente 95% de pacientes com um tipo de imunodeficiéncia desenvolveram
reacOes adversas imediatas das mais variadas tendo sido relatadas de dispnéia até choque
circulatério. Ainda segundo esse autor, 0o grupo de pesquisadores supracitado mostrou
evidéncias que os agregados — reorganizacgdo das partes hidrofébicas da IgG - formados pelas
moléculas que sdo clivadas durante a producdo (devido a acdo do etanol) eram os
responsaveis pelas reacfes adversas pois essas novas estruturas teriam a capacidade de ativar
o0 sistema de complemento sem a presenca do antigeno provocando as alteracGes
imunoldégicas.

Como fruto do trabalho do grupo suico em 1984, a Cruz Vermelha Suica obteve do FDA
0 registro do primeiro concentrado de imunoglobulina indicado para administracdo
endovenosa nos Estados Unidos. O produto ficou conhecido como 1gGIV (DEBRE ET. AL,
2004).  Esse novo hemoderivado revolucionou a utilizagdo dos concentrados de
imunoglobulinas que tiveram suas indicacgOes terapéuticas ampliadas devido a inexisténcia de
fatores limitantes tais como dose . Uma vantagem adicional se obtém pelo imediatismo da
resposta apos a infuséo, especialmente quando se busca a neutralizacdo de bacteremia.

Segundo Teschner et al (2007) a primeira geracdo de IgGIV foi elaborada utilizando-se a
pepsina para clivar enzimaticamente, os agregados que se formavam em uma solucao obtida a
partir da fragdo Il de Cohn. A formac&o dos agregados foi explicada pela acdo proteolitica do
etanol em contato com as proteinas do plasma, potencializada pela reacdo exotérmica que

acontece quando o alcool reage com a agua existente no plasma. (TOUSCH ET. AL, 1989).
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A solugdo do tratamento enzimatico para eliminacdo dos agregados foi embasada em
experiéncias anteriores, quando se tratava o0 soro terapéutico com a pepsina com o objetivo de
diminuir as reacdes pos-transfusionais daquele produto (EIBL, 2008).

Radosevich e Burnouf (2009) mostraram em trabalho de revisdo que muitos tratamentos
enziméaticos foram utilizados na tentativa de obter moléculas que ndo ativassem o
complemento sem a presenca do antigeno. Esses autores citam metodologias que utilizaram
além da pepsina, a plasmina, e a beta propiolactona como exemplos de enzimas utilizadas no
fracionamento de plasma.

Teschener et al (2007) descreve ainda que concentrados de I1gGIV tratados
enzimaticamente, precisavam ser liofilizados, para que o produto final apresentasse
estabilidade por pelo menos dois anos.

A literatura mostra que os primeiros concentrados de IgGIV ndo tinham etapas de
inativacdo viral, fato justificado pela experiéncia de utilizacdo dos concentrados IgG IM que
como ja foi ressaltado, eram produtos considerados seguros do ponto de vista de transmisséo
de patégenos. (WELLS ET AL, 1986). Lebing (2003), no entanto, mostra que ocorreram
registros de soro conversdo para hepatite C em pacientes que fizeram uso desse tipo de
produto, levantando a suposicdo que a soroconversdao se deveu a utilizacdo de IgGIV sem
inativacdo viral. Apds o registro dessas evidéncias, o Conselho de Europa e posteriormente o
FDA determinaram que fosse introduzido pelo menos uma etapa de inativacdo viral nos
concentrados de IgGIV gue estivessem com registros vigentes (FDA- CDC, 1986).

A segunda geracdo de 1gGIV segundo Teschner et al (2007), foi caracterizada por uma
estrutura  molecular ndo clivada, com baixa possibilidade de ativar o sistema
anticomplementar sem a presenca de antigeno. Embora tivessem uma estabilidade maior em
relacdo aos concentrados tratados enzimaticamente, a forma farmacéutica ainda era um li6filo.
Esse tipo de produto era submetido a uma ou mais etapas de cromatografia liquida. Hoppe et
al (1967) foram os primeiros a publicar um trabalho sobre um processo industrial para
producdo de imunoglobulina totalmente por cromatografia liquida. Tanaka et al (2000) usou
as fracbes | + Il + 11l de Cohn como material de partida e purificou a IgG utilizando Q-
Sepharose e CM Sepharose (GE Healthcare, Usala Sweden) como trocador de ions para
produzir um concentrado altamente purificado.

Em decorréncia da correlagdo existente entre 0 uso do etanol na producéo e a formacéo de
agregados protéicos no produto acabado 1gG, outros agentes precipitantes outrora estudados
por Polson et al (1964) e Trejo et al (2003) comegcaram a ser novamente empregados

associados a etapas de cromatografia liquida de troca i6nica.
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Falksveden (1970) descreveu a purificacdo de um concentrado de IgG para aplicacdo
endovenosa utilizando Polietilenoglicol como agente precipitante. Na fase de pré-purificagcdo
0 outor precipitou todas as globulinas com uma concentracdo de PEG entre 10% e 15%, o
precipitado foi dissolvido em tampao acido que solubilizou apenas as IgG. A solucdo obtida
foi tratada por um estdgio de cromatografia liquida. Utilizando como fase estacionaria uma
resina a base de dietil aminoetil dextran (DEAE).

Hirao et al (2002) descreve uma metodologia de purificacdo de IgG em que obtém uma
solucdo a partir de uma fracdo Il + 11l descrita por Conh (1946), em seguida trata essa
solugdo com duas etapas precipitagdo utilizando PEG 4000. Na primeira etapa se separa 0s
contaminantes e na segunda etapa precipitam-se as imunoglobulinas deixando um
sobrenadante rico em albumina. Em seguida, o precipitado contendo a IgG € dissolvido e
tratado por cromatografia liquida de troca i6nica a base de compostos quaternarios de amonio.
Outros métodos de purificagdo utilizando polietilenoglicol estdo bem descritos por Curling
(1980).

O outro precipitante protéico que tem despertado o interesse da industria de hemoderivados é
0 acido octandico. Chanutin-Curnish 1960 avaliaram a caracteristica inerente aos acidos
graxos de cadeia curta (C¢ — Ci2) em precipitar proteinas plasmaticas em meio acido. A
conclusdo desse trabalho mostra que o acido caprilico (Cg) apresentava a maior eficiéncia de
precipitacdo entre os compostos testados, observaram também que as gamaglobulinas
precipitavam menos que as alfas e betas globulinas. Esse trabalho foi béasico para que
surgissem varios métodos de purificacdo de IgG utilizando o &cido caprilico como etapa
primaria de producéo de imunoglobulinas G. Lebin (2003) obteve um concentrado altamente
purificado associando precipitacdo por acido caprilico a outros processos de purificacdo. O
autor extraiu proteinas contaminantes com 20 mM de &acido caprilico em pH &cido deixando
as IgGs em solucdo, que apds clarificada foram submetidas a dupla cromatografia de troca

ibnica, sendo a primeira um trocador de cations e a outra, um trocador de anion.

