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Resumen del proyecto

Las saponinas son productos naturales tensoactivos. La principal fuente de saponinas de uso industrial y biotecnolégico es
la especie arbérea chilena Quillaja saponaria (Qs). Existe una oportunidad para nuestro pais, que involucra el desarrollo y
produccién de nuevos biomateriales de elevado valor agregado a partir del hecho que las hojas de la especie Quillaja
brasiliensis (Qb), nativa de nuestro pais, es una fuente renovable de saponinas de comprobada efectividad como
adyuvantes de vacunacion.

Una fraccién purificada (a escala de laboratorio mediante SPE) de saponinas de hojas de Qb, a la que hemos designado
Fraccién B (FB), posee una potente actividad inmunoadyuvante comparable con Quil-A®, la referencia mundial dentro de
los adyuvantes comerciales basados en saponinas. Nuestro grupo ha identificado de forma preliminar QS-21 (mezcla de
saponinas) en FB por LC-MS, la cual se usa para formulaciones de vacunas humanas. El objetivo del proyecto fue el
desarrollo y la caracterizacién de dos productos biotecnoldgicos de alto valor agregado: FB (producto escalable) como
alternativa al adyuvante comercial Quil-A® y QS-21.

Se obtuvo y caracterizé un proceso escalable para la producciéon de FB por diafiltraciéon, obteniendo ademds un
subproducto con potencial uso comercial, un extracto enriquecido en compuestos fenélicos.

Para la obtencidn de QS-21 se desarrollaron dos procesos eficientes de produccién. Se aislaron y purificaron una de las
moléculas de QS-21 (mezcla de dos saponinas isémeras) y tres moléculas isdmeras mds. Sélo uno de los isdmeros estd en
proceso de elucidacién estructural, las tres moléculas restantes han sido caracterizadas detalladamente mediante
andlisis de RMN. Estos isdmeros no se han reportado en Qs. Asimismo se ha aislado y caracterizado otra saponina
inmunoadyuvante (S13). Se desarrollaron diferentes metodologias analiticas (HPLC-DAD, UHPLC-Full MS, UHPLC-SIM (m/z
1987.9) que permitieron monitorear los diferentes procesos ensayados. A su vez se pueden usar para analizar diferentes
extractos de Qb.

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Quimicas / Quimica Orgdnica / Productos Naturales
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Introduccion

Las saponinas son compuestos tensoactivos cuyas soluciones acuosas pueden formar espuma estable, poseen capacidad
emulsionante y forman soluciones micelares con un comportamiento similar al de los detergentes. Desde el punto de vista
estructural son glicésidos naturales formados por la unién de una (mondesmdsidos), dos (bidesmdsidos) o tres
(tridesmésidos) cadenas de oligosacdridos a una aglicona esteroidal o triterpénica a través de enlaces acetdlicos y/o
éster-acetal, pudiendo presentar caracteristicas fisicoquimicas y actividades bioldgicas diversas segun su estructura.
Numerosos reportes han demostrado que este grupo de compuestos presenta diversas actividades biolégicas, entre ellas,
actividad antimicrobiana, citotdxica, insecticida, molusquicida y alelopatica (Sparg et al., 2004).

La principal fuente tradicional de saponinas de uso industrial y biotecnoldgico ha sido y es la especie arbdrea chilena
Quillaja saponaria. La sobreexplotacidn de sus bosques nativos, junto a prdcticas no sustentables de produccién llevé a la
escasez del recurso. Si bien actualmente los métodos de produccién tradicionales han sido sustituidos por métodos mas
sustentables, el problema persiste en cierto grado, y la disponibilidad de fuentes alternativas de estos productos adquiere
una renovada importancia. Una oportunidad para nuestro pais en la produccién de nuevos biomateriales de elevado valor
agregado surge del hecho que las hojas de la especie arbérea nativa, Quillaja brasiliensis, son una fuente renovable de
saponinas con comprobada efectividad como adyuvantes de vacunacién (de Costa et al., 2013).

Quillaja brasiliensis (A.St.-Hill y Tul.) Mart. (Quillajaceae), es una especie arbdérea endémica del sur de Brasil, norte de
Uruguay, noreste de Argentina y este de Paraguay (Luebert, 2013). Cominmente es conocido como drbol de jabdn, ya que
sus hojas y cortezas producen espuma al ser agitadas en agua debido a la presencia de saponinas. Las saponinas de esta
especie han mostrado muchas similitudes con las de la corteza de Q. saponaria, especie relacionada, que constituye la
principal fuente de saponinas con actividad inmunoadyuvante empleadas en vacunas (Kauffmann et al., 2004; Wallace et
al., 2017).

Se ha demostrado en vacunas experimentales en modelos animales que el extracto acuoso y fracciones purificadas de
saponinas obtenidas a partir de hojas de Q. brasiliensis poseen actividad inmunoadyuvante comparable con Quil-A®, el
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principal producto adyuvante comercial basado en saponinas de Q. saponaria, y la referencia en la prdctica para la
industria biotecnolégica de vacunas. Su efectividad se ha confirmado en vacunas experimentales contra herpervirus
bovino tipo 1y 5 (BoHV), poliovirus humano, virus de la diarrea viral bovina en ratones (BVDV) y vacunas contra la rabia
(Fleck et al., 2006; Silveira et al., 2011; de Costa et al., 2014; Cibulski et al., 2016; Yendo et al., 2016). Estas saponinas, son
ademds, capaces de formar estructuras micelares nanométricas tipo ISCOM que presentan ain mayor efectividad como
adyuvante de vacunas, con capacidad para generar tanto respuesta humoral como celular y a nivel de mucosas (Quirici et
al., 2013, Cibulski et al., 2016). Hemos demostrado la efectividad de una fraccidn definida de saponinas extraidas de hojas
de Q. brasiliensis denominada Fraccion B (Wallace et al., 2017) como adyuvante en vacunas antirrdbicas mostrando un
100% de proteccion en ensayos de desafio en modelo murino (Yendo et al., 2016).

