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BUENOS AIRES; 11 de Diciembre de 2018.-

VISTO [as presentes actuaciones referidas al Convenio Especifico a suscribir entre la’
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires y la Administracion Nacional de
Laboratorios e Institutos de Salud “Dr. Carlos G. Malbran™ — ANLIS; y

CONSIDERANDO:

Que el presente convenio tiene por objeto el desarrollo de protocolos innovativos para la
produccidn de sueros antiofldicos y su ensayo a escala piloto.

Que asimismo se consugnan en el Anexo | de la presente el plan de trabajo junto con el
cronograma de pagos.

Por ello y atento a lo aconsejado por la COMISION DE CIENCIA Y TECNICA, y lo
establecido en las Resoluciones (CS) N° 1655/87 y 5909/20089.

EL CONSEJO DIRECTIVQ DE LA FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
Resuelve:

ARTICULO 1% SOLICITAR al Consejo Superior de la Universidad de Buenos Aires la ratificacién del
Convenio Especifico y el Anexo | a suscribir entre la Faculta de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de
Buenos Aires y la Administracién Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud “Dr. Carlos G. Malbran" —
ANLIS, cuyo texts pasa a formar parte de la presente resolucion.-

ARTICULO 2°.- Reglstrese; dése a las Secretarfas de Asuntos Jurldicos, Supervision Admlmstratlva ¥
Ciencia y Técnica para las intervenciones de su competencia; cumplido elévese a la Universidad de Buenos
Aires para su aprobacion, previo envio de copia del Convenio firmado a la Direccién de Consejo Dlrectlvo
por parte de la Secretarfa de Asuntos Jurldicos; y oportunamente archivese.-

RESOLUCION N° D12

L/aurs:/ Schreier

Sacretaria Acadamica

Criziina Arranz
. Dacana
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CONVENIO ESPECIFICO

Entre la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires, en adelante la
FACULTAD, representada en este acto por su Decana, Prof. Cristina Arranz, con domicilio en
la calle Junin 956 de esta Ciudad Autonoma de Buenos Aires, por una parte y por la otra [a
Administracion Nacional de Laboratorios ¢ I[nstitutos de Salud “Dr. Carlos G. Malbrdn™ -
ANLIS, representada en este acto por su Interventora Dra. Claudia Perandones, con domicilio
en la calle Vélez Sérsfield 563 de esta Ciudad Auténoma de Buenos Aires, en adelante EL
ORGANISMO, acuerdan celebrar el presente Convenio Especifico, enmarcado en el Convenio
Marco suscripto entre las partes y aprobado por Consejo Directivo con fecha 11 de diciembre .

mediante Res. (CD) N° 511/18, sujcto'a las siguientes clausulas a saber:

PRIMERA: OBJETO: El presente 'cdn'v.enio tiene por objeto el DESARROLLO DE
PROTOCOLOS INNOVATIVOS PARA LA PRODUCCION DE SUERCS
ANTIOFIDICOS Y SU ENSAYO A ESCALA PILOTO

SEGUNDA: UNIDAD EJECUTORA: Se designa como Unidad Ejecutora de las tareas
emergentes de este Convenio a la Cétedra de BIOTECNOLOGIA del Departamento de
MICROBIOLOGIA, INMUNOLOG{A Y BIOTECNOLOGIA de la Facultad de Farmacia y

Bioquirnica de [a Universidad de Buenos Aires.

TERCERA: REPRESENTANTES TECNICOS: EI ORGANISMO designa al Dr. Matias
Fingermann, quien tendrd a su cargo la relacion con la Facultad en cuanto a aspectos técnicos
del desarrollo del trabajo. Por su parte, la FACULTAD designa como representante técnico al
Dr. Osvaldo Cascone, quien tendra a su cargo la direccion cientifica y ejecucién de las tareas
del mismo. El representante técnico de la Facultad podrd ser removido por ésta, con justa

catsa.