3.2.5. Imunoglobulinas Endovenosa Liquida com Molécula Intacta - 32 Geracao:

Atualmente observamos a chegada de novos concentrados de IgGs que poderiam ser
considerados como os de terceira geracdo de acordo com a classificacdo da Teschner et al
(2007). Esses produtos tém como caracteristica estabilidade na forma liquida e condicbes de
estocagem sob temperatura ambiente além de apresentacdes com um teor protéico maior.

Tenold (2003) solicitou patente de um produto de maior concentracdo de ativo que 0s
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convencionais 10% ao invés de 5% e pH, (4,25) enquanto que Hirao et al (2002) formulou seu
produto com pH 5 a 6 e tem glicina como estabilizante. Essa nova geragdo traz uma ou mais
etapas de inativacao viral.

No presente trabalho, desenvolvemos uma metodologia alternativa ao tradicional método
descrito por Conh (1946), para producdo de solucéo injetavel de IgG. A técnica tradicional,
ainda empregada na maioria das industrias de hemoderivados, utiliza o etanol a frio em pelo
menos trés etapas de precipitacdo protéica para purificacdo do mesmo produto. Em nossa
variante, para isolar os grupos de proteinas, trabalhamos com a combinacdo de trés agentes
quimicos ndo desnaturantes: O acido caprilico, o polietilenoglicol e apenas uma etapa de
precipitagdo pelo etanol. A propriedade detergente do acido caprilico sobre as membranas de
virus envelopados, descrita por (LUNDBLAD-SENG, 1991) foi explorada, introduzindo ao
hemoderivado, uma segunda etapa de inativacao viral, a outra, foi a acdo quimica da mistura
de um polissorbato com o fosfato butilico (HOROWITZ ET AL, 1985) . O produto acabado
foi formulado para ser estavel na forma liquida onde empregamos com exclusividade o agucar

sucralose como estabilizante da formulacéo.
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RESUMO:

Obteve-se concentrado de imunoglobulina G intravenosa IgGIV, altamente purificado,
utilizando-se polietilenoglicol associado a uma Unica etapa de precipitacdo por etanol,
em substituicdo ao tradicional método descrito por Cohn-Oncley, que emprega, em
trés etapas, 0 mesmo alcool resfriado, como agente precipitante. A purificacdo da fracao
bruta contendo mais de 95% de imunoglobulina G foi realizada utilizando-se
cromatografia liquida com um trocador de cétion, a CM-Sepharose, como fase
estacionaria. Durante o processamento o produto foi submetido a dupla inativacéo viral
sendo a primeira pela acdo do caprilato de sodio, 30 mM a pH 5,1+/- 0,1 e a segunda
por acdo de mistura de solvente/detergente. O produto acabado foi formulado a 5%
utilizando-se sucralose 10% como estabilizante. O rendimento da metodologia foi de
3,39 de IgG/litro de plasma. A analise do produto acabado demonstrou atividade anti-
complementar inferior a 1CHso. O valor percentual de polimeros e agregados em cinco
lotes realizados foi inferior a 3%. O estudo da capacidade de neutralizagdo demonstrou
a presenca de anticorpos anti-bacterianos e anti-virais em concentragdo pelo menos trés
vezes maior que o plasma de origem. O produto acabado apresentou conformidade com

todos os requisitos de pureza dispostos na farmacopéia européia IV edicao.

UNITERMOS
Hemoderivados, imunoglobulinas, polietilenoglicol, ultrafiltracdo, cromatografia de

troca idnica, CLAE.
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INTRODUCAO

Hemoderivados sdo medicamentos biologicos obtidos a partir do fracionamento
industrial do plasma humano, submetidos a processos de industrializagcdo e
normatizagdo que lhe conferem qualidade, estabilidade, atividade e especificidade
(RDC 46, 2000). Dentre esses produtos se destacam 0s concentrados de
imunoglobulinas G para uso endovenoso, IgGIV que tiveram na Gltima década uma
crescente demanda mundial devido a novas indicagdes terapéuticas (GARCIA
LLORET-MCGHEE-CHATILA, 2008) devendo passar das 100 toneladas até 2012
(ROBERT, 2006).

Martha (2004) fez uma revisdo bibliografica sobre a historia da terapia de reposicao
com imunoglobulinas desde a descoberta do poder dos anticorpos em neutralizar
antigenos descritos por Kitassato em 1890 até os dias atuais. Também foi relatada, a
vantagem terapéutica dos concentrados de IgGIV de moléculas integras em relacdo aos
produtos modificados enzimaticamente (BERGER, 2008).

Os primeiros trabalhos que relatavam a obtencdo de concentrados contendo moléculas
intactas datam dos anos 90. Foi demonstrada uma metodologia de producédo de IgGIV
completamente desenvolvida por cromatografia liquida (TANAKA ET AL, 1998).
Embora os processos de cromatografia liquida tenham um espaco consolidado na
industria de purificacdo protéica, as técnicas de precipitacdo para isolamento primario
de material biol6gico continuam a despertar o interesse dos pesquisadores, sobretudo
devido ao baixo custo (CHANG, 2000 e BUCHACHER, 2006).

De fato, agentes quimicos capazes de alterar a solubilidade das proteinas plasmaticas,
sem causar sua desnaturacdo, tém sido muito utilizados em laboratérios de pesquisa
para purificacdo de pequenas quantidades de proteinas. (LEBING, 2003). Os polidis,
especialmente o polietilenoglicol (PEG), tem despertado o interesse da indlstria de
hemoderivados ja faz algum tempo. Curling (1980) apresentou um esquema de
fracionamento plasmatico utilizando o polietilenoglicol como agente precipitante. O
autor concluiu que o PEG apresentava consideraveis vantagens de utilizacdo, em
relacdo ao etanol, podendo vir a ser amplamente utilizado na produgdo de
hemoderivados, em um futuro préximo. Recentemente o polietilenoglicol foi

empregado em fracionamento de plasma humano para obter uma fragdo bruta de
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imunoglobulina que foi posta em solugédo e tratada posteriormente por duas etapas de
cromatografia de troca i6nica (TESCHNER, 2007).