El monte nativo representa el 44% de la superficie forestada en Uruguay, superando levemente las plantaciones actuales
con Eucalyptus (40%). Sin embargo, el aprovechamiento de la flora arbérea nativa se ha limitado, hasta ahora, a la simple
extraccion de lena o productos madereros convencionales como piques o postes. La obtencién de biomateriales, asociados
a metabolitos secundarios (taninos, polifenoles, resinas, gomas, glicdsidos, fitosteroles, etc) de la flora nativa, abre
campos de investigacion e innovacién viables desde diferentes perspectivas. Algunos metabolitos secundarios constituyen
productos de alto valor agregado en diferentes procesos industriales y el uso de biomateriales cobra prioridad en
escenarios de manejo sustentable de los recursos naturales y de busqueda de vias de implementacion de actividades
bioecondmicas. En el marco del proyecto INIA L4: “De la bioprospeccidon a la biorrefineria: desarrollo de estrategias para
la valorizacién de la flora arbérea de Uruguay”, cuyo equipo de investigacién integramos, se logré establecer las
principales zonas de distribucién de la especie Q. brasiliensis en nuestro pais, la identificacién georreferenciada de
individuos y la obtencidon de nuevos individuos mediante distintos métodos incluyendo propagacién vegetativa
(micropropagacion) y germinacion de semillas, generdndose la informacién bdsica necesaria para el desarrollo de la
presente propuesta. Hemos realizado el primer estudio quimico estructural, en el cual hemos identificado la presencia de
27 saponinas en la Fraccién B (Wallace et al., 2017), la cual posee comprobada accién inmunoestimulante al ser empleada
como adyuvante en vacunas (Yendo et al.,, 2016). Ademds, se estudiaron por primera vez las saponinas de la Fraccién B
producidas a partir de hojas de individuos juveniles (1-2 afios de edad) producidos en vivero de Q. brasiliensis. Estos
individuos juveniles se obtuvieron por germinacidn de semillas colectadas de un drbol adulto seleccionado en Valle Edén
(Qb147). Las saponinas de las hojas juveniles son triterpénicas también y presentan un perfil de composicion similar,
encontrdndose las mismas 4 geninas que en las hojas adultas (datos no publicados).

El presente proyecto aspira a desarrollar y caracterizar dos productos biotecnolégicos de alto valor agregado basados en
saponinas de Q. brasiliensis: Fraccién By QS-21.

Fraccion B

El proceso de obtencidon de Fraccion B a escala de laboratorio estd desarrollado y optimizado. Se obtiene a partir del
extracto acuoso seco de las hojas de Q. brasiliensis y posterior purificacion mediante extraccion en fase sélida (SPE) en
fase reversa (Wallace et al., 2017). Esta Fraccién B ha sido caracterizada quimicamente en forma preliminar mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tdndem (LC-ESI-IT-MSn). En el primer estudio hemos
identificado la presencia de 27 saponinas en dicha fraccion (Wallace et al., 2017) y actualmente tenemos identificadas de
forma andloga unas 20 saponinas mds (datos no publicados aun). El rendimiento en la obtencién de Fraccion Bes de 0.3 %
(0.3 g Fraccion B/100 g de hojas secas de Q. brasiliensis). Dicho rendimiento es el mismo partiendo tanto de hojas de
individuos juveniles como adultos.

Se busca el desarrollo y optimizacidn de un proceso de produccién de Fraccidn B estandarizado y escalable como producto
alternativo a Quil-A®. En primer lugar, se estudiardn en forma sistematica diferentes alternativas de obtenciéon de
Fraccidon B. Se buscard el desarrollo de un proceso basado en operaciones unitarias escalables. Algunas de las
alternativas pueden incluir precipitacion parcial con solventes, precipitaciéon de compuestos fenélicos por PVPP,
intercambio anidnico y diafiltracién por membranas, etc. Pueden definirse los procesos como combinacidn de mds de un
método mencionado anteriormente. A cada uno de los procesos alternativos se les evaluard el rendimiento (g Fraccidn
B/100 g de hojas secas), caracterizacién quimica mediante cromatografia en capa fina revelando con anisaldehido y FeCl3
y mediante ESI-IT-MSn, determinacién de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu como forma de determinar de
manera indirecta la pureza en saponinas.

Una vez elegida/s la/s alternativa/s con mejor/es rendimiento/s y pureza se identificardn los costos de produccién
asociados. Luego se procederd a la elaboracién de la especificacion técnica del producto Fraccién B. La misma incluird: 1-
descripcidn, 2- caracterizacidon quimica preliminar mediante LC-ESI-IT-MSn, 3- métodos analiticos para control de calidad
y 4-actividad inmunoadyuvante, actividad hemolitica y ensayos de toxicidad. El método LC-ESI-IT-MSn ya ha sido

3/13



desarrollado y es un método rdpido y sensible para la identificacion de saponinas en Fraccién B (Wallace et al., 2017). LC-
ESI-MSn se ha convertido en el método mds popular para la identificacion on-line de moléculas bioactivas en productos
naturales dadas sus ventajas de muy buena sensibilidad, velocidad de andlisis y por la riqueza de informacién estructural
que brinda (Hostettmann et al., 2001; Madl et al., 2006; Wolfender et al., 2010; Dias et al., 2012). Dentro del item 3 se
optimizard un método de andlisis por HPLC-DAD, tratando de subsanar las limitaciones de los métodos actuales mads
empleados (San Martin et al., 2000), incluyendo la derivatizacién de los productos en forma previa a su andlisis
cromatogrdfico para introduccion de grupos cromoéforos. La evaluacion de las actividades bioldgicas y la toxicidad serd
llevada a cabo por el grupo de la Prof. Simone Verza.

