CENI

ONI

CENTRO NACIONAL
DE INV
CIENT

Rev. CENIC Cienc. Biol.; Vol. 54. (publicacion continua).222-231.Afo. 2023. e-ISSN: 2221-2450.

ARTICULO DE INVESTIGACION

PRODUCCION EN CUBA DE INMUNOGLOBULINA INTRAVENOSA HIPERINMUNE ANTI-SARS-
COV-2 CON PLASMA DE PACIENTES CONVALECIENTES

PRODUCTION IN CUBA OF AN ANTI-SARS-COV-2 HYPERIMMUNE INTRAVENOUS IMMUNOGLOBULIN WITH
PLASMA FROM CONVALESCENT PATIENTS

Armando Cadiz Lahens™" (0000-0001-6304-0075)
Héctor Borrero Larger® (0000-0003-3791-2313)
Antonio E. Vallin Garcia® (0000-0003-2729-6916)
Lisset Pérez Lavin® (0009-0005-4021-4067)

Javier Oria Gener® (0009-0004-7780-8048)
Gianela Gil Gonzalez® (0009-0005-9939-6598)
Danay Oliva Suarez®(0009-0002-0319-8414)
Lazara Muiioz Hernandez® (0000-0003-2524-8216)
Consuelo Milagros Macias Abraham® (0000-0001-5484-096X)
Gilda Lemos Pérez® (0000-0003-0596-6501)

Ariel Palenzuela Diaz' (0000-0001-5930-7849)
Tays Hernandez Garcia®(0000-0001-8414-0040)

? Planta de Hemoderivados, E Lat ios AICA, Ave. 51, No. 33234 e/ 332y 336, CP 17100, La Lisa, La Habana, Cuba.

® Unidad de Desarrollo e ion, Lat ios AICA, Ave. 39A, No. 4602 e/ 46 y 48, CP 11300, Playa, La Habana, Cuba.
¢ Empresa Laboratorios AICA, Avenida 23 No. e/ 268 y 270, CP 17100, La Lisa. La Habana, Cuba.

d].nstitllto de Hematologia e Inmunologia. Calle 19 No. 960, e/ 8 y 10, CP 10400, Vedado. La Habana, Cuba.

¢ Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, Avenida 31 No. e/ 158 y 190, CP 10600, Playa. La Habana, Cuba.

‘Centm de Inmunoensayos, Calle 134 No. 154 esquina A, avenida 25, Cubanacéan, Playa, CP10600. La Habana, Cuba.

& Centro de Inmunologia Molecular, Avenida 15 esquina 216 s/n, Siboney, CP 16040, Playa. La Habana, Cuba.

*armandoc@aica.cu

Recibido: 26 de agosto de 2023; Aceptado: 1 de noviembre de 2023;

RESUMEN

Se demostro la posibilidad de obtener un preparado de inmunoglobulina hiperinmune anti-Covid-19 de via de aplicacion
intravenosa obtenida a partir del plasma de convalecientes de esta enfermedad. La inmunoglobulina obtenida tiene un titulo
de 458,03 U/mL mostrando un factor de concentracion de la actividad 5,3 veces superior en relacion con el plasma de origen,
lo que permite la administracién de una mayor cantidad de anticuerpos por unidad de volumen con una esperada disminucion
de las reacciones adversas asociadas a la administracién directa del plasma. Para su obtencién se empled una mejora
tecnologica de la plataforma de produccion del INTACGLOBIN®, inmunoglobulina intravenosa de molécula intacta a pH
acido con utilizacion clinica desde 1988. Se obtuvo un autorizo del Centro para el Control Estatal de Medicamentos, Equipos
y Dispositivos Médicos (CECMED) para ejecutar un ensayo clinico fase-1.

Palabras clave: SARS-CoV-2, inmunoglobulina; hiperinmune; anti-Covid-19.

ABSTRACT

Was demonstrated the possibility of obtaining an anti-Covid-19 hyperimmune immunoglobulin preparation for intravenous
application route obtained from the plasma of convalescents of this disease. The obtained immunoglobulin has a titer of 458.03
U/mL, showing an activity concentration factor 5.3 times higher compared to the source plasma, which allows the
administration of a greater amount of antibodies per volume unit with an expected decrease in adverse reactions associated
with direct plasma administration. To obtain it, a technological improvement of the INTACGLOBIN® production platform
was used, an intravenous immunoglobulin with an intact molecule at acidic pH with clinical use since 1988. An authorization
was obtained from the Center for the State Control of Medicines, Medical Equipment and Devices (CECMED) to execute a
phase-1 clinical trial.

