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@Resumen:

Procedimiento de preparacion de albumina humana
con nivel de oxigeno disuelto reducido.

La presente invencidn se refiere a un procedimiento
de preparacion de una solucion de albdmina humana,
mas en particular, se refiere a un procedimiento que
comprende una etapa de reduccién del oxigeno
disuelto en dicha solucién de albdmina hasta una
concentracién igual o menor que 0,5 ppm. Con el
procedimiento de la presente invencion es posible
obtener una solucion de albumina humana con un
estado redox mas cercano al estado redox de la
albimina presente en el plasma humano.
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DESCRIPCION

Procedimiento de preparacion de albumina humana con nivel de oxigeno disuelto reducido

La presente invencién se refiere a un procedimiento de preparacion de una solucién de
albumina humana, mas en particular, se refiere a un procedimiento que comprende una
etapa de reduccién del oxigeno disuelto en dicha solucién de albumina hasta una
concentracion igual o menor que 0,5 ppm. Con el procedimiento de la presente invencién es
posible obtener una solucion de albumina humana con un estado redox mas cercano al

estado redox de la albumina presente en el plasma humano.

La albumina humana es una proteina no glicosilada de 66 kDa. Cuantitativamente, es la
proteina més importante del plasma y su concentracién en el plasma normal se encuentra
entre 35 y 50 g/L, constituyendo hasta el 60% del total de proteinas plasmaticas (Peters T.
J.: All About Albumin; Biochemistry, Genetics and Medical Applications. Academic Press,
San Diego, 1996).

La estructura de la albimina humana consiste en un polipéptido de 585 aminoéacidos y
aproximadamente un 67% de hélices alfa sin estar presentes hojas beta (Otagiri M., Chuang
V.T. Pharmaceutically important pre- and posttranslational modifications of human serum
albumin. Biol Pharm Bull 2009; 32:527-534). La albamina humana contiene 6 residuos de
metionina y 35 de cisteina, implicados en la formacién de 17 enlaces disulfuro. La Cys-34 es
la dnica cisteina libre en toda la molécula. La albumina humana presenta funciones
antioxidantes especificas debido a su capacidad de uniéon a multiples ligandos y propiedades

de atrapamiento de radicales, ambas estrechamente relacionadas con su estructura.

Aunque existen muchas posibilidades de oxidaciéon de la albumina, Cys-34 es un sitio
particularmente sensible a la oxidacion/reduccién. Por lo tanto, en general, es legitimo
hablar del estado redox de la albumina en términos de Cys-34. Mediante la separacion
cromatogréfica de la albimina, se obtienen tres fracciones segun el estado redox de Cys-34
(Peters, 1996 anterior):

0] la forma reducida con la cisteina en forma de grupo tiol libre, denominada

mercaptoalbimina humana (HMA);
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(i) la forma oxidada con la cisteina formando un enlace disulfuro con un compuesto
de tiol pequefio, principalmente cisteina o cisteinilglicina, aunque también con
homocisteina y glutation, denominada no mercaptoalbimina humana 1 (HNA1); y

(iii) la forma mas oxidada con la cisteina como &cido sulfinico o sulfénico,

denominada no mercaptoalbimina humana 2 (HNA2).

En una persona sana saludable, aproximadamente el 50-69% de la albumina total se
encuentra en forma de HMA, el 27-42% en forma de HNA1 y el 3-5% en forma de HNA2
(Oettl K., y otros. Oxidative damage of albumina in advanced liver disease. Biochim Biophys.
Acta 2008; 1782: 469-473; Oettl K. y Marsche G. Redox State of Human Serum Albumin in
Terms of Cysteine-34 in Health and Disease. Methods Enzymol. 2010; 474:181-95; y Oettl K.
y otros. Oxidative albumina damage in chronic liver failure: relation to albumina binding
capacity; liver dysfunction and survival. J Hepatol, 2013, 59:978-983). Por lo general, se cree
gue la oxidacion de HMA a HNAL es reversible, mientras que la oxidacion a HNA2 resulta en

un proceso irreversible.

La albuamina puede sufrir diversas modificaciones estructurales tanto in vivo como durante
los procedimientos empleados para producir la albumina terapéutica, o que hace que se
modifique su conformacion y, por tanto, sus propiedades de unidn, asi como su estado

redox (Oettl, K. y otros, 2010 citado anteriormente).

El método habitualmente utilizado en el fraccionamiento del plasma humano para la
obtencion de proteinas purificadas, entre las que se encuentra la albumina, es el llamado
método de Cohn (Cohn E.J.y otros. “Preparation and properties of serum plasma proteins,
IV. A system for the separation into fractions of the protein and lipoprotein components of
biological tissues and fluids. J. Am. Chem. Soc. (1946) 68, 459-475) o modificaciones

menores del mismo.

El método de Cohn parte de plasma humano, que se somete a sucesivas etapas de
precipitacién y separacion. En cada una de ellas se obtiene un precipitado enriquecido en
alguna de las proteinas plasmaticas y un sobrenadante de decantacion. Para conseguir la
precipitacion de las sucesivas fracciones de Cohn (Fraccion I, Fraccién ll+1ll, Fraccion IV y
Fraccion V) es necesario modificar parametros de la solucion con el fin de variar la
solubilidad de las distintas proteinas tales como pH, constante dieléctrica, temperatura,
concentracion proteica y fuerza iénica, entre otros. Cabe sefialar, ademas, que dichas

fracciones de Cohn contienen concentraciones crecientes de etanol. Asi pues, la albamina

3
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contenida en el sobrenadante de la Fraccion IV es precipitada con etanol aproximadamente

al 40% (v/v) y pasa a formar parte de la pasta de la Fraccion V.

