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Síntesis 
Esta Tesis aborda la implementación de un método eficiente y consistente para la purificación del anticuerpo 
monoclonal (AcM) CB.Hep-1 empleado en la purificación del antígeno de superficie del virus de la Hepatitis B 
(AgsVHBr), así como la demostración de su capacidad de eliminación de virus. También se exploró la 
potencialidad del tratamiento térmico del AgsVHBr en presencia de KSCN para inactivar virus. El empleo de 
este AcM brinda una alta selectividad y originalidad al método de obtención del AgsVHBr, pero aporta 
inconvenientes desde el punto de vista regulatorio por el uso de fuentes biológicas que pueden introducir virus 
patógenos al hombre.  
El diseño del método de purificación del CB.Hep-1 se basa en la combinación de precipitación salina, 
cromatografías de afinidad y de exclusión molecular y un paso de ultrafiltración, lo cual permite obtener esta 
molécula con alta pureza (>95%) y recobrado (>40%). Una vez implementado este método y demostrada su 
consistencia, se procedió a la caracterización de las fuentes biológicas para la presencia de virus y se validó el 
desescalado de la cromatografía de afinidad empleada en la purificación del AcM CB.Hep-1. Finalmente, se 
calculó la capacidad de eliminación de virus mediante el desafío con virus de la cromatografía de afinidad, los 
procedimientos de higienización y almacenamiento de la matriz de afinidad en etanol, la incubación del AcM en 
tampón ácido y el tratamiento térmico del AgsVHBr. Los virus modelos empleados en los experimentos de 
desafío fueron el virus sendai, el virus de la inmunodeficiencia humana, el virus herpes simple humano 1, el 
poliovirus humano 2 y el parvovirus canino. Los resultados demuestran que este método de purificación del 
AgsVHBr, no sólo permite su obtención con alta pureza y recobrado sino que también posee una capacidad de 
eliminación de virus superior a 14 Logs por encima de la contaminación viral de la fuente biológica. 

Entre los elementos novedosos está en la implementación de un método eficiente y consistente para la 
purificación del AcM CB.Hep-1, lo cual permite su utilización en la cromatografía de inmunoafinidad para 
purificar el AgsVHBr. Por otra parte, esta es la única vacuna contra la Hepatitis B obtenida a través de esta 
metodología que usa un AcM como ligando para purificar el AgsVHBr. Otro aspecto novedoso es que se 
demuestra la seguridad virológica del método de purificación del AgsVHBr. Esto constituye el primer estudio de 
validación viral realizado al método de obtención de un antígeno vacunal que emplea en su purificación una 
proteína proveniente de fuentes biológicas que pueden introducir virus patógenos al hombre. Este trabajo 
informa además, las bondades del uso de la cromatografía de inmunoafinidad para purificar el AgsVHBr y por 
primera vez, la alta capacidad de inactivación de virus de la combinación del KSCN con elevadas temperaturas, 
lo cual justifica su empleo en la obtención de biológicos. Informa también por primera vez el alto grado de 
inactivación del etanol 70% sobre el parvovirus canino, modelo para el parvovirus de ratón, con elevada 
resistencia a los agentes físico-químicos y la baja capacidad del etanol al 20% para inactivar virus desnudos. 

En conclusión, el aporte práctico principal es que la implementación de un método de purificación del AcM 
CB.Hep-1 y la demostración de su capacidad de eliminación de virus en combinación con el tratamiento térmico 
del AgsVHBr en presencia de KSCN ha permitido llevar a cabo un extenso programa de vacunación a escala 
nacional y de exportación de más de 100 millones de dosis de la vacuna cubana contra la Hepatitis B.  
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1. INTRODUCCION 
Trescientos cincuenta millones de personas son portadores del virus de la Hepatitis B (VHB) en el 
mundo, de los cuales entre 500 000 y 750 000 mueren anualmente debido a las enfermedades hepáticas y 
al carcinoma hepatocelular que aparecen como secuela de esta infección (C. D. C., 2002). La infección 
con el VHB en adultos es inaparente clínicamente y la mayoría de los casos se recuperan completamente 
eliminando el virus. Sin embargo, entre el 5 y el 10% se convierten en infectados crónicos (Mitchel, 
2000).  

El VHB pertenece a la familia Hepadnaviridae; su genoma codifica las proteínas de la envoltura, la 
nucleocápsida, la polimerasa y la proteína X. La envoltura viral es de naturaleza lipoproteica y tiene como 
componente principal una proteína de 24 kDa denominada antígeno de superficie del virus de la Hepatitis 
B (AgsVHB) la cual está asociada a lípidos derivados de las células hospederas y se ha demostrado 
también que contiene las regiones inmunodominantes y protectoras para el humano (Gerlich, 1991; 
Fatlovich, 2003). 

A pesar del elevado número de casos de infección con el VHB hay una importante disminución en la 
población menor de 19 años, debido a los extensos programas de vacunación. Una de las primeras 
vacunas contra la Hepatitis B (“Heptavax-B” de Merck, Sharp and Dohme) fue licenciada en Francia y en 
los Estados Unidos en 1981, (Zuckerman, 1985; Zuckerman, 1987). Esta demostró ser muy eficaz y 
evidenció que la inmunización es una estrategia efectiva en la prevención de esta patología (Szmuness y 
cols., 1980; Yré y Safari, 1987).  

En 1985, comenzaron los trabajos de obtención del AgsVHBr para ser usado como ingrediente activo de 

la vacuna contra la Hepatitis B en el CIGB. Poco años después, se logró su expresión en la levadura 

Pichia pastoris (Muzio y cols., 1989). El método de purificación de este antígeno se basó en la 

cromatografía de inmunoafinidad (Pentón, 1992; Agraz y cols., 1993; Páez y cols., 1993; Agraz y cols., 

1994; Pérez y cols., 1994). Esta técnica permitió su aislamiento con una alta pureza y recobrado, así como 

su obtención a escala industrial, aceptabilidad del producto y originalidad, ya que existen otros métodos 

de aislamiento del AgsVHBr que no emplean la cromatografía de inmunoafinidad como técnica de 

purificación (Hitzeman y cols., 1983; Gavilanes y cols., 1990; Jun Chai y cols., 1992; Zhou y cols., 

2005).  

El anticuerpo monoclonal (AcM) de ratón CB.Hep-1 (Fontirrochi y cols., 1993) es empleado como 
ligando en esta cromatografía de inmunoafinidad. Este AcM se generó a partir de la fusión del mieloma 
Sp2/0-Ag14 con linfocitos de ratones inmunizados con el AgsVHB obtenido a partir de un individuo 
crónicamente infectado con el VHB. Su producción basa en la inducción de tumores ascíticos en ratones 
BALB/c. Dicho método es muy productivo (Kozbor y cols., 1985; De Geus y Hendriksen, 1998; 
McArdle, 1999; McArdle, 2000) pero posee varios inconvenientes desde el punto de vista regulatorio, ya 
que el hibridoma, el suero fetal, los animales y la ascitis pueden contaminar el producto de interés con 
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virus patógenos al hombre y priones (Caethew, 1986; White y cols., 1991; Hart, 1995; Baker, 1998). Por 
lo que, si bien el empleo del AcM CB.Hep-1 en la cromatografía de inmunoafinidad para purificar el 
AgsVHBr de forma consistente ha contribuido al extenso programa de vacunación contra la Hepatitis B, 
su implementación no hubiese sido posible sin una demostración de la capacidad de remoción e 
inactivación de virus del método de obtención del AcM CB.Hep-1 y del AgsVHBr.  

Esto es un serio inconveniente que ha sido señalados por varias entidades regulatorias, las cuales han 
emitido guías hacer para los estudios que demuestren de la capacidad de remoción e inactivación de virus 
y otros agentes patógenos de los métodos de purificación de AcMs de uso terapéutico o empleados en la 
purificación de biológicos (F. D. A., 1987; O. M. S., 1992; I. C. H., 1997; C. P. M. P., 1998; F. D. A., 
2001).  

El problema viral es complejo, ya que son varios los virus que pueden estar presentes en estas fuentes 
biológicas. Existen al menos 5 virus de ratón, como el hantaan y el virus de la coriomeningitis linfocítica, 
que pueden ocasionar la muerte en humanos, y otro grupo de virus conformado por 11 ó 13 virus para los 
cuales no se ha demostrado aún su capacidad de infectar humanos, pero sí líneas celulares humanas (O. 
M. S., 1992; Baker, 1998). Adicionalmente, se ha demostrado la contaminación de muchos hibridomas 
con virus que poseen actividad reverso transcriptasa y propiedades oncogénicas (Herr y Spell, 1985). 
Otros autores encontraron partículas retrovirales tipo A en células NS-1, células de mieloma derivadas de 
ratón BALB/c, mientras que 12 de 17 hibridomas estudiados (71%), liberaron grandes cantidades de 
partículas retrovirales tipo C (Weiss, 1982; Levy, 1983; Bartal y Hirshaut, 1987).  

Otra fuente de contaminación viral relacionada con las células, es el suero fetal bovino (SFB). Su empleo 
adiciona el riesgo de contaminación con los virus de la diarrea bovina, la rinotraqueitis bovina, la 
enfermedad hemorrágica epizoótica y el parvovirus bovino, entre otros (Adamson, 1998). El 
descubrimiento de la encefalomielitis espongiforme (Powell y cols., 1985; O. M. S., 1992; Foster, 1994; 
Honstead, 1996; O. M. S., 1996; Epstein y Brown, 1997; I. C. H., 1997), incrementó la presión sobre el 
desarrollo de medios de cultivo libres de suero. No obstante, ellos también incorporan productos de 
origen animal como la insulina, la transferrina y la albúmina, por lo cual no pueden ser considerados 
tampoco como exentos de riesgo (Lubiniecki, 1999).  

La forma de resolver este problema es mediante la demostración de la capacidad de remoción e 
inactivación de virus del método de purificación del biológico de interés (Cameron y cols., 1997). Esto se 
logra mediante la adición de determinadas cantidades de virus modelos o relevantes a los diversos pasos 
del método de purificación para medir su capacidad de separar o inactivar los virus adicionados de la 
molécula que se desea purificar. Por consiguiente, la capacidad de remoción e inactivación total es 
calculada como la suma de las capacidades de remoción e inactivación de virus de cada unos de los pasos 
del método de purificación de la molécula de interés. En tal sentido, hay varios criterios para diseñar un 
método robusto de purificación de proteínas para uso farmacéutico. El más aceptado es que un método de 
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purificación se considera “robusto” si su nivel de eliminación de virus es superior a 4 Logs (virus 
envueltos) y 6 Logs (virus no envueltos) de la cantidad de virus detectada en la fuente biológica empleada 
en la obtención del biológico (Darling y Spaltro, 1996; Brian y cols., 1997; Lugo, 1998).   

Para llevar a cabo este tipo de demostración científica, la selección de los virus constituye el elemento de 
mayor importancia. Los virus modelos son aquellos que reúnen propiedades físico-químicas parecidas a 
los que pueden estar en la fuente biológica y por lo tanto los resultados pueden ser extrapolados a los 
virus endógenos y adventicios (Darling y Spaltro, 1996).  

El otro elemento crítico es el desescalado del método de purificación de la molécula de interés. La validez 
del mismo debe ser demostrada antes de comenzar los experimentos de desafío con los virus modelos. 
Para que este procedimiento sea valido, el nivel de purificación de la versión desescalada del método en 
cuestión debe ser lo más cercano posible al de la escala real de purificación. Los parámetros usualmente 
considerados en los sistemas cromatográficos son: altura del lecho, diámetro de la columna, sistema de 
distribución de la columna, flujo lineal, tiempo de residencia (Tr), concentración de proteínas, 
temperatura de los tampones, pH de los tampones y contenido de sales. En ocasiones surgen desviaciones 
de los parámetros que no pueden ser resueltas, pero estas pueden ser discutidas científicamente si la 
calidad del producto y la interpretación de los resultados no se afecta (Sofer, 1996).  

La eliminación completa de las partículas virales sólo se puede lograr con un método de purificación 

robusto. En general, los sistemas de purificación de AcM se componen de una combinación de varias 

técnicas de purificación: precipitación para concentrar el producto, filtración por membrana de un 

determinado tamaño de poro (Nanofiltración) y las técnicas cromatográficas basadas en las propiedades 

físicas y químicas de las moléculas que componen la fuente a partir de la cual se desea extraer el AcM 

tales como: cromatografía de afinidad en cama empacada o expandida, cromatografía de intercambio 

iónico y la cromatografía de exclusión molecular (Gagnon, 1996; Fahrner y cols., 1999; Camperi y cols., 

2003; Takashi  y Shuichi, 2005). Sin embargo, ninguno de estos pasos por si sólo constituye un método 

robusto de eliminación de virus, aunque sí para alcanzar la pureza proteica deseada (Darling y Spaltro, 

1996; E. M. E. A., 1996).  

Los diseños de validación viral deben incluir también pasos ortogonales de inactivación viral. Estos son 
pasos que no impliquen el mismo principio de remoción e inactivación. Esto significa también establecer 
las cinéticas de inactivación y el balance de pérdida de la capacidad de inducir efecto citopatogénico 
(Sofer, 1996; Schlegel y cols., 2001). Los métodos de inactivación son más fáciles de modelar que los de 
remoción física de las partículas virales, pues no conllevan la demostración de un desescalado. No 
obstante se debe considerar que cuando la cinética de inactivación es muy rápida, se deben realizar 
estudios más profundos para determinar exactamente la capacidad de inactivación viral del método 
estudiado.   