Outro agente precipitante muito utilizado na purificacdo de produtos bioldgicos é o
acido octanoico. Chanutin e Curnish, (1960) avaliaram a caracteristica inerente aos
acidos graxos de cadeia curta (C¢ — C12) em precipitar proteinas plasmaticas em meio
acido. Os autores concluem que o &cido caprilico (Cg) apresentava a maior eficiéncia de
precipitacdo, entre os compostos testados, e que as gamaglobulinas precipitavam menos
que as alfas e beta globulinas. Esse trabalho foi um ponto de partida para varios outros
métodos de purificacdo de IgG, utilizando o acido caprilico como etapa primaria de
producdo de imunoglobulinas G.

A obtencdo de um concentrado altamente purificado, associando precipitacdo por acido
caprilico a outros processos de purificacdo, foi relatada por Lebing e colaboradores
(2003). Foram extraidas proteinas contaminantes com 20 mM de acido caprilico em pH
acido deixando as 1gGs em solugdo, que apos clarificada foram submetidas a dupla
cromatografia de troca idnica, sendo a primeira um trocador de céations e a outra, um
trocador de anion (LEBING ET AL, 2003).

Diante das evidencias encontradas na literatura e considerando a necessidade de se
estabelecer tecnologias para a producéo de hemoderivados no Brasil, objetivou-se, com
o presente trabalho, desenvolver metodologia alternativa a técnica do etanol a frio para
producdo de concentrado de imunoglobulina G. Para este fim foi testado a combinacgéo
de dois agentes quimicos ndo desnaturantes na precipitacdo das fracbes proteéicas, i.e., 0
acido caprilico e o polietilenoglicol, associado a apenas uma etapa de precipitacao
etandlica. A propriedade detergente do acido caprilico descrita por Lundblad (1991) foi

também explorada para inativacao dos virus envelopados.

MATERIAL E METODOS:

Os resultados da analise dos parametros de qualidade de trés lotes experimentais estdo
apresentados em forma de média aritmética. Todos os insumos farmacéuticos utilizados
no processo de producdo tinham grau de pureza para atender aos requisitos
farmacopéicos. Todas as técnicas utilizadas para realizagdo dos ensaios de pureza do
produto em processo e produto acabado sdo farmacopéicas. A concentracdo de

proteinas foi dosada pelo método de biureto quando em controle de processo e através

23



do método de kjeldhal para o produto acabado. A pureza dos concentrados obtidos foi
avaliada por eletroforese em gel de agarose seguindo o procedimento farmacopéia
européia (EP). A integridade da molécula foi avaliada por CLAE com coluna de 600 x
75 mm segundo monografia (monografia 2.2.29 EP 5?2 edicdo). A quantificacdo de IgA
e IgM foi realizada por ELISA (“enzyme-linked immunosorbent assay”). A medida da
atividade anti-complementar foi realizada de acordo com monografia especifica (2.6.17
EP 5% edicdo). O produto acabado apresentou-se ndo-reagente para teste de ELISA na
pesquisa de anticorpos triados para doacdo de sangue, tais como anti-HIV; e anti-HIV;
além de anticorpos contra antigenos de superficie da hepatite B. Foram detectados por
hemaglutinagéo presenca de anticorpos anti-bacterianos. Foram detectados ainda por
teste ELISA presenca de anticorpos antivirais ndo-triados no hemocentro. A Figura 1
sumariza todas as etapas de purificacdo e preparacdo do concentrado de

imunoglobulinas.

PLASMA FRESCO CONG. PastalgG Pura

Dissolugdo
Descongelacio folanificagio

Ultrafiltragio/Diafiltracio

Precipitado ;—‘ pH 4,03 4,2 Precipitagio PEG 6% ‘
descartado
v
Sobrenadante Inativacao viral 5/D
Sobrenadante ‘_‘ o ‘
H7,4a 7,6 Precipitacio PEG 12%
descartado P g +
i Cromatografia Troca Idnica
pH 4,03 4,2
) Ch Sepharase
Acido caprilico 30 mM +
BRI Ultrafiltracio/Diafiltracio
l Sobrenadante +
Precipitado o Formulagdo
1—| pH 7,4a 7,6 Precipitacac etanal 25% ‘ ¢
descartado l *

| Filtracao Estéril /Envase ‘

Figura 1: Fluxograma de producao da IgGIV 5% utilizado neste trabalho.
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Obtencéao de Pasta Bruta de Imunoglobulina G (1gG):

O material de partida utilizado foi o plasma fresco congelado obtido a partir de
doadores voluntarios oriundos da regido metropolitana do Recife — PE, tendo sido
disponibilizados a essa pesquisa segundo os critérios do Comité de Etica em Pesquisa
da Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco — HEMOPE. O plasma
selecionado aleatoriamente foi descongelado a + 4°C e clarificado por centrifugacao a
12.000 rpm. A pasta de crioprecipitado recuperada foi desprezada e o sobrenadante
tratado. A primeira precipitacao foi obtida por ajuste do pH para 4,1+/- 0,1 utilizando-se
acido acético 0,5M e adicdo de polietilenoglicol g.s.p 6% m/v. Apds 6 horas sob
homogeneizacdo lenta o precipitado formado foi separado por centrifugacdo. O
sobrenadante teve o pH ajustado para 7,5 +/- 0,1 e foi acrescido polietilenoglicol g.s.p.
12% m/v uma pasta bruta rica imunoglobulina G foi obtida e separada por
centrifugagéo.

12 Inativacdo Viral e Obtencao da Pasta Pura de 1gG:

A pasta bruta de IgG foi dissolvida em &gua para injetavel em quantidade equivalente a
seis vezes 0 seu peso (Kg/L) e teve o pH ajustado para 5,1 +/- 0,1. Foi adicionado &cido
caprilico g.s.p. 30 mM. A suspensao foi mantida sob constante agitacdo em temperatura
de 25°C +/- 1°C por 1 hora como primeira etapa de inativacgdo viral (Lundblad, 1991).
Adicionou-se polietilenoglicol g.s.p. 3% m/v formou-se um precipitado que fora
descartado por centrifugacdo. O sobrenadante foi filtrado, tendo sido obtida uma
solucdo hialina. O pH dessa solucéo foi ajustado para 7,3 +/- 0,1 e em seguida abaixou-
se a temperatura para proximo de 0°, quando se iniciou a adicao etanol g.s.p. 25%. O
aumento da concentracdo alcodlica seguiu concomitantemente com o resfriamento da
suspensdo de forma que ao final da adicdo do etanol a temperatura do produto em
processo estava proxima a — 5° C. Depois de atingida a zona de frio 6tima, entre — 5°C e
-7°C, iniciou-se a precipitacdo das imunoglobulinas, que durou 8 horas. O precipitado
formado, 1gG pura, foi recuperado por centrifugacao.
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22 Inativacdo Viral, Purificacdo Cromatogréafica e Formulacéo:

Dissolveu-se a pasta de 1gG pura em &gua para injetavel em quantidade equivalente a
seis vezes seu peso (Kg/L), ajustou-se o pH para 4,5 +/- 0,2 utilizando-se HCI 0,5 N e
realizou-se uma filtragéo clarificante com 0,65um de porosidade absoluta. Uma solugéo
limpida foi obtida.