Una vez obtenida la Fraccion V, ésta es resuspendida en una solucion y se somete a
diferentes etapas hasta obtener el producto final. Habitualmente, estas etapas incluyen:
diafiltracion, tratamiento térmico, filtracion estéril, llenado en viales y pasteurizacion final de
los viales, antes de someter a cuarentena dichos viales, por lo general, durante un periodo

no menor de 14 dias a 30-32°C, con el fin de asegurar la esterilidad del producto final.

Los presentes inventores han descubierto que durante el proceso de obtencion de una
solucién de albumina a partir de plasma humano, la albumina sufre modificaciones en el
estado redox de Cys-34. Estas modificaciones se producen fundamentalmente durante el
almacenamiento en presencia de oxigeno, por lo que se detectan fundamentalmente
después de la etapa de cuarentena. Se ha encontrado en varios lotes de produccion (n=7)
que los niveles de HMA, HNA1l y HNA2 son de 40-53%, 39-44% y 7-16% (p/v),
respectivamente, y, por lo tanto, principalmente los niveles de HMA y HNA2 difieren de los
descritos en personas sanas saludables (Oettl K. 2008, 2010 y 2013, citados anteriormente).
Esto podria tener significativa importancia, por ejemplo, en el caso de HNA2, ya que la

oxidacion a HNA2 resulta en un proceso irreversible, tal como se mencion6 anteriormente.

Sorprendentemente, los inventores han descubierto que mediante la adicion de una etapa
en el proceso de produccién de una solucién de albumina humana, que comprende la
reduccion del oxigeno disuelto en la solucion en la que se reduce el nivel de oxigeno hasta
una concentracion igual o menor que 0,5 ppm, se logra reducir la oxidacion de Cys-34,
obteniéndose un estado redox de la albumina que es muy similar al estado redox que
presenta la albumina en el plasma sanguineo. Esto hace que las propiedades de la
albumina obtenida, por ejemplo, sus propiedades antioxidantes sean mas parecidas a las de
la albumina presente en la sangre y que pueda dar lugar a una mejora de su eficacia

terapéutica en muchas de sus aplicaciones.

Por lo tanto, la presente invencién da a conocer un procedimiento de preparacion de una
solucién de albumina humana caracterizado porque comprende una etapa de reduccién del
oxigeno disuelto en dicha solucion de albumina en la que el nivel de oxigeno se reduce
hasta una concentracion igual o menor que 0,5 ppm. Preferentemente después de la etapa
de reduccion del oxigeno disuelto en la solucion de albimina, dicha solucién de albumina se

mantiene en una atmosfera de gas inerte.
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Dicha etapa de reduccién del oxigeno disuelto en la solucién de albamina se puede llevar a
cabo de varias maneras conocidas en la técnica. Preferentemente, se puede realizar un
tratamiento superficial de la solucion de albamina con un gas inerte o burbujeando un gas
inerte en el interior de dicha solucién de albumina. Dicho gas inerte utilizado en el

procedimiento de la presente invencion puede ser nitrégeno, helio o similares.

El procedimiento de la presente invencién se puede utilizar para la obtencién de soluciones
de albimina que presenten una concentracion de albumina entre 4 y 25% (p/v)

aproximadamente. Preferentemente, la albimina obtenida es albumina terapéutica.

Ademas, la albumina de la presente invencion puede ser albumina obtenida de forma
recombinante o de forma transgénica. La molécula de albumina recombinante o transgénica
es idéntica a la humana en cuanto a su secuencia de amino&cidos, no presenta glicosilacion
y, para que sea funcional, tiene que presentar el mismo plegamiento conformacional que la
albumina de origen plasmastico humano. Si no fuese asi, no podria ser administrada a
humanos por el riesgo de inmunogenicidad, entre otros posibles efectos adversos causados

por dichas diferencias.

La etapa de reducciéon del oxigeno disuelto en la soluciébn de albumina de la presente
invencion se puede llevar a cabo antes o después de una etapa de pasteurizacion de dicha
solucién de albamina, o incluso se puede llevar a cabo aunque no se realice una etapa de
pasteurizacion de dicha solucion de albumina, siendo independiente del proceso de

preparacion de la solucion inicial de albumina.

Para obtener mejores resultados en cuanto al estado redox de Cys-34 en la solucion de
albumina obtenida mediante el procedimiento de la presente invencion, preferentemente
después de la etapa de reduccion del oxigeno disuelto en la soluciéon de albdamina, dicha
solucién de albumina se mantiene en una atmdésfera de gas inerte. Dicha atmosfera de gas

inerte puede ser de nitrégeno, helio o similares.

Aunque es posible utilizar cualquier envase en los que se envasa y/o almacena la albumina
obtenida mediante el procedimiento de la presente invencion, es preferente que dicho
envase esté fabricado de un material impermeable al oxigeno, mas preferentemente de

vidrio.
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Otro objetivo de la presente invencion es dar a conocer una composicion que comprende
albumina humana preparada mediante el procedimiento de la presente invencion y su uso

como medicamento.