Teniendo en cuenta estos antecedentes se propuso entonces la siguiente hipótesis. 
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1. Demostrar la eficiencia y consistencia desde el punto de vista bioquímico del método de purificación 
del AcM CB.Hep-1 y de la cromatografía de inmunoafinidad del AgsVHBr obtenido a partir de 
Pichia pastoris. 

Hipótesis 

El método de purificación del CB.Hep-1, AcM empleado en la purificación del AgsVHBr, es efectivo, 

consistente y combinado con el tratamiento térmico del AgsVHBr en presencia de KSCN es capaz de 

eliminar más de 6 Logs de virus por encima del nivel de contaminación detectado en las fuentes 

biológicas.  

A partir de esta hipótesis se plantearon los siguientes objetivos: 

2. Demostrar la capacidad de remoción e inactivación de virus modelos del método de purificación del 
AcM CB.Hep-1 y del tratamiento térmico del AgsVHBr en presencia de KSCN. 

Para dar cumplimiento a los objetivos planteados se acometieron las siguientes tareas experimentales: 

1. Implementación y determinación de la eficiencia y consistencia del método de purificación del AcM 
CB.Hep-1 en base a las siguientes propiedades bioquímicas de la preparación final de este AcM: 
pureza evaluada por electroforesis y cromatografía líquida de alta resolución, actividad específica, pH 
isoeléctrico, isotipo, reconocimiento de su epítopo, constante de afinidad, secuencia de aminoácidos 
de la cadena ligera, mapeo peptídico, contenido de ADN de ratón y contenido de Proteína A.  

2. Determinación de la consistencia del método de inmovilización del AcM CB.Hep-1 a la Sepharose 
CL-4B y de la cromatografía de inmunoafinidad empleada en la purificación del AgsVHBr evaluando 
la pureza del AgsVHBr purificado, la capacidad de elución de los inmunogeles y el nivel de 
desprendimiento de IgG de ratón. 

3. Determinación de la estabilidad del AcM CB.Hep-1 en el tampón Tris 20 mM/NaCl 150 mM; pH 7.6 
y del inmunogel del AcM CB.Hep-1 en tampón fosfato salino 150 mM; pH 7.2. 

4. Caracterización de los contaminantes virales aportados por el hibridoma CB.Hep-1, el ratón BALB/c 
y el fluido ascítico, empleados en la producción del AcM CB.Hep-1. 

5. Establecimiento del desescalado del método de purificación del AcM CB.Hep-1 utilizando como 
criterio principal el tiempo de residencia constante en la cromatografía de afinidad basada en Protein 
A-Sepharose. 

6. Determinación de la capacidad de remoción e inactivación de virus modelos de los siguientes 
aspectos: cromatografía de afinidad basada en Protein A-Sepharose, procedimiento de higienización 
de la matriz Protein A-Sepharose con etanol al 70%, procedimiento de la matriz Protein A-Sepharose 
conservación en etanol al 20%, incubación del AcM CB.Hep-1 en ácido cítrico 100 mM; pH 3 y el 
tratamiento térmico del AgsVHBr en Tris-HCl 20 mM/EDTA 3 mM/NaCl 1 M/KSCN 3 M, pH 7.2. 
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La novedad científica de esta Tesis radica en la implementación de un método eficiente y consistente para 
la purificación del AcM CB.Hep-1, lo cual permite su utilización en la cromatografía de inmunoafinidad 
del AgsVHB obtenido a partir de Pichia pastoris. Por otra parte, esta es la única vacuna contra la 
Hepatitis B obtenida a través de esta metodología que usa un AcM como ligando para purificar el 
AgsVHB. Otro aspecto novedoso es que se demuestra la seguridad virológica del método de purificación 
del AgsVHBr. Esto constituye el primer estudio de validación viral realizado al método de obtención de 
un antígeno vacunal que emplea en su purificación una proteína proveniente de fuentes biológicas que 
pueden introducir virus patógenos al hombre. Por estas razones los resultados que se derivan de este 
estudio también constituyen un aporte al conocimiento de los métodos biotecnológicos diseñados para 
purificar proteínas de uso en humanos.  

Este trabajo informa además, la consistencia del método de inmovilización del AcM CB.Hep-1, las 
bondades del uso de la cromatografía de inmunoafinidad para purificar el AgsVHBr y por primera vez, la 
alta capacidad de inactivación de virus de la combinación del KSCN con elevadas temperaturas, lo cual 
justifica su empleo en la obtención de biológicos. Informa también por primera vez el alto grado de 
inactivación del etanol 70% sobre el parvovirus canino, modelo para el parvovirus de ratón, con elevada 
resistencia a los agentes físico-químicos y la baja capacidad del etanol al 20% para inactivar virus 
desnudos. 

El aporte práctico de esta Tesis es que la implementación del método eficiente y consistente de 
purificación del AcM CB.Hep-1 y la demostración de su capacidad de eliminación de virus en 
combinación con el tratamiento térmico del AgsVHBr en presencia de KSCN ha permitido llevar a cabo 
un extenso programa de vacunación a escala nacional y de exportación de más de 100 millones de dosis 
de la vacuna cubana contra la Hepatitis B.  

Estos resultados han sido presentados en varios eventos y 9 publicaciones internacionales. Ha sido 
premiado por la Academia de Ciencias de Cuba y el CITMA y fue reconocido también como relevante en 
el XI FORUM Nacional de Ciencia y Técnica. 

Este trabajo de Tesis consta de las siguientes partes: Síntesis, Tabla de Contenido, Abreviaturas, 
Introducción, Revisión Bibliográfica, Materiales y Métodos, Resultados, Discusión, Conclusiones, 
Recomendaciones, Autobibliografía, Bibliografía y Anexos. 
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA 
2.1. Hepatitis B. 

El término Hepatitis B fue introducido por MacCallun en 1947 para denominar a la enfermedad causada 
por el virus del mismo nombre (VHB). Este virus ha infectado a más de 2 billones de personas en el 
mundo, de los cuales más de 400 millones son portadores crónicos, por lo cual es uno de los patógenos 
más difundidos del hombre (Mosley, 1975; Chisari y Ferrari, 1995). La infección crónica del VHB puede 
causar la aparición de uno de los carcinomas más comunes en el hombre: el hepatocarcinoma (Beasley y 
cols., 1984). En el año 1970, Dane encontró partículas parecidas a virus en pacientes con Hepatitis B, las 
cuales fueron designadas también como VHB (Dane y cols., 1970).  

2.2. Clasificación y estructura del virus de la Hepatitis B. 

El VHB pertenece a la familia Hepadnaviridae. Su forma de transmisión es a través de la sangre y el 
contacto sexual (Barker, 1970; Davis, 1989). El genoma viral es de ADN de doble cadena y contiene 
cerca de 3200 pares de bases (Howard, 1986; Ganem y Varmus, 1987). El ADN posee dos asimetrías 
importantes, la primera está dada por la diferencia en la longitud de las cadenas de ADN y la segunda por 
la unión covalente de una proteína en el extremo 5’ de la cadena L-. Este genoma codifica varias 
proteínas entre las que podemos citar el AgsVHB. Dentro de la región del genoma que codifica las 
proteínas de superficie hay tres sitios de comienzo de lectura y sólo un codón de terminación, en virtud de 
lo cual las proteínas de superficie (AgsSVHB, AgsMVHB y AgsLVHB) comparten regiones comunes. La 
región que comparten las tres proteínas se conoce como dominio S (Brancoft y cols., 1972).   

2.3. Antígeno de superficie S del virus de la Hepatitis B (AgsSVHB). 

En la década de 1960-1970, Blumberg descubrió una proteína en la sangre de un aborigen australiano 
(Blumberg, 1967), por lo cual se denominó antígeno Australia (Au). Posterior a este informe, otros 
investigadores establecieron el Au como el AgsVHB (Okochi, 1968; Prince, 1968). El AgsSVHB es el 
más pequeño de los tres antígenos, contiene solamente el dominio S. Es altamente hidrofóbico y contiene 
4 regiones transmembránicas con 14 cisteínas. También aparece en forma glicosidada la Asp 146 
(Heerman y Gerlich, 1991; Melegari y cols., 1997). Los estudios de modelación en computadora muestran 
de 3 a 4 hélices en la región transmembránica insertadas postraduccionalmente dentro de la membrana del 
retículo endoplasmático. Dos de estas hélices son consideradas como los sitios de multimerización. En 
esta proteína reside el determinante “a”, el cual resulta de gran importancia, ya que la respuesta protectora 
anti VHB está dirigida fundamentalmente contra esta región. Este determinante es conformacional y su 
estructura forma dos lazos. El primero, en la posición 122-137 y el otro en 139-149, en el cual se localiza 
la secuencia fundamental para la inmunogenicidad del determinante común “a” del AgsVHB (Eble y 
cols., 1986; Heermann y Gerlich, 1991). Los serotipos del AgsSVHB fueron originalmente definidos por 
el reconocimiento de anticuerpos. El dominio antigénico presente en todos los aislamientos virales fue 
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denominado como determinante “a”, aunque posteriormente se encontraron otros determinantes con 
dominios antigénicos irreconocibles por anticuerpos específicos para los subtipos clásicos de este virus 
(Norder y cols., 1992).  

2.4. Antígeno de superficie M del virus de la Hepatitis B (AgsMVHB). 

Esta proteína contiene 55 aminoácidos adicionales al AgsSVHB cuyo dominio es conocido como Pre-S2. 
Este dominio es hidrofílico y está ubicado extracelularmente. La Asp 4 aparece siempre glicosidada 
mientras que la glicosidación en el dominio S puede no ocurrir. Se ha propuesto que esta proteína está 
involucrada en el anclaje y entrada al hígado. Sin embargo, en un análisis genético del VHB en pacientes 
con Hepatitis B, el codón de iniciación de la región Pre-S2 contenía dos mutaciones que impedían su 
expresión. Se plantea también que está involucrada en un segundo mecanismo de anclaje (Gerlich, 1991).  

2.5. Antígeno de superficie L del virus de la Hepatitis B (AgsLVHB). 

La proteína L es la mayor de las proteínas de superficie del VHB. Está compuesta por los dominios Pre-
S1, Pre-S2 y S. La región Pre-S1 es muy variable entre individuos infectados sugiriendo que esta proteína 
puede ser la máxima responsable de la unión del VHB al hígado. No contiene sitios adicionales de 
glicosidación, sólo de miristilación en la región N terminal. Una alta expresión de ella resulta en la 
retención en el retículo endoplasmático debido a la presencia de un factor de unión citoplasmático a la 
proteína L. Otras evidencias demostraron la formación de partículas intracelulares en el lumen del retículo 
endoplasmático, lo cual se debe a la unión de L con calexinas (Heerman y cols., 1984; Budkowska, 1995; 
Bruss y Vieluf, 1995).  

2.6. Vacunas anti Hepatitis B. 

Existen varias vacunas comerciales contra el VHB (Zanetti y cols., 1982; Carman y cols., 1990; Harrison 
y cols., 1992; Carman y cols., 1993). La tecnología de producción va desde vacunas producidas a partir de 
plasma de portadores crónicos del VHB hasta vacunas obtenidas por vía recombinante, pero todas tienen 
en común el principio farmacéutico activo: el AgsSVHB. La estrategia de vacunación contra esta 
patología tiene la meta general de eliminar la transmisión del VHB. Debido a que muchas de las secuelas 
ocurren en personas con infección crónica, el objetivo primario de esta estrategia es eliminar la infección 
y como segundo objetivo prevenir las enfermedades asintomáticas asociadas con esta infección (Barker, 
1970; Davis, 1989). 

2.6.1. Vacunas obtenidas a partir del plasma de portadores del VHB.   
Las primeras experiencias de inmunización contra el VHB fueron realizadas con preparaciones de sueros 
inactivados (Krugman y Giles, 1970). A partir de esta experiencia empezó la carrera por la generación de 
vacunas contra este virus. En 1981 se licenció en los Estados Unidos la primera vacuna, obtenida a partir 
del plasma de portadores crónicos del VHB, el cual se sometió a un largo proceso de purificación e 
inactivación (Zuckerman, 1985). Las desventajas principales de este tipo de vacunas son la preocupación 
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sobre la transmisión del VIH y otros virus, las reacciones autoinmunes y la limitada disponibilidad (Grein 
y Purcel, 1983).  

2.6.2. Vacunas obtenidas por atenuación de cepas virulentas. 

Estas vacunas se obtienen por atenuación de cepas virulentas incapaces de producir la enfermedad. El 
sistema de expresión del virus vaccinia ha sido usado para expresar el AgsSVHB (Smith y cols., 1983; 
Perkus y cols., 1985). Sin embargo, existen una serie de desventajas por las cuales esta vía no ha sido 
utilizada para vacunaciones masivas. La ausencia de marcadores de atenuación de la virulencia induce el 
temor de que aparezcan revertantes virulentos o que la virulencia se modifique por la introducción de 
genes foráneos. La diseminación a contactos y la asociación de la inmunización primaria con la aparición 
de complicaciones severas como la encefalitis e infección progresiva de individuos inmunodeficientes, 
constituyen también otro grupo de preocupaciones al respecto (Perkus y cols., 1985). Otras entidades han 
sido también utilizadas para inmunizar contra el VHB, pero la respuesta obtenida es pobre (Lubeck y 
cols., 1989). 