CUARTA: OBLIGACIONES DE LAS PARTES:

1) La FACULTAD se hard cargo del trabajo de disefio y supervision de los trabajps?".

correspondientes a la purificacion de inmunoglobulinas antiveneno de caballo y de-
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huevo tanto a escala de laboratorio como a escala piloto. Las tareas a desarrollar y los

desembaolsos parciales se describen en el Anexo de este Convenio.

2} El ORGANISMO abonard en concepto de aranceles, la suma de $ 446.400 (pesos
cuatrocientos cuarenta y seis mil cuatrocientos). Dichos pagos se efectivizarin
periédicamente mediante depdsito en la Tesorerfa de la Facultad para ser imputados
conforme a la Resol. (CS) 1655/87 y 906/90. Ello., conforme al cronograma descripto en el
ANEXO adjunto.

QUINTA: DISPONIBILIDAD PARCIAL: Se deja constancia que los docentes de la
Facultad no empleardn en el cumplimiento de la tarea objeto de este convenio més del 30% del
tiempo previsto para el régimen de dedicacién exclusiva, de conformidad con la Resol. (CS) N°
1655/87 y 5909/09.

SEXTA: Los resultados parciales o definitivos, obtenidos a través de las tareas programadas
podran ser publicados de comiin acuerdo, dejéndose constancia en las publicaciones de [a
participacién correspondiente a cada una de LAS PARTES, debiéndose cumplir estrictamente
con la Resolucién (CS) N° 6157/16. Los derechos intelectuales que se originen en trabajos
realizados en el marco del convenio pertenecen en su totalidad a la Universidad de Buenos

Aires,

SEPTIMA: el presente convenio no limita el derecho de las partes a la formacién de acuerdos
semejantes con otras Instituciones. Todo aquello no previsto en el convenio serd resuelto de .

comin acuerdo entre las partes.

OCTAVA: La suscripcion del presente Convenio no implica otro vinculo entre las partes que
los derechos y obligaciones comprendidos en el mismo y las partes mantendrin su
individualidad y autonomia en sus -rESpectivas estructuras técnicas, académicas y
administrativas y asumiran particularmente las responsabilidades exclusivamente con relacion

a dicha parte.

NOVENA: Ambas partes deberan declarar €l conocimiento de [a Resolucién (CS) N° 3404/99.

en referencia a las pautas de utilizacion del logotipo, isotipo y nombre de ia UBA.
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DECIMA: Vigencia: El presente convenio tendré vigencia por un plazo de un (1) afto a contar
desde la fecha de la firma del mismo. Para su prorroga, las partes deberan fundar su voluntad
de forma fehaciente con una anticipacion de por lo menos TREINTA (30) dias con relacién a la
fecha de vencimiento. No obstante ello, cualquiera de las partes podrda denunciar
unilateralmente sin expresién de causa su voluntad contraria’ a la continuacion de este
Convenio, mediante preaviso escrito a la otra parte efectuado con una anticipaciéon de
TREINTA (30} dias. La denuncia no dara derecho a las partes a reclamar indemnizacién y/o
compensacion de cualquier naturaleza. Los trabajos en ejecucion al producir efecto la denuncia
serdn finalizados dentro del periodo anual en que la misma fuera formulada o dentro de los

limites permitidos por el aporte financiero realizado.

DECIMA PRIMERA: Las partes se . c'o_mprometen a no revelar a terceros ninguna
informacidn técnica originada en la otra pérte,-anterio’r o subsiguiente a la firma del presente, o
que resulte de las tareas que constituyen el objeto de este Convenio. Asimismo, las partes se-
obligan a comprometer al personal que tuviere acceso a tal informacién a no revelarla a
terceros y mantenerla estrictamente confidencial. Las partes se pondrén de acuerdo, por escrito,
acerca de qué aspectos de la informacién-desarrollada podré divulgarse o publicarse y en qué -

forma.