Keywords: SARS-CoV-2, immunoglobulin; hiperimmune; anti-Covid-19.
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INTRODUCCION

El sindrome respiratorio agudo grave (SARS por sus siglas en inglés) es el estadio grave de la enfermedad COVID-
19 producido por un dafio masivo alveolar y una falla respiratoria progresiva, ocasionado por el coronavirus tipo-
2 del SARS (SARS-CoV-2) (Xu Z, et al. 2020). El espectro de las manifestaciones clinicas de la enfermedad es
amplio e incluye desde un curso asintomatico y autolimitado hasta neumonia atipica severa y progresiva, falla
multiorganica y muerte (Tian, S., 2020, Rodriguez-Morales AlJ, et. al., 2020).

Se ha demostrado que el SARS-CoV-2 utiliza la enzima convertidora de la angiotensina-2 (ACE2) como el
receptor diana para el ingreso en una célula hospedera. La expresion de ACE2 en células de tejidos humanos

podria indicar un potencial riesgo de reconocimiento por parte del virus y, por ende, ser susceptibles a la infeccion.
(Saez-Valero, J. 2021)

SARS-CoV-2
Proteina S

Célula hospedera

Fig. 1. Reconocimiento de ACEZ2 y mecanismo de entrada del SARS-CoV-2. La proteina S reconoce y se une al factor de
union celular (ACE2) por medio del dominio RBD. Posteriormente, la proteina de union S es procesada proteoliticamente por
TMPRSS2 (proteasa celular) produciéndose la separacion del dominio RBD, la activacion de la proteina de union S y la
posterior fusion de ambas membranas (Adaptado de Mousavizadeh & Ghasemsi)

Se trata de una glicoproteina que se encuentra distribuida de manera abundante en las membranas celulares de
nuestro organismo. Particularmente, en la mucosa oral, nasal y en el epitelio del pulmodn, lo que proporciona
posibles vias de entrada para el coronavirus. El tracto gastrointestinal, los rifiones, el corazon, las glandulas
suprarrenales, el cerebro y los testiculos son ejemplos de tejidos extrapulmonares con expresion de ACE2
confirmada e invasién por SARS-CoV-2. Esta proteina se dispone atravesando la membrana. De esta forma, la
mayor parte de su estructura queda expuesta hacia fuera de la célula. Esto hace que pueda funcionar como
receptora e interaccionar con otras proteinas o ligandos. (figura 1) (Saez-Valero, J. 2021; Saez-Valero J., et al.
2021)

La respuesta humoral a la proteina-S del SARS-CoV-2 determina el desarrollo de inmunidad protectora frente a
esta infeccion. El método estandar de deteccion de anticuerpos neutralizantes es una prueba de neutralizacion de
virus vivo. Se puede reemplazar con la prueba sustituta de neutralizacién de virus (SVNT, en inglés) basada en
un ELISA, que mide la capacidad de los anticuerpos séricos para inhibir la formacion de complejos entre el
dominio de unidn al receptor (RBD) de la proteina S y el receptor celular ACE2. (Kolesov, D., et al. 2022)

En la actualidad, se han propuesto diversas alternativas terapéuticas, aunque los resultados de estudios en la
poblacion no son concluyentes y no se dispone de ninguna intervencion terapéutica aprobada frente a COVID-
19, por lo que existe un gran numero de trabajos abogando por el uso de estrategias de inmunizacién pasiva entre
ellas las inmunoglobulinas intravenosas (IGIV) que se han utilizado de forma segura durante décadas para tratar
enfermedades autoinmunes, inmunodeficiencias, y ciertas infecciones bacterianas y virales (Prete M., et. al, 2020;
Scoppetta C., et. al. 2020; Saghazadeh A., Rezaei N., 2020; Nguyen AA., et. al. 2020). Los mecanismos
moduladores de la inflamacién inducidos por las IGIV y el incremento consistente observado del nivel de
inmunoglobulina conforme avanzan el curso de la enfermedad (Requena I., Nufiez C. 2020), sustenta la
posibilidad de que la terapia con IGIV hiperinmune anti SARS-CoV-2 pueda mejorar el pronostico clinico y
ayudar a acelerar la recuperacién de pacientes con COVID-19 (De Alwis R., Chen S., Gan ES., Ooi EE. 2020).
El plasma de convalecientes (PC) utilizado en los ultimos meses (Tanne JH., 2020) en los primeros estadios de la
enfermedad, ha dejado muchas cuestiones pendientes en la demostracion de su eficacia debido al limitado tamafio
de las muestras, el disefio de los estudios, la terminacion anticipada de los ensayos y el no completamiento de los
resultados (Shen C, Wang Z, Zhao F et. al., 2020; Chai KL, Valk SJ, Piechotta V., et. al. 2020).