Para reduzir a forca ionica, diafiltrou-se solucdo de IgG com uma quantidade de agua
para injetavel igual a duas vezes o volume de dissolucdo, em seguida, a concentracéo
protéica foi ajustada para 5%. A diafiltracdo e o ajuste da taxa de proteina foram
realizadas com sistema Pellicon — Millipore de 30KD.

A solucdo com baixa forca i6nica foi submetida ao processo de inativacdo viral por
acao da mistura solvente/detergente empregando-se 0,3% (m/m) de Tri-n-butilfosfato e
1% (m/m) Tween 80 sob temperatura de 25°C (HOROWITZ, 1992)

Uma purificacdo final foi realizada por cromatografia liquida de troca idnica tendo a
CM Sepharose FF como fase estacionaria. O sistema foi equilibrado por quatro
volumes de tamp&o NaCl 0,02 M pH 4,0. A amostra foi injetada na razdo de 1,5 vezes o
volume da coluna por cada ciclo. A eliminacdo da mistura de solvente detergente se deu
por lavagem da fase estacionéria utilizando-se dez vezes o volume da coluna de tampéo
glicina 0,01 M pH 7,0. A IgG foi eluida com sete volumes de tampédo glicina 0.1 M
mais NaCl 0.15 M e pH 9.0

O eluato teve seu pH ajustado para 4,1 a 4.3 utilizando-se tampéo de &cido cloridrico
0,1M e procedeu-se uma diafiltracdo contra 3 volumes do tampdo de sucralose 10%. A
taxa de proteinas foi ajustada para 5%. Novamente utilizou-se um sistema Pellicon —
Millipore, dessa vez com 10KD de poder de corte. A solucdo foi filtrada em filtros

esterilizante e envasada de forma asséptica

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A tradicional utilizacdo de métodos que utilizam etanol em todas as etapas de
fracionamento plasmatico pode ser justificada pelas diversas caracteristicas que lhes sdo
prépria tais como, baixo peso molecular, volatilidade diminuida quando resfriado,

reconhecido poder bacteriostatico e possibilidade de reaproveitamento através da ré-
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destilacdo. No entanto, o polietilenoglicol (PEG) apresenta uma contundente
caracteristica quando se objetiva a preservacdo estrutural da molécula de 1gG, que é nao
ter acdo desnaturante frente a essa molécula. No presente trabalho foram utilizados os
dois tipos de alcool em busca de um resultado sinérgico, a purificacdo bruta foi
realizada pela a¢do do PEG e o etanol foi empregado na ultima fase do processo. O
resultado da fragdo bruta de 1gG mostrou uma pureza de 95% enquanto o produto
acabado 100% da fracdo plasmatica purificada correspondia a fracdo gama. As
subclasses de 1gG mostraram-se divididas de forma idéntica ao plasma humano, sendo o
concentrado obtido potencialmente eficaz para o uso em qualquer situagao que requeira
neutralizacdo direta de antigenos, inclusive através da barreira placentaria (GREY,
1964). Néo foi detectada a presenca de outras gama-globulinas de peso molecular
préximo ao da IgG, tais como IgM e IgA, sendo essa Ultima apontada pelos autores
como possivel responséavel por reagdes anafilaticas ligadas ao uso de imunoglobulinas.
(ULLMAN,1989)

A metodologia apresentada permite a utilizacdo em escala industrial, pois pode ser
incorporada as outras tecnologias, sem prejuizo da recuperacdo dos fatores de
coagulacéo, ou da albumina. O rendimento médio da tecnica foi de 3,3 gramas de 1gG
pura para cada litro de plasma fracionado.

A insercdo de uma etapa de precipitacdo etandlica para separar as imunoglobulinas se
mostrou vantajosa quanto ao aspecto de eliminacdo do agente precipitante por
ultrafiltracdo. O fluxo da ultrafiltracdo mostrou-se superior na técnica combinada PEG-
etanol (45 I/hora) quando comparada a técnica de purificacdo, utilizando-se, apenas, 0
polietilenoglicol (32 I/hora). Uma etapa de precipitacdo por etanol na concentragéo final
de 25% é também vantajosa para 0 processo combinado, por ser considerada como uma
fase de reducdo viral (MORGENTHALER, 1989).

Foram introduzidos a esta metodologia dois processos de inativacdo viral, através de
técnicas validadas. A primeira foi a acdo do acido caprilico 30mM a pH 5,1 que sob
esse ambiente apresenta poder detergente sobre a membrana lipidica de virus
envelopados. (PARKKINEN 2007). A segunda metodologia de inativacdo viral foi a
acdo da mistura de um polissorbato e o tri-butilfosfato (solvente/detergente), que
também age sobre o envelope lipidico viral. Existe ainda a possibilidade de se adicionar
uma etapa de reducdo viral através da nanofiltracdo, visando eliminagdo de virus ndo-
envelopados como o parvovirus B19 e o HVA. (KREIL, 2006)
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A medida da atividade complementar mostra que o produto acabado poderia ser bem
administrado pela via endovenosa sem ativacao indevida do sistema complementar (US
FDA 2008). A inexisténcia de agregados devido a purificacdo pelo polietilenoglicol
confere estabilidade a molécula dispensando tratamentos enzimaticos e ou acidos que
modificariam a estrutura da molécula. A solucdo limpida obtida é indicativa dessa
estabilidade. Quando quantificada, a &rea percentual do cromatograma que corresponde
aos agregados foi de 0,5% (Figura 2).

Figura 2: Cromatograma mostrando a inexisténcia de agregados e que o pico principal correspondente a

area de mondmeros corresponde a 99,5%.

Depois de submetida a 57°C por 50 horas ndo houve modificacdo do aspecto fisico da
solucdo em comparacao a mesma solucéo que nao fora submetida a essa temperatura no
mesmo tempo. A pureza da solucdo de IgGIV foi confirmada por eletroforese em gel,
onde se comparou plasma de partida com a solucdo obtida. (Figura 3).
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Plasma (1gG a 5%)

Figura 3: Eletroforese da amostra de plasma fresco e do produto acabado (IgG a 5%).

