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INTRODUCCION

Impulsados por la creciente busqueda de moléculas utiles para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas, nuestro grupo de trabajo innové en la produccién de entidades neuroprotectoras
y neuroplasticas derivadas de eritropoyetina humana (hEPQO) mediante tecnologia de glicoingenieria
por hiperglicosilacion (Blrgi y col., 2021). Los analogos Mut 45 47 y Mut 151_153 de hEPO
incorporaron sitios adicionales de N-glicosilacion en aminoacidos criticos de la molécula,
responsables de su actividad eritropoyética, permitiendo el bloqueo de la misma sin afectar su
accionar orientado a la neuroactividad. Dichas moléculas han sido previamente caracterizadas
restando la evaluacién de su comportamiento farmacocinético. Este aspecto es de gran relevancia
para candidatos terapéuticos que deban administrarse en el tratamiento de patologias crénicas como
son las enfermedades neurodegenerativas. De acuerdo con lo recomendado por la Farmacopea
internacional, el andlisis farmacocinético de hEPO recombinante (rhEPQO) -inyectada en animales de
experimentacion- se realiza mediante la evaluacion de su actividad eritropoyética in vitro. No
obstante, dado que estas variantes de rhEPO fueron generadas con el objetivo de bloquear dicha
actividad, no resulta posible su analisis farmacocinético empleando tal determinacién. Frente a esta
problematica, en el presente trabajo, se llevo a cabo la optimizacion de un ELISA sandwich (ES),
previamente desarrollado en nuestro laboratorio, con el objetivo de obtener un ensayo con un
adecuado limite de deteccién que permita llevar a cabo los estudios farmacocinéticos de las variantes
hiperglicosiladas Mut 45_47 y Mut 151_153 en muestras complejas como lo es el plasma de ratas.

OBJETIVOS

- Disponer de un ensayo tipo ELISA sandwich optimizado que presente un bajo limite de
deteccion, util para cuantificar rhEPO y sus variantes hiperglicosiladas en el plasma de
animales de experimentacion.

- Evaluar las propiedades farmacocinéticas de las variantes hiperglicosiladas de hEPO
empleando el ensayo optimizado.

Titulo del proyecto: NEUROPLASTICIDAD Y NEUROPROTECCION SIN HEMATOPOYESIS:
PROPIEDADES CLAVE DE UNA NUEVA ERITROPOYETINA HIPERGLICOSILADA

Instrumento: PICT
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METODOLOGIA

El ES disponible en el laboratorio para la cuantificacion de rhEPO y de sus variantes

hiperglicosiladas, esta conformado por:
i.  un anticuerpo monoclonal (mAb) anti-rhEPO como anticuerpo (Ac) de captura (100 ng-pozo™)
ii.  unsegundo anticuerpo presente en un suero de conejo anti-rhEPO (diluido 1:2000) que forma
el sistema sandwich, una vez que el antigeno (thEPO o anédlogo) es captado por el mAb
empleado como captura.
iii.  untercer Ac de deteccién (suero de cabra anti-inmunoglobulinas (Ig) de conejo conjugado con
la enzima peroxidasa (HRP) diluido 1:2000)
iv. el sustrato de la enzima (agua oxigenada) en presencia de o-fenilendiamina.

No obstante, debido a que el limite de deteccion (LoD) y el limite de cuantificacion (LoQ) de este
sistema no resultan adecuados para efectuar la cuantificacion de las variantes de hEPO durante su
analisis farmacocinético, y dado que ambos parametros estan estrechamente vinculados, se propuso
mejorarlos mediante el enfoque metodolégico de analisis One Variable At a Time (OVAT), evaluando
la sensibilidad del ensayo frente al empleo de distintas concentraciones y diluciones de los tres Ac
gue conforman el ensayo. Para ello, se analizaron 5 concentraciones del estandar de rhEPO (n=2)
desde1 pug-mL" en diluciones sucesivas 1:2; distintas masas del Ac de captura (62,5; 125; 250 y 500
ng-pozo™) y distintas diluciones del suero anti-rhEPO (1:250, 1:500, 1:1000 y 1:2000), manteniendo
constante la dilucion del Ac conjugado (1:2000). A partir de estos ensayos, la condicion mas favorable
fue seleccionada para evaluar la dilucién del Ac conjugado empleada habitualmente, y compararla
con la respuesta obtenida al utilizar una dilucion menor (1:500).