Qs-21

Se desarrollard y optimizard un método de produccién de QS-21 a partir de Fraccién B usando diferentes sistemas
cromatograficos (CC, VLC, MPLC y HPLC preparativo). La identificacién inequivoca de QS-21 se realizard por LC-ESI-IT-
MSn , por RMN y métodos quimicos.

Se identificardn los costos asociados al método de produccidon de QS-21 seleccionado. Luego se trabajard en la
elaboracién de la especificacion técnica del producto. La misma incluird: 1- descripcidn, 2- caracterizacidn quimica
mediante LC-ESI-IT-MSn, RMN y métodos quimicos, 3- métodos analiticos para control de calidad y 4-actividad
inmunoadyuvante, actividad hemolitica y ensayos de toxicidad. Se propone como métodos analiticos de control de calidad
los siguientes métodos: HPLC-DAD y LC-ESI-IT-MSn. El método a desarrollar por HPLC-DAD para Fracciéon B sera
adaptado si fuera necesario para el andlisis de QS-21y el método LC-ESI-IT-MSn ya desarrollado para Fraccién B también
serd adaptado para el andlisis de QS-21.

Metodologia/disefio del estudio

Se ha creado un marco de colaboracidn con colegas con formacién y especializacién complementarios, contando en el
conjunto del equipo de investigacion con los recursos humanos y materiales necesarios para el logro de los objetivos. El
diseno y la ejecucidn del presente proyecto se apoya en los antecedentes generados por el grupo tanto en los aspectos de
bioprospeccidn, fitoquimica, andlisis estructural y caracterizacidn de la actividad bioldgica de los productos de estudio,
asi como de experiencia de cooperacidn con el sector biotecnoldgico de fabricacidn de vacunas para la identificacion de
productos con gran potencial.

Metodologia

Colecta de muestras en individuos adultos

Las muestras tomadas de ejemplares silvestres de la region noreste del pais (Tacuarembd-Rivera) serdn secadas y
reservadas para su posterior uso. Cada muestra serd apropiadamente identificada botdnicamente y se depositardn
muestras de herbario en el Herbario de Facultad de Quimica (MVFQ).

Colecta de muestras en individuos juveniles
Los individuos juveniles son producidos en INIA por diferentes métodos incluyendo propagacién vegetativa
(micropropagaciéon) y por germinacion de semillas. Ellos nos proveerdn del material necesario.

Preparacion del extracto acuoso
El material vegetal seco (hojas) serd extraido por maceracion con agua destilada a temperatura ambiente, el extracto
serd filtrado y liofilizado segun lo requiera el proceso de produccién de Fraccién B.

Obtencidn de Fraccion B a escala de laboratorio

Se obtendrd mediante extraccion en fase sélida (SPE) en fase reversa C-18 y elucion con gradiente de metanol-agua. Esta
purificaciéon ya ha sido optimizada (Wallace et al., 2017). Este producto se usard como referencia para controlar los
productos andlogos obtenidos por metodologias alternativas.

Cromatografia en capa fina (TLC)

Los distintos procesos de obtencién de Fraccién B serdn monitoreados por TLC (extracto acuoso y cada etapa de
purificacion). Se usardn placas de Silica gel (Alugram, Macherey-Nagel) y como fase mavil se usard la mezcla de
solventes BUOH: AcOH: H20 (6:2:2). Las placas se revelardn con el revelador de triterpenos y esteroides p-anisaldehido:
H2S04: EtOH: AcOH (1:10:170:20) y con el revelador de compuestos fenélicos y taninos FeCl3 al 5% en H20.

4/13



Determinacion de fenoles totales

Se realizard a cada Fraccién B obtenida por cada proceso alternativo de produccion que se haya ensayado y ademds
para monitorear las distintas etapas de los procesos. La determinacion se realizard por el método espectrofotométrico de
Folin-Ciocalteu usando dcido p-cumdrico como material de referencia.

Espectrometria de masas en tdndem por infusién directa (ESI-IT-MSn)

Se realizard a cada Fraccidn B obtenida por cada proceso alternativo de produccién que se haya ensayado.

Se empleard el espectrometro de masas que contamos en el Laboratorio del Espacio de Ciencia y Tecnologia Quimica del
CUT (LTQ XL TM Thermo-FisherScientific), y se realizard en el modo negativo. Se utilizardn los pardmetros que fueron
optimizados para el estudio de la Fraccidn B obtenida a escala de laboratorio (Wallace et al., 2017). Dichos pardmetros se
detallan a continuacion: composicidn del solvente de muestra, concentracién de trabajo de Fraccién B para favorecer la
maxima intensidad de las sefales, pardmetros de la fuente de ionizacién y del espectrometro de masas (voltaje de
electrosparay, corriente electrosparay, temperatura capilar, voltaje del capilar, flujos del gas nebulizador (sheath y
auxiliar gas), voltaje de los lentes y energias de colisién) y el flujo de entrada de la muestra al espectrémetro (UL/min).

Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tdndem (LC-ESI-IT-MSn)

Se realizard a la Fraccién B obtenida por el mejor proceso alternativo de produccién. Se utilizard la metodologia ya
desarrollada para el andlisis de la Fraccidn B producida a escala de laboratorio (Wallace et al., 2017). Ademds de esta
metodologia se probardn diferentes columnas UHPLC de fase estacionaria tales como fase reversa C18 (columna de 100
mm) y HILIC (Hidrophylic interactions chromatography) y columnas fused core. También se probardn distintas fases
moviles y se optimizardn el resto de las condiciones cromatogrdficas (temperatura de columna, flujo, tipo de elucidn
(isocrdtica y con gradiente) buscando optimizar la separacién cromatogrdfica y la generacién de datos espectrales que
permitan resolver mejor la complejisima mezcla de saponinas presentes en Q. brasiliensis. Se evaluard la posibilidad de
implementar un disefio experimental como herramienta en la optimizacién del método analitico (Ferreira et al., 2007;
Bezerra et al., 2008).