Por ultimo, la presente invencién da a conocer el uso de una composicion que comprende
albumina preparada segun el procedimiento descrito anteriormente para la preparacion de

un medicamento.

A continuacion, la presente invencion se describe més en detalle en relacion con ejemplos y
ejemplos comparativos, que no constituyen una limitacion de la invencion. Ademas, se hace

referencia a las figuras, en las que:

- La Figura 1 muestra un diagrama esquemético de un procedimiento de obtencion de

albumina humana terapéutica a partir de plasma utilizado en la técnica anterior.

- La Figura 2 muestra una gréfica de la concentracion de las formas HMA, HNA1 y HNA2
de Cys-34 de la albumina expresada como la altura del pico obtenido mediante
cromatografia en varias etapas del procedimiento utilizado en la técnica anterior a la
presente invencion: ([J) Plasma de donantes sanos (n=59); (*) sobrenadante de
crioprecipitacion (n=3); (®) solucion de albimina antes de afiadir estabilizantes y antes del
tratamiento térmico (n=3); (®) solucion de albumina con estabilizantes y antes del
tratamiento térmico (n=1); (M) solucion de albumina con estabilizantes y después del
tratamiento térmico (n=1); () solucion de albumina 20% antes de la filtracion estéril (n=3);
(A) solucién de albumina 20% estéril y en envase final (n=4); (¥) solucién de albimina 20%
pasteurizada en envase final y sin cuarentena (n=4); y (O) albumina producto final 20%

(n=7); en la que n representa el nimero de lotes analizados.

- La Figura 3 muestra una gréfica de la concentracién de las formas HMA, HNA1 y HNA2
de Cys-34 de la albumina expresada como la altura del pico obtenido mediante
cromatografia en varias etapas, utilizando el procedimiento de la técnica anterior a la
presente invencion: (4\) solucion de albimina 25% estéril y en envase final (n=1); (V)
solucion de albumina 25% pasteurizada sin cuarentena (n=1); y (©) albumina 25% producto
final (n=1); (A) solucién de albimina 5% estéril y en envase final (n=1); () solucién de
albimina 5% pasteurizada en envase final y sin cuarentena (n=1); y (®) albdmina 5%

producto final (n=1); en la que n representa el nUmero de lotes analizados.
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- La Figura 4 muestra una gréfica de la concentraciéon de las formas HMA, HNA1 y HNA2
de Cys-34 de la albumina expresada como la altura del pico obtenido mediante
cromatografia en varias etapas, utilizando el procedimiento de la presente invencion en el
que se utilizd una etapa de tratamiento superficial con nitrégeno gaseoso antes de la
pasteurizacion: (A) solucion de albumina 20% estéril y en envase final (n=3); (¥) solucion
de albumina 20% pasteurizada en envase final y sin cuarentena (n=3); y (O) albamina 20%

producto final (n=3); en la que n representa el numero de lotes analizados.

- La Figura 5 muestra una gréfica de la concentraciéon de las formas HMA, HNA1 y HNA2
de Cys-34 de la albumina expresada como la altura del pico obtenido mediante
cromatografia en varias etapas, utilizando el procedimiento de la presente invencion en el
gue se utilizé una etapa de tratamiento de burbujeo de nitrdgeno gaseoso en la solucién de
albumina antes de la pasteurizacion: (A) solucion de albumina 20% estéril y en envase final
(n=3); (V) solucion de albumina 20% pasteurizada en envase final y sin cuarentena (n=3); y
(O) albumina 20% producto final (n=3); en la que n representa el niumero de lotes

analizados.

- La Figura 6 muestra una gréfica de la concentraciéon de las formas HMA, HNA1 y HNA2
de Cys-34 de la albumina expresada como la altura del pico obtenido mediante
cromatografia en varias etapas, utilizando el procedimiento de la presente invencion en el
que se utilizd una etapa de tratamiento superficial con nitrégeno gaseoso antes de la
pasteurizacion: (4\) solucion de albimina 25% estéril no envasada (n=1); (V) solucion de
albumina 25% pasteurizada sin cuarentena (n=1); y (€©) albdmina 25% producto final (n=1);
() solucién de albumina 5% estéril y en envase final (n=1); (V) solucién de albimina 5%
pasteurizada en envase final y sin cuarentena (n=1); y (®) albéimina 5% producto final (n=1);

en la que n representa el nimero de lotes analizados.