2.6.3. Vacunas obtenidas por síntesis química.  

Estas vacunas ofrecen como ventaja que los péptidos son productos químicos definidos, estables y no 
implican ningún riesgo de infección. Además su pequeño tamaño facilita su producción a gran escala por 
lo que no se necesitan grandes plantas para el escalado de la producción (Tam, 1992; Lerner y cols., 
1994). Se han realizado estudios para definir los péptidos más inmunogénicos (Tam, 1992). Pero esta 
propuesta ha estado limitada por varias razones. Los péptidos representan sólo una pequeña fracción de la 
secuencia antigénica nativa, por consiguiente sólo contienen un repertorio limitado de epítopos T y los 
epítopos que se representan en la estructura nativa de la proteína son con frecuencia conformacionales 
(Manivel y cols., 1992; Kumar y cols., 1992). 

2.6.4. Vacunas “antiidiotípicas”. 

Estas vacunas constituyen otra vía para la obtención de vacunas contra el VHB. Estudios en animales han 
demostrado que este tipo de vacunas poseen suficiente eficacia para proteger los animales de la infección. 
Sin embargo, su interés parece ser solamente académico si se analizan las ventajas de las otras vacunas y 
el temor de inducir reacciones anafilácticas por múltiples inyecciones con anticuerpos heterólogos 
(Kennedy y cols., 1986). 

2.6.5. Vacunas obtenidas por la vía recombinante.  

Se han utilizado diferentes sistemas hospederos para obtener el AgsVHBr. Los primeros trabajos se 
realizaron en E. coli pero los niveles de expresión fueron bajos y no ocurría el ensamblaje de las 
partículas inmunogénicas (Pasek y cols., 1979). La expresión del AgsVHBr en células eucariotas ha 
permitido su obtención de forma glicosidada y secreción al medio en forma de partículas similares a las 
encontradas en el plasma de individuos infectados (Nozaki y cols., 1985; Sell y cols., 1987). Sin embargo, 
esta vía no ha sido muy utilizada para vacunaciones masivas debido al potencial tumorogénico asociado a 
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la presencia de oncogenes, Retrovirus, y al costo de producción (Papaevangelou, 1987). Este antígeno ha 
sido también expresado en células de insectos en forma glicosidada y como partículas lipoproteicas, pero 
este sistema ha sido sólo de interés académico (Shishido y cols., 2006).  

La posibilidad potencial de producir grandes cantidades del AgsVHBr se hizo entonces evidente en 1986-
1987 por lo cual la vacuna contra la Hepatitis B constituyó, la primera vacuna recombinante aprobada 
para uso en humanos (Marquardt y cols., 1987). Las levaduras son uno de los sistemas más empleado en 
la expresión del AgsVHB. Estas son de rápido crecimiento y fácil manipulación genética, además poseen 
capacidad de procesamiento postraduccional tales como: formación de puentes disulfuros, cortes 
endoproteolíticos, glicosidación y ensamblaje multimérico (Hitzman y cols., 1983; van Wijnendaele y 
cols., 1987; Hamada y cols., 1988; Buckholz y Gleeson, 1991; Romanos y cols., 1992; Romanos, 1995).  
En 1986 se aprobó la primera vacuna recombinante por subunidades en Saccharomyces cerevisiae. El 
antígeno producido en esta levadura posee las mismas características del derivado del plasma humano 
(André y cols., 1987; Cadranel y cols., 1987; Petre y cols., 1987; Schellenkes y cols., 1987; Bitter, 1988; 
Ichida y cols., 1988; André, 1990). El AgsVHBr ha sido obtenido además en Pichia pastoris siendo esta 
la primera y única vacuna disponible en el mercado elaborada también a partir de un antígeno expresado 
en este tipo de levadura (Muzio y cols., 1989; Pentón y cols., 1994). 

La vía de la expresión en plantas es relativamente novedosa y está dirigida fundamentalmente a reducir 
costos de producción y a la producción de antígenos que pueden ser administrados por vía oral. Entre las 
desventajas están que es una tecnología poco conocida y se reporta la posibilidad de algún carácter 
alergénico e inmunogénico de los productos debido a la presencia de xilosa y fucosa (Fischer, 2000; 
Langridge, 2000; Walmsley, 2000).  

2.7. Métodos de purificación del antígeno de superficie del virus de la Hepatitis B.  

El AgsVHBr ha sido purificado mediante varias técnicas de purificación de proteínas, cuya aplicación 
está determinada en parte por la célula hospedara donde se expresa esta proteína. Entre las más empleadas 
está la diafiltración del AgsVHBr con membranas de ultrafiltración de 100 KDa de tamaño de poro. Para 
lograr un alto recobrado y rapidez en este paso, el AgsVHBr fue previamente tratado con enzimas 
proteolíticas para eliminar varias de las proteínas contaminantes (Jun Chai y cols., 1992).  

Alrededor del 10% de la población en China es portadora crónica del VHB, por lo tanto contar con un 
procedimiento de purificación del AgsVBr es muy importante para el programa de salud de este país. Para 
lograr este propósito, actualmente se produce este antígeno en células CHO y se purifica por un 
procedimiento que utiliza la cromatografía de intercambio iónico en presencia de 1% de polietilenglicol 
(10000) como paso principal de purificación. De acuerdo a la información publicada por Zhou y 
colaboradores (2005), la adición de polietilenglicol en la fase móvil permite incrementar el recobrado de 
esta cromatografía desde 55 hasta 80%, obtener una alta pureza y favorecer la agregación de esta 
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glicoproteína en la misma forma que ocurre con el VHB, lo cual es un requisito importante para la 
inmunogenicidad de la proteína.  

Otro grupo de procedimientos involucran el prensado de las células con la adición eventual de detergentes 
no iónicos como el Triton X-100 (van Wejnemdaele y Simonet, 1987), Tween 20 ó 80 seguido de un 
tratamiento con una solución de aldehído para obtener partículas menores de 20  y 5 nm respectivamente 
(Wei Kuang y cols., 1994). También se utiliza el tratamiento de las partículas del AgsVHBr con 
alquilfenol polietileno con 10 cadenas de oxiletileno, un agente desnaturalizante (urea o guanidio) o un 
agente reductor (Hubert y cols., 1982). El producto obtenido por este procedimiento de extracción posee 
un tamaño de 10-20 nm. Otra información relaciona el tratamiento del AgsVHBr con detergentes con 
propiedades deslipidantes o con solución de cloruro de sodio isotónica a pH neutro (Newurath y cols., 
1980, Gavilanes y cols., 1990; Desombere y cols., 2006). Sin embargo, algunos investigadores plantean 
que el uso de detergentes rompe las partículas formadas por agregados de proteínas (Hitzeman y cols., 
1983). Partiendo de estos postulados, estos investigadores no utilizan detergentes no iónicos para formar 
mezclas de polipéptidos libres de detergente en la fase acuosa de un gradiente de sucrosa con alta 
inmunogenicidad (Einarsson y cols., 1981; Dejean y cols., 2004).  

En general, todos estos procedimientos incluyen después de los pasos de extracción las técnicas clásicas 
de purificación como la cromatografía de interacciones hidrofóbicas, exclusión molecular y la 
cromatografía de afinidad basada en Concanavalin A-Sepharose (Neurath y cols., 1976; Skelly y cols., 
1979).   

Como se mencionó anteriormente, la vacuna cubana contra la Hepatitis B es el único ejemplo de 

producción de vacuna anti Hepatitis B en la levadura Picchia pastoris. Pero la purificación del AgsVHBr 

empleado como componente activo de esta vacuna, resulta también un ejemplo único entre los 

productores de estas vacunas, ya que utiliza como paso principal la cromatografía de inmunoafinidad que 

tiene como base la interacción del AgsVHBr con el AcM CB.Hep-1. Esto le aporta ventajas en términos 

de selectividad, recobrado, pureza, poder de concentración, no utilización de solventes orgánicos o 

detergentes y simplificación del método productivo, pero le agrega inconvenientes desde el punto de vista 

regulatorio, obligando a la demostración de la capacidad de remoción e inactivación de virus adventicios. 

La cromatografía de afinidad es una cromatografía de adsorción en la cual la molécula a purificar es 
específica y reversiblemente adsorbida por una sustancia complementaria denominada ligando, 
inmovilizado de forma covalente a una matriz insoluble. La muestra que contiene la sustancia de interés 
es aplicada bajo condiciones que favorezcan la interacción con el ligando, mientras que las sustancias no 
adsorbidas son eliminadas y la de interés recuperada bajo condiciones que desfavorezcan su interacción 
con el ligando (Nishikawa, 1983). Este procedimiento ha sido muy empleado como herramienta 
fundamental en la investigación para purificar proteínas como la fosfodiesterasa PDE-4D4 (Shepered y 
cols., 2004) y a medida que se ha logrado el avance tecnológico en la producción de AcM con los 
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requerimientos regulatorios necesarios (O. M. S., 1992), también se ha extendido a la purificación de 
biomoléculas a escala industrial. Dentro de sus aplicaciones se pueden destacar la purificación del 
Interferón y la Urokinasa (Secher y Burke, 1980; Stump y cols., 1986; Quiñones y cols., 1989). 

Existen diversas variantes de esta técnica de purificación de proteínas. Una de éstas se basa en la unión de 
la región Fc de las inmunoglobulinas (Ig) a la Proteína A de Staphylococos aureus. Esto permite la 
utilización del mismo ligando para la purificación de Ig de diferentes orígenes y características. Otra 
variante, la inmunoespecífica, explota la especificidad, la alta afinidad y la interacción reversible entre los 
anticuerpos y una proteína dada. Las desventajas principales de ambas variantes es que pueden requerir 
frecuentemente condiciones drásticas de elución, lo que puede afectar la estabilidad de la molécula de 
interés y del ligando (Ey y cols., 1978; Langone, 1982) y el desprendimiento del ligando, contaminando 
así el producto de interés con moléculas que suelen ser tóxicas e inmunogénicas. Por ejemplo, numerosas 
publicaciones vinculan la Proteína A con toxicidad en el hombre y en animales (Balint, 1984; Ernest-
Cabrera y Wilchek, 1988; Bloom y cols., 1989; Gagnon, 1996). 
Entre sus ventajas está la alta selectividad o capacidad de purificación, recobrado, poder de concentración 
y el tratamiento con soluciones acuosas, o sea, no involucran solventes orgánicos o detergentes que 
puedieran desnaturalizar, desagregar o disminuir la inmunogenicidad de la proteína de interés. 

2.8. Anticuerpos monoclonales. 

En 1975, George Köhler y Cesar Milstein publicaron un nuevo método de producción de AcMs (Köhler y 
Milstein, 1975). Esta nueva técnica conllevó una revolución asumida por todos los campos de la 
biomedicina y la biotecnología. Fue tan importante el aporte, que estos investigadores recibieron el 
premio Nobel en 1984. Las aplicaciones específicas de los AcMs abarcan el inmunodiagnóstico, la 
cromatografía de afinidad, la inmunoquímica y la terapia contra el cáncer, entre otras. Los AcMs son 
moléculas que pueden ser producidas de forma continua por hibridomas (Marx y col., 1997). Un 
hibridoma es un híbrido construido biológicamente entre una célula mortal productora de anticuerpos y 
una inmortal llamada mieloma (Anexo 1). Esta tecnología representó un significativo avance pues 
permitió obtener cantidades ilimitadas de AcMs.  

2.8.1. Métodos de producción de AcMs. 

La producción del híbrido, así como la selección de las células productoras de anticuerpos de interés 
ocurre in vitro. Desde el inicio de esta tecnología (1970-1980) los hibridomas desarrollados in vitro se 
inyectaban en el peritoneo de un animal para la producción de ascitis y de grandes cantidades del AcM de 
interés (Jone, 1990; Hendriksen y Leeuw, 1998; Jackson, 1999). Este procedimiento fue muy utilizado en 
aquel tiempo, ya que no se habían desarrollado los procedimientos in vitro. Posterior a los 80s 
comenzaron serias dudas sobre el empleo de este método, muy productivo pero doloroso para el animal 
(Anexo 2) además de los elementos de contaminación potencial con agentes patógenos al hombre 
(Halder, 1988; Stephen y cols., 1990; Balls, 1995; Zutpen y Balss, 1996), que impulsaron la segunda 
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revolución de los métodos alternativos y la necesidad de profundizar en los trabajos de validación de la 
capacidad de remoción y de inactivación de virus.  

Debido a que los anticuerpos murinos son inmunogénicos en humanos, los investigadores han tratado de 
limitar la respuesta inmune anti Ig de ratón. Una de las estrategias empleadas fue transferir la tecnología 
de generación de hibridomas murinos hacia la tecnología de células humanas (Kurz, 2007). Sin embargo, 

aspectos éticos asociados con la inmunización de humanos, conjuntamente con la carencia de mielomas 

humanos con alta eficiencia de fusión, rendimiento de AcM y estabilidad de la línea celular han limitado 
esta estrategia. No obstante, células productoras de anticuerpos humanos pueden ser inmortalizadas con el 
herpesvirus de Epstein-Barr, aunque la transferencia de genes virales crea el riesgo de expresión de 
partículas virales infecciosas (Little y cols., 2000). Los AcMs pueden producirse también en animales 
transgénicos. Esta variante disminuye la inmunogenicidad de los AcM resultantes, pero su producción 
posee los mismos inconvenientes desde el punto de vista regulatorios del método de hibridomas murinos 
y suele ocurrir un alto grado de contaminación con anticuerpos propios del animal empleado (Pendly y 
cols., 2003; Moroney y Plücktum, 2005).  