Determinacién de las saponinas de Fraccién B por HPLC-DAD

Este método se utilizard como método analitico de control de calidad para la Fraccién B obtenida por el proceso
seleccionado de su produccidn.

Se ensayard la preparacién de derivados de saponinas adecuados que permitan su andlisis por HPLC-DAD mediante la
introduccion de grupos cromdgenos. A estos efectos en principio se procederd a la preparacién de una amida aromdtica a
partir del residuo de dcido glucurdnico presente en todas las saponinas con p-amino-benzoato de etilo, usando como
agente de acoplamiento una carbodiimida soluble en agua (Ferreira et al., 1997).

Obtencidn de QS-21 a partir de Fracciéon B

El aislamiento y purificacion de QS-21 serd realizado por métodos cromatogrdficos (CC, VLC, MPLC, HPLC preparativo) con
diferentes fases estacionarias (fase normal, C18, resinas de intercambio idnico, etc.). El fraccionamiento serd
monitoreado por TLC y ESI-IT-MSn. El HPLC-preparativo en un equipo recientemente adquirido por el ECTQ/CUT, lo que
permitird en principio obtener productos puros a la escala del miligramo.

Una vez aislada se confirmard su identidad por métodos convencionales e incluirdn andlisis RMN 1D y 2D, LC-ESI-IT-MSn,
andlisis de monosacdridos (Sawardeker et al., 1965) y andlisis de metilacion (Morelle & Michalski, 2007) por GC-MS.
Ademds, se determinard la proporcién de los isémeros que la componen (QS-21 Api y QS-21 Xyl), y su pureza.

Se pondrd a punto un método cromatogrdfico de rutina para su identificacién y andlisis que pueda ser incorporado a su
hoja de Especificacidon Técnica o de Control de Calidad. Podria ser un método HPLC-DAD con derivatizacién previa para
introducir un grupo croméforo o por LC-MS. Estos métodos son mds sencillos que los métodos analiticos de la Fraccién B,
siendo esta ultima una mezcla muy compleja de saponinas. QS-21 son sélo dos saponinas. Por esta razén lo que se
propone es adaptar el método a desarrollar por HPLC-DAD para Fraccién B. Se estima que con pequenas modificaciones
quede adecuado para el andlisis de QS-21. Lo mismo pasaria con el método LC-ES-IT-MSn desarrollado para Fraccién B.
Al mismo se le pueden hacer pequenas modificaciones y quedaria apto para el andlisis de QS-21.

Evaluacion de la toxicidad y actividad adyuvante
La evaluacién de la toxicidad y la evaluacién de la actividad adyuvante serdn llevadas a cabo por el grupo de la Prof.
Simone Gasparin Verza, de la Universidade Feevale de Porto Alegre, Brasil, de acuerdo a los siguientes procedimientos.
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Estas actividades serdn realizadas dentro del Convenio Marco firmado entre UdelaR y Feevale, y en el dmbito particular
de un acuerdo de cooperacién académica entre nuestro grupo y la Prof. Verza, la cual formard parte del programa de
posgraduacién en Farmacia de Feevale.

1- Evaluacidn de la toxicidad de Fraccion B y de QS-21
Con el fin de evaluar la actividad sobre el sistema inmune, es necesario determinar la toxicidad de las fracciones de
saponinas y de las saponinas aisladas de Q. brasiliensis.

1.1 - Actividad Hemolitica:

Actividad hemolitica serd evaluada de acuerdo con el método descrito por Silveira et al (2011). Serdn usadas microplacas
y concentraciones crecientes de fraccién de saponinas y saponinas aisladas, en conjunto de una suspensioén que contiene
0,5% de eritrocitos de conejo en solucidn salina. Salina se incluye como un control negativo, y diluciones de Quil-A®, serdn
utilizadas como un control positivo. El andlisis se realizard usando lector de ELISA y de la actividad hemolitica se expresa
como la concentracién capaz de inducir el 50% de hemdlisis (HD50).

1.2 - Citotoxicidad:

El ensayo de citotoxicidad se realizard por ensayo de viabilidad celular MTT (3- [4,5-dimetil-tiazol-2-il] -2,5-
difeniltetrazolio), descrita por primera vez por Mossmann (1983). Asi, las células VERO (rifidn de mono verde africano,
ATCC CCL 81, serdn expuestas a diluciones en serie de saponinas de Q. brasiliensis y la viabilidad mitocondrial se
cuantifica mediante la reduccidn de MTT a cristales de formazan dentro de las células. Los cristales serdn disueltos en
DMSO (dimetil sulféxido) y se llevard a cabo la cuantificacién por espectrofotometria a 550 nm.

1.3 - Toxicidad aguda:

La evaluacion de la toxicidad aguda se realizard de acuerdo con el método descrito por Cibulski et al (2016). Para esto, se
utilizardn ratones machos CD-1 (8 semanas de edad, n = 5) para la administracién subcutdnea de 100 uL de saponinas de
Q. brasiliensis en solucién salina. Las concentraciones serdn evaluadas en base a los resultados obtenidos por Fleck et al
(2006) que observaron que las concentraciones superiores a 400 ug de una fraccidon enriquecida en saponinas de Q.
brasiliensis, QS-90, causaron la muerte de ratones mediante la administracién subcutdnea. Por ello se propone evaluar
las concentraciones de 30, 60, 120 y 240g/dosis). Estas concentraciones pueden ser cambiadas dependiendo de los
resultados de las pruebas de toxicidad preliminares propuestas en este trabajo. Para la evaluacién de la toxicidad aguda,
los ratones serdn supervisados durante 3 dias, en busca de signos de toxicidad (letalidad, dolor local, y la pérdida de la
piloereccion). El control negativo se realizard con un grupo de ratones inoculado con 100 de solucién salina.