- La Figura 7 muestra una gréfica de la concentracion de las formas HMA, HNA1 y HNA2
de Cys-34 de la albumina expresada como la altura del pico obtenido mediante
cromatografia en varias etapas, utilizando el procedimiento de la presente invencion en el
que se utilizd6 una etapa de tratamiento superficial con helio gaseoso en la solucién de
alblmina antes de la pasteurizacion: (4) solucion de albimina 25% estéril y en envase final
(n=1); (V) solucién de albumina 25% pasteurizada en envase final y sin cuarentena (n=1); y

(©) albumina 25% producto final; en la que n representa el nimero de lotes analizados.
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EJEMPLOS

Ejemplo 1: Procedimiento de obtencion de albumina segun la técnica anterior

Plasma humano obtenido de donantes sanos, se someti0 a sucesivas etapas de
precipitacién y separacion, segun el método de Cohn (Cohn E.J. y otros, 1946, citado
anteriormente), desde la obtencion del sobrenadante de crioprecipitacion inicial, hasta
conseguir la precipitacion de la Fraccién V (ver Figura 1). La Fraccion V de Cohn se
suspendié en agua fria para inyeccién (API), se ajusté a pH 7,0 y se clarificé mediante filtros
de profundidad. La solucion clarificada se diafiltré a volumen constante, aplicando una
solucién de didlisis formada por una sal de iones monovalentes (cloruro sodico) y
manteniendo la temperatura a 5 °C (Figura 1, etapa de clarificacion/diafiltracion). A
continuacion se afadio caprilato sédico y N-acetiltriptofano como estabilizantes a la solucién
diafiltrada. Dicha solucion se sometio a un tratamiento térmico a 60 °C (Figura 1, etapa de
tratamiento térmico). Posteriormente la solucién tratada térmicamente se diluyé con API o se
concentré en funcién de la concentracion proteica final deseada (por ejemplo, 5%, 20% o
25% (p/v)) (Figura 1, solucion no envasada). A continuacion, la solucion final se filtro de
forma estéril (filtros de 0,22 um) y se procedio al llenado de los envases finales estériles en
zona aséptica (Figura 1, etapa de filtracion estéril y llenado). La solucion en el envase final
se calent6 a 60 °C durante no menos de 10 h (Figura 1, etapa de pasteurizacion en viales).
Por dltimo, los viales se incubaron a 30 -32 °C durante no menos de 14 dias (Figura 1, etapa
de cuarentena). Tras dicho periodo, los viales fueron inspeccionados visualmente para

descartar cualquier indicio de contaminacion microbiana (Figura 1, albimina producto final).

El estado oxidativo de las muestras de albumina procedentes de distintas etapas del
proceso de obtencion de la albuamina (Figura 2), fue analizado mediante cromatografia de
alta resolucion (HPLC), en base a la metodologia descrita por Oettl K., 2010, citado

anteriormente, y segun se detalla a continuacion.

Las muestras de albumina en estudio fueron diluidas en tampoén de cloruro sédico 0,3 M,
fosfato sédico 0,1 M, pH 6,87, hasta una concentracién de 6,5 mg/ml y se inyectaron 5 pl en
una columna de intercambio anidénico Shodex-Asahipak ES-502N DEAE (7,5 x 100 mm,
Shodex, Japon), a un flujo de 1,0 ml/min. La separacion de las muestras de albumina en tres
fracciones (HMA, HNA1 y HNA2), segun su estado oxidativo, se consiguio tras realizar la
elucion de las mismas utilizando un gradiente de acetato sédico 50 mM y sulfato sédico 400

mM, a pH 4,85, hasta alcanzar un 6% de etanol a un flujo constante de 1,0 ml/min a 35°C.
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Los 5 primeros minutos de elucién se realizaron en ausencia de etanol. En los siguientes 5 a
35 minutos, la concentracion de etanol se incrementd de forma lineal hasta el 6%,
manteniéndose posteriormente constante durante otros 5 minutos. Finalmente, del minuto
40 al 45, la concentracion de etanol se redujo de nuevo hasta el 0%. Transcurridos 5

minutos mas sin etanol, la siguiente muestra pudo ser analizada.

La deteccion de las tres fracciones de la albimina en funcién de su estado oxidativo, se
realiz6 mediante fluorescencia utilizando como longitudes de onda de excitacion y emision
280 y 340 nm respectivamente. La cuantificacién de la concentracion de las formas HMA,
HNA1 y HNA2 de Cys-34 de la albumina se realiz6 teniendo en cuenta la altura de cada uno

de los picos de interés obtenidos en el correspondiente cromatograma.

La Figura 2, muestra la evolucién del estado oxidativo de las muestras de albimina sérica
humana procedentes de distintas etapas a lo largo del proceso de obtencidn de albumina de
la técnica anterior. Los datos muestran aumento de las formas HNA1 y HNA2 en detrimento
de la forma HMA, sobretodo tras la etapa de pasteurizacidn con posterior cuarentena
(albumina 20% producto final). EI comportamiento del estado oxidativo de la albamina tras
las etapas de pasteurizacion y cuarentena en albaminas al 5% y 25 % de concentracion
purificadas de plasma humano con el procedimiento de la técnica anterior (Figura 3) es
equivalente al observado para las albuminas 20% producto final siguiendo la misma técnica
(Figura 2). En ambas figuras, los datos obtenidos muestran aumento de las formas HNA1 y
HNA2 en detrimento de la forma HMA, sobretodo tras la etapa de pasteurizacion con

posterior cuarentena

Ejemplo 2: Procedimiento de obtencion de albumina de la presente invencion utilizando una

etapa de tratamiento superficial con nitrégeno antes de la pasteurizacion

El procedimiento de obtencién de la albumina de la presente invencion se corresponde con
el procedimiento descrito en el Ejemplo 1, incluyendo ademas una etapa de reduccién de

oxigeno disuelto en la solucion de albdimina, tal como se describe a continuacion.