También se producen AcMs en líneas celulares de organismos superiores, mielomas murinos y células 

CHO, mediante la tecnología del ADN recombinante, integrando la información para los AcM humanos 

en vectores de expresión adecuados para estas líneas celulares (Peterson, 2005). Esta variante demuestra 

una expresión estable de anticuerpos pero los niveles de expresión suelen ser bajos comparados con otros 

sistemas de expresión de proteínas heterólogas y el costo de producción es mayor. 

2.9. Errores en la industria médico-farmacéutica y en el manejo de animales contaminados con 
virus patógenos al hombre. 
La historia de las regulaciones de la industria médico-farmacéutica está relacionada con múltiples errores 
que han provocado un elevado costo de vidas humanas y recursos financieros (Theiler y cols., 1937; 
Accomazzo y Graut, 1986; Minor, 1989; Fisher, 1999; Fradkin y cols., 1991; Brown y cols., 1992; E. M. 
E. A., 1996; Honstead, 1996; Parkman, 1996). A continuación se mencionan de forma cronológica 
algunos errores que aparecen explicados en las referencias incluidas en este acápite. 
 El hospedero natural del Herpesvirus simiae son los monos asiáticos del género Macaca. El primer 

caso conocido de infección en humanos fue en 1932 cuando un individuo murió de encefalomielitis 
tres días después de ser mordido por un mono Rhesus clínicamente normal. Un total de 28 casos se 
informaron desde 1932 hasta 1987, de los cuales 20 fueron fatales y 7 quedaron con severas secuelas 
neurológicas (Minor, 1989). 

 En 1937-1940, la vacuna contra la fiebre amarilla fue contaminada con el virus de la leucosis aviar 
debido a que en su producción se utilizaron huevos infectados y también con el virus de la Hepatitis B 
aportado por el suero humano empleado como estabilizador. Esto fue un caso aceptado por la OMS 
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debido a la imposibilidad de obtener huevos embrionados libres de patógenos virales (Theiler y cols., 
1937; O. M. S. 1983). 

 La contaminación con el virus sendai de las vacunas contra el poliovirus y el adenovirus preparadas 
en 1950 en cultivo primario de células de riñón de mono Rhesus (Minor, 1989). 

 El virus SV40 produce infección latente en los riñones de monos Rhesus y puede transformar células 
humanas. La prevalencia de la infección implicó que en 1954 cuando la producción de vacunas contra 
el poliovirus y el adenovirus comenzó, todos los lotes de vacunas producidas en células a partir de 
riñón de mono Rhesus fueron evaluados y cerca del 20% resultaron contaminados con el SV40. En 
1955, este proceso de vacunación provocó 51 casos con parálisis y 10 fallecidos (Shah y Nathanson, 
1976).  

 En 1958,  En los Estados Unidos se reportaron tres casos de muerte por la enfermedad de Creusfelt-
Jackob en jóvenes tratados con la hormona de crecimiento obtenida por procesamiento de pituitarias 
de cadáveres humanos. Sólo en este país aproximadamente 10000 personas se trataron con esta 
hormona desde el año 1965 hasta el presente, mientras que en Inglaterra el número de tratados fue 
aproximadamente 1800 casos. La incidencia de esta enfermedad después de estos tratamientos ha sido 
sustancial. Esta enfermedad está asociada con un agente patógeno comparable con aquellos 
responsables del scrapie, kuru y encefalomielitis esponginforme (Jackson y cols., 1985).  

 El virus ebola. En Agosto de 1967, trabajadores de dos centros de investigaciones en Alemania y un 
tercero en Yugoslavia desarrollaron severas enfermedades después de manipular tejidos de monos 
Vervet (Cercopithecus aethiops). De un total de 31 casos con enfermedad aguda, 7 murieron. 
Estudios posteriores con estos monos infectados demostraron una enorme acumulación de este virus 
en el hígado de los animales infectados lo que permitió una evidencia ultraestructural de que este 
agente viral era distinto al Rhadovirus que inicialmente se asoció con la enfermedad (Murphy y cols., 
1971). 

 La contaminación viral de sueros fetales bovinos es también de gran preocupación para la industria de 
la producción de biológicos. Históricamente, tres agentes virales han sido los más frecuentemente 
detectados en los sueros fetales, virus de la rinotraqueitis bovina (herpesvirus bovino), virus de la 
diarrea viral bovina y el parainfluenza tipo 3. Estos son patogéncios para los bovinos y su transmisión 
es vía infección materna (Erickson y cols., 1991). 

 Más recientemente, son muy conocidas además las contaminaciones de productos obtenidos a través 
de la sangre con el VIH, VHA, VHB y el parvovirus B19 (Azzi, 1992). 

 La información científica sobre la infección con el virus hantaan en el mundo oriental fue descrita en 
la guerra de Korea (1951-1953), cuando más de 3000 soldados desarrollaron una enfermedad 
caracterizada por fiebre y fallo renal. Esta enfermedad tiene un índice mortalidad de 
aproximadamente un 10% y el virus fue designado con este nombre, ya que su aislamiento se produjo 
en las proximidades del río Hantan en Korea. Francia sufrió, en 1993, la epidemia más aguda de 
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fiebre hemorrágica con síndrome renal: se contaron 192 casos. Desde 1977 hasta nuestros días, se han 
identificado 513 casos de fiebre hemorrágica con síndrome renal. Tres pacientes habían contraído la 
infección fuera: Finlandia, Yugoslavia y Rusia. Entre los 510 casos autóctonos, 505 infecciones por el 
virus tuvieron lugar en el cuadrante nororiental del país; cinco se debían a un virus más próximo al 
hantaan que al puumala: probablemente, el virus Seul, un hantavirus cosmopolita transmitido por las 
ratas (Song y cols., 2006). 

 Dos casos independientes de contaminación con un parvovirus murino (virus diminuto de ratón) se 
describieron en la producción de un biológico a partir de cultivo de células CHO en los Estados 
Unidos. La fuente de contaminación sospechada, ya que no pudo ser demostrada, fue la 
contaminación de las materias primas del proceso productivo con heces fecales y orina de ratones 
(Adanson, 1998).   

 Virus de la coriomeningitis linfocítica. Se reportaron 4 casos de infección con este virus en el sur de 
Francia en 1997 (Rosseau y cols., 1997) y más recientemente infección a partir de órganos 
transplantados a varias personas a partir de un donante común en los Estados Unidos (Paddock y 
cols., 2005). 

Como se puede apreciar, la historia de las regulaciones de productos biológicos derivados de fuentes 
biológicas contaminadas con virus está desafortunadamente vinculada a víctimas fatales o pacientes 
afectados por el uso de medicamentos contaminados. Estos antecedentes históricos explican, en primera 
instancia, la necesidad del establecimiento de rigurosos programas de validación de la demostración de la 
capacidad de eliminación de estos patógenos (Fry, 1984, I. C. H., 1997).  

2.10. Patógenos virales de ratas y ratones.  

El tema de los patógenos de los animales de laboratorio puede ser dividido en tres períodos fundamentales 
(Weisbrouth, 1996). 

1) Desde 1850 hasta 1950 el período de la domesticación, durante el cual varias especies de roedores se 
convirtieron en animales de laboratorio. Muchas de estas especies vivían en condiciones naturales 
siendo portadores de muchos patógenos. Esta situación obligó a realizar grandes esfuerzos en esta 
etapa por el control ambiental y la nutrición de los animales de laboratorio. 

2) Desde 1950 hasta 1985, este período se consideró como el de la derivación gnotobiótica, ya que hubo 
una explotación de la cesárea aséptica permitiendo el reemplazo de los grupos de animales infectados 
por no infectados. Este procedimiento fue muy exitoso en la eliminación de patógenos no proveniente 
del útero. 

3) A partir de 1986, el autor lo denominó como el de la erradicación de los virus murinos naturales 
(aparición de animales SPF). Esta reducción se logró mediante la aplicación de ensayos serológicos 
con la posterior eliminación y la rederivación por cesárea. No obstante, a pesar de estos esfuerzos, se 
han realizado varios estudios de prevalencia y aún continúan algunos de estos agentes virales 
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circulando entre la población de animales de laboratorio (National Research Council, 1991; Gillioli y 
cols., 1996;). Por lo cual el riesgo de contaminación de biológicos está aún vigente. 

A continuación aparece una breve descripción de los patógenos virales más frecuentes que afectan los 
sistemas de órganos específicos de ratas y ratones. 

Sistema Respiratorio.  

2.10.1. Virus de la neumonía de ratón: Es un virus de ARN de simple cadena de la familia 
Paramixoviridae. La contaminación se produce vía aerosoles y por contacto con el tracto respiratorio 
(Miyata y cols., 1995). Las infecciones son cortas y generalmente asintomáticas. La susceptibilidad de los 
animales puede incrementarse por una variedad de factores estresantes sistémicos o locales y por la 
carencia de respuesta inmunológica contra determinadas cepas virales (National Research Council, 1991; 
Schunrman y cols., 1992).  

2.10.2. Virus sendai. Es uno de los patógenos más frecuentemente encontrado en las ratas y ratones 
(National Research Council, 1991). Es también un virus de ARN de simple cadena y de la familia 
Paramyxoviridae. Es extremadamente contagioso y su transmisión es a través del contacto con el tracto 
respiratorio y aerosoles (Sakaguchi, 1994). La infección natural en ratones es epizoótica, o sea son 
infecciones endémicas de la colonia donde el suministro constante de animales susceptibles mantiene la 
infección. Los ratones son infectados en un período corto hasta que alcanzan niveles altos de anticuerpos 
anti sendai, incluso después de que la infección es eliminada, se mantienen altos títulos de anticuerpos por 
un largo período de tiempo. El virus sendai contiene la proteína HN con actividad neuroaminidasa y 
hemoaglutinante. También contiene la proteína F con actividad de fusión celular y hemolítica 
(Tanayabashi y cols., 1996). La conversión de la proteína F a su forma activa es dependiente de la 
actividad de proteasas de la célula hospedera, por lo cual la susceptibilidad y la patología varían 
severamente entre variantes de animales.  

Sistema Digestivo. 

 2.10.3. Citomegalovirus: Es un virus de ADN de simple cadena de la familia Herpesviridae. Es 
comúnmente encontrado en las glándulas salivales submandibulares de ratones salvajes. Su prevalencia 
en los animales de laboratorio es muy baja, a pesar de que los resultados son afectados por el método de 
pesquisaje, pues las glándulas salivales están persistentemente infectadas. La vía de transmisión principal 
es a través del contacto con la saliva (Tsutsui y cols., 1995). Además de las glándulas salivares, 
infecciones latentes pueden encontrarse en riñones, próstata, páncreas, corazón, hígado, pulmones, bazo, 
neuronas y células del linaje mieloide (Osborn, 1982; Collins y cols., 1993; Pollock y cols., 1995; Tsutsui 
y cols., 1995; Mitcthel y cols., 1996). 

2.10.4. Parvovirus de ratón tipo 1. Este virus ha sido recientemente reconocido como un patógeno muy 
común de los ratones de laboratorio. La prevalencia de la infección parece ser alta en las instalaciones 
para roedores (Jacoby y cols., 1996), donde tres aislamientos de un mismo serotipo han sido identificados 
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(1a, 1b, y 1c). Es un virus de ADN de simple cadena perteneciente a la familia Parvoviridae. Requiere de 
células en activa división o diferenciación para poder “sobrevivir”, su forma de transmisión es a través de 
las vías urinarias, heces fecales y tal vez por las vías respiratorias. Las infecciones naturales de ratón son 
generalmente asintomáticas y no patogénicas incluso en los neonatos y los ratones inmunocomprometidos 
(Smith y cols., 1993). Este virus tiene antígenos con reactividad cruzada con Parvovirus de otros roedores 
y con el virus diminuto de ratón debido a la presencia de proteínas no estructurales muy conservadas 
(Ball-Goodrich y cols., 1994; Besselsen y cols., 1996). Afecta los procesos de diferenciación celular y 
modula directamente de la disfunción de células T. 

2.10.5. Rotavirus de ratón. La enfermedad causada por este virus se denomina diarrea epizoótica de 
ratones infantes. El genoma es de ARN de doble cadena y pertenece a la familia Reoviridae. El rotavirus 
de ratón es miembro del grupo A de los Rotavirus, los cuales son conocidos por infectar una amplia 
variedad de vertebrados incluyendo al hombre. Se han identificado múltiples cepas de rotavirus de ratón 
(Ijaz y cols., 1993; Burns y cols., 1995;). La infección es altamente contagiosa y se adquiere a través de la 
exposición al aire contaminado y al encamado. La protección contra este agente viral parece estar más 
relacionada con la replicación intestinal del virus, que con las propiedades inmunogénicas específicas de 
las proteínas virales (McNeal y cols., 1994). El rotavirus altera la fisiología del hospedero en muchas 
formas. Los animales infectados son más sensibles a los efectos de copatógenos (Newsome y cols., 1985) 
y las alteraciones de la fisiología intestinal (Ijaz y cols., 1987; Collins y cols., 1998). 

2.10.6. Virus tímico de ratón. Es relativamente pequeño y es conocido con ese nombre debido a su 
incapacidad de replicarse en cultivo. El genoma es de ADN de doble cadena y pertenece a la familia 
Herpesviridae. La transmisión parece ser por vía directa (St. Pierre y cols., 1987) y vía transmamaria 
(Morse y cols., 1987). Las infecciones naturales son subclínicas y los cambios patológicos están limitados 
a la necrosis linfoide del timo, nódulos linfáticos y del bazo en ratones neonatales, seguida por una difusa 
granulomatosis (Wood y cols., 1981). El virus también persiste en las glándulas salivares y se ha 
demostrado que afecta la respuesta de células T a la concanavalina A y a la fitohemoaglutinina (Cross y 
cols., 1976).  