2- Evaluacion de la actividad adyuvante

Para evaluar la actividad adyuvante se utilizardn ratones macho CF-1 con ocho semanas. Los animales se inmunizardn
por via subcutdnea en los dias 0 y 14. Las inmunizaciones se realizardn con los siguientes grupos (n = 6): antigeno viral
solo, antigeno viral ahadié saponinas de Q. brasiliensis (la dosis establecida a partir de los ensayos de toxicidad aguda),
antigeno viral afadié Quil-A®, (10 mg/dosis), ISCOM obtenido con saponinas de Q. brasiliensis, ISCOM obtenidos con Quil-
A®, (10 pg/dosis) y salina, este ultimo como control negativo. Las muestras de sangre se toman inmediatamente antes de
las inoculaciones (dias 0 y 14) y dos semanas después de la segunda inmunizacién (dia 28). Las muestras de suero se
almacenaron a -20 ° C (Verza et al, 2012; Cibulski et al, 2016b.). Para evaluar la actividad de las dosis de anticuerpos
especificos de antigeno inmunes se llevard a cabo, IgG1, IgG2b, IgG3, y el total de IgG en placas de ELISA. Para evaluar la
actividad adyuvante también se realizard la medida de la proliferacidn de esplenocitos. Por lo tanto, 28 dias después de la
primera inmunizacion.

Determinacion de los costos de produccién de Fraccién By QS-21

Para la determinacidn de los costos de produccidn asociados a las alternativas de obtencion de Fraccion B que obtengan
mejores rendimientos, se identificardn los costos fijos y variables asociados a las actividades. Se registrardn los costos
de las diferentes actividades desde la extraccién de la materia prima en el monte hasta las realizadas en el laboratorio y
se estimardn para una escala comercial. Los costos de extraccion en el monte incluyen la recoleccién de hojas del drbol,
por lo tanto, serian mayoritariamente de mano de obra y traslado desde y hacia el lugar de la plantacién. También se
estimardn los costos asociados a la obtencidn de la materia prima a partir de individuos juveniles plantados. Se
comparardn los costos asociados a la obtencidn de Fraccion By se seleccionard la de menor costo.

Se identificardn los costos asociados a la produccién de QS-21 a partir de Fraccidn B en laboratorio. Los costos de
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extraccion a partir de la materia prima en el laboratorio dependerdn del método de produccién de QS-21 seleccionado
como mds eficiente dentro de los utilizados. En todos los casos, se incluird ademds la depreciacién de los equipos
utilizados para el procesamiento. Se estimara asi el costo unitario de QS-21 por kg procesado.

Complementariamente se identificardn los principales mercados de venta de saponina a nivel mundial para conocer los
volumenes comercializados, asi como los precios. Se caracterizard el mercado local de vacunas de equinos y pequenos
animales domésticos (perros y gatos), como primer paso para conocer la potencial demanda local por saponina.

Resultados, andlisis y discusién

Desarrollo y optimizacidn de un proceso escalable para la produccién de Fraccién B (FB)

Se probaron 7 procesos anteriormente. Ver informe de avance.

Proceso de diafiltracién con casettes: Las saponinas fueron purificadas a partir del extracto acuoso de hojas de Q.
brasiliensis mediante diafiltracién usando el equipo LabScale® TFF System (Millipore) con Pellicon® XL Cassette Ultracel®
(CRC, 50 cm2, 10 kDa). Se realizaron dos procesos en forma separada, ambos a la misma concentracidn del extracto
acuoso (25g/1), uno disuelto en agua y el otro en agua con dcido férmico al 0.1%. El volumen de cada solucién (100 ml) fue
filtrado y llevado a volumen tres veces, de forma de obtener tres permeados de 100 ml cada uno y el retenido. Las
moléculas por debajo de 10 kDa pueden pasar la membrana. Como consecuencia, el retenido concentra saponinas, las
cuales forman micelas de 50 o mds moléculas (Kensil et al., 1991), y los permeados concentran compuestos de bajo peso
molecular como polifenoles, azucares, sales, etc.

Estos procesos de diafiltracion ensayados fueron monitoreados mediante la determinacion de saponinas totales por HPLC-
DAD y UHPLC-ESI-IT-MS (Full MS) y mediante el contenido de compuestos fendlicos totales por el método de Folin-Ciocalteu.
También fueron monitoreados QS-21y sus isémeros mediante UHPLC-ESI-IT-MS (SIM, m/z 1987.9).

Todos los resultados se encuentran resumidos en la Tabla 1 (se adjunta). Obtuvimos dos productos de alto valor agregado,
un extracto enriquecido en saponinas y otro extracto enriquecido en compuestos fenélicos. Este proceso es robusto,
escalable, facil de operar y con bajos requerimientos energéticos.

Extracto enriquecido en saponinas (Retenidos): El proceso 2 demostré ser mds efectivo que el proceso 1debido a su mayor
rendimiento y mayor porcentaje de saponinas totales. El porcentaje de compuestos fenélicos totales no varid entre los dos
procesos. QS-21y sus isémeros mostraron la misma tendencia que las saponinas totales con mayor porcentaje en el
retenido del proceso 2. A pesar de que este proceso produce saponinas de pureza intermedia, este producto podria tener
implicaciones para su uso per se, o0 como material de partida para una preparacién mads eficaz de compuestos puros.
Extracto enriquecido en compuestos fenélicos (Permeados I): Estos extractos mostraron un alto rendimiento, bajo
porcentaje de saponinas y estar enriquecidos en compuestos fenélicos.

Los avances de este trabajo se presentardn en el ENAQUI 2021.

Desarrollo de un proceso de producciéon de QS-21 a partir de Fraccion B.