O produto acabado apresentou-se ndo-reagente para teste de ELISA, na pesquisa de
anticorpos triados para doacdo de sangue, tais como anti-HIV; e anti-HIV,, além de
anticorpos contra antigenos de superficie da hepatite B. Foi detectada, por
hemaglutinacdo, presenca de anticorpos anti-bacterianos. Foi detectada, ainda por teste
ELISA, presenca de anticorpos antivirais ndo-triados no hemocentro. Considerando-se
que o plasma de partida utilizado na producéo fora oriundo de uma zona endémica para
dengue (CORDEIRO, 2007), detectou-se no produto acabado altos titulos de 1gG anti-
dengue (DO média de 35, positivo para DO>10). Um aprofundamento desse estudo se
faz necessario para que se possa identificar a presenca de mais de um subtipo do virus
no concentrado de 1gG que potencialmente poderia causar o fendbmeno de ADE
(antibody dependent enhancement) se o produto fosse indicado para casos de dengue
(FIGUEIREDO, 1999). Os resultados estdo dispostos na Tabela I.

29



Tabela 1: Caracterizagdo Bioquimica/Imunolégica da solucéo de IgGIV a 5%.

30

Caracterizacdo Protéica

Analise
Conc. Protéica

Composicao Protéica
(pureza)

Distribuicdo de subclasses
|gGl
|gG2
|gG3
|gG4

pH
IgA
IgM

Atividade
Anticomplementar
Anticorpos anti-HIV1
Anticorpos anti-HIV2
Anticorpos anti-HBSAg
Anticorpos anti-
streptococus
Anticorpos anti-parvovirus
Anticorpos anti-rubeola
Anticorpos anti-dengue

Quantificacao de agregados

Estabilidade a 57°C/50h

Valores normais
50 mg/ml +/- 10%

Minimo 95% IgG

Em percentual
65— 70
20-25

7-10
3-6

40a74

<1 CHs
Ausente
Ausente
Ausente

<3%

Nao gelifica

Resultado
52 mg/ml

100 % IgG

Em percentual
64
22
8
6

452
Nao detectavel
Nao detectavel

<1 CHsg
Ausente

Ausente
Ausente

Presente
Presente
Presente
Presente

0,5%

Nao gelifica




CONCLUSAO:

A tecnologia desenvolvida apresentou um bom rendimento para producdo de IgG
intacta — 3.3g/litro de plasma. O método desenvolvido no presente trabalho tem
potencialidades para apresentar maior produtividade do que o método de Cohn-Oncley,
tendo em vista que o tempo de precipitacdo das fracdes pelo etanol é maior do que o das
fracbes obtidas pelo polietilenoglicol. Também possibilita a insercdo de diversas
tecnologias de paralelas que visam melhorar o processo de purificacdo do produto
acabado, bem como permite a incorporacdo deste método a outras metodologias de
fracionamento de plasma. Vale ressaltar que a estabilidade térmica obtida sob condi¢Bes
de 57°C por 50 horas permite o desenvolvimento de mais uma etapa de inativacéo viral.
Certamente, 0 método aqui descrito pode contribuir para que centros de fracionamentos
desenvolvam, ou aprimorem, suas técnicas de obtencdo de concentrados de IgGIV com
moléculas intactas e subclasses preservadas ampliando o leque de indicacGes, bem
como as chances do sucesso terapéutico.
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A new manufacturing process to produce a liquid and hyperimmune intravenous

immunoglobulin using two steps of viral inactivation

ABSTRACT:

In order to improve the traditional Cohn-Oncley’s method that uses cold ethanol at least
three steps as precipitating agent, here we describe a new manufacturing process to
produce intravenous immunoglobulin G (IgGIV) highly concentrated and purified using
polyethylene glycol followed by a single step of precipitation with ethanol. The
purification of the crude fraction containing more than 95% of immunoglobulin G was
performed using liquid chromatography with an ion-exchanger CM Sepharose as
stationary phase. During this manufacture, the product was submitted to a double viral
inactivation, firstly by the treatment with sodium caprylate (30 mM, pH 5.1 £ 0.1)
followed by the treatment with mixtures of solvent / detergent. The final product was a
sucralose-stabilized formulation containing 5% of protein, yielding 3.3 g of 1gG per
liter of plasma and of low aggregate and dimer contents in this preparation (less than
3%). Analyses of the final product disclosed anti-complementary activity (CHsg) lower
than 1. Furthermore, measurement of its neutralization capacity showed the presence of
anti-bacterial and anti-viral concentration in at least three times greater than the plasma
source. In summary, the final product, prepared from this new manufacturing process,
showed purity, functional integrity and stability in accordance to European

Pharmacopoeia 1V edition.

Uniterms: blood products, immunoglobulin, polyethylene glycol, ultrafiltration, ion-
exchange chromatography, HPLC.
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5 CONCLUSOES

A tecnologia desenvolvida apresentou um bom rendimento para producdo de IgG
intacta — 3.3g/litro de plasma. Esta metodologia tem potencialidades para apresentar maior
produtividade do que o método de Cohn-Oncley, tendo em vista que o tempo de precipitacdo
das fracOes protéicas pelo etanol é maior do que o dessas fracGes obtidas pelo
polietilenoglicol. Outra vantagem € a diminuicdo em torno de cinglienta por cento da
demanda de carga da cadeia do frio, reduzindo custos de instalagdo e operacionais de uma
unidade fabril.

O método se mostrou apto ao acoplamento de tecnologias suplementares de purificacao.
A etapa de cromatografia liquida de troca idnica utilizada para eliminacdo da mistura
solvente/detergente € um exemplo dessas possibilidades. Outra tecnologia passivel de ser
acrescida ao processo € a nanofiltracdo para remocdo viral, que se apresenta como uma
tendéncia de utilizacdo na producédo de hemoderivados (BURNOUF 2007).

Os agentes precipitantes foram eliminados por ultrafiltracdo, ndo tendo sido registrados
problemas operacionais, ratificando os resultados encontrados por Martinache e Henon
(1980).

O produto acabado foi formulado em pH é&cido (4,0 a 4,5) tendo sido utilizado
carboidrato, sucralose a 10% para obtencdo da isotonicidade do meio. Nessas condicdes a
solucdo apresentou estabilidade térmica quando submetida a ambiente adverso de temperatura
57°C por 50 horas. Esse resultado nos encoraja a estudar a inser¢do de mais uma etapa de
inativacao viral pelo aquecimento da solucéo a 60 ° C por 10 horas.

A caracterizacdo imunoldgica do produto acabado mostrou-se satisfatéria quanto aos
requisitos farmacopéicos de requerer a presenca de anticorpos contra virus e bactérias. A
presenca de anticorpos anti-dengue, mostra que o plasma oriundo de uma zona endémica para
essa patologia, que esteja destinado a ser matéria prima para producdo de concentrados de
imunoglobulinas, € um assunto que deve ser aprofundado.