223



CENTRO NACIONAL
DE INVESTIGACIONE

tenTiFIcAs Rev. CENIC Cienc. Biol.; Vol. 54. (publicacion continua).222-231.Afo. 2023. e-ISSN: 2221-2450.

Algunos paises obtuvieron donaciones de PC para utilizarlo en la obtencién de una formulacién de
inmunoglobulina enriquecida en anticuerpos anti-SARS-CoV-2 (Vandeberg, P.; Cruz, M.; Diez, J.M.; et al. 2020;
Shaukat A., Syed M., Ayesha A., et. al. 2021; Diez, J.M.; Romero, C.; Cruz, M.; Vandeberg, P.; et. al. 2021) la
cual pudiera ser administrada por via intravenosa, intramuscular o subcutanea.

En este trabajo vamos a describir los resultados del desarrollo de una inmunoglobulina intravenosa, obtenida a
partir del plasma de pacientes convalecientes de la Covid-19, el cual fue analizado usando técnicas de biologia
molecular y procesado en la Planta de Hemoderivados perteneciente a los Laboratorios AICA de la Republica de
Cuba.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Se empled un kit de acidos nucleicos (NAT) para el diagnédstico de los virus de Hepatitis B, Hepatitis C, y los
serotipos 0, 1 y 2 del VIH de Roche Diagnostic (Suiza). Se empled una variante del método ELISA (método
UMELISA SARS-CoV-2 IgG) para determinar el titulo de anticuerpo (Centro de Inmunoensayos (CIE), Cuba).
El reactivo PerciNorm-U fue obtenido de Roche, (Suiza). Se us6 un Kit cinético cromogénico PyroChrome para
determinacion de endotoxinas (LAL) de Cape Cod Inc., (USA).

El sodio di-hidrégeno fosfato dihidratado, el di-sodio hidrogeno fosfato anhidro, el sodio cloruro, el sodio
hidroxido, el acido acético, la solucion buffer de suero de carnero y la fosfatasa alcalina fueron obtenidos de
Merck-Millipore, (Alemania) y el 4-metil-umbriferyl fosfato de Koch Light, del Reino Unido.Todos los productos
quimicos usados fueron de grado reactivo y se usaron tal como se recibieron.

METODOS

Seleccion de los donantes y coleccion de plasma

Fueron seleccionados pacientes convalecientes del SARS-CoV-2 entre 18 y 60 afos de edad, que resultaron
negativos al test por RT-PCR y con presencia de anticuerpos anti-SARS-CoV-2, a las 4 semanas posteriores al
diagnostico de la infeccion y sin otro criterio de exclusion como donante de acuerdo a las regulaciones de los
procedimientos de Cuba para los Bancos de Sangre y Servicios de transfusion y especificamente el protocolo de
actuacién nacional para la Covid-19. (Cuba. Ministerio de Salud Publica, 2020). Las donaciones se obtuvieron
mediante estricta voluntariedad de los donantes manteniendo el consentimiento informado. Las bolsas de plasma
fueron almacenadas inmediatamente en condiciones de congelacién a -20°C. El plasma fue procesado usando un
sistema Cobas-201 de Roche Diagnostic (Suiza) que permite mediante técnica de acidos nucleicos (NAT) el
diagnostico de los virus de Hepatitis-B, Hepatitis-C, y los serotipos 0, 1 y 2 del VIH para los cuales tienen que
resultar negativo.

UMELISA SARS-CoV-2 IgG

Las placas de Ultramicroelisa fueron incubadas cuatro horas a 45°C con péptidos sintéticos de la region
inmunodominante de la proteina RBD del virus (15 pL por pocillo). Las muestras del plasma fueron diluidas del
1 al 20 en doble diluciones de la concentracion inicial con solucion buffer de suero de carnero (en otra placa).
Fueron afiadidos 10 puLL de plasma diluido a los pocillos e incubados a 37°C por 30 minutos. Después de 4 lavados
con la solucién buffer, se afiade 10 pL de anticuerpos anti-IgG humana conjugada con fosfatasa alcalina (para la
titulacion de los anticuerpos IgG) en cada placa y se incubd a 37°C por 30 minutos. Posterior a 4 lavados, se
afiadi6 10 pL de 4-metil-umbriferyl fosfato y se incubo a 20-25°C por 30 minutos en la oscuridad y el sustrato se
hidroliza. La intensidad de fluorescencia es proporcional a la presencia de anticuerpos. Todas las muestras se
analizaron por duplicado. El titulo de anticuerpos se determiné por dilucién final.