2.10.7. Reovirus tipo 3. Los Reovirus de mamíferos se agrupan en tres serotipos 1, 2 y 3. El reovirus 3 es 
el más patogénico de los virus de roedores de laboratorio (Barthold y cols., 1993). Su importancia capital 
se debe a que es un contaminante habitual de líneas celulares y de tumores transplantables (Nicklas y 
cols., 1993). Este es un virus de ARN de doble cadena y pertenece a la familia Reoviridae. Su transmisión 
es a través del contacto directo, aunque Bartold y colaboradores (1993) demostraron que la transmisión de 
este virus no ocurre de madres infectadas a infantes, lo que indica su bajo nivel de contagio. La infección 
natural de este virus es casi asintomática. Cook, en 1993 informó los siguientes síntomas: alopecia 
abdominal, diarrea, aturdimiento, ictericia, necrosis hepáticas y riñones amarillos. La inmunidad contra el 
reovirus 3 es primeramente humoral (Cuff y cols., 1991; Tyler y cols., 1993; Barkon y cols., 1996), pero 
también involucra respuesta celular (Cuff y cols., 1991; Virgin y cols., 1991; Cuff y cols., 1993;). Los 
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efectos informados de las infecciones naturales se limitan a la lisis de tumores ascíticos transplantados 
pues inhibe la síntesis del ADN e induce apoptosis (Bennette, 1960; Nelson, 1960).  

Sistema Dermal. 

2.10.8. Virus de tumores de mama de ratón. Este es un virus de ARN de simple cadena tipo B. 
Pertenece a la familia Retroviridae. Al menos 4 variantes de este tipo de virus han sido identificadas: S, 
(estándar); L, (baja oncogenicidad); P, (embarazo); y O, (dominante) (Matsuzawa y cols., 1995). Con 
posterioridad se identificaron también otras variantes tales como SW y C4 (Shakhov y cols., 1993). El 
mecanismo de transmisión difiere entre las variantes, por ejemplo la variante O es endógena del genoma 
del ratón, la S es transmitida vía leche, la L vía células germinales y la P a través de la leche y las células 
germinales (National Research Council, 1991). Las variantes también difieren en su poder oncogénico, las 
variantes S y P son altamente oncogénicas mientras que el resto tiene menos oncogenicidad. Dependiendo 
de la línea de ratón, este virus puede expresarse en las mamas o en otros órganos y tejidos o puede existir 
como un provirus en el ADN del hospedero (van Nie y Hilgers, 1976; Wajjwalku y cols., 1991). Los 
síntomas clínicos están limitados a las mamas pero puede además hacer metástasis a distancia con el 
posterior comprometimiento de los órganos. La inmunidad involucra ambos tipos de respuestas 
(Bentvelzen y cols., 1980; Matsuzawa, 1995; Xu y cols., 1996). Las moléculas del complejo principal de 

histocompatibilidad tipo II interactuando con la Vβ del receptor de las células T, activa las células B y 
permite la división y diferenciación celular (Held y cols., 1994). La infección natural con este agente viral 
puede interferir con los estudios de carcinogénesis, ya que reduce el tiempo de vida de los animales. 

Sistema Hematopoyético. 

2.10.9. Virus de la coriomeningitis linfocítica. Es un virus de ARN de simple cadena no citopático de la 
familia Arenaviridae. La importancia primaria de este virus es la zoonosis pues es un contaminante 
potencial de tumores transplantables y de líneas celulares (Mahy y cols., 1991; Dykewicz y cols., 1992; 
Nicklas y cols., 1993). Las infecciones naturales de ratones con este agente viral son poco comunes y sólo 
el ratón y el hámster son capaces de transmitir su infección. Las vías de transmisión son: tumores 
transplantables, mucosas, piel, orina, saliva, leche y vía ingestión. Adicionalmente, transmisión 
transovárica y transuterina ha sido observada (National Research Council, 1991; Tishom y cols., 1991; 
Moskophidis y cols., 1995). Patrones clínicos incluyen: infecciones persistentes seguidas por infección en 
el útero y en el neonato e infecciones persistentes en linfocitos T CD4+, y viremia (Stellrecht-Broomhall, 
1991; Colle y cols., 1993; Gold y cols., 1994; Gossmann y cols., 1995; De la Torre y cols., 1996). 

2.10.10. Virus elevador de la enzima Lactato deshidrogenasa. Es un virus de ARN de simple cadena 
de la familia Togaviridae. Existen múltiples cepas. Los ratones y los cultivos celulares son los únicos 
hospederos del virus. Es contaminante de tumores transplantables, de inóculos de otros agentes 
infecciosos pasados de forma seriada por ratón (Nicklas y cols., 1993; Percy y cols., 1993; Ohnishi y 
cols., 1995). Los síntomas clínicos están restringidos a síntomas neurológicos en animales 
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inmunosuprimidos. Este virus afecta varias funciones del organismo tales como: funcionamiento de los 
macrófagos, deprime la inmunidad celular y humoral y aumenta la síntesis de factores de crecimiento 
tumoral.  

2.10.11. Virus de la leucemia murina.  Es un virus de ARN de simple cadena de la familia Retroviridae, 
subfamilia Oncovirinae, género tipo C (Lieber y Tobaro, 1975; Patience y cols., 1998). El genoma es un 
dímero de dos ARN de simple cadena de sentido positivo. Se han reconocido numerosas cepas. Las cepas 
son generalmente clasificadas de acuerdo al tipo del hospedero (infectividad) para tejidos o cultivos 
celulares. El tipo está determinado por el producto del gen de la envoltura, una glicoproteína de 70 kDa. 
La variante ecotrópica se replica sólo en ratones, y su replicación en diferentes líneas de ratón depende 
del locus Fv-1. La variante xenotrópica crece sólo en células no murinas, ejemplo conejos, humanas, etc. 
El hospedero natural es el Mus musculus. Existen dos fases en el ciclo de “vida” de los Oncovirus tipo C. 
Una fase donde el genoma está integrado en el genoma de las células hospedera, transmitiéndose así hacia 
las células hijas. La segunda fase es cuando el ARN generado a partir del ADN empacado en los viriones 
extracelulares pasa a otras células del hospedero, lugar donde se retrotranscribe y se integra en el genoma 
(Bishop y Varmus, 1975; Lilly y Mayer, 1980). 

Sistema Nervioso Central. 

2.10.12. Virus de la Encefalomielitis murina de Theiler. Es un virus de ARN de simple cadena de la 
familia Picornaviridae. Es el modelo de poliomielitis y esclerosis múltiple, ya que induce 
diemielinización (Skea y cols., 1991). Existen múltiples cepas, las cuales han sido clasificadas según su 
virulencia. Debido a que el virus infecta la mucosa intestinal la transmisión es primariamente vía fecal-
oral. Además, la transmisión transplacentaria ha sido también documentada y las líneas celulares de 
ratones y ratas pueden estar contaminadas con este agente viral. Generalmente, no son observados 
síntomas clínicos pero en estado de viremia la infección puede pasar desde los intestinos hacia otros 
tejidos, incluyendo el bazo, hígado y sistema nervioso central ocasionando varios síntomas como parálisis 
unilateral y/o bilateral, necrosis, poliomielitis, meningitis, microgliosis, perivasculitis y neuronofagia 
(Percy y cols., 1993). 

Sistemas Múltiples.                                                                                                                                                                

2.10.13. Virus hantaan. Son virus de ARN de simple cadena pertenecientes a la familia Bunyaviridae, 
género Hantavirus. Este nuevo género está basado en la morfología, genética, antigenicidad y similitudes 
físico-químicas (McCormick y cols., 1982; White y cols., 1982). Colectivamente ellos han sido agrupados 
como los virus causantes de la fiebre hemorrágica con síndrome renal. Se han descrito varias cepas dentro 
del género, todas a partir de humanos o ratas asociadas con infecciones en diferentes países. Los 
hospederos naturales de estos virus parecen ser pequeños mamíferos y principalmente roedores. Las ratas 
de laboratorio naturalmente infectadas han sido la causa de infecciones en el personal de laboratorio 
(Japón 1979, Bélgica 1979 y 1983, Reino Unido 1984 y Francia 1984). Los animales hospederos no 
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muestran síntomas de infección pero el virus aparece en sus pulmones a los 10 días después del contagio 
y posteriormente en la orina y la saliva. La forma principal de transmisión es vía tracto respiratorio, 
aerosoles, orina, heces y saliva.  

2.10.14. Poliomavirus.  Es un virus de poca significación como agente infeccioso natural. Su mayor 
importancia se debe a su amplio uso como modelo experimental para estudios de carcinogénesis in vivo 
(Dawe y cols., 1987; Freund y cols., 1992; Lukacher y cols., 1993). Es un virus de ADN de doble cadena 
y pertenece a la familia Papovaviridae. Puede ser propagado en cultivo primario de embriones o riñón de 
ratón, y en fibroblastos de ratones 3T3 y 3T6. El Mus musculus sirve como hospedero natural de este 
virus (Rowe, 1961). El virus es altamente contagioso y sus vías de transmisión son: la orina, las heces y la 
saliva, en las cuales puede permanecer por largos períodos de tiempo. También puede ser transmitido por 
vía nasal. El tracto respiratorio es aceptado como el tracto normal de infección e induce tumores 
pleomórficos en las glándulas salivares. También suelen producir sarcomas y carcinomas en riñones y en 
las glándulas mamarias y adrenales. El control de este virus no es un problema, sin embargo, una vez 
establecida la infección se deben tomar fuertes medidas de restricción porque es muy contagioso. 

2.10.15. Adenovirus. Es un virus de ADN de doble cadena de la familia Adenoviridae. Se han informado 
dos tipos de cepas Mad-1 y Mad-2 (Hamelin y Lussier, 1998). La infección de ratones es poco frecuente. 
La transmisión de ambas cepas ocurre por contacto directo. La variante Mad-1 tiene una distribución 
sistémica y puede aparecer en la orina por dos años (van der Veen y Mes, 1973). En el caso de 
infecciones en ratones de laboratorio afecta el tropismo del sistema nervioso central y causa enfermedades 
fatales en adultos C57B pero no en adultos BALB/c (Guida y cols., 1995). En contraste con Mad-1, Mad-
2 no tiene un patrón sistémico. Su infección se localiza en el intestino y es asintomática y los cambios 
patológicos están limitados a inclusiones intranucleares de células del intestino delgado.  

2.10.16. Virus ectromelia.  Es un virus de ADN de doble cadena de la familia Poxviridae. Es el agente 
causal de la viruela del ratón (National Research Council, 1991). Reportes de infección natural en 
animales de laboratorio en Europa es algo común. En los Estados Unidos se han informado varias 
infecciones a partir de animales importados desde Europa. La transmisión es fundamentalmente vía 
contacto directo. La resistencia a este agente varía entre líneas de ratones y es dependiente de múltiples 
genes (Brownstein y cols., 1991; O’Neill, 1991). Posterior a su entrada a través de la piel, se replica en la 
piel y en los linfonodos causando una viremia que se expande rápidamente al hígado y al bazo. La 
replicación masiva en los macrófagos de estos órganos provoca una segunda gran viremia causando 
necrosis del bazo, hígado, linfonodos y timo, erosión de la mucosa intestinal e inclusiones citoplasmáticas 
en la piel y el hígado.  

2.10.17. Virus diminuto de ratón. Es un virus de ADN de simple cadena altamente contagioso y 
pertenece a la familia Parvoviridae. La forma principal de transmisión es a través de las heces y la orina 
pero también puede ser transmitido por exposición a las secreciones nasales. Se encuentra con frecuencia 
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en tumores transplantables y en reservas de virus de leucemia murina. Se han descrito múltiples cepas, las 
más estudiadas son la p y la I (Brownstein y cols., 1991; Brownstein y cols., 1992). Estas cepas son 
inmunosupresoras, ya que crecen de forma lítica en linfocitos T y causan daños multiórganos si la 
infección ocurre en período fetal o al nacer. Este virus puede interferir con todas las investigaciones que 
involucren el sistema inmune, ya que lisan las células T, altera la actividad de las células B y suprimen el 
crecimiento de tumores ascíticos (National Research Council, 1991). 

2.10.18. Virus de la hepatitis murina.  Es el patógeno más importante de los ratones de laboratorio. Es 
un virus de ARN de simple cadena y pertenece a la familia Coronaviridae. Es muy contagioso y su 
transmisión es vía aerosoles, contactos directos, tumores transplantables y transplacentaria (Schodel y 
cols., 1989; Homberger y Thomann, 1994;). Aproximadamente 25 cepas han sido aisladas. La presencia o 
ausencia de la proteína receptora del virus, una glicoproteína de la familia del antígeno 
carcinoembrionario y de la superfamilia de las Ig puede determinar la replicación del virus. Las lesiones 
se presentan entre los 7 y 10 días después de la infección y son cepa dependiente (Lavi y cols., 1996). 
Entre las más comunes tenemos: necrosis multifocal en varios órganos (hígado, pulmones, bazo, intestino 
y nódulos linfáticos), formación de células gigantes asociadas a la fragmentación y rearreglo del aparato 
de Golgi.  