Entendemos que os objetivos tracados nesse projeto foram atendidos a contento.
Entendemos ainda que esta nova metodologia pode contribuir para o desenvolvimento ou
aprimoramentos de técnicas de obtencdo de concentrados de IgGIV com moléculas intactas e
subclasses preservadas ampliando o leque de indicagdes, bem como as chances do sucesso

terapéutico.
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6 PERSPECTIVAS

6.1.  Avaliar a possibilidade de acrescentar mais uma etapa de inativacdo viral por
aquecimento a 60°C por 10 horas, considerando solugdo permaneceu sem gelificacdo,
quando submetida a temperatura de 57°C por 50 horas;

6.2.  Avaliar a substituicdo do estabilizante ora utilizado por outro aglcar comumente
empregado na formulacdo de hemoderivados, tais como: Manitol, xilitol, sacarose,
glucose ou maltose. Nessa etapa devem ser comparados todos os requisitos de qualidade
que demonstrem a integridade da molécula. A cristalografia pode ser utilizada para tentar
identificar possiveis interacdes da molécula de 1gG com o estabilizante da formulacgéo;

6.3.  Acrescentar uma etapa de reducdo viral por nanofiltracdo, tecnologia que permite
filtrar particulas virais entre 15 e 45 nandmetros, avaliando todos os pardmetros de
qualidade e produtividade;

6.4. Realizar estudos de neutralizagdo de anticorpos “in vivo”. Utilizar modelos animais
para avaliar, por exemplo, a capacidade que tem o concentrado em prevenir um
camundongo de uma infecg&o viral ou bacteriana;

6.5.  Avaliar a cinética de precipitacdo protéica utilizando PEG esterilizado por radiacéo
gama. Em estudos anteriores constatamos que 0 processo de precipitacdo sofre aceleracéo
guando se utiliza o PEG sob essa condicdo. Nesse ponto devemos avaliar doses de 15, 20,
25 e 30 Kilogrades. Todos os parametros de qualidades tém que ser avaliados;

6.6.  Selecionar plasma de doadores que contenham altos titulos de anticorpos contra
dengue para:

Produzir concentrados de 1gG hiperimunes, anti-dengue, e a partir dai:

e Avaliar a capacidade de neutralizacdo das diversas cepas da dengue (virus dos tipos: 1,
2 e 3) através de hemaglutinacdo direta;

e Desenvolver modelos animais para experimentacdo da eficacia de imunoterapia
passiva contra dengue aplicando o concentrado de 1gG hiperimune anti-dengue;

e Desenvolver modelos animais para estudo do fenémeno ADE

6.7. Identificar que tipo de contaminacgdo protéica/quimica existe nos efluentes oriundos
dessa metodologia de producdo hemoderivados e avaliar/desenvolver métodos de

descontaminacdo para descarte no meio-ambiente;
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6.8.  Realizar estudos de estabilidade de curta e longa duragdo para avaliar por quanto
tempo essa formulacdo permanece estavel, se existe formacdo de agregado e que tipo
modificacdo estrutural acontece no decorrer dos anos. Para responder a todas as perguntas,
além de todos os parametros de qualidade deve ser empregada a técnica de cristalografia

ou outra equivalente.
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Highly purified intravenous immunoglobulin G concentrate (IV 1gG) was produced with the
use of polyethylene glycol associated to a single-stage precipitation by ethanol, instead of the
classic Cohn-Oncley process, which employs cold alcohol as the precipitating agent, in a
three-stage process. Precipitation of crude fraction containing more than 95% of
immunoglobulin G was performed by liquid chromatography with a cation exchanger, CM-
Sepharose, as stationary phase. During the process, the product was subjected to two-stage
viral inactivation. The first stage was performed by the action of sodium caprylate, 30 mM at
pH 5.1+/- 0.1, and the second stage was performed by the action of a solvent-detergent
mixture. The finished product was formulated at 5% with 10% sucralose as stabilizing agent.
The process yields 3.3g of 1gG/liter of plasma. The finished product analysis showed an anti-
complementary activity lower than 1CHs,. Polymer and aggregate percent levels were lower
than 3% in the five batches studied. The analysis of neutralizing capacity showed the presence
of antibacterial and antiviral antibodies in at least three times higher concentrations than the
levels found in source plasma. The finished product fulfilled all purity requirements stated in

the 4th edition of the European pharmacopeia.

Uniterms: Blood derivatives, immunoglobulins, polyethylene glycol, ultrafiltration, ion
exchange chromatography, HPLC.
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Obteve-se concentrado de imunoglobulina G intravenosa IgGIV, altamente purificado,
utilizando-se polietilenoglicol associado a uma Unica etapa de precipitacdo por etanol, em
substituicdo ao tradicional método descrito por Cohn-Oncley, que emprega, em trés etapas, o
mesmo alcool resfriado, como agente precipitante. A purificacdo da fragdo bruta contendo
mais de 95% de imunoglobulina G foi realizada utilizando-se cromatografia liquida com um
trocador de cation, a CM-Sepharose, como fase estacionaria. Durante 0 processamento o
produto foi submetido a dupla inativacdo viral sendo a primeira pela acdo do caprilato de
sodio, 30 mM a pH 5,1+/- 0,1 e a segunda por acdo de mistura de solvente/detergente. O
produto acabado foi formulado a 5% utilizando-se sucralose 10% como estabilizante. O
rendimento da metodologia foi de 3,3g de IgG/litro de plasma. A andlise do produto acabado
demonstrou atividade anti-complementar inferior a 1CHso. O valor percentual de polimeros e
agregados em cinco lotes realizados foi inferior a 3%. O estudo da capacidade de
neutralizacdo demonstrou a presenga de anticorpos anti-bacterianos e anti-virais em
concentracdo pelo menos trés vezes maior que o plasma de origem. O produto acabado
apresentou conformidade com todos o0s requisitos de pureza dispostos na farmacopéia

européia 1V edicao.

Unitermos: Hemoderivados, imunoglobulinas, polietilenoglicol, ultrafiltragdo, cromatografia
de troca i6nica, CLAE.
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INTRODUCTION

Blood derivatives are biologic medicines produced from industrial fractionation of
human plasma, subjected to industrialization and normatization processes that confer quality,
stability, activity, and specificity (RDC 46, 2003). Among these products, intravenous
immunoglobulins G concentrates, 1V 1gG, play a prominent role, with a growing world
demand in the last decade due to their new therapeutic applications (Lloret, 2008). This
demand is expected to reach 100 tons by 2012 (Robert, 2006).