Para constatar la utilidad del ES optimizado en el monitoreo de las propiedades farmacocinéticas
de la citoquina, se comparo el perfil farmacocinético de rhEPO cuantificada mediante el ES optimizado
con el perfil obtenido a partir del ensayo de valoracién in vitro de la actividad bioldgica eritropoyética
empleando células eritroides UT7, que requieren de hEPO para su proliferacion y que constituyen el
ensayo de referencia para medir dicha actividad.

Por otro lado, con el objetivo de caracterizar el ES optimizado, se determinaron las cifras de
mérito: rango de respuesta lineal (RL), sensibilidad (SEN), LoD, limite de cuantificacion (LoQ),
reproducibilidad (precisién intraensayo) y repetitividad (precision interensayo), estos dos ultimos
medidos como coeficientes de variacion porcentuales (CV%) de acuerdo con la definicion vigente de
la IUPAC (Olivieri, 2015) y a las recomendaciones de las guias de validacion de métodos bioanaliticos
de la Agencia Europea de Medicamentos (EMA, Smith, 2012).

Finalmente, con el propdsito de evaluar los parametros farmacocinéticos de las variantes de
hEPO, se realizaron experimentos in vivo empleando ratas Wistar de tres meses de edad. Se
conformaron 3 grupos los cuales fueron inoculados (n=4) via intraperitoneal con una Unica dosis de
100 ug de las moléculas Mut 45 47, Mut 151_153 y rhEPO (control). Se extrajeron muestras de
sangre a diferentes tiempos posinyeccion (1 h, 4 h, 7 h, 10 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h y 120 h). La
cuantificaciéon de la citoquina en las muestras biologicas se realizé6 mediante el ES optimizado. Con
los datos obtenidos, se graficaron los perfiles farmacocinéticos y se calcularon los parametros:
maxima concentracion plasmatica alcanzada (Cmsx), tiempo necesario para alcanzar dicha
concentracion (Tmax), clearance aparente (Clapp), tiempo de vida media de la proteina en circulacion
plasmatica (tizeim) y area bajo la curva (AUC); empleando la metodologia descripta por
Gugliotta (2016). Los resultados se expresaron como el valor promedio * la desviacion estandar (SD)
de los datos obtenidos (n=4). El tratamiento estadistico se realizé empleando el andlisis de la varianza
(ANOVA) y posterior prueba de comparacion multiple de Tukey, a excepcion del parametro Ty, €l
cual se compar6 mediante la prueba no paramétrica Wilcoxon-Mann-Whitney. En todos los casos, se
considero6 la existencia de diferencias significativas cuando p < 0,05.
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RESULTADOS/CONCLUSIONES

En virtud de los resultados obtenidos en la optimizacion mediante OVAT, se definié el nuevo
protocolo del ES optimizado en el cual se incremento 5 veces la masa del Ac de captura, se duplico
la concentracion del Ac que cierra el sandwich y se cuadriplicd la concentracion del Ac conjugado a
HRP (Tabla 1).

La curva dosis-respuesta del ES optimizado exhibié un RL de respuesta de rhEPO entre 3,1 —
400 ng-mL™" (p = 0,228). Asimismo, mediante el proceso de optimizacion, se logro incrementar la SEN
del ensayo 1,6 veces (2,1 DO-mL-ng™") y mejorar 10 veces el LoD (0,3 ng-mL") y el LoQ (0,8 ng-mL™)
en comparacion al ES en su condicion inicial. Por otro lado, los CV% obtenidos demostraron que se
trata de un ensayo preciso y reproducible a lo largo de todo el rango de analisis.