Determinacion de endotoxinas

Las mediciones se realizaron utilizando un lector de microplacas de incubacion modelo ELx808 IU (BioTek®
Instruments, USA) para la determinacion de endotoxinas por el método in-vitro del lisado de amebocitos del
Limulus (LAL en inglés) Se tomaron muestras antes de inyectar en la capsula cromatografica Sartobind-Q, asi
como a la salida.

Medicion de la absorbancia
Las mediciones de absorbancia se realizaron a temperatura ambiente utilizando un espectrofotometro UV-Vis
modelo V-630 (Jasco international Co., Ltd., Tokio, Japén) y una celda de cuarzo de 10 mm de paso 6ptico. El
tamafio de la muestra es de 10 uL. usando el coeficiente para 1 mg/mL. Se tomd una muestra de la solucién de
inmunoglobulina antes de inyectar/salida a la columna/capsula cromatografica.
Los valores de absorbancia obtenidos permiten calcular usando el método de Biuret:

- Proteinas totales de la muestra inicial y final de cada etapa.
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- Recobrado, que se obtiene de dividiendo el valor de las proteinas al finalizar una etapa entre las proteinas
de la muestra inicial.
Perfil de pureza
El perfil de pureza del producto en cada etapa fue determinado mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
de sodio dodecil sulfato (SDS-PAGE)

Determinacion de IgA e IgM

La concentracién de IgM e IgA fueron determinadas en el Instituto de Hematologia e Inmunologia mediante un
analizador automatico (quimica clinica) Inlab-240 (CPM Scientifica Tecnologie Biomediche, Roma, Italia) por
método turbidimetrico utilizando multicalibradores de proteinas especificas.

Titulacion del preparado

Fue determinado el titulo de inmunoglobulina anti-SARS-CoV-2 mediante un kit ELISA del tipo Elecsys® Anti-
SARS-CoV-2 S de Roche, Suiza, que se comparo con un kit nacional del tipo UMELISA SARS-CoV-2 anti-RBD,
desarrollado por el Centro de Inmunoensayos (CIE) de Cuba.

Esterilidad y pirogenos
El producto terminado fue analizado para cualquier tipo de contaminacién potencial. La esterilidad y la presencia
de pirégenos fueron determinadas de acuerdo a la Farmacopea Europea edicion 10.0, 2019.

Respuesta inmune humoral
La respuesta inmune humoral de la inmunoglobulina-anti-SARS-CoV-2 y del panel de suero de control negativos
y positivos fue determinada mediante:

(a) Descripcion del Ensayo de neutralizacién molecular del virus (mVNT): Se basa en el bloqueo de la
interaccion RBD:hACE2, mediado por anticuerpos. Este ensayo es un sustituto (sVNT) del ensayo
convencional de neutralizacion del virus SARS-CoV-2 activo (cVNT). El mVNT emplea la proteina
recombinante RBD-Fcm (RBD de SARS-CoV-2 fusionada a Fc de una IgG de ratén) y usa como
molécula de recubrimiento, la proteina recombinante ACE2-Fch (Dominio extracelular del receptor
ACE2 humano fusionado a region Fc de IgG humana). El RBD-Fcm se preincub6 con la
inmunoglobulina (o IgG) humana purificada, a diferentes diluciones (1:25 hasta 1:102400), antes de
afiadirse a las placas recubiertas. E1 RBD-Fcm que no fue inhibido se puede unir al ACE2-Fch
inmovilizado en la placa, y es detectado mediante la adicién de un Ac anti-IgG de ratén conjugado a
fosfatasa alcalina. La inhibicion se expresd como porcentaje y se calculd segun la siguiente formula:
Inhibicion (%) = [1-(DO405nm muestra/ DO405nm reconocimiento maximo)] X 100. El
reconocimiento maximo corresponde a pozos incubados solo con RBD-Fcm. Para la determinacion
de la ID50 o titulo de neutralizaciéon molecular (dilucion de suero a la cual se obtiene el 50% de
inhibicion maxima) las diluciones de IgG humana purificada se transformaron logaritmicamente y
los datos se ajustaron a log(inhibidor) vs una respuesta normalizada con regresién no lineal de
pendiente variable, a través del programa GraphPadPrism (versién 7 para Windows, California,
USA).