El proceso de produccidn de QS-21 se realizé en dos etapas:
1) Purificacion preliminar de QS-21 por cromatografia liquida (MPLC) en Silica Gel.
2) Purificacion de QS-21 por HPLC preparativo.

Etapa 1: La MPLC se realiza en una columna de vidrio Buchi de 15 x 460 mm y con silica flash (40 g) como fase
estacionaria. El solvente de elucion es isocrdtico y presenta la siguiente composicién: CH2Cl2/CH30H/H20/CH3COO0OH
(270:139:25:1 v/v/v/v). Se siembran 100 mg de FB disueltos en el solvente de elucién y se trabaja con un flujo de 4-5 ml/min.
El monitoreo de la separacidén se realiza analizando las fracciones obtenidas por TLC usando como fase mdvil
CH2Cl2/CH30H/H20 (60:40:10 v/v/v) y revelando con 0.1% orcinol en 5% de H2S04 conc. (EtOH). Se juntaron las siguientes
fracciones: fracciones 1-4, fracciones 5-9 (denominada B1), fracciones 16-21 (denominada B2), fracciones 22-25, fracciones
26-37 (denominada B3).

Etapa 2: Las fracciones B2 y B3 son las que se usan para separar QS-21. La fraccidn B1 se utiliza para separar la
saponina S13, otra saponina con actividad inmunoadyuvante que se encuentra también en la especie Q. saponaria (Nord &
Kenne, 1999).

Condiciones usadas:

Columna: C18, 20 x 250 mm, 5 ym, 100 A°.

Fase movil: Eluyente A: Agua con 0.1% dcido férmico. Eluyente B: Acetonitrilo con 0.1% dcido férmico. Gradiente: 5-45% de
eluyente B en 3 min, 45-53% eluyente B en 20 min, 100% eluyente B durante 6 min, vuelta a las condiciones iniciales en 5
min.
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Muestras: 10 mg de B2 y B3 respectivamente disueltas en 300ul de CH3CN/H20 (45:55 v/v)

Flujo: 10 ml/ min.

Deteccion: 210 nm, 220 nm.

En las dos muestras sembradas (B2 y B3) se separd el pico que salia con un tiempo de retencién de 13 minutos. A la
muestra obtenida de la fraccién B2 se le llamé H y a la muestra obtenida de la fraccidn B3 se le llamé B. Estas dos
fracciones se monitorearon por LC-ESI-IT-MS2 en modo negativo y presentaron el mismo ion molecular a m/z=1987.9 y el
mismo espectro MS2, pero diferentes tiempos de retencién. La muestra B consistid en un solo pico (tr= 24.85 min.),
mientras que H consistié en dos picos (tr1= 27.13 min. y tr2= 27.94 min.). Estas muestras se estudiaron por RMN y se
determinéd que B es un isémero de QS-21, una molécula de H es QS-21y la otra es un isémero de QS-21. Se verificé también
usando un estdndar comercial de QS-21. Con la informacién obtenida de esta elucidacién estructural detallada por RMN se
estd elaborando un manuscrito.

También se separd y elucidé S13 mediante RMN. Este avance se presentard en el ENAQUI 2021.

Ademas del proceso para obtener QS-21 (MPLC + HPLC preparativo) descrito anteriormente se estudio otro alternativo.

El proceso alternativo de produccion de QS-21 se realiz6 en dos etapas usando HPLC preparativo:

1) Primera separacién de QS-21en fase reversa (C18, 20 x 250 mm, 5 ym, 100 A°) y con fase movil en sistema isocrdtico
consistiendo en buffer NH40Ac a pH 6,8: CH3CN (65,8:34,2). Deteccidn a 214 nm, flujo 10 ml/min. Muestra: Se inyectan
repetidamente 10 mg FB disueltos en 0.5 ml de agua con 0.1% de dcido férmico.

2) Segunda separacion de QS-21en fase reversa (C18, 20 x 250 mm, 5 pm, 100 A°). Esta segunda separacion es idéntica a
la etapa 2 del proceso descrito anteriormente. Acd se inyectan las fracciones obtenidas provenientes de la primera
separacion por HPLC preparativo.

Ambas etapas del proceso fueron monitoreadas por LC-MS. Acd logramos separar otro isémero de QS-21 (tercer isémero),
denominado S4, el cual se encuentra en etapa de elucidacién estructural por RMN. También se logré separar en forma pura
una de las moléculas constituyentes de H (el isdmero de QS-21). Los isémeros elucidados presentan variantes en el
oligosacdrido en C28, manteniendo los motivos estructurales responsables de la actividad inmunoadyuvante (Marciani et
al., 2018).

Determinacion de saponinas totales por HPLC-DAD en extractos y productos purificados de Quillaja brasiliensis (Qb).

Las saponinas triterpénicas de Qb son separadas en fase reversa y cuantificadas en forma relativa a las saponinas de FB
obtenida de las hojas de Qb mediante SPE (Wallace et al, 2017; 2019). Se integran todas las dreas de los picos de los
cromatogramas comprendidos entre los tiempos 12.1 y 40 minutos. Estos picos corresponden a saponinas y los que eluyen
antes son taninos y polifenoles. Se verificaron los espectros UV de los picos en ese rango de tiempo que fueran
“compatibles” con saponinas triterpénicas, compardndolos con los del estandar comercial de QS-21. La suma de las dreas
(12.1 - 40 min.) de la FB se considera 100%.

Preparacién de la muestra: Disolver la muestra en agua con dcido féormico 0.1% a una concentracién de 10 mg/ml. Filtrar
por filtro de 0.2 ym.

Preparacién del estdndar: Disolver la FB en agua con dcido férmico 0.1% a una concentracién de 10 mg/ml. Filtrar por
filtro de 0.2 ym.

Condiciones cromatogrdficas:

Equipo: HPLC Ultimate 3000, Dionex, Germany.