DECIMA SEGUNDA: A los efectos del presente Convenio las partes se someten a la
competencia de los Tribunales Federales de la Capital Federal, renunciando a cualquier otro
fuero que pudiera corresponder. A tales efectos, el ORGANISMO constituye domicilio en la:
calle Vélez Sarsfield 563, de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires y la FACULTAD, en la
calle Viamonte 430 P.B., de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires - Direccién de Mesa de”
Entradas, Salidas y Archivos del Rectorado y Consejo Superior, donde seran vélidas las
notificaciones judiciales. Asimismo, la FACULTAD constituye domicilio en la calle Junin
956, de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires, para las comunicaciones y notificaciones no.

judiciales vinculadas con el desarrollo y aplicacion del Convenio.

En prueba de conformidad, se suscriben dos ejemplares de un mismo tenor y a un solo e‘fectn_j,_-
quedando establecido que las obligaciones que asume la FACULTAD quedan sujetaé a

ratificacién del Consejo Directivo de la Facultad de Farmacia y Bioquimica y del Cohsejo.
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ANEXO

DESARROLLO DE PROTOCOLOS INNOVATIVOS PARA LA PRODUCCION DE
SUEROS ANTIPONZONOSOS Y SU ENSAYO A ESCALA PILOTO

El presente convenio tiene por finalidad proponer protocolos para la purificacion de
inmunoglobulinas de dos origenes distintos para ser utilizadas como insumos en la
elaboracidn de sueros antiponzofiosos.

Los protocolos propuestos serdn puestos en practica en el INPB-ANLIS-Malbran
bajo la supervisién del Dr. Osvaldo Cascone. Una vez ensayados a escala de laboratorio, se
proceder4 al escalado hasta llegar a la escala piloto.

Las inmunoglobulinas antiveneno a purificar seran las provenientes de 1) caballos
hiperinmunizados(a partir del plasma de los mismos) y de 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 técnica actual de precipitacién con sulfato de
amonio, que es laboriosa y de bajo rendimiento por la de precipitacién con é4cido caprilico,
que posee reconocidas ventajas.

OBJETIVOS GENERALES o

El principal recurso terapéutico contra el envenenamiento por mordeduras de
serpientes’es el antiveneno obtenido a-parti'r de plasma hiperinmune de caballos, consistente
en anticuerpos IgG enteros o sus fragmentos (Fab’), (Morais y Massaldi, 2009). Dichos
antivenenos se producen desde hace 100 afios con muy pocas modificaciones a través del
tiempo. Este Proyecto pretende incursionar en este tema proponiendo la optimizacion de
nuevas tecnologias para mejorar el rendimiento y con ello disminuir el costo de
elaboracién.

OBJETIVOS ESPECIFICOS E HIPOTESIS DE TRABAJO

Dado que en el Instituto Nacional de Produccidn 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, este Proyecto propone cambiar la metodologia de
precipitacién con sulfato de amonio por el tratamiento con 4cido caprilico, en condiciones
optimizadas por experimentos de disefio factorial para la producci6n de fragmentos (Fab™)
y con ello abastecer al pais llegando a mas lugares del mismo y posiblemente a la region.




RELEVANCIA DEL PROBLEMA .

El uso de anticuerpos IgG enteros ha sido cuestionado, argumentando que su N\
fragmentoFc es el principal responsable de las reacciones adversas tempranas asociadas con
la administracién intravenosa de estos antivenenos (Chippaux, 1998), como consecuencia
de la activacion del complemento. Teniendo en cuenta este argumento, en algunos pafses
los antivenenos se preparan por digestién de los anticuerpos IgG con pepsina para obtener
los fragmentos (Fab®)z. Por otro lado; la administracion de IgG entera es sostenida por otros
autores (Otero y col., 1999), quienes sostienen que los principales responsables de las
reacciones adversas son los agregados proteicos, las proteinas contaminantes y la carga
proteica inyectada. _