(b) Ensayo de reconocimiento de la RBD por la IgG-anti-SARS-CoV-2 cubana. consistié en un ELISA
in-house anti-RBD que emplea la RBD dimérica, purificada (dRBD) por el Centro de Inmunologia
molecular (CIM) de Cuba, como antigeno de recubrimiento y un conjugado anti-human-
y:peroxidasa.

La capacidad de reconocimiento de RBD por la IgG-anti-SARS-CoV-2 cubana se realiz6 mediante ELISA,
utilizando diferentes diluciones de la muestra, y los correspondientes controles positivo (suero de convaleciente
COVID19) y control negativo (suero de donante sano). La curva estandar fue construida realizando ocho
diluciones seriadas dobles: desde 1:100 hasta 1:12800.

Proceso tecnologico

Pool de bolsas de plasma hiperinmune anti-SARS-CoV-2

Las bolsas de plasma se descongelaron durante la noche desde -20°C hasta +2°C preparandose un primer lote de
43 L en reactores de acero inoxidable AISI 316L. La apertura de las bolsas de plasma se realizo bajo flujo laminar
de techo. Se tom6 una muestra inicial de la mezcla (pool en inglés) de todas las bolsas de plasma para determinar
la concentracion de proteinas, el titulo de anticuerpos especificos anti-SARS-CoV-2 y endotoxinas bacterianas.
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Fraccionamiento alcoholico del plasma

Para la obtencién de una inmunoglobulina anti-SARS-CoV-2 se emplea el método de fraccionamiento alcohoélico
a bajas temperaturas de Cohn (Cohn E., Strong L., Hughes W., et al. 1946) en la variante modificada que forma
parte de la plataforma del INTACGLOBIN®, IGIV producida en Cuba (Cadiz A. et al. 2004), que es un producto
liquido, estabilizado a pH acido y de molécula intacta con amplio uso clinico desde 1988. (Cadiz A. et al. 1984),

Procedimiento cromatografico de remocion de contaminantes

En esta nueva formulacion se optimizé el paso cromatografico usando capsulas con membrana (microporos >
3um) de intercambio anidnico del tipo Sartobind-Q de 200mL, que emplea el concepto de cromatografia negativa
para acoplar los contaminantes, el cual tiene la ventaja adicional de resistir hasta 20 % de etanol durante el
almacenamiento. Toda la operacion se ejecutd mediante el software del sistema Bioprocess de GE (USA), que
permite el control y trazabilidad del proceso. El producto en forma de pasta-II es disuelto en un buffer fosfato y
luego fue filtrado antes de hacerlo pasar mediante la bomba de trasiego a través de las capsulas Sartobind-Q las
cuales acoplan los contaminantes dejando pasar el producto libremente que fue colectado en un recipiente estéril
y apirogénico, del que se tomaron muestras para determinar el nivel de endotoxinas y la concentracion de
proteinas.

Remocion del etanol residual

Para ejecutar la remocidn del etanol residual y alcanzar la concentracidén de proteinas final deseada se empled un
proceso de ultradiafiltracion de escala piloto usando casetes de ultrafiltracion con un area de 0,1 m? con material
de polietersulfona (PESU-50k) o Hydrosart-30k de Sartorius (Alemania). El proceso tecnoldgico transcurrio en
un area clasificada bajo flujo laminar de techo. La secuencia de proceso comprende un paso de concentracion
inicial del producto para alcanzar una concentracion de proteinas entre 40-50g/L. Sin detener el proceso se
ejecutd el paso de diafiltracion para la remocién del etanol residual que consiste en un intercambio a volumen
constante de 5-7 volimenes de diafiltracion (VD), lo cual garantiza la eliminacion entre el 98-99% del solvente
a eliminar y que, en nuestro caso, permite alcanzar una concentracion de etanol residual inferior a 5 mg/g
proteina. Seguidamente se ejecutd el paso de concentracion final hasta alcanzar el valor de la concentracion de
proteinas en el rango establecido, resultando la eficiencia total del proceso en un recobrado de proteinas superior
al 98%. Al producto final ultrafiltrado se le tomaron muestras para determinar, por triplicado, los pardmetros de
proceso (concentracion de proteinas, nivel de endotoxinas, concentracion de etanol residual) acorde con lo
establecido en los procedimientos de control de procesos de la Planta de Hemoderivados de Cuba, asi como el
titulo de anticuerpos especificos anti-SARS-CoV-2 segun la tecnologia que fue desarrollada por el CIE.