Martha (2004) has carried out a literature review of the history of immunoglobulin
replacement therapy since the discovery of antibody capacity to neutralize antigens, described
by Kitasato in 1890 up to the contemporary period. The therapeutic advantage of intact
molecules from 1V IgG concentrates has also been reported in comparison to enzymatically
modified products (Berger, 2008).

The first papers reporting the production of concentrates containing intact molecules
were published in the 1990s. A methodology of IV IgG production fully developed by liquid
chromatography has also been described (Tanaka, 1998). Although liquid chromatography
processes have an established role in the protein purification industry, precipitation techniques
for primary isolation of biological material continue to attract the interest of researchers,
mainly because of their low cost (Chang, 2000 and Buchacher, 2006)

Indeed, chemical agents capable of altering plasma protein solubility, without causing
their denaturation, have been frequently used in research laboratories for the purification of
small quantities of proteins. (Lebing, 2003). Polyols, mainly polyethylene glycol (PEG), have
for many years attracted the interest of the blood derivative industry. Curling (1980) presented
a plasma fractionation method using polyethylene glycol as a precipitating agent. Curling
concluded that PEG presented considerable advantages of use, when compared to ethanol, and
it may shortly be widely used in the production of blood derivatives. Polyethylene glycol has
recently been employed in human plasma fractionation for the production of a crude fraction
of immunoglobulin which was kept in a solution, and was then treated with a two-stage ion
exchange chromatography (Teschner, 2007).

Octanoic acid is another precipitating agent frequently used in the purification of
biological products. Chanutin & Curnish (1960) assessed the inherent characteristics of short-
chain fatty acids (Cs — Cy2) for plasma protein precipitation in acid medium. The authors
concluded that, among the compounds tested, caprylic acid (Cg) presented higher precipitation
efficiency. They also concluded that gamma globulins induced less precipitation than alpha-

globulins and beta-globulins. This paper was a starting point for the development of several
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other 1gG purification methods, using caprylic acid as a primary stage in the production of
immunoglobulins G.

Lebing and cols. (2003) reported the production of a highly purified concentrate,
associating precipitation by caprylic acid to other purification processes. Contaminant
proteins were extracted with caprylic acid 20 mM in acid pH, placing the 1gGs in solution,
which were then subjected to double ion exchange chromatography after clarification, the first
with a cation exchanger, and the second one with an anion exchanger (Lebing et al, 2003).

Due to the evidence found in the literature and the need to establish new technologies
for the production of blood derivatives in Brazil, the aim of the present paper was to develop
an alternative methodology to the classic method of cold ethanol for the production of a
solution containing immunoglobulin G concentrate. In order to achieve this goal, a
combination of two non-denaturing chemical agents (caprylic acid and polyethylene glycol)
was tested in the precipitation of protein fractions. Detergent action of caprylic acid, described
by Lundblad, (1991) was also assessed in the inactivation of enveloped viruses.

MATERIALS AND METHODS

Arithmetic mean values from results of the analysis of the quality parameters within
three experimental batches were computed. All techniques employed during purity assays for
the product in process and for the finished product are according to the Pharmacopeia. Biuret
method was used in protein content determination during process control, while Kjeldahl
method was employed for the finished product. Purity of the concentrates obtained was
assessed by agarose gel electrophoresis according to the guidelines of the European
Pharmacopeia (EP). Molecular integrity was assessed by HPLC with 600 x 75mm columns,
according to EP monograph (2.2.29 EP monograph, 5th edition). IgA and IgM quantification
was performed by ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Anti-complementary
activity was determined according to its specific monograph (2.6.17 EP monograph, 5th
edition). ELISA test for the finished product was non-reactive during the research of
antibodies screened for blood donation, such as anti-HIV; and anti-HIV», and also antibodies
against hepatitis B surface antigens. The presence of antibacterial antibodies was detected by
hemagglutination. The presence of antiviral antibodies not screened in the blood center was
also detected by ELISA test. Figure 1 shows all steps for purification and preparation of

immunoglobulin concentrates.
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Figure 1: Flow chart showing purification and production of IV IgG 5% used in the present study.

Production of Immunoglobulin G (IgG) Crude Paste

The starting material was fresh frozen plasma (FFP), which was thawed at + 4°C and
then clarified by centrifugation at 12.000 rpm. Cryoprecipitate paste recovered was discarded,
and supernatant was treated. The first precipitation was obtained by pH adjustment to 4.1+/-
0.1, with acetic acid 0.5M and the addition of polyethylene glycol g.s.p 6% m/v. After 6 hours
under slow homogenization, the precipitate was separated by centrifugation. Supernatant pH
was adjusted to 7.5 +/- 0.1, and polyethylene glycol g.s.p. 12% m/v was added; some
immunoglobulin G-rich crude paste was obtained and separated by centrifugation.

1st Viral Inactivation and Production of 1gG Pure Paste

IgG crude paste was dissolved in water for injection into a quantity equivalent to six
times its weight (Kg/L), and its pH was adjusted to 5.1 +/- 0.1. Caprylic acid g.s.p. 30 mM
was then added. The suspension was kept under constant agitation at 25°C +/- 1°C for 1 hour,
as the first viral inactivation step (Lundblad, 1991). Polyethylene glycol g.s.p. 3% m/v was
added, with the formation of a precipitate, which was discarded by centrifugation. Supernatant
was filtered, and a hyaline solution was obtained. Its pH was adjusted to 7.3 +/- 0.1, and then
temperature was lowered to close to 0° and the addition of ethanol g.s.p. 25% started. The

increase of alcohol concentration took place concomitantly with suspension cooling, so that
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the product in process temperature was close to — 5° C at the end of ethanol addition. After
reaching optimum cold temperature, between - 5°C and -7°C, immunoglobulin precipitation
started, and it took 8 hours. The precipitate formed, made up of pure 1gG, was recovered by

centrifugation.

2nd Viral Inactivation, Chromatographic Purification and Formulation

IgG pure paste was dissolved in water for injection into a quantity equivalent to six
times its weight (Kg/L), and its pH was adjusted to 4.5 +/- 0.2 with HCL 0.5N, and a
clarifying filtration was performed with absolute porosity values of 0,65um. A limpid solution
was obtained.

In order to reduce ionic force, IgG solution was diafiltered with water for injection
into a quantity equivalent to twice its dissolution volume, followed by protein concentration
adjustment to 5%. Diafiltration and protein level adjustment were performed with 30KD
Millipore Pellicon System.

The solution with low ionic force was subjected to viral inactivation process by action
of solvent-detergent mixture with Tri-n-butyl phosphate 0.3% (m/m) and Tween 80 1% (m/m)
at 25°C (Horowitz, 1992).