El Instituto Nacional de Produccién de Biologicos (INPB, ANLIS Malbrén) es el
principal productor de sueros antiponzofiosos de la Argentina, generando antivenenos -
contra mordeduras de serpientes y picaduras de arafias y escorpiones. El proceso de
produccién empleado consiste en una doble precipitaciéon con suifato de amonio 'y .
ultrafiltracion, proceso que se ha utilizado desde su implementacién hace por lo menos 40
afios. Esta metodologia, si bien provee un antiveneno de buena calidad, es trabajosa y el
rendimiento es relativamente bajo para un proceso biologico de esas caracteristicas
(alrededor del 30%). Si se tiene en cuenta que para obtener los plasmas hiperinmunes se
utilizan caballos que deben ser mantenidos en las mejores condiciones sanitarias, se-
comprende que un aumento del rendimiento del proceso de preparacién de los sueros
antivenenos redundaria en una menor cantidad de caballos a utilizar y por lo tanto un menor
costo de produccién. Con este objetivo, hay 2 caminos que pueden ser explorados: i) _
Mejorar el proceso actual de preCipitacién con sulfato de amonio, o ii) Ensayar métodos
alternativos de mejor performance y-¢osto. _

Varios métodos han sido desarrollados para la produccién de antivenenos, Las
técnicas cromatogréficas como las'de afinidad o intercambio i6nico rinden un producto de
alta calidad (Dias y col., 1989; Smith y col., 1992), pero el costo de produccién es alto y
requieren equipamiento especializado. Los métodos basados en la precipitacion de 1gG o
(Fab”), con sulfato de amonio tienen bajo rendimiento y mayor posibilidad de formacion de
agregados.

La precipitacién de protefnas no-inmunoglobulinas con écido caprilico se conoce
desde hace mucho tiempo (Steinbuch y Audran, 1969; McKinney y Parkinson, 1987;
Perosa y col., 1990). En 1994, Rojas 'y col. aplicaron con éxito esta tecnologia a la
producci6n de antivenenos a partir de plasma hiperinmune de equinos. El progeso consiste -
en una Unica precipitacién del plasma hiperinmune con 4cido caprilico al 5%, obteniéndose
un sobrenadante altamente enriquecido en IgG con alto rendimiento y actividad

neutralizante de veneno. Como, a diferencia de la precipitacién con sulfato de amonio, la

IgG . permanece soluble, la pérdida de rendimiento y la posibilidad de formacion de .
agregados es menor. A bajo pH (4,7-5,0), la hidrofobicidad de la parte alifatica del acido
caprilico se hace dominante y hace que las proteinas acidicas como la albiimina precipiten.




Los anticuerpos, por tener.mayor'bi, tienen suficiente 'cai‘ga'.'para contrarrestar dichz_,_.,._..ﬁ"?

hidrofobicidad y por lo tanto permanecen en el sobrenadante (Wang y col., 2009).

RESULTADOS PRELIMINARES

Desde que la interaccién hidrofobica es la fuerza principal que interviene en la
precipitacién de la albumina por el 4cido caprilico, y dado que la temperatura tiene una
importante influencia sobre este tipo de interaccion, nuestro equipo de trabajo pudo
demostrar una significativa mejora en el proceso de produccioén de antivenenos a base de
IgG entera por la introduccién del factor temperatura, conduciendo la precipitacién a 37°C
(Nudel y col.,, 2012). Con ello se logré un aumento en la velocidad de filtracion para la-
separacion del precipitado de albimina y una menor cantidad de albimina en el
sobrenadante; ademds el proceso requiere una menor concentracion de acido caprilico, lo
que redunda en un menor costo. Ademds, nuestro grupo de trabajo ha publicado una
comparacion entre la purificacién de IgG enteras por el método de la precipitacion con
sulfato de amonio y el método de la precipitacion de las proteinas no IgG con acido
caprilico, donde se muestra la ventaja del segundo método contra el primero (Avila y col.,
2013).