RESULTADOS

En la figura 2 se presenta un esquema simplificado del proceso de fraccionamiento alcohoélico del plasma para
obtener la pasta-II (IgG) que contiene las inmunoglobulinas humanas. En el mismo se recoge el comportamiento
de las variables criticas durante este proceso como el pH, la temperatura y concentraciéon de etanol y proteinas en
cada fraccion. El lote DTC-00-PT analizado se fraccion6 a partir de 43 L de plasma de convalecientes de la
enfermedad (figura 2), teniendo un titulo de 86,24 U/mL (UMELISA SARS-CoV-2 IgG). la muestra (inicial)
tomada del pool plasma. En el producto purificado, la IgG obtenida alcanzo un titulo de 458,03 U/mL, mostrando
un factor de concentracién de la actividad 5,3 veces superior en relacion con el plasma de origen.
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Fig. 2. Diagrama de flujo fraccionamiento alcohdlico del plasma. fuente: Cadiz A., et. al. Inmunoglobulinas de uso intravenoso. Caracteristicas y usos clinicos.
2004. Medellin, Colombia.
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En la figura 3 en el grafico A se expresoé la capacidad de inhibicion de la RBD de la proteina S del SARS-CoV-2
al receptor rACE2, medido por ELISA. En la tabla B se recogieron los valores de la capacidad de inhibicion
expresados en porciento con valores cercanos al 95% para diluciones entre 1:25 y 1:400, manteniéndose cercana
al 60% para una dilucién de 1:1600, que son valores aceptables. El porciento de inhibicién para una dilucién
1/100 de la preparacion de IgG purificada fue de 95.7, mientras el titulo de neutralizacion (ID50) fue de 2559.

A B
100 -8~ IgG de convaleciente Inhibicién
e e scpisi0z0 Muestra Dilucion (%) ID50
8 - SCN081220
€ oo 25 954
100 95.7

convaleciente 1600 59.2 2259
purificada 6400 20.3
25600 7.0
102400 3.1

N
S
L

)
L

T T T T
1 2 3 4 5

Log (factor de dilucion)

Fig. 3. Inhibicion molecular (mVNT) de la union de RBD-Fem a ACE2 Fch (A 740H) mediada por la IgG de plasma de convalecientes,
comparado con suero control positivo (SCP151020) y suero control negativo (SCN081220). fuente: Laboratorio de virologia del CIM, Cuba.

En la figura 4 se represent6 en el grafico A una curva con los valores promedios de la densidad optica
observandose que a medida que aument6 la dilucion fue disminuyendo progresivamente la D.O. de la muestra
de inmunoglobulina-anti-SARS-CoV-2.

Por otra parte, en la tabla B2 se recogieron los valores individuales de cada muestra de IgG-anti-SARS-CoV-2
ensayada por triplicado la cual tuvo el comportamiento esperado al disminuir a medida que se incremento el
factor de dilucion. Para la muestra de suero control negativo el valor promedio de la D.O para la dilucién 1:200
fue 4,38 veces inferior a valor promedio de la IgG ensayada indicando una alta capacidad de reconocimiento de
la RBD para esa condicion.

Reconocimiento de RBD por IgG de convaleciente

Dilucién 1 2 3 4 5
201 100 Blanco
-8~ |gG de convaleciente 200 SCN 081220
Lo 4 SCN 081220 400 Blanco
E -+ SCP 151020 800 Muestra de IgG de
: convaleciente SCP 151220
210l 1 1600 purificada (1:100)
0 3200
057 . 6400 Blanco
12800
0.0 T T T
100 1000 10000 B2
Dilucién Dilucién 1 2 3 4 5
100 1,849 1,843 1,827 0,073 0,074
200 1,655 1,586 1,626 0,361 0,379
400 1,312 1,272 1,315 0,062 0,061
Titulo: 1/200 (si criterio 4xSCN) 800 0,972 0,905 0,953 0,048 0,049
1/800 (si criterio 2xSCN) 1600 0,599 0,577 0,604 0,991 0,903

3200 0,352 0,337 0,334 0,045 0,047
6400 0,207 0,209 0,200 0,041 0,042
12800 0,134 0,131 0,129 0,051 0,047