Columna: C4, 4.6 x 250mm, 5 um, Thermo Scientific TM Hypersil GoldTM

Temperatura columna: 35°C

Gradiente:

Solvente A: Agua purificada con 0.1% de dcido férmico

Solvente B: Acetonitrilo con 0.1% de dcido férmico

Tiempo (min) % Solvente A % Solvente B

07030

355545

4055 45

Flujo: 1 ml/min

Longitud de onda: 220 nm
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Volumen de inyeccién: 70 gL

Calculos:

% Saponinas Totales en muestra *= (?dreas muestra/?dreas FB)/100
*Relativo a las saponinas totales de FB

Determinacién de saponinas totales por UHPLC-ESI-IT-MS1 (Full MS) en extractos y productos purificados de Qb.

Las saponinas triterpénicas de Qb son separadas en fase reversa y cuantificadas en forma relativa a las saponinas de FB
obtenida de las hojas de Qb mediante SPE (Wallace et al, 2017; 2019). Se integran todas las dreas de los picos de los
cromatogramas comprendidos entre los tiempos 10 y 40 minutos. Estos picos corresponden a iones en el rango de masas
entre m/z 1300-2000. Las dreas de los picos considerados corresponden a saponinas, previamente verificados por sus
espectros MS/MS. Los compuestos polifendlicos de bajo peso molecular (< m/z 1300) no estarian considerados. La suma
de las dreas (10 - 40 min.) de la FB se considera 100%.

Preparacién de la muestra: Disolver la muestra en agua con dcido férmico 0.1% a una concentracién de 10 mg/ml. Filtrar
por filtro de 0.2 ym.

Preparacion del estdndar: Disolver la FB en agua con dcido férmico a una concentracion de 10 mg/ml. Filtrar por filtro de
0.2 ym.

Condiciones:

Equipo: UHPLC (Ultimate 3000 RSLQ, Dionex, Germany) acoplado a espectrémetro de masas con trampa de iones lineal
(LTQXLTM Thermo-Fisher Scientific).

Columna: C18, 50 x 21 mm, 1.9 ym, Hypersil GoldTM RP, Thermo Scientific TM.

Temperatura columna: 35°C

Gradiente:

Solvente A: Agua purificada con 0.1% de dcido férmico

Solvente B: Acetonitrilo con 0.1% de dcido formico

Tiempo (min) % Solvente A % Solvente B

06525

505050

55 40 60

650100

Flujo: 0.5 ml/min

Volumen de inyeccion: 25 pL

Modo de adquisicién MS: Full MS en modo negativo, m/z 1300-2000.

Condiciones MS: fdem al método LC-ESI-IT-MS/MS (Wallace et al, 2017; 2019).

Calculos:

% Saponinas Totales en muestra *= (?dreas muestra/?dreas FB)/100

*Relativo a las saponinas totales de FB

Determinacién de QS-21y sus isémeros por UHPLC-ESI-IT-MS1 (SIM, m/z 1987.9) en extractos y productos purificados de
Qb.

QS-21y sus isémeros en Qb son separadas en fase reversa y cuantificadas en forma relativa a QS-21y sus isémeros en
FB obtenida de las hojas de Qb mediante SPE (Wallace et al, 2017; 2019). Se integran todas las dreas de los picos de los
cromatogramas. Estos picos corresponden a iones con m/z 1987.9. Las dreas de los picos considerados corresponden a
QS-21y sus isémeros, previamente verificados por sus espectros MS/MS.

Preparacién de la muestra: Disolver la muestra en agua con dcido féormico 0.1% a una concentracién de 10 mg/ml. Filtrar
por filtro de 0.2 ym.

Preparacion del estdndar: Disolver la FB en agua con dcido férmico a una concentracidn de 10 mg/ml. Filtrar por filtro de
0.2 ym.

Condiciones cromatogrdficas: Idem método UHPLC-Full MS.

Condiciones MS: idem al método LC-ESI-IT-MS/MS (Wallace et al, 2017; 2019).

Modo de adquisicién MS: SIM en modo negativo, m/z 1987.9.

Calculos:

% Saponinas Totales en muestra *= (?dreas muestra/?dreas FB)/100
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*Relativo a las saponinas totales de FB

Discusion de las metologias analiticas

HPLC-DAD: Se concluye que no se pueden cuantificar las saponinas de Qb contra las saponinas de Q. saponaria (Quil-A® o
VetSap). No presentan el mismo perfil. Hay saponinas abundantes en Qb que no aparecen en Quil-A®, (como molécula B
aislada). Por ejemplo cuando se cuantificéd FB contra Quil-A®, por el método escrito en este protocolo, asigndndole 90% a
las saponinas totales de Quil-A® (segun su declaracion de pureza), las saponinas totales de FB dan 164%.

HPLC-DAD vs UHPLC-Full MS: Las dos metodologias dan diferentes resultados absolutos de saponinas totales relativas a
las saponinas totales de FB. Esto se podria deber a la baja sensibilidad de la deteccién por UV a 220 nm de estos
compuestos. También podria haber alguna sobreestimaciéon en el método por LC-MS, por estar considerando algun
compuesto que no sea saponina en el rango de masas estudiado (m/z 1300-2000). Si bien los picos que se consideran para
el drea total en el estdndar de FB fueron verificados con el espectro MS2 (fragmentacién de saponina), no se hace esto en
las muestras a cuantificar. La idea de estos métodos es poder usarlos para monitorear separaciones, como la
diafiltracion y asi lograr optimizar estos métodos. También son adecuados para el estudio de diferentes extractos de Qb,
por ejemplo distintos 6rganos de las plantas, y asi determinar cudl es mds concentrado en saponinas.