Tras la obtencién de la solucion estéril en el envase final (Figura 1, etapa de filtracion estéril
y llenado), y a modo de desplazar el oxigeno presente en el interior del envase, se realiz6é un
tratamiento superficial con nitrégeno insertando en el tapon de clorobutilo del vial dos agujas
hipodérmicas (del tipo comercial Braun Sterican 21Gx1 %", 0,80x40 mm, Alemania, 0

similar) conectadas a dos filtros de PVDF de 0,22 um (del tipo comercial Millipore filtro

9
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Millex-GV, 0,22 um, PVDF, 13 mm, EEUU, o similar) y evitando el contacto de las agujas
con la solucion de albumina. Una de las agujas fue destinada a la entrada del gas nitrégeno
y la otra a su salida a modo de evitar la sobrepresion dentro del envase. El tratamiento con
nitrégeno superficial se llevd a cabo a temperatura ambiente, durante dos horas,
manteniendo un flujo constante de nitrdgeno que permitiera apreciar el movimiento del

liquido dentro del envase sin que éste llegara a salpicar dentro del mismo.

Finalizado el tratamiento superficial con nitrogeno, el procedimiento de obtencion de
albumina a partir de plasma humano continud tal y como se describe en el Ejemplo 1 (Figura
1, etapa de pasteurizacion en viales), hasta la obtencién de albdmina producto final. Del
mismo modo que en el Ejemplo 1, se analizo el estado oxidativo mediante cromatografia de
intercambio aniénico de las muestras de albumina al 20% de concentracion obtenidas con la
técnica de la presente invencion. En concreto se analizaron muestras de albumina
sometidas a una etapa de tratamiento superficial con nitrdgeno antes de la pasteurizacion,
muestras de albumina después de la pasteurizacion y antes de cuarentena, y muestras de
albumina tras el periodo de cuarentena. La Figura 4 muestra los resultados obtenidos,
apreciandose la no disminucion de la forma HMA y el no aumento de las formas HNA1 y
HNAZ2 observados en las Figuras 2 y 3 con el procedimiento de obtencion de la albimina de

la técnica anterior.

Adicionalmente al analisis del estado oxidativo, se realizd la medicién del oxigeno disuelto
presente en las muestras tras el tratamiento superficial con nitrégeno, obteniéndose que en

todos los casos la concentracion de oxigeno disuelto fue igual o menor que 0,5 ppm.

La determinacion se realizé a temperatura ambiente, mediante el uso de una sonda para la
medicion de oxigeno disuelto (del tipo comercial HI 9828 Medidor Multi-paramétrico, Hanna
Instruments, EEUU). En concreto, el envase con la solucion de albumina previamente
sometida al tratamiento superficial con nitrdgeno se abrié en el interior de una cabina con
atmoésfera de nitrogeno, e inmediatamente se sumergio la sonda para la medicion de
oxigeno en la muestra. La sonda empleada, cuyo funcionamiento se basa en el principio de
la célula galvanica, consta de un &nodo de plata (Ag) revestido con un alambre de platino
(Pt), que funciona como céatodo. El conjunto anteriormente descrito se encuentra insertado
en una cubierta protectora llena de una solucion electrolitica de cloruro potasico que en su
extremo tiene una membrana de Teflon®, un material permeable al gas que permite el paso
del oxigeno presente en la solucion, pero no el paso de la solucion en si. Mediante la

aplicacion de un potencial de 790 mV, el oxigeno presente en la célula se reduce a iones
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hidréxido (OHY) en el cétodo, y se deposita cloruro de plata en el anodo. Esta reaccion
provoca un flujo de corriente con intensidad proporcional a la cantidad de oxigeno presente
en la muestra. EI medidor convierte entonces la medicion del flujo de corriente en la

concentracion correspondiente de oxigeno disuelto.

Ejemplo 3: Procedimiento de obtencion de albumina de la presente invencion utilizando una

etapa de burbujeo de nitrégeno en la solucion antes de la pasteurizacion

El procedimiento de obtencion de la albumina de la presente invencion se corresponde con
el procedimiento descrito en el Ejemplo 1, incluyendo la etapa que se describe a
continuacion. Tras la obtencion de la solucion estéril en el envase final (Figura 1, etapa de
filtracion estéril y llenado), y a modo de desplazar el oxigeno presente en interior del envase
se realiz0 el tratamiento de burbujeo de nitrdgeno insertando en el tapon de clorobutilo del
vial dos agujas hipodérmicas (del tipo comercial Braun Sterican 21Gx1 %", 0,80x40 mm,
Alemania, o similar) conectadas a dos filtros de PVDF de 0,22 pm (del tipo comercial
Millipore filtro Millex-GV, 0,22 um, PVDF, 13 mm, EEUU, o similar). La aguja destinada a la
entrada del gas nitrégeno, una aguja espinal (del tipo comercial Terumo Spinal Needle,
18Gx3 ¥2”, 1,20x90mm, Japdn, o similar), fue sumergida en la solucién de albumina, y la
aguja hipodérmica (del tipo comercial Braun Sterican 21Gx1 %2”, 0,80x40 mm, Alemania, o
similar), colocada evitando el contacto con el liquido, fue destinada a su salida a modo de
evitar la sobrepresion dentro del envase. El tratamiento de burbujeo con nitrogeno se llevé a
cabo a temperatura ambiente, durante dos horas, manteniendo un flujo constante de

nitrégeno que permitiera observar la aparicion de pequefias burbujas dentro liquido.