Fig. 4. Ensayo in-house anti-RBD ELISA, comparado con suero control positivo (SCP151020) y suero control negativo (SCN081220). A.
Griéfico de Densidad Optica (D.O) Vs. Dilucion de muestras. B. Esquema (Tabla Bl) y lectura de D.O (tabla B2) de cada pocillo del
ensayo ELISA donde del 1 al 3 corresponde a la muestra de IgG para cada dilucién, los blancos fueron ubicados en la posicion 4y 5, asi
como la muestra del suero control negativo y del suero control positivo. fuente: Laboratorio de virologia del CIM, Cuba.
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Ademas, se observo que la preparacion de IgG purificada tenia un titulo de 1/200 si se asumia el criterio de seroconversion
que la D.O de la IgG purificada fuese 4 veces la DO del suero control negativo. O sea, 1/200 es la mayor dilucion que
satisface esa condicion. Si el criterio de seroconversion es valores de D.O dos veces superiores al del suero control negativo,
el titulo de la preparacion de IgG purificada es 1/800.

En el caso de los blancos los valores promedios de las lecturas de la D.O estuvieron entre 25 — 2.7 veces inferiores a los de la
inmunoglobulina analizada a medida que aumenta el factor de dilucion lo cual estuvo acorde a lo esperado.

La figura 5 presenta una electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) donde se observan las bandas de proteinas (1-
6) presentes en las principales etapas del proceso de fraccionamiento alcohdlico en frio realizado, comparado con un patréon
de albtimina (7) y otro de INTACGLOBIN®.

1 Pool

2 Sobrenadante |

3 Sobrenadante 11 + 11l
4 Precipitado Il + 11

5 Precipitado Il

6 Sobrenadante Il

7 Patrén Albdmina

8 Patron Intacglobin

Fig. 5. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) del fraccionamiento alcohdlico del plasma anti-SARS CoV-2, basado en el
método de Cohn, J. et. al. Modificado por Cadiz A. et. al. fuente: resultados del Laboratorio de Control de Calidad de los productos
hemoderivados

Finalmente, en la tabla 1 se puede constatar el perfil molecular y la pureza del producto donde podemos destacar que los
niveles de agregados y fragmentos en la preparacion son inferiores al 1% lo que indica un alto nivel de calidad, una
composicion proteica del 99% de IgG lo que indica una alta pureza, asi como un bajo nivel de isoaglutininas anti-A y anti-B,
asi como de las proteinas C3 y C4 involucradas en la actividad anticomplementaria que representa una muy baja posibilidad
de reacciones adversas.

Tabla 1. Control de calidad de la inmunoglobulina hiperinmune anti-SARS-Cov-2.

Parametros Resultados
Concentracion de proteina 51g/L
Composicion Proteica 1gG 99%

Monomeros + Dimeros 100%
Agregados < 1%
Fragmentos < 1%

Polimeros y Agregados

Osmolaridad, mOsmol/kg 525

IgA mg/mL No detectable
IgM mg/mL No detectable
Titulo anti-A 1:2

Titulo anti-B 1:2
Complemento C3 y C4 No detectable
Endotoxinas bacteriana (LAL)  0.135 UE/mL
Ac. Anti-Hepatitis B (Ul/g 194

IgG) ’
Esterilidad cumple
Particulas subvisibles conforme
Toxicidad inespecifica cumple

fuente: resultados del Laboratorio de Control de Calidad de los productos hemoderivados.

DISCUSION
De acuerdo con la experiencia alcanzada a partir del tratamiento de pacientes infectados con otros virus
respiratorios humanos, se conoce que existen varias opciones de inmunoterapia pasiva con anticuerpos para tratar
esas infecciones. Estas son: el uso de plasma de pacientes convalecientes o de anticuerpos purificados de ese
plasma y el uso de anticuerpos monoclonales contra las proteinas del virus. (Casadevall A., Pirofski L.A, Joyner
M.J., 2021)
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Las diferencias entre estas opciones terapéuticas potenciales podrian estar basadas en la relacion
eficacia/seguridad, principalmente debido al riesgo potencial de desarrollar reacciones adversas. Las
preparaciones de inmunoglobulinas purificadas son una opcién mas segura y con mayor actividad que el plasma
convaleciente, y al ser producidas por una combinacion del plasma de multiples pacientes puede aumentar la
polivalencia de los anticuerpos contra el virus y podria resultar en un mejor tratamiento para los pacientes en
estado avanzado de la infeccidén y con un cuadro clinico mas severo.