JUSTIFICACION GENERAL DE LA METODOLOGIA DE TRABAJO

Si bien el proceso optimizado de precipitacién con 4cido caprilico para la obtencion
de antivenenos a base de IgG entera disefiado por nuestro grupo (Nudel y col., 2012) resulta
enteramente satisfactorio, se ha suscitado una controversia respecto de las reacciones
adversas, por lo que es de interés para €l INPB contar con un proceso optimizado para la

produccién de antivenenos a base del fragmento (Fab’); obtenido por digestién con
pepsma

Por este camino se pretende uni aumento del rendimiento y una disminucion del
costo del proceso de produccién de los sueros antivenenos, sea a través del proceso en si o
en la disminucién de la cantidad de plasma hiperinmune necesaria con la concomitante
disminucidn del numero de animales empleados.

El aumento de rendimiento, a su vez, permitird aumentar la oferta de antivenenos
para asi poder llegar a mas lugares del pais de manera de acceder a més centros de salud
para una teaccidn mds rapida ante accidentes ponzofiosos y con ello aumentar las
posibilidades de neutralizacién de los venenos.

Se procedera a la optimizacién del proceso a través de un andlisis factorial tal como
se llevd a cabo en la optimizacion de la precipitacién de IgG entera (Nudel y col., 2012),
teniendo en cuenta los factores que influyen en cada caso, tanto para el paso de
precipitacion como para el paso de clivaje enzimatico. _

El camino seguido por la mayoria de los procesos reportados en la literatura (Morals- '
y col., 2014)es la digestién del plasma equino hiperinmune con pepsina y posterior
precipitacién de las moléculas no-(Fab*),. Sin embargo, el anlisis de los mismos revela
diferencias en las condiciones utilizadas: dilucion del plasma, pH, temperatura, tiempo de




incubacién y concentracidn -de pepsina o relacién pepsinaiproteina. Se han presentado:
algunos ensayos de optimizacién que no incluyen todos los factores que influyen en e
clivaje con pepsina ni las interacciones entre estos factores:

- Jones y Landon (2002) presentan -iin método “optimizado™ para la digestién de suero
ovino hiperinmune consistente en un ajuste de pH a 3.5, agregado de pepsina en relacién
enzima:sustrato 1:50 e incubacién a 37°C durante 14-18 h.

- Morais y Massaldi (2005) demuestran que el balance entre pH y tiempo de reaccién es
critico, reflejando un compromiso entre el clivaje completo de las inmunoglobulinas y la
desnaturalizacion de los fragmentos (Fab’)a. _
- 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 incubacién a
30°C durante 30 min.

Estos ejemplos indican que no hay un consenso en el ajuste de condiciones para la .
digestion con pepsina del plasma hiperinrn“ahe por lo que cada fabricante utiliza procesos
no optimizados que redundan en un menor rendimiento de fragmentos (Fab’),, por lo que
en este Proyecto se prevé la apllcacmn de un disefio factorial que permitira la optimizacion -
de la etapa de digestién de las 1nmunoglobuhnas. Unexperimento factorial completoes’
unexperimentocuyo disefio consta de dos o mas factores, cada uno de los cuales con _
distintos valores oniveles, cuyas un'i_c_lades' experimentales cubren todas las posibles-

combinaciones de esos niveles en todo los factores. Este tipo de experimentos permiten el -

estudio del efecto de cada factor sobre la variable respuesta, asi como el efecto de las -~
interacciones entre factores sobre dicha variable. '

El disefio factorial sera reallzado segiin la técnica de Box y col. (2005), donde se
estudiardn los efectos del pH. relacién:eriﬁrna:sustrato, temperatura y tiempo de incubacion
sobre el-porcentaje de ruptura enziméti'ca 'y la presencia de agregados proteicos en un
€nsayo: factorlal 2*. Cada variable se trabajaré en 2 niveles. _