Conclusiones y recomendaciones

Se obtuvo un proceso escalable para la producciéon de FB. Si bien el producto obtenido es de menor pureza en saponinas
gue la FB obtenida usando SPE, este producto podria tener implicaciones para su uso per se, o como material de partida
para una preparacién mads eficaz de compuestos puros. Existen formulaciones comerciales de adyuvantes en base a
saponinas de Q. saponaria (Matrix-MTM, ISCOMATRIX®) que contienen fracciones definidas de saponinas, colesterol y
fosfolipidos. Por ejemplo, Matrix-MTM (Novavax) consiste en la mezcla de dos tipos de particulas, cada una de ellas
conteniendo una fraccién de saponinas diferente y bien caracterizada con propiedades complementarias. Una fraccidn con
saponinas con alta actividad adyuvante y la otra con actividad adyuvante mads débil pero con saponinas que son bien
toleradas (baja toxicidad). La mezcla de particulas muestra excelentes resultados en eficacia y seguridad (Magnusson et
al., 2018). Por lo mencionado anteriormente nuestro producto de pureza intermedia de saponinas se podria mezclar con
otro producto de mayor pureza y asi lograr una formulacién efectiva. La parte quimica de estos productos la conocemos
bien, el conocimiento que se generd en su composicidn serd clave en la formulacién de futuras vacunas experimentales.
Nos resta avanzar en la actividad inmunoadyuvante de los mismos.

Los filtros casettes usados en la diafiltracién, son un nuevo disefio de filtros que presentan varias ventajas (robustos,
procesos escalables en forma lineal, requieren bajo caudal, capacidad de alta presion, etc.). La diafiltracién es un proceso
de membrana y es una alternativa vdlida a las tecnologias tradicionales debido a sus bajos costos de operaciény
mantenimiento, a las condiciones moderadas de temperatura y presidn, al facil control y escalado del proceso, al no uso
de solventes y a la alta eficiencia en las separaciones (Conidini et al., 2018).

Ademds con este proceso se logra obtener otro producto de potencial valor agregado, el extracto enriquecido en
compuestos fenélicos.

El desarrollo de las diferentes metodologias analiticas (HPLC-DAD, UHPLC-Full MS, UHPLC-SIM (m/z 1987.9) permitio
monitorear los procesos de separacién para obtencién de FB y QS-21. Fueron adecuados para cumplir con su propésito.
Aunque el contenido de saponinas totales difiera entre los dos métodos ensayados (HPLC-DAD y UHPLC-Full MS), presentan
la misma tendencia de resultados relativos a FB. También QS-21 + isémeros presenta la misma tendencia que las
saponinas totales en el retenido y los permeados.Sin ellos hubiera sido imposible el desarrollo y comparacién de los
distintos procesos ensayados. A su vez se pueden usar para monitorear saponinas totales en diferentes extractos de Q.
brasiliensis.

Se lograron dos procesos eficientes para la obtencién de QS-21 a partir de FB. Los datos obtenidos son muy relevantes, ya
que ademds de separar e identificar QS-21 encontramos 3 moléculas isdmeras mds, dos de las cuales ya elucidamos
(manuscrito en proceso) y otra estd en proceso de elucidacién. Estos isémeros no se han descrito ain en Q. saponaria
(porque no estdn o no se han aislado aun). Asimismo con estos métodos de separacidon de QS-21, generamos el
conocimiento para poder separar otras saponinas. Por ahora separamos y elucidamos S13 (Nord & Kenne, 1999), pero en
el proceso vimos la viabilidad de separar otras mds.

Con los estudios de RMN confirmamos la presencia de QS-21, la cual habia sido identificada de forma tentativa por
nosotros (Wallace et al., 2017) y antes de nuestro trabajo la Gnica fuente comercial conocida de QS-21 lo constituia el drbol
chileno Q. saponaria. Dadas las caracteristicas estructurales de los isémeros de QS-21 podemos predecir su actividad
inmunoadyuvante (Marciani et al., 2018) y su estudio podrd contribuir al conocimiento acerca de sus mecanismos de
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accion.

En forma paralela se realizé la caracterizacion preliminar por LC-MS de los compuestos fendlicos de las hojas de Q.
brasiliensis, compuestos considerados impurezas en FB (obtenido por diafiltracién y por SPE) y compuestos de potencial
valor agregado presentes en subproducto de la diafiltracién. Se estudiaron en un extracto enriquecido en estos
compuestos y luego purificados mediante columna Sephadex LH20. La metodologia ensayada se puede adaptar al estudio
de los compuestos fendlicos en los distintos productos obtenidos. Este trabajo se presentard en IMSC2021 (International
Mass Spectrometry Conference).

También se avanzd en la caracterizacidn preliminar por LC-MS de saponinas de raices y tallos en individuos juveniles
producidos en vivero por germinacién de semillas. Las hojas ya se habian caracterizado y presentan un perfil similar a
las hojas del individuo adulto. En raices y tallos aparecen nuevas saponinas, no caracterizadas previamente en hojas y
corteza de Qb. Se identificaron en cada érgano aprox. 50 saponinas en cada uno. Este trabajo se presentard en IMSC2021
(International Mass Spectrometry Conference).

En resumen, se ha avanzado muchisimo en el conocimiento estructural de las saponinas de Q. brasiliensis, en aspectos de
aislamiento, purificacién, caracterizacién preliminar por LC-MS y por RMN. Ademds en el desarrollo de técnicas analiticas
adecuadas para determinar saponinas totales o alguna en particular, como el caso de QS-21y sus isémeros. En forma
andloga a esta ultima metodologia se podrian determinar otras saponinas especificamente. De acuerdo a la bibliografia
existente sabemos la potencial actividad inmunoadyuvante de los compuestos puros que obtuvimos. A corto plazo se
evaluard su actividad bioldgica y la de FB obtenido por diafiltracidn, en la medida que se vayan retomando las actividades
presenciales en el grupo de la Dra. Simone Verza.
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