Finalizado el tratamiento de burbujeo de nitrogeno, el procedimiento de obtencion de
albumina a partir de plasma humano continud tal y como se describe en el Ejemplo 1 (Figura

1, etapa de pasteurizacion en viales), hasta la obtencién de la albumina producto final.

Del mismo modo que en los Ejemplos 1 y 2, se analiz6 el estado oxidativo mediante
cromatografia de intercambio aniénico de las muestras de albumina al 20% de
concentracion obtenidas con la técnica de la presente invencion. En concreto se analizaron
muestras de albumina sometidas a una etapa de burbujeo de nitrdgeno antes de la etapa de
pasteurizacion, muestras de albumina después de la pasteurizacion y antes de cuarentena y
muestras de albumina tras el periodo de cuarentena. La Figura 5 muestra los resultados
obtenidos, siendo estos similares a los obtenidos en la Figura 4, utilizando una etapa de

tratamiento superficial con nitrogeno antes de la pasteurizacion. Se aprecia la no
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disminucion de la forma HMA y el no aumento de las formas HNA1 y HNA2 observados en

la Figura 2 y 3, con el procedimiento de obtencion de albumina de la técnica anterior.

En este caso se realiz6 también la medicion del oxigeno disuelto presente en las muestras
tras el tratamiento con burbujeo de nitrogeno, del mismo modo que en el Ejemplo 2,
obteniéndose, que en todos los casos la concentracion de oxigeno disuelto fue igual o

menor que 0,5 ppm.

Ejemplo 4: Procedimiento de obtencién de albumina de la presente invencion utilizando una
etapa de tratamiento superficial con nitrégeno antes de la pasteurizacion, aplicado a

diferentes concentraciones finales de albumina

El procedimiento de obtencion de la albumina de la presente invencion se corresponde con
el procedimiento descrito en el Ejemplo 2, aplicado a otras concentraciones de albumina
tales como 5 y 25%. Del mismo modo que en el Ejemplo 2, se analizé el estado oxidativo
mediante cromatografia de intercambio aniénico de las muestras de albumina al 5y 25% de
concentracion obtenidas con la técnica de la presente invencion. En concreto se analizaron
muestras de albumina 5 y 25% sometidas a una etapa de tratamiento superficial con
nitrogeno antes de la pasteurizacion, muestras de albimina 5 y 25% después de la
pasteurizacion y antes de cuarentena, y muestras de albdmina 5y 25% tras el periodo de
cuarentena. La Figura 6 muestra los resultados obtenidos, siendo estos similares a los
obtenidos en la Figura 4 para albuminas a una concentracion del 20%. Se aprecia la no
disminucion de la forma HMA y el no aumento de las formas HNA1 y HNA2 observados en

las Figuras 2 y 3 con el procedimiento de obtencion de la albimina de la técnica anterior.

Adicionalmente al analisis del estado oxidativo, se realizd la medicién del oxigeno disuelto
presente en las muestras tras el tratamiento superficial con nitrégeno, obteniéndose que en

todos los casos la concentracion de oxigeno disuelto fue igual o menor que 0,5 ppm.

Ejemplo 5: Procedimiento de obtencion de albumina de la presente invencion utilizando una

etapa de tratamiento superficial con helio antes de la pasteurizacion

El procedimiento de obtencién de la albumina de la presente invencion se corresponde con
el procedimiento descrito en el Ejemplo 1, incluyendo la etapa descrita a continuacion. Tras
la obtencién de la solucion estéril en el envase final (Figura 1, etapa de filtracién estéril y

llenado), y a modo de desplazar el oxigeno presente en la camara de aire remanente en el
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vial, se realizo el tratamiento superficial con helio insertando en el tapén de clorobutilo, y
evitando el contacto con la solucion de albumina, dos agujas hipodérmicas (del tipo
comercial Braun Sterican 21Gx1 ¥%”, 0,80x40 mm, Alemania, o similar) conectadas a dos
filtros de PVDF de 0,22 um (del tipo comercial Millipore filtro Millex-GV, 0,22 um, PVDF, 13
mm, EEUU, o similar) y evitando el contacto de las agujas con la solucion de albumina. Una
de las agujas fue destinada a la entrada del gas helio y la otra a su salida a modo de evitar
la sobrepresion dentro del envase. El tratamiento con helio superficial se llevé a cabo a
temperatura ambiente, durante dos horas, manteniendo un flujo constante de helio que
permitiera apreciar el movimiento del liquido dentro del envase sin que éste llegara a

salpicar dentro del mismo.

Finalizado el tratamiento superficial con helio, el procedimiento de obtencion de albumina a
partir de plasma humano continu6 tal y como se describe en el Ejemplo 1 (Figura 1, etapa

de pasteurizacion en viales), hasta la obtencion de albumina producto final.