Las respuestas a evaluar serdn el % de ruptura enzimética y la presencia de
agregados, en una tabla de 16 experimentos por duplicado. En un segundo round de disefio
factorial se ajustaran los valores de las variables segin los resultados del primer round, con
lo que se logrard la optimizacién de la primera etapa del proceso de produccién de
antivenenos. _

En este camino a explorar, la primera etapa corresponde a la precipitacién de las -
moléculas no-IgG con 4cido caprilico, de manera que en el sobrenadante quede IgG
purificada para ser posteriormente digerid_a con pepsina. Las condiciones para esta primera
etapa serdn las descriptas por nuestro grupo de trabajo (Nudel y col., 2012). Dichas

condiciones son las siguientes: acido caprilico 3%, pH 4.9, temperatura 37°C, sin dilucién -

del plasma hiperinmune. _

Una vez obtenido el sobrenadante conteniendo la IgG purificada, se proceders a ia
digestién con pepsina para obtener el fragmento (Fab’);. Boushaba y col. (2003) reportaron
que la cinética de digestién con pepsina es mas rapida con (Fab’)2 que con plasma total, de
manera que las condiciones a seleccionar seran diferentes, obligando a un disefio factorial .-




para la optimizacién del clivaje enzimético en condiciones mds suaves. Se estudiaran los N
efectos del pH, relacidn .-enzima:sustrato, temperatura y tiempo de incubacidon sobre el
porcentaje de ruptura enzimdtica y la presencia de agregados proteicos en un ensayo
factorial 2%. Cada variable se trabajaré ¢n 2 niveles.

Una vez elegidos los - parametros optimizados se procederda a la
diafiltracién/ultrafiltracién del sobrenadante con membrana de 30-50 kDa paracambiar el
solvente a PBS y llevar la concentracién de (Fab’): al valor adecuado para la formulacion -
del antiveneno, se agregard fenol como conservador y se procederd a la filtracion
esterilizante final.

CRONOGRAMA DE TAREAS
TAREA TRIMESTRES

Precipitacion de las moléculas no-IgG con 2
dcido caprilico

Disefio factorial (2%) segiin Nudel y col
(2012)

Determinacion de la velocidad de filtracufm
Determinacion de la turbidez del filtrado
Determinacién del rendimiento de IgG activa
Determinacion de la presencia de agregados
Digestion con pepsina de la IgG purificada
contenida en el sobrenadante del paso anterior
Primer disefio factorial {24, orientacién)

| Determinacion del porcentaje de ruptura
enzimatica

Determinacion de la presencia de agregados
Determinacién del rendimiento de fragmento
(Fab’): activo _

Segundo disefio factorial (23, definitivo)
Determinacion del rendimiento de fragmento
(Fab’)2 activo

Determinacion de la presencia de agregados
Formulacion final

Ultrafiltracion, diafiltracién y agregado de
conservador

Filtracién esterilizante

Envasado




2.- PURIFICACION DE ANTICUERPOS ANTIVENENO ‘A PARTIR DE YEMAS\
DE HUEVOS DE GALLINAS HIPERINMUNIZADAS : e

Como otra alternativa véalida para el desarrollo de protocolos innovativos para la
produccion de sueros antiponzofiosos se estudiaré la purificacion de las inmunoglobulinas
contenidas en la yema de huevos provenientes de gallinas hiperinmunizadas.

La inmunizacién de gallinas serd realizada en el INTA Castelar por personal
especializado en esas tareas.

La primera extraccion de las inmunoglobulinas se realizard mediante la particion en
un buffer acuoso: la mayor parte de los lipidos estaran contenidos en la fase superior y las
inmunoglobulinas se ubicaran en la fase inferior acuosa, acompafiadas de diversos
contaminantes que serdn identificados por espectrometria de masas.