A final purification process was performed by ion exchange liquid chromatography
with CM Sepharose FF as stationary phase. The system was balanced by four volumes of
NaCl 0.02 M buffer pH 4.0. The sample was injected at 1.5 times the column volume in each
cycle. Solvent-detergent mixture elimination was performed by washing of stationary phase
with ten times the column volume of glycine buffer solution 0.01 M at pH 7.0. IgG was eluted
with seven volumes of glycine buffer solution 0.1 M plus NaCl 0.15 M at pH 9.0

Eluate pH was adjusted to 4.1-4.3 with hydrochloric acid buffer solution 0.1M, and a
diafiltration was performed against 3 volumes of sucralose buffer solution 10%. Protein levels
were adjusted to 5%. Again, Millipore Pellicon System was used, with cutting power of
10KD. The solution was filtered by sterilizing filters and was then packaged aseptically.
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RESULTS AND DISCUSSION

The traditional use of methods that employ ethanol in all plasma fractionation steps
may be justified by several specific features such as low molecular weight, reduced volatility
when cooled, known bacteriostatic property, and recovery possibility due to redistillation.
Polyethylene glycol (PEG), however, has a very prominent feature related to preservation of
IgG molecular structure: it has no denaturizing action against IgG. In order to reach a synergic
result, two types of alcohol were used in the present study: PEG was used for crude
purification, and ethanol was used in the last step of the process. IgG crude fraction had 95%
purity, the gamma fraction in the finished product was 100% pure. IgG subclasses were
distributed identically to human plasma, and the concentrate obtained was potentially
effective for use in any situation requiring direct neutralization of antigens, including
placental barrier transposition (Grey, 1964). Other gamma-globulins such as IgM and IgA,
with molecular weight close to 1gG, were not detected. The latter was considered by the
authors as the possible culprit for anaphylactic reactions related to the use of
immunoglobulins. (Ullmann, 1989)

The methodology presented here can be used in factory-size production, because it can
be linked to other technologies, with no loss in the recovery of coagulation factors and
albumin. The average yield of the technique was 3.3 grams of pure 1gG for each liter of
fractionated plasma.

Inclusion of an ethanol precipitation step to immunoglobulin separation showed
advantages in relation to the elimination of precipitating agent by ultrafiltration. Ultrafiltration
flow was higher in the PEG-ethanol combined technique (45 I/hour) when compared to
purification technique using polyethylene glycol only (32 I/hour). The introduction of an
ethanol precipitation step in 25% final concentration also brings advantages to combined
process, because it is considered a step in viral reduction (Morgenthaler, 1989).

Two viral inactivation processes were introduced into the methodology, both using
validated techniques. The first one was the action of caprylic acid 30mM at pH 5.1, which has
a detergent action on the lipid membrane of enveloped virus. (Parkinnen, 2007). The second
methodology for viral inactivation was the action of polysorbate and tri-butyl phosphate
(solvent/detergent) mixture, which also acts on viral lipid envelope. There is also the
possibility of introducing a viral reduction step by nanofiltration, aiming at the elimination of

non-enveloped virus such as parvovirus B19 and HVA. (Kreil, 2006)
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Complementary activity measurements show that the finished product could be
injected by intravenous infusion without any undue activation of the complement system (US
FDA 2008). The absence of aggregates due to purification by polyethylene glycol gives
stability to the molecule, with no need for treatment with enzymes and/or acids that would
change molecular structure. The limpid solution obtained reflects such stability. When
quantified, the percentage area of the chromatogram corresponding to the aggregates was
0.5% (Figure 2).

FIGURE 2: Chromatogram showing the absence of aggregates and also showing that monomer area main peak

is 99.5%.

After being subjected to 57°C for 50 hours, no changes were observed in the physical features
of the solution when compared to the same solution not subjected to such temperature for 50
hours. Purity of IV IgG solution was confirmed by gel electrophoresis, when starting plasma

was compared to the obtained solution (Figure 3).
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Plasma (1g9G a 5%)

Figure 3: Electrophoresis of fresh plasma sample (left) and of the finished product (IgG 5%).

ELISA test for the finished product was non-reactive during the search for antibodies
screened for blood donation, such as anti-HIV; and anti-HIV;, and also antibodies against
hepatitis B surface antigens. The presence of antibacterial antibodies was detected by
hemagglutination. The presence of antiviral antibodies not screened in the blood center was
also detected by ELISA test. Considering that the starting plasma used in the process was
collected from a dengue endemic zone (Cordeiro, 2007), anti-dengue 1gG high titers were
detected in the finished product (average optic density [OD] 35, positive for OD>10). The
present study should be extended in order to identify the presence of more than one viral
subtype in IgG concentrate, which could potentially cause ADE (antibody dependent
enhancement) phenomenon if the product were indicated for dengue cases (Figueiredo, 1999).

The results are displayed in Table I.



Table 1: Biochemical/Immunological Characterization of 5%. 1gG IV solution

Immunobiochemical Characterization

Analysis*
Protein Conc.
Protein Content
(pureness)
Subclasses distribution
19G,
|gG2
|gG3
fo[en

pH
IgA
IgM
Anti-complementary
(CHso)
Anti-HIV1 antibodies
Anti-HIV2 antibodies
Anti-HBSAg antibodies
Anti-Streptococcus
antibodies
Anti-parvovirus
antibodies
Anti-rubella antibodies
Anti-dengue antibodies
Quantification of
aggregates
Stability at 57°C/50h

Normal values
50 mg/mL = 10%

Result
52 mg/mL

Minimum of 95% IgG ~ Minimum of 100% IgG

Percent

6570
20-25
7-10
3-6

40-74

<1

Absent
Absent
Absent

<3%

No gellification

Percent

452
Not detectable

Not detectable
<1

Absent
Absent
Absent
Present

Present
Present
Present

0.5%

No gellification

CONCLUSION
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The technology developed by the authors of the present paper showed high vyield

levels in the production of intact 1gG — 3.3g/liter of plasma. The method has potential to show

higher productivity than the Cohn-Oncley method, because the precipitation time of the

fractions obtained by ethanol is higher than in the fractions obtained by polyethylene glycol. It

also makes it possible to introduce several parallel technologies in order to improve finished

product purification process, and it also allows linking of this method to other plasma

fractionation methodologies. It is important to emphasize that thermal stability at 57°C for 50

hours allows the development of another viral inactivation step. The method described here

can certainly help fractionation centers to develop, or improve, their techniques of the
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production of 1V IgG concentrates, with intact molecules and preserved subclasses, increasing

the range of indications, and also enhancing the chances of therapeutic success.
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