2.11. Validación virológica de los métodos de obtención de biológicos a partir de fuentes biológicas. 

La OMS y otras entidades regulatorias, han emitido regulaciones destinadas a homogenizar los 
procedimientos para los estudios de validación de los métodos de purificación de biológicos en cuanto a 
la remoción y/o inactivación de agentes virales. En sus guías para este tipo de producción aparece la 
siguiente clasificación (O. M. S., 1992; E. M. E. A, 1996; I. C. H., 1997). 
Virus del Grupo I. Son aquellos virus murinos que han demostrado capacidad de infectar primates, 
incluyendo el hombre (virus hantaan, virus de la coriomeningitis linfocítica, reovirus 3, rotavirus de rata, 
virus sendai). La presencia de los mismos invalida tanto a los animales como a las líneas celulares 
hospederas para la producción de AcMs o cualquier producto para uso humano. 

Virus del Grupo II. Son aquellos virus murinos que no han demostrado capacidad de infectar primates, 
aunque para algunos de sus representantes si existen evidencias de infección de células humanas* o de 
primates (virus ectromelia*, virus elevador de la enzima lactato deshidrogenada, virus diminuto de ratón, 
adenovirus de ratón, citomegalovirus de ratón, virus de la encefalomielitis murina de Theiler, virus de la 
hepatitis de ratón, rotavirus de ratón, virus de la neumonía murina, polyomavirus, Retrovirus, virus tímico 
de ratón).  

La presencia de los mismos no invalida el uso de los animales, ni de las líneas celulares para la 
producción de AcM o de cualquier producto para uso humano. Sólo que en estos casos, deberá 
implementarse un riguroso sistema de control, así como, deberán realizarse los estudios de validación del 
método de purificación para medir su capacidad de remoción y/o inactivación de dichos agentes virales. 
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El conocimiento de la eficiencia con que los métodos de purificación de biológicos remueven virus 
modelos es fundamental para decidir el método de purificación a utilizar (White y cols., 1991).  

Es teórica y prácticamente imposible monitorear la presencia de los agentes biológicos desconocidos. 
Tales agentes inclusive pudieran tener un efecto biológico crítico para la salud del hombre. Los ensayos 
específicos para determinar virus no pueden ser diseñados para demostrar la presencia de estos agentes o 
la partición de éstos durante el método de purificación de una proteína para fines farmacéuticos, ya que en 
ocasiones las características de la muestra en un paso dado no permiten el crecimiento de la línea celular 
empleada en la titulación del efecto citopatogénico. Por estas razones se deben tomar un número de 
medidas preventivas adicionales al diseño de un método de purificación robusto (Berthold y cols,. 1992). 

 En aras de llegar a un estimado de la necesaria eficacia del método de purificación para eliminar 
virus, debe conocerse primeramente el origen y la cantidad de virus presente en el sistema dado.  

 Los virus modelos deben ser lo más cercano posible, en características o propiedades, a los virus que 
se sospechan estén en el sistema de producción del biológico.  

 Muchos investigadores emplean cepas de laboratorio que suelen ser producidas y ensayadas 
convenientemente. Sin embargo, éstas a su vez tienen propiedades diferentes a los virus naturales. El 
investigador debe justificar la selección de los virus en correspondencia con los objetivos del trabajo 
(White y cols., 1991). 

 Los virus modelos deben además alcanzar altos títulos en cultivo para poder demostrar altos niveles 
de remoción e inactivación durante la purificación de la molécula de interés.  

Los virus comúnmente usados, así como sus propiedades físico-químicas y criterios de selección, han 
sido descritos por varios autores (Berthold y cols., 1992; Darling y Spaltro, 1996).  

2.12. Clasificación de los virus para los estudios de validación. 

Ante la gran heterogeneidad viral, unos de los elementos más polémicos en este tipo de estudio es la 
selección de los virus a estudiar. Para facilitar el trabajo de selección así como homogenizar los criterios, 
los virus empleados en este tipo de estudio se clasifican en dos grandes grupos (Darling y Spaltro, 1996). 
Virus relevantes.  
Son los virus que han sido identificados en la fuente biológica. Ellos ofrecen la ventaja de saber 
exactamente cual puede ser su comportamiento dentro del sistema, pero en ocasiones reúnen 
características muy particulares que no permiten extrapolar sus resultados a otros virus (ejemplos, 
Retrovirus tipo A intracisternales o Retrovirus tipo C, virus Epstein-Barr, reovirus 3, virus diminuto de 
ratón y el VIH). Cuando no existen virus relevantes o cuando no alcancen los títulos necesarios en cultivo 
y se quiera demostrar también la robustez del método de purificación, se propone entonces utilizar virus 
modelos.  
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Virus modelos.  
Son virus que comparten propiedades físico–químicas con los virus identificados o sospechados. Su 
selección viene dada por su resistencia ante los agentes físico–químicos. Los resultados de estos estudios 
aportan información sobre la capacidad del método de purificación para remover virus en general. Para 
resumir la información sobre que virus utilizar, se menciona a continuación los virus modelos más 
empleados en los diversos estudios de remoción e inactivación viral (virus de la estomatitis vesicular, 
virus de la parainfluenza, virus de la leucemia murina, virus de la seudorabia, poliovirus humano 1, virus 
de encefalomiocarditis, virus SV40, parvovirus canino, parvovirus porcino, virus de la diarrea bovina, 
virus de la hepatitis A, adenovirus, herpesvirus felino, herpesvirus simple, herpesvirus bovino) (Harris y 
cols., 1974; Berthold y cols., 1992; O’Neil y Balkovic, 1993; Cameron y cols., 1997). 

2.13. Características de los virus modelos empleados. 

Virus sendai. Es un virus envuelto, esférico con un diámetro de 150 a 200 nm y con una nucleocápsida 
helicoidal de 12 a 17 nm de diámetro. Su nucleocápsida está cubierta de una bicapa lipídica con proteínas 
asociadas. Cada partícula viral contiene un genoma de ARN, no segmentado y de simple cadena con las 
nucleoproteínas P y L. Posee poca resistencia ante los agentes físico-químicos, especialmente a la luz 
ultravioleta (Nolan, 1997) (Tabla 1). 

VIH-1. Son partículas infecciosas de 100-200 nm constituidas por un genoma de ARN empacado en una 
cápsida proteica rodeada por una bicapa lipídica. La envoltura lipídica contiene cadenas polipeptídicas 
que actúan como proteínas que permiten la unión con receptores de membrana de las células hospederas. 
Adicionalmente el VIH-1 contiene la enzima transcriptasa inversa, encargada de la síntesis de la molécula 
de ADN complementaria usando como molde el ARN viral. Posee poca resistencia ante los agentes 
físico-químicos (Sekura, 1990) (Tabla 1). 

VHS-1. Es un virus envuelto de ADN de doble cadena, con un tamaño que oscila entre los 100-200 nm, 
pertenece a la familia Herpesviridae, género Alfaherpesvirinae y manifiesta una resistencia baja ante los 
solventes orgánicos y agentes químico-físicos (Nolan, 1997). Este virus posee 4 componentes: un núcleo 
denso en electrones que contiene el ADN viral; una cápsida icosahédrica; una capa de proteínas designada 
como tegumento que rodea la cápsida de 162 cápsomeros y la envoltura viral. La envoltura a su vez la 
componen 10 proteínas glicosidadas y varias no glicosidadas, lípidos y poliaminas. El ADN contiene al 
menos 152 kpb y la variabilidad en el tamaño se debe a las reiteraciones en las secuencias internas y 
terminales. Estudios actuales indican que el ADN de este virus codifica 84 polipéptidos diferentes (Field, 
2001) (Tabla 1). 

PVH-2. Es un virus de ARN de simple cadena y polaridad positiva, no envueltos y de resistencia media-
alta ante los agentes físico-químicos. Pertenece a la familia Picornaviridae y posee un tamaño entre 20 y 
30 nm, lo cual lo hace un virus de mucho interés para los estudios de validación, ya que puede tener una 
interacción con las matrices cromatográficas completamente diferente al resto de los virus de gran tamaño 



Revisión Bibliográfica                                                                                                                                 R. Valdés. Tesis Doctoral. 

 

 23 
 

y envueltos. Como su género es Enterovirinae se replica en el tracto digestivo, por lo cual puede 
esperarse que posea una alta resistencia a valores muy bajos de pH (Field, 2001; Blomqvist y cols., 2003) 
(Tabla 1). 

PVC. Representa un modelo viral de mucho interés por su alta resistencia a los agentes físico-químicos y 
por sus características estructurales. Son partículas icosahédricas de 18-26 nm de diámetro compuestas 
por un 50% de proteínas y el otro 50% el ADN. Posee tres proteínas en la cápsida donde VP-1 y VP-3 se 
derivan de la acción de la proteasa viral sobre VP-2. Este tipo de parvovirus en particular posee 60 
subunidades proteicas en las que predomina VP-1. La cápsida y la carencia de envoltura viral son las 
responsables de la elevada resistencia ante los agentes físicos y químicos (Nolan, 1997). Es capaz de 
sobrevivir en suelos contaminados con materia fecal por más de 6 meses. La mayoría de los detergentes y 
desinfectantes no pueden eliminarlo, sólo el cloro y 0.1 M NaOH a 60°C han demostrado ser eficaces 
contra este virus (Cameron y cols., 1997) (Tabla 1).  

Tabla 1. Virus murinos representados por cada uno de los modelos virales empleados. 
Virus Modelos Propiedades Virus murinos 

VHS-1 ADN, desnudo virus tímico, virus ectromelia 

PVC ADN, envuelto parvovirus tipo 1, virus diminuto de ratón, adenovirus, poliomavirus 

sendai y VIH-1 ARN, envuelto virus neumonía de ratón, virus sendai, virus de tumores de mama de 
ratón, virus de leucemia murina, virus hantaan, virus de la 
coriomeningitis linfocítica 

PVH-2 ARN, desnudo rotavirus de ratón, reovirus tipo 3, virus elevador de la Lactato 
deshidrogenasa, virus de la encefalo-mielitis murina de Theiler 

2.14. Procedimiento de validación virológica. 

El otro aspecto muy importante es el procedimiento de validación viral. Este consiste en adicionar 
cantidades deliberadas de virus al material de entrada de los diversos pasos del método de purificación 
para medir la capacidad de remoción (CR) y de inactivación viral de dichos pasos de acuerdo a la 
siguiente fórmula.  

 

 

 

 

 

 

La capacidad de eliminación total es calculada como la suma de las capacidades individuales de remoción 
e inactivación viral.  Debe tenerse cuidado de no sobrestimar el factor de eliminación total de los pasos 
que utilicen el mismo principio de remoción o de inactivación (White y cols., 1991). Es también muy 

                 (Virus aplicado x Volumen) 
10CR=  --------------------------------------------- 
                 (Virus detectado x Volumen) 
Ejemplo, 
                 (107 Unidades infecciosas/mL x 10 mL) 
10CR = -----------------------------------------------------    
                  (102 Unidades infecciosas/mL x 20 mL) 
 
10CR= 104.7, Capacidad de Remoción = 4.7 Logs 
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importante para la determinación de la capacidad de remoción o inactivación, asegurarse de la no 
ocurrencia de interferencia o citotoxicidad en los ensayos de determinación de virus, ya que puede 
afectarse la interpretación de los mismos. En tal sentido, puede ocurrir que la muestra interfiera con la 
capacidad del virus de infectar la línea celular empleada para medir su efecto citopático (interferencia) o 
que las condiciones de las muestras pueden impedir el crecimiento celular aún en ausencia del virus en 
estudio (citotoxicidad). Ambos aspectos conllevan a una estimación errónea de los resultados de los 
experimentos de remoción o de inactivación viral. Por tal razón, un buen diseño debe contemplar una 
evaluación profunda de cada situación del método de purificación para despejar cualquier elemento de 
toxicidad o interferencia previamente. 