Debido a que la administracion de sueros antiveneno es parenteral, el grado de pureza para
los sueros de fuentes distintas del plasma de caballos inmunizados debe ser alto. Por [o tanto, la
purificacién es el paso critico en su proceso de produccién, lo que lleva a los productores a_
reconsiderar sus estrategias, buscando técnicas de purificacién con mayores rendimientos y més
econdmicas {Ladisch y col, 2001). '

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

La cromatografia de afinidad (AC) se basa en un reconocimiento molecular entre la -
proteina de interés y un ligando inmovilizado sobre un soporte, Esta permite disminuir el
nimero de pasos y maximizar la pureza y el rendimiento del proceso por lo que es considerado
el método més eficiente para el aislamient6 y purificacién de proteinas en mezclas comp]ejas'
(Roque y ~Lowe, 2007). Si bien los anticuerpos monoclonales (mAbs) son.
ligandoscromatograficos de alta afi nfdad y especificidad, su elevado costo dificulta su uso a
nivel industrial. Por otro lado, los pépt{dos cortos son ideales como ligandos para separaciones
industriales por afinidad ya que pueden ser sintetizados a un costo muy inferior a los mAbs y en -
forma aséptica bajo normas GMP. Son mucho mas estables porque no requieren de una-
estructura terciaria especifica para mantener su actividad biolégica y son faciles de inmovilizar
en las matrices cromatograficas con alto rendimiento. Las matrices con péptidos cortos
inmovilizados tienen una larga vida 0til ya que la unidn del péptido al soporte cromatogréfico
es muy estable. Las interacciones entre los péptidos y las proteinas son generalmente
moderadas, lo que resulta en condiciones suaves de elucién (Huang y Carbonell, 1995).

El objetivo de la etapa de purificacion es desarrollar una matriz cromatografica de .
afinidad que por su cardcter integrativo permita realizar el proceso de purificacién de las IgY a
partir del extracto deslipidizado hasta el nivel de pureza adecuado en solo un paso en lugar de
la secuencia clasica de pasos cromatograficos basados en 3 propiedades de las biomoléculas:
carga, tamafio e hidrofobicidad. De esta manera, el costo de la purificacion podra reducirse
significativamente.




. CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD CON LIGANDOS PEPTIDICOS

En el desarrollo de procesos de afinidad, es esencial la identificacion de una estructura .
pepttdlca con suficiente selectividad y fuerza de unién como para llevar a cabo una separacion’
por AC. El desarrollo de bibliotecas combmatorlas peptidicas provee una técnica que permite
ensayar decenas de millones de pépt‘idbs_.'.en forma. empirica, lo que facilita enormemente el
descubrimiento de ligandos adecuados para cualquier proteina de interés. En las bibliotecas
peptidicas sintéticas, se sintetizan quimicamente péptidos al azar sobre bolillas de un polimero
soporte. Dentro de las diferentes estrategias de construccién de bibliotecas peptidicas en fase’
stlida, el método dividir-acoplar-recombinar (DAR) es el més conveniente (Furka y col., 1991;
Lam y col., 1991). Este se basa en (i) dividir el soporte sélido en porciones iguales equivalentes
al niimero de aminoécidos que se utilizaran en la construccién de la biblioteca, (if) acoplar en -
cada porcidn un aminoédcido diferente y"(iii) mezclar las porciones. De esta manera se asegura
que todos los representantes de la biblioteca estén presentes en igual proporcidn en la forma de-
“una bolilla-un péptido”, puesto que cada bolilla de resina tendra una tinica entidad peptidica.
Para identificar las bolillas que tienen afinidad por la proteina de interés, y por lo tanto la unen,
se lleva a cabo un screeningen fase: sélida utilizando anticuerpos anti proteina de interés -
conjugados con enzimas que produzcan reacciones de color o compuestos fluorescentes, o
directamente se marca la protefna de interés. Las bolillas que. adquleren color o fluorescencia eén
el screeningcontienen los péptidos que van a ser luego reconocidos por secuenciacién y serdn
unidos a un soporte para conformar la matrlz de afinidad necesaria para la purificacion de las :
inmunoglobulinas a partir del extracto acuoso de la yema de huevo. '
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