Del mismo modo que en los Ejemplos 1 a 4 se analiz6 el estado oxidativo mediante
cromatografia de intercambio anionico de las muestras de albumina obtenidas con la técnica
de la presente invencién. En concreto se analizaron muestras de albumina sometidas a una
etapa de tratamiento superficial con helio antes de la pasteurizacion, muestras de albumina
después de la pasteurizacion y antes de cuarentena, y muestras de albumina tras el periodo
de cuarentena. La Figura 7 muestra los resultados obtenidos, siendo estos similares a los
obtenidos en las Figuras 4 y 6, utilizando una etapa de tratamiento superficial con nitrdgeno
antes de la pasteurizacion. y también a los obtenidos en la Figura 5, utilizando una etapa de
burbujeo de nitrégeno en la solucion antes de la pasteurizacion. Se aprecia la no
disminucion de la forma HMA y el no aumento de las formas HNA1 y HNA2 observados en

las Figuras 2 y 3, con el procedimiento de obtencion de albumina de la técnica anterior.

En este caso se realiz6 también la medicion del oxigeno disuelto presente en las muestras
tras el tratamiento con burbujeo de helio, del mismo modo que en el Ejemplo 2,
obteniéndose, que en todos los casos la concentracion de oxigeno disuelto fue igual o

menor que 0.5 ppm.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de preparacion de una solucion de albumina humana caracterizado porque
comprende una etapa de reduccion del oxigeno disuelto en dicha solucién de albumina en la

gue el nivel de oxigeno se reduce hasta una concentracién igual o menor que 0,5 ppm.

2. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la etapa de reduccién del
oxigeno disuelto en la solucion de albumina se lleva a cabo realizando un tratamiento

superficial de la solucion de albumina con un gas inerte.

3. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la etapa de reduccion del
oxigeno disuelto en la solucion de albumina se lleva a cabo burbujeando un gas inerte en el

interior de dicha solucion de albimina.

4. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque la

albumina es de origen plasmatico, recombinante o transgénico

5. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque la

solucién de albumina presenta una concentracion de albumina entre 4 'y 25% (p/v).

6. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, caracterizado porque el

gas inerte utilizado es nitrogeno o helio.

7. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque la
etapa de reduccion del oxigeno disuelto en la solucién de albimina se realiza antes de una

etapa de pasteurizacion de dicha solucién de albdamina.

8. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque la
etapa de reduccién del oxigeno disuelto en la solucién de albumina se realiza después de

una etapa de pasteurizacién de dicha solucion de albumina.
9. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque

después de la etapa de reduccién del oxigeno disuelto en la soluciéon de albamina, dicha

solucion de albumina se mantiene en una atmdsfera de gas inerte.
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10. Procedimiento, segun la reivindicacion 9, caracterizado porque la atmdésfera de gas

inerte es de gas de nitrégeno o helio.

11. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque la
solucion de albumina se envasa y/o almacena en un recipiente fabricado de un material

impermeable al oxigeno.

12. Procedimiento, segun la reivindicacién 11, caracterizado porque el material impermeable

al oxigeno es vidrio.
13. Composicién que comprende albimina humana preparada mediante un procedimiento
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizada porque presenta una

concentracién de oxigeno disuelto igual o menor que 0,5 ppm.

14. Uso de una composicion que comprende albumina, segun la reivindicacion 13, para la

preparacion de un medicamento.
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FIGURA 1
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201430824

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 18.11.2014

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-14 Sl
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones SI
Reivindicaciones 1-14 NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201430824

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 AKERS, M. J. & DEFELIPPIS, M. R. Peptides and proteins as 2012
parenteral solutions. En Pharmaceutical formulation development
of peptides and proteins. Segunda edicién. 2012.

D02 WO 2003020325 13.03.2003

D03 HAYASHI, T. et al. Clinica Chimica Acta. Febrero 2002, Vol. 316, 02.2002
N° 1-2, paginas: 175-178.

D04 MARIE, A.-L. et al. Analytica Chimica Acta. Octubre 2013, Vol. 24.10.2013

800, paginas 103-110.

D01 afirma que es frecuente el tratamiento de las soluciones farmacéuticas proteicas con gases inertes, entre ellos el
nitrégeno y el helio, con el fin de disminuir la concentracién de oxigeno.

En D02 se divulga un método para esterilizar preparaciones de albumina, mediante irradiacion. En una de las alternativas,
se prepara la albumina en una atmdsfera inerte, antes de la irradiacion.

D03 estudia la estabilidad de la albumina, comprobando que su almacenaje a -20° C o a temperatura ambiente, produce una
oxidacion paulatina de la misma. Ademas, observa que en los preparados comerciales, el porcentaje de albumina reducida
(HSA) es menor que en la albumina en estado fisioldgico, lo que afecta a su actividad bioldgica.

En D04 se analiza en distintas composiciones comerciales el porcentaje de albumina reducida, encontrandose una gran
variabilidad. Es importante determinar la cantidad de albumina en forma HSA, ya que ésta es la mas activa bioldgicamente.

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

El objeto de la solicitud, es un procedimiento para la preparaciéon de una solucién de albumina humana, caracterizado por
que comprende una etapa de reduccion del oxigeno disuelto en dicha solucién a una concentracion menor o igual a 0,5
ppm, mediante su tratamiento superficial o su burbujeo con nitrégeno o helio (reivindicaciones de la 1 a la 12). También se
incluye una composicion de albumina cuya concentraciéon de oxigeno sea menor o igual a 0,5 ppm (reivindicaciéon 13) y el
uso de dicha composicién en la fabricacion de un medicamento (reivindicacién 14).