2.14.1. Desescalado del método de purificación para los experimentos de remoción viral. 
Otro aspecto crítico en estos experimentos es el desescalado del método de purificación. La validez de 
este debe ser demostrada antes de comenzar los experimentos de desafío con virus. Para lo cual el nivel 
de purificación de la versión desescalada del método de purificación debe ser lo más cercano posible a la 
escala de manufactura. En ocasiones surgen desviaciones de los parámetros que no pueden ser resueltas, 
pero estas pueden discutirse si no afectan la calidad del producto y la interpretación de los resultados. 
Los parámetros usualmente considerados en el desescalado son: tipos de equipos cromatográficos, la 
altura y diámetro de la columna, el flujo lineal, el Tr, la concentración de proteínas, el pH y el contenido 
de sales entre otros. Cuando se está diseñando un método cromatográfico para que refleje lo que ocurre en 
la escala real, debe tenerse en cuenta que el método incluye, la columna cromatográfica, sistemas 
auxiliares y detectores. Pequeños cambios en el diámetro y el largo de las mangueras pueden ocasionar 
grandes pérdidas o ganancias de la resolución del sistema. Las distancias de los sistemas de transporte 
(mangueras) deben ser las mismas entre ambas escalas. Otro elemento relevante es el material con que 
están construidas, ya que el grado de hidratación de las mismas puede favorecer interacciones diferentes 
entre ambas escalas de trabajo (Berglöf, 1993; Seely, 1994; Sofer, 1996).  
El virus debe adicionarse en una cantidad que no afecte la composición del material de partida, 
típicamente el volumen máximo aceptado es el 10% del volumen de la muestra. Volúmenes mayores 
pueden cambiar de forma importante la concentración de proteínas y las interacciones entre ellas.  
Una remoción completa de las partículas virales sólo se logra con el diseño de un método de purificación 
robusto. Básicamente los sistemas de purificación de proteínas se componen de una combinación de dos 
técnicas de purificación de proteínas: pasos de filtración por membrana basados en la selección del 
tamaño del poro de las mismas y las técnicas cromatográficas basadas en propiedades físicas y químicas 
(Darling y Spaltro, 1996; E. M. E. A., 1996). Por ejemplo: para purificar los AcMs, las técnicas más 
usadas son la cromatografía de afinidad en cama empacada o expandida, cromatografía de intercambio 
iónico, cromatografía de exclusión molecular y filtración por membrana (Nanofiltración) o cápsula entre 
otras (Jiskoot y cols., 1989; Gagnon, 1996; Lem y cols., 1998; Wilchek y Miron, 1999). Es también muy 
habitual el uso de métodos de precipitación para concentrar el producto antes de comenzar la purificación 
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cromatográfica, aunque este procedimiento tiende a desaparecer con la introducción de la cromatografía 
de cama expandida, diseñada para asimilar todo el volumen de ascitis o sobrenadante de cultivo celular 
(Batt y cols., 1995; Fahrner y cols., 1999).  
En general ninguno de estos pasos por si sólo constituye un proceso robusto de remoción de virus aunque 
sí para alcanzar la pureza proteica deseada. Es por esto que los métodos se basan en la combinación de 
varios pasos de purificación. El número de pasos a retar depende del grado de contaminación de la fuente 
biológica inicial (hibridoma, suero fetal, ratones, fluido ascítico) y del tipo de producto. Por ejemplo, para 
métodos de purificación donde no se demuestre presencia de virus en el material inicial, debe demostrarse 
al menos 4 Logs (virus envueltos) y 6 Logs (virus no envueltos) de eliminación (Darling y Spaltro, 1996; 
Brian y cols., 1997; Lugo, 1998) mientras que para moléculas obtenidas a partir de fuentes biológicas 
derivadas de humanos (sangre, órganos), independientemente del nivel de contaminación inicial debe 
diseñarse un método de purificación que contenga al menos dos pasos robustos ≥4 Logs par a virus 
envueltos (incluyendo VIH y VHB) y una eliminación de 6 Logs de virus desnudos, pero que al menos 
uno de los pasos sea robusto (≥4 Logs) (Darling y Spaltro, 1996). Otros autores plantean que el nivel de 
remoción de virus de un método de purificación debe ser sólo entre 3-5 Logs superior al nivel de 
contaminación detectado en la fuente biológica con independencia del tipo de virus (Sekura, 1991). 
2.14.2. Aspectos a considerar en los métodos de inactivación. 

Siempre que sea posible debe demostrarse si la eliminación de los virus ocurre por remoción o 
inactivación. Esto se hace estableciendo las cinéticas de pérdida de infectividad. Es más fácil estudiar los 
procesos de inactivación que los de remoción, pues no conllevan el proceso de desescalado. Sin embargo, 
hay que tener en cuenta otros factores para demostrar con certeza la inactivación viral. Es muy importante 
el uso de controles de virus que demuestren la pérdida de la infectividad del virus y la no existencia de 
interferencia del entorno en el cual se encuentra el virus estudiado. Los procesos de inactivación se 
caracterizan por una rápida inactivación, seguida de una fase de inactivación lenta, por lo cual es posible, 
que los virus que escapan de la inactivación rápida sean los más resistentes a los pasos posteriores y por 
lo tanto el factor de inactivación puede no ser necesariamente la suma de las capacidades individuales de 
inactivación. En la literatura aparecen varias formas de inactivar virus. Entre las más empleadas están: 
calentamiento a 56°C durante 30 min (Erickson y cols., 1991), incubación en NaOH desde 0.1 hasta 1 M 
(Cameron y cols., 1997), incubación con beta-propiolactona y formalina (Jiang y cols., 1986), 
calentamiento a 80°C de productos previamente congelados (Helderbrandt y cols., 1985), mezcla de 
detergentes y radiaciones ultravioleta (Mannuci y Colombo, 1988) y pasteurización (incubación a 60°C 
durante 10 hrs). A favor de ellos está el potente efecto inactivador de virus, pero también de la proteína de 
interés por lo que estudios previos de demostración de la estabilidad de la molécula deseada se imponen 
antes de evaluar la capacidad de inactivación viral de estos agentes en el sistema estudiado. 
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3. MATERIALES Y METODOS 
3.1 Aspectos Generales. 

3.1.1. Antígeno de superficie del virus de la Hepatitis B. 

El AgsVHBr fue expresado en Pichia pastoris (Pentón y cols., 1994) y suministrado por el departamento 
de producción de la vacuna contra la Hepatitis B del CIGB.  

3.1.2. Anticuerpo monoclonal CB.Hep-1.  

El AcM CB.Hep-1 es una IgG-2b de ratón de cadena ligera tipo Kappa secretada por el hibridoma 
CB.Hep-1 (48/1/5/4)  específico para el determinante “a” del AgsVHB (Fontirrochi y cols., 1993). 

3.1.3. Medios de cultivo para cada línea celular e inóculo viral. 

3.1.3.1. El hibridoma CB.Hep-1 se cultivó en frascos agitados de 1L partiendo de una concentración 
celular de 3x105 células/mL. El medio de cultivo utilizado fue RPMI 1640 (Invitrogen, USA)/8% de SFB 
(Hyclone, USA) (Anexo 3)/L-glutamina 2 mM/piruvato de sodio 1 mM/bicarbonato de sodio 17 mM y 10 
μg/mL de gentamicina. Las células se mantuvieron a 37°C en atmósfera con 5% de CO2

3.1.3.2. La cepa del VIH-1 IIIB (Anexo 4) se propagó en la línea celular MT4 (Anexo 5), cultivada en 
medio RPMI 1640 (Invitrogen, USA) suplementado con 2% de SFB (Hyclone, USA)/L-glutamina 2 mM 
y 40 μg/mL de gentamicina e incubadas a 37°C en atmósfera con 5% de CO

, el medio de 
cultivo se renovó cada 48 hrs y la viabilidad celular se determinó con tripán azul (Patterson y cols., 1973).  

2.  

3.1.3.3. La cepas del VHS-1 (Anexo 6) y del PVH-2 (Anexo 7) se propagaron en la línea celular Vero 
(Anexo 5), cultivada en medio MEM (Invitrogen, USA) suplementado con 2% de SFB (Hyclone, 
USA)/L-glutamina 2 mM y 40 μg/mL de gentamicina e incubadas a 37°C en atmósfera con 5% de CO2.  

3.1.3.4. La cepa del PVC (Anexo 8) se propagó en la línea celular LFBC (Anexo 5), cultivada en medio 
MEM (Invitrogen, USA) suplementado con 2% de SFB (Hyclone, USA)/L-glutamina 2 mM y 40 μg/mL 
gentamicina e incubadas a 37°C en atmósfera con 5% de CO2

Las cepas virales (VIH-1, VHS-1, PVH-2 y PVC) se inocularon en sus respectivas líneas celulares y se 
cosecharon el día del máximo efecto citopático mediante tres ciclos de congelación-descongelación y 
centrifugación, para proceder a la filtración del sobrenadante de cada cultivo a través de membranas de 
acetatos de celulosa de 0.45 μm. Los inóculos virales se titularon por el método de microtitulación en 
placas de 96 pozos. Se inocularon 10x10

.  

3.1.3.5. La cepa del virus sendai se tituló en huevos embrionados de pollos SPF y se entregó lista para su 
uso por el Centro Nacional de Animales de Laboratorio (CENPALAB). 

3.1.4. Titulación de los inóculos virales 

3 células/pozo con 4 réplicas de diluciones seriadas de base 2 y 
resuspendidas en los medios de cultivo descritos en el acápite 3.1.3. Las lecturas se efectuaron por 
visualización de efecto citopático y las dosis infecciosas para cada cultivo (DICC50/mL) se calcularon por 
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el método descrito por (Reed y Müench, 1938; Johnson y Byngton, 1979). Los inóculos virales se 
almacenaron a -85°C hasta el desarrollo de los experimentos de validación.  

Las muestras de los experimento de validación se titularon por el método descrito anteriormente, la 
infectividad se midió también por efecto citopático y los cálculos se realizaron también por el método de 
Reed y Müench (1938). Este ensayo de infectividad presenta un límite de sensibilidad de 101.3 
DICC50/mL. Cada réplica de los experimentos de validación se tituló con 4 determinaciones y en 
diluciones seriadas de base 2. El inóculo del virus sendai se tituló en huevos embrionados de pollos. Para 
el cálculo de la DIE50/mL también se realizaron diluciones seriadas de las muestras de base 2 y tres 
réplicas por muestra. El cálculo de la DICC50/mL y la DIE50/mL se realizó a partir de los valores 
acumulados, asumiendo que la proporción de los pozos o embriones con efecto citopático varió 
linealmente con el Log10

 

 de la dilución. Los valores interpolados se determinaron según la fórmula. 

 
 
 
(A). Porciento de pozos con efecto citopático en la dilución más cercana pero superior al 50% y (B) es el 
porciento de pozos con efecto citopático en la dilución más cercana pero inferior al 50%. 
3.2. Producción de líquido ascítico rico en el AcM CB.Hep-1. 
Para la generación de ascitis se utilizaron 2000 ratones BALB/c (SPF) de 22-24 g de peso por inóculo 
(Anexo 9). Los animales se mantuvieron en áreas controladas a 22°C, 50% de humedad y bajos niveles de 
amoníaco. Se trataron 7 días antes del inóculo con 0.5 mL/animal de petrolato líquido por vía 
intraperitoneal. En todos los casos la cantidad de células inoculadas fue 1 millón/animal en medio RPMI 
1640. La ascitis se obtuvo por punción abdominal, se centrifugó a 7000xg durante 5 min y se filtró por 
membranas de 0.22 μm.    

3.3. Determinación de contaminación viral en las fuentes biológicas. 

3.3.1. Hibridoma. 

3.3.1.1. Detección de partículas retrovirales por Microscopía Electrónica de Transmisión. 

Las células se fijaron en glutaraldehído al 2.5% en solución de cacodilato 100 mM durante 1 h a 4°C, y se 
fijaron nuevamente en tetróxido de osmio al 1%, por 1h a 4°C. Se lavaron otra vez con cacodilato 100 
mM y se deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol (30%, 50%, 70% y 100%) durante 10 min 
a 4°C cada vez, para incluirlas en la resina Spurr según el procedimiento descrito por Spurr, 1969. Las 
secciones ultrafinas (400-500Å) se realizaron con un ultramicrótomo (NOVA, LKB), se colocaron sobre 
rejillas de cobre y níquel (400 mesh) y se contrastaron con acetato de uranil sobresaturado en metanol y 
citrato de plomo. Posteriormente se examinaron con un microscopio JEOL JEM 2000 EX (JEOL, Japón) 
y las microfotografías, 200 células escogidas de forma aleatoria, se analizaron por el programa DIGIPAT. 
La magnificación empleada fue 15000. 

Dp= 

 

(A>50%)-50% 

  (A>50%-B<50%) 
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3.3.1.2. Ensayo de foco ampliado S+L- para caracterización Retrovirus xenotrópicos. 

En este ensayo 0.5 mL del sobrenadante del hibridoma CB.Hep-1 diluido en 0.5 mL del medio de cultivo, 
RPMI 1640 (Invitrogen, USA)/10% de SFB (Hyclone, USA)/10 µg/mL de polibreno, se incubaron por 
duplicado en 1 mL de este medio de cultivo que contiene las células MiCl1 (ATCC CRL 64.1) en discos 
de 5 cm2 por 2 hrs a 37ºC. Después de este tiempo se aplicaron 5 mL de medio de cultivo a cada disco y 
se dejaron 10 días a 37°C. Posteriormente se realizó la observación a en un microcopio óptico para ver la 
formación de focos, células redondeada agrupadas, por encima del nivel de la monocapa celular.  El virus 
control positivo (virus de la leucemia felina donado por la Universidad de Glasgow) se diluyó en forma 
seriada para estimar el título viral con respecto al valor de referencia. El ensayo se consideró válido 
cuando el número de focos del control positivo no difirió en 0.5 Log10 del título viral especificado como 
referencia. La sensibilidad teórica del ensayo se basó en la distribución de Poisson para un 98% de 
confianza, lo que significa 4 UFF/mL (Fischinger y cols., 1974; Q-One Biotech Protocol 37014).  