La utilidad del ES optimizado en el monitoreo de rhEPO en plasma de animales de
experimentacion quedé demostrada al comparar los perfiles farmacocinéticos construidos a partir de
la cuantificacion de las muestras a través del ES optimizado y mediante el método de referencia de
actividad biolégica eritropoyética (Fig. 1). De este modo, se confirmo que el ensayo optimizado resulta
util para el estudio de bajas concentraciones de rhEPO en muestras complejas como lo es el plasma
de ratas. Por su parte, la Fig. 2 ejemplifica la cuantificacibn mediante ES optimizado de la
Mut 151_153 en muestras de plasma extraidas a distintos tiempos posinyeccién.

Tabla 1. Comparacion del ES optimizado con la version inicial del mismo desarrollado en nuestro laboratorio

Reactivo ES inicial ES optimizado
Ac de captura (mAb anti-rhEPO) 100 ng-pozo™’ 500 ng-pozo
Suero anti-rhEPO dil 1:2000 dil 1:1000
Ac de deteccion anti-lg de conejo conjugado a HRP dil 1:2000 dil 1:500

Diluciones de plasma (dil™")
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Fig. 1 Perfil farmacocinético de rhEPO mediante su Fig. 2 Cuantificacion mediante el ES optimizado
cuantificacion empleando el ensayo de la Mut 151 153 en muestras de
convencional de actividad biolégica plasma extraidas a distintos tiempos
eritropoyética (AB UT7) y el ES sandwich posinyeccion.

A partir del andlisis farmacocinético de rhEPO y sus variantes, se puede observar que los perfiles
obtenidos difieren principalmente en la fase de eliminacién, comprendida aproximadamente entre las
4y las 120 h posteriores a la administracion de la proteina en estudio (Fig. 3). La Mut 151_153 exhibio
un incremento de 1,6 veces comparado a la Cmax0Obtenida para rhEPO (p=0,03), a diferencia de la
Mut 45 47 que no demostré diferencias significativas con el grupo control. Para ambas variantes en
estudio, no se obtuvieron diferencias en cuanto al Tma. En conjunto, estos resultados indican un

Federac_ién‘ UNIVERSIDAD
Unlvgrsmana NACIONAL peL LITORAL
delLitoral



]
Encuentro

I de Jévenes
Investigadores

comportamiento similar en la fase de absorcién de dichas moléculas. En cuanto a la fase de
eliminacién, se observo que la Mut 45_47 presentd un ti2¢im 1,5 veces mayor al de rhEPO (p= 0,04),
lo cual, junto con el incremento observado en el AUC de esta variante, denotan una menor velocidad
de eliminacién en comparacion con rhEPO. Por el contrario, la variante Mut 151_153 no mostro
diferencias significativas en estos parametros con respecto a la condicion control. En lo que refiere al
Clapp de las moléculas se observa que el incremento en el grado de glicosilacién en ambas variantes
condujo a una disminucion en la velocidad de depuracion plasmatica. En particular, para la Mut 45_47
este efecto fue mas notorio, logrdndose una reduccién del Clap de 2,3 veces en comparacion con
rhEPQ; caracteristica que la convierte en un candidato prometedor como bioterapéutico (Tabla 2).
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De esta manera, mediante el ES optimizado se cuantificaron de modo confiable y reproducible
las muestras plasmaticas de rhEPO y de sus nuevas variantes hiperglicosiladas. Esto a su vez,
permitié6 obtener perfiles farmacocinéticos Gtiles para demostrar que la estrategia de glicoingenieria
por hiperglicosilacién - adoptada con el objetivo de bloquear la accion hematopoyética de rhEPO -
resultdé ser, ademas, un procedimiento adecuado para extender la circulacién de las moléculas en
plasma. Particularmente, la variante Mut 45_47, debido a su prolongado tiempo de vida media en
circulacién y su menor clearance plasmatico, resultaria un candidato prometedor para ser explorado
como neuroterapéutico, considerando no sélo su funcién biologica, sino ademas las ventajas
farmacocinéticas adquiridas gracias al sitio adicional de N-glicosilacion.

Finalmente, la optimizacién del ES constituye un procedimiento de relevancia para reemplazar
un método de bajo limite de deteccidén, como es la evaluacion de la actividad eritropoyética in vitro,
para aquellas moléculas derivadas de hEPO que carecen de esta actividad.
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