En términos de la eficacia, el plasma convaleciente ya ha sido previamente aplicado para infecciones con otros
coronavirus como SARS-CoV y el MERS-CoV y, aunque no se encuentran disponibles ensayos clinicos
controlados, los meta-analisis sustentan su uso, comparado con la ausencia de terapia especifica para mejorar la
tasa de supervivencia de los pacientes. (Cheraghali, A.M., et.al. 2020)

En los afos 80 del siglo XX se desarroll6 la tecnologia para la produccion de inmunoglobulina de uso intravenoso
que se ha empleado en pacientes graves o criticos para la terapia en pacientes con enfermedades virales como la
Hepatitis-B, la rabia, el Citomegalovirus y mas recientemente durante la epidemia de Ebola la multinacional de
hemoderivados Grifols desarroll6 una inmunoglobulina especifica a partir de la colecta de plasma anti-Ebola en
Liberia de pacientes convalecientes. Lo anterior provee una expectativa razonable para la eficacia y seguridad de
este nuevo producto.

El desarrollo del proceso productivo de una inmunoglobulina anti-SARS-CoV-2 usando la plataforma del
INTACGLOBIN®, IGIV producida en Cuba (Cadiz A., et al., 2004) con un extenso uso clinico desde 1988 que
es un producto liquido, estabilizado a pH 4cido y de molécula intacta nos ha permitido obtener un preparado de
alta pureza que cumple con los requisitos regulatorios (concentracion de proteinas, pureza, nivel de agregacion,
esterilidad, endotoxinas, etc.) de la Farmacopea Europea 10™ edicion. En esta nueva formulacion se optimizé el
paso cromatografico de intercambio i6nico usando membranas (capsulas) del tipo Sartobind-Q y combinado con
una etapa de ultra-diafiltraciébn complementado. En este lote la proteina de IgG estd presente en su forma
monomeérica, asi como una pequefia fraccion de dimeros no detectables al igual que los agregados y fragmentos.
Los titulos de isoaglutininas anti-A y anti-B se encuentran en concentraciones muy bajas en el producto
terminado, lo cual esta acorde a lo obtenido por la multinacional de los hemoderivados Grifols (Vandeberg, P.,
et al. 2021).

Existen evidencias cientificas y amplia experiencia en el uso de las inmunoglobulinas contra otros agentes
infecciosos. (Hemming, V. G. 2001). Las inmunoglobulinas son los anticuerpos que actian como defensas del
organismo que se unen al patdgeno (virus) y lo neutralizan para que no pueda penetrar en la célula e iniciar el
proceso infeccioso. Ademas, es un tratamiento seguro y de bajo riesgo, pues este plasma sanguineo se obtiene de
personas que han superado la infeccion; es decir, de personas cuyo organismo ha creado una respuesta
inmunolégica para bloquear el proceso infeccioso. La novedad de esta aproximacién radicaria en la
administracion tnicamente de los anticuerpos anti-SARS-CoV-2 existentes en el plasma y no todo el plasma
sanguineo o suero inmunolodgico, a fin de incrementar la concentracién.

El factor de concentracion de la actividad alcanzado es 5,3 veces superior al plasma de origen, lo que nos indica
que los pacientes tratados con el preparado cubano de inmunoglobulina intravenosa anti-SARS-CoV-2 recibieron
una actividad de anticuerpos neutralizantes superior a aquella del plasma de convalecientes equivalente, lo que
hace pensar en una reduccién de volumen de aplicacion de esta inmunoglobulina, lo cual es beneficioso. Por otro
lado, la remocion de la IgA permite disminuir potenciales eventos adversos en pacientes deficientes de IgA (Cadiz
A., etal 2004), ademas la remocion de la IgM disminuye la actividad anticomplementaria, asi como la presencia
de isoaglutininas anti-A y anti-B en cantidades superiores. Se obtuvo un autorizo del Centro para el Control
Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispositivos Médicos (CECMED) para un ejecutar ensayo clinico fase-1.
La limitacion de este trabajo estaria asociada a la disminucion de la disponibilidad de plasma especifico anti-
SARS-CoV-2 de donantes convalecientes, asociados a la vacunacion contra el SARS-CoV-2, pues entonces la
cifra de enfermos ira disminuyendo. No obstante, hemos pensado en emplear la alternativa de colectar plasma de
donantes que haya inmunizados con las vacunas cubanas y resulten con un alto titulo de anticuerpos especificos.

CONCLUSIONES
Es posible obtener una inmunoglobulina especifica anti-SARS-CoV-2 cubana que cumpla con las exigencias
regulatorias a nivel internacional para las formulaciones de uso intravenoso.La variante implementada logro
un factor de concentracién superior en 5,3 veces al plasma de origen.
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