1. NOVEDAD (Art. 6.1 LP 11/1986)

Las reivindicaciones de la 1 a la 14 cumplen el requisito de novedad (art. 6.1 LP 11/1986).
2. ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 8.1 LP 11/1986)

2.2.REIVINDICACIONES DE LA 1 ALA 12

Las reivindicaciones 1 y 4 tienen por objeto, un procedimiento para la preparacién de una soluciéon de albumina humana,
que comprende una etapa de reduccion del oxigeno disuelto a una concentracion menor o igual a 0,5 ppm. Esta disminucion
se lleva a cabo mediante un tratamiento superficial con un gas inerte (reivindicacién 2) o burbujeando dicho gas
(reivindicacion 3), siendo este gas helio o nitrégeno (reivindicaciéon 6). Dicha etapa se puede realizar antes o después de la
pasteurizacion (reivindicaciones 7 y 8 respectivamente). Tras la reduccion del oxigeno disuelto, la solucién se mantiene en
una atmosfera de gas inerte (reivindicacion 9) con helio o nitrégeno (reivindicacion 10) y se envasa en un recipiente
fabricado en un material impermeable al oxigeno (reivindicacion 11) como el vidrio (reivindicacion 12). Por ultimo, la
concentracion de la solucion de albumina es del 4-25% (p/v) (reivindicacion 5).

En D01 se anticipa el uso de gases inertes, en concreto el nitrégeno y el helio, con el fin de desplazar el oxigeno de las
soluciones proteicas. Esta etapa se puede realizar tanto mediante un tratamiento superficial, como mediante burbujeo
(reivindicaciones 2, 3, 6), antes del filtrado, o justo antes del envasado (reivindicaciones 7 y 8). Por ultimo, las soluciones se
mantienen en atmosfera inerte y se envasan en recipientes de vidrio (reivindicaciones de la 9 a la 12).

Informe del Estado de la Técnica Pagina 4/5




OPINION ESCRITA N° de solicitud: 201430824

Aunque no se menciona la albumina humana ni su concentracion, dado que es conocida la importancia del estado oxidativo
de la albumina para su correcta actividad bioldgica, y que de la solicitud no se deriva que se haya tenido que solventar una
dificultad técnica relevante en la aplicaciéon de la etapa divulgada en D01, se considera obvia su aplicaciéon a una solucién de
albumina del 4 al 25% (p/v) (reivindicaciones 1, 4, y 5). Ademas, el limite de 0,5 ppm se considera una mera optimizacion de
la técnica para conseguir el efecto deseado (reivindicacion 1).

D02 divulga un procedimiento de esterilizacion de albumina de cualquier origen bioldgico (reivindicacion 4), en la que ésta se
mantiene en atmédsfera inerte, por ejemplo en el helio o el argén (reivindicacion 6) antes de ser irradiada. En el ejemplo 4, se
burbujea con argoén una solucion de albumina al 25% (reivindicaciones 3 y 5) antes de su irradiacion.

Aunque en D02 no se especifica la concentracion de oxigeno (reivindicacién 1), dado que el objetivo es la eliminacion del
oxigeno disuelto, este limite no se considera relevante, sino derivado de la optimizacion de la técnica. La eliminacion del
oxigeno mediante el tratamiento superficial (reivindicacion 2) en vez de mediante burbujeo, se considera una de las
alternativas de uso comun en el estado de la técnica para llevar a cabo dicho objetivo, no produciendo un efecto técnico
sorprendente. Dado que de la solicitud se deduce que la eliminacion del oxigeno se puede realizar antes o después de la
etapa de pasteurizacion, el momento en el que ésta se produzca no se considera relevante (reivindicaciones 7 y 8). Por
ultimo, al conocerse la importancia del estado oxidativo de la albumina y su tendencia a la oxidacién, se considera obvio el
mantenimiento de la misma en helio o nitrégeno y su envasado en vidrio (reivindicaciones de la 9 a la 12).

Por lo tanto, en vista de cualquiera de los documentos D01 o D02, se entiende que las reivindicaciones de la 1 a la 12, no
presentan actividad inventiva (art. 8.1 LP 11/1986).

2. 2. REIVINDIACIONES 13 Y 14

El objeto de la reivindicacion 13 es una composicion de albumina con una concentracion de oxigeno disuelto menor o igual a
0,5 ppm, y el de la reivindicacion 14, su uso en la fabricacién de un medicamento.

D01 anticipa la preparacion de composiciones farmacéuticas proteicas sin oxigeno. Aunque no indica el limite de la
concentracion de oxigeno disuelto, ni especifica que se puedan preparar soluciones de albumina, por lo mismos motivos
expuestos en el apartado 2.1, se considera obvia la preparacion de la misma.

Por otro lado, D02 divulga una composicion que se ha burbujeado con argén con el fin de desplazar el oxigeno disuelto.
Aunque no indican la cantidad de oxigeno incluido, se entiende que este limite no es relevante ya que el objetivo es la
eliminacion total del oxigeno disuelto. Ademas, se describe la utilidad de la albumina en la preparacion de medicamentos
(reivindicacion 14).

En consecuencia, a la luz de cualquiera de los documentos D01 y D02, las reivindicaciones 13 y 14 no tienen actividad
inventiva (art. 8.1 LP 11/1986).
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