3.3.1.3. Ensayo XC para caracterización Retrovirus ecotrópicos. 

En este ensayo, 0.5 mL del sobrenadante del hibridoma CB.Hep-1 diluido en 0.5 mL del medio de 
cultivo, MEM (Invitrogen, USA)/1.5 g/L de bicarbonato de sodio/ mezcla de aminoácidos no esenciales 
0.1 mM/piruvato de sodio 1 mM/10% FCS (Hyclone, USA), que contiene 10 µg/mL de polibreno se 
incubaron por duplicado en 1 mL de medio de cultivo que contiene las células SC-1 (ATCC CRL 1404) 
en discos de 5 cm2 por 2 hrs a 37ºC. A continuación se aplicaron 5 mL del medio de cultivo a cada disco 
y se dejaron 7 días a 37°C. Estas células SC-1 se irradiaron por 60 segundos con luz UV y se le 
adicionaron las células XC (ATCC CRL 165) permitiendo también la renovación del medio de cultivo. 
Los cultivos se mantuvieron a 37°C hasta la formación de placas en el control positivo (4-5 días). Luego 
se tiñeron con violeta cristal para la observación de espacios en el cultivo de las células XC por la 
formación de “células” multinucleadas. El virus E-MLV (cepa mov-3) y el medio de cultivo se emplearon 
como controles positivos y negativos respectivamente. El ensayo fue considerado válido cuando el título 
del control positivo no difirió en 0.5Log10

Ratones NMRI (SPF) se inocularon con el sobrenadante del hibridoma CB.Hep-1 por vía intraperitoneal, 
subcutánea, endovenosa, intracraneal e intranasal. Las técnicas serológicas empleadas en la detección de 
virus fueron ELISA, Inmunofluorescencia e inhibición de la hemoaglutinación. El sobrenadante se diluyó 
1:10 en medio MEM (Invitrogen, USA) y cada animal se inyectó con 0.05 mL (intranasal), 0.1 mL 
(intracraneal) y 0.5 mL para el resto de las vías de inoculación. Los controles negativos fueron el medio 
de cultivo MEM (I) y el medio MEM ajustado a 3 mL con la solución salina de Hank (II). Cinco ratones 
recibieron el control negativo I, mientras que otros 5 ratones recibieron el control negativo II. El ensayo 

 del título viral especificado como referencia. La sensibilidad 
del ensayo se basó en la distribución de Poisson para un 98% de confianza, lo que significa 4 UFP/mL 
(Fischinger y cols., 1974; Rowe y cols., 1970; Q-One Biotech Protocol 37015).  

3.3.1.4. Prueba del MAP para determinar virus murinos en el hibridoma CB.Hep-1. 
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se rechazó cuando al menos 1 animal del grupo I murió en el plazo de 14 días o cuando al menos 1 animal 
del grupo II fue eliminado del ensayo por alguna causa desconocida. Se emplearon como control negativo 
también, el suero de 3 ratones no inoculados con las muestras y el suero de tres ratones extraído antes de 
comenzar la inoculación de las muestras en estudio. Los controles positivos fueron sueros hiperinmunes 
contra cada virus murino. Entre 3 y 14 días posteriores a la inoculación se tomaron muestras de los 
ratones para la determinación de la enzima Lactato deshidrogenasa, utilizando como control positivo una 
mezcla de sueros de ratón positivos a este virus. El resto de las muestras se analizaron 28 días después de 
la inoculación mediante las técnicas serológicas mencionados. Se consideró la muestra contaminada con 
virus cuando se detectaron anticuerpos contra los virus evaluados a diferencia de los ratones no 
inoculados o los inoculados con medio de cultivo (Anexo 10). 

3.3.1.5. Ensayo in vitro para la determinación de virus en el hibridoma CB.Hep-1.  

El sobrenadante inoculado en las monocapas celulares fue una mezcla (v/v) del sobrenadante de la lisis 
del hibridoma CB.Hep-1, obtenido mediante 3 ciclos congelación-descongelación y centrifugación, y del 
sobrenadante de cultivo del hibridoma. Los cultivos de las líneas celulares se prepararon por duplicado en 
frascos de 80 cm2

Esta determinación se realizó mediante la inoculación de 200 μL de sobrenadante del hibridoma CB.Hep-
1 en el fluido alantoideo y el vitelo de 10 huevos embrionados. La viabilidad de los embriones se chequeó 
los primeros 3 días post-inoculación. Diez días después, el fluido alantoideo se colectó para analizar la 
presencia de virus adventicios mediante los ensayos de hemoaglutinación de eritrocitos humanos, de pollo 
y de coballos. El ensayo se consideró válido sí 7/10 embriones llegaron a los 10 días sin síntomas de 
infección viral y cuando 4/5 embriones del control positivo demostraron capacidad de hemoaglutinación 
y/o lesiones en la membrana corioalantoidea. La muestra se consideró positiva si el número de embriones 
muertos fue superior al del control negativo y además se evidenció actividad hemoaglutinante o lesiones 
en la membrana corioalantoidea. A todas las muestras con resultados negativos se le realizó un pase 

, se inocularon con 3 mL de la mezcla del sobrenadante y se mantuvieron a 36°C por 14 
días. Las líneas celulares estudiadas fueron (células embrionarias humanas (HEL), células de riñón de 
monos verdes africanos (TAGMK), células de rabdomiosarcoma humano (RD), células de pulmón de 
Visón (MVLu), células de tumor cervical de humanos (Hela Ohio), células de hígados de ratón (NCTC 
1469), células de tejidos conectivos de ratón (L929) y células de embriones  de ratón (ME)). Debido a que 
la infección in vitro de células no induce necesariamente cambios morfológicos, se realizó un ensayo de 
hemoadsorción de eritrocitos de cobayos a 4°C al final del período de incubación. También, se realizó un 
pase a ciegas por 14 días en las mismas líneas celulares. El medio RPMI 1640 (Invitrogen, USA) se 
utilizó como control negativo, mientras que el poliovirus humano tipo 1, el citomegalovirus, el VHS-1 y 
el virus de la influenza tipo A se emplearon como controles positivos (Anexo 11). 

3.3.1.6. Ensayos in vivo en huevos embrionados de pollos para la detección de virus en el hibridoma 
CB.Hep-1. 
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adicional en embriones para comprobar la ausencia de virus. El virus de la influenza tipo A (cepa PR8) se 
empleó como control positivo, mientras que el RPMI 1640 se utilizó como control negativo (Anexo 12). 

3.3.1.7. Ensayos in vivo en ratones y cobayos para la detección de virus en el hibridoma CB.Hep-1. 
Los ratones adultos y los cobayos inoculados por vía intracerebral, intramuscular e intraperitoneal con el 
sobrenadante del hibridoma CB.Hep-1 se observaron durante 40 días. Durante este tiempo, se observó la 
evolución clínica de los animales y al final del mismo se practicó la eutanasia mediante dislocación 
cervical para el análisis patológico. Además, tres grupos de ratones lactantes se inocularon con este 
sobrenadante para monitorear el crecimiento y la aparición de patologías durante 45 días (Anexo 13).     

3.3.2. Ensayo de serología para determinar virus en la colonia de ratones BALB/c. 

Muestras de sangre extraídas a los ratones provenientes de cada unidad de cría se incubaron 1 h a 37°C y 
subsiguientemente 1 h a 4°C. Luego se centrifugaron a 2000xg durante 5 min y se diluyeron 1:5 en PBS 
150 mM; pH 7.2. A continuación se inactivaron a 56°C por 30 min y se procedió a la detección de 
anticuerpos contra cada virus murino empleando las mismas técnica serológicas del acápite 3.3.1.4. El 
número de ratones evaluados se determinó según Nicklas y colaboradores, (2002) (Anexo 14). 

  

 
3.3.3. Ensayos in vivo (MAP) e in vitro (células sensibles a replicación viral) para la detección de 
virus en el fluido ascítico. 
3.3.3.1. MAP. 

Este ensayo se realizó utilizando el mismo procedimiento empleado en el acápite 3.3.1.4. La diferencia 
radicó en que en este ensayo se inoculó la ascitis generada con el hibridoma CB.Hep-1(Anexo 15). 

3.3.3.2. Determinación de virus adventicios en células sensibles a replicación viral. 

Las suspensiones celulares (Tabla 2) se mantuvieron en 5 mL de medio de cultivo en frascos de 25 cm2

Líneas Celulares 

 
por 24 hrs a 37°C. Posterior a este tiempo el medio de cultivo se renovó con 5 mL, a los cuales se le 
añadieron 5 mL de la ascitis (por triplicado). Los cultivos se mantuvieron a 37°C y se observaron durante 
14 días con el microscopio óptico para monitorear el desarrollo de efectos citopáticos. Al final del ensayo 
se realizó un ensayo de hemoaglutinación de eritrocitos de cobayos, monos Rhesus y pollos para 
comprobar también la presencia de virus (P. N.O-5090). 

Tabla 2. Líneas celulares y cepas virales empleadas en la determinación de virus  
Medio de Cultivo Cepas Virales 

Vero (ATCC 81) células de riñón  
(mono Rhesus) 

MEM/2% FCS virus de la parainfluenza bovina 
tipo 3, cepa SF-4 (ATCC VR 281) 

A9 (ATCC 1.4) células derivadas de la línea NCTC (L929)  
(ratón)  

DMEM/2% FCS sarampión, cepa Edmonton        
( ATCC VR 24) 

MRC-5 (ATCC CCL 171) células diploides de pulmón  
(hombre) 

MEM/2% FCS virus diminuto de ratón  
(ATCC VR 1346) 

S= (Log 0.05)/ (Log P) x N S: tamaño de la muestra; N: número de animales sanos; P: porciento de 
prevalencia de la enfermedad; Log 0.05: 95% de confianza.  
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3.4. Purificación en inmovilización del AcM CB.Hep-1. 

3.4.1. Purificación del AcM CB.Hep-1. 

La ascitis se filtró por membranas de 0.45 μm para eliminar proteínas coaguladas. Posteriormente se le 
añadió el mismo volumen de una solución de (NH4)2SO4 al 100% de saturación y se incubó durante 3 
hrs. Después se centrifugó a 4800xg durante 20 min a 4°C. El precipitado se lavó en una solución de 
(NH4)2SO4 al 50% de saturación de un volumen equivalente al 30% del inicial. Este material se 
centrifugó bajo las mismas condiciones y el precipitado se resuspendió en PBS 150 mM; pH 8. Luego, se 
desalinizó empleando una columna BPG 200/750 empacada con 21 L de Sephadex G-25c (Amersham-
Pharmacia, Suecia) equilibrada con PBS 150 mM; pH 8. La fracción colectada, se aplicó en una columna 
BPG 100/500 empacada con Protein A-Sepharose CL-4B (Amersham-Pharmacia, Suecia) equilibrada con 
PBS 150 mM; pH 8 a un flujo lineal de 100 cm/h. La elución de contaminantes se realizó con ácido 
cítrico 100 mM; pH 5 y la elución del AcM CB.Hep-1 con ácido cítrico 100 mM; pH 3. 
Subsiguientemente, se realizó un cambio de tampón a Tris 20 mM/NaCl 150 mM; pH 7.6 en una columna 
BPG 200/75 empacada con 20 L de Sephadex G-25c (Amersham-Pharmacia, Suecia). El material 
obtenido se concentró por ultrafiltración (modelo DC-10, Amicon, USA) y se filtró por membranas de 
0.22 µm.  

3.4.2. Activación de la Sepharose CL-4B por el método del Bromuro de Cianógeno. 

La activación de la Sepharose CL-4B (Amersham-Pharmacia, Suecia) se realizó según el procedimiento 
modificado de Axen, Porath y Ernback (Hernández y cols., 2005).  

3.4.3. Inmovilización del AcM CB.Hep-1. 

El cambio de tampón de la preparación del AcM CB.Hep-1 se realizó en una columna empacada con 21 L 
de Sephadex G-25c (Amersham-Pharmacia, Suecia) a Na2CO3/NaHCO3 100 mM/NaCl 500 mM; pH 8.3. 
La matriz activada se hidrató con HCl 1 mM en una relación de 5 L/L de gel y se lavó con 
Na2CO3/NaHCO3 100 mM/NaCl 500 mM; pH 8.3 en una proporción de 1.5 L/L de gel. A continuación 

se añadió la solución de AcM y se mantuvo la agitación por 2 hrs a 23±2°C. Los grupos activos libres se 

neutralizaron con glicina 200 mM; pH 8, en una relación de 2 L/L de gel. Finalmente, se realizaron dos 
lavados alternos con acetato de sodio 100 mM/NaCl 500 mM; pH 4 y Na2CO3/NaHCO3

Placas de Poliestireno (COSTAR, USA) se recubrieron durante 20 min a 50°C con 5 µg/mL de AgsVHBr 
diluidos Na

/NaCl 500 mM; 
pH 8.3 (1 L/L de gel) y el almacenamiento del inmunogel con PBS 150 mM; pH 7.2/timerosal 0.01%. 

3.5. Caracterización del AcM CB.Hep-1. 

3.5.1. Cuantificación del AcM CB.Hep-1 por ELISA. 

2CO3/NaHCO3 100 mM; pH 9.6. A continuación, se aplicaron 100 µL de las muestras en cada 
pozo incluyendo la curva patrón (1.25-50 ng/mL) y los controles. Las placas se incubaron 45 min a 37°C 
y se lavaron 4 veces con PBS 150 mM/Tween 20 al 0.1%. Luego se incubaron por 30 min a 37°C con 
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anticuerpos de carnero anti-IgG de ratón conjugado con PRP (Sigma, USA). Pasado este tiempo se 
lavaron 5 veces y la reacción se desarrolló con 100 µL/pozo de tampón sustrato (5 mg de 
ortofenilendiamina/5 µL de peróxido de hidrógeno/10 mL de C6H8O7.H2O 90 mM/ Na2HPO4 200 mM; 

pH 5.5). La reacción se detuvo a los 20 min con 50 µL/pozo de H2SO4 2.5 M. La absorbancia a 492 nm 
se determinó en un lector de microplacas (TiTertek. Multiskan MC340) y el material de referencia 
empleado fue una preparación de CB.Hep-1 caracterizada por la dirección de calidad del CIGB.  

3.5.2. Cuantificación de proteínas totales. 

La concentración de proteínas se determinó siguiendo el protocolo descrito por Lowry y cols., (1951). Se 
utilizó la proteína albúmina sérica bovina como curva patrón de 10 a 500 μg/mL.  

3.5.3. Determinación de pureza del AcM CB.Hep-1 y del AgsVHBr por electroforesis. 

La pureza en SDS-PAGE, 12.5%, bajo condiciones reductoras y no reductoras se evaluó siguiendo el 
protocolo descrito por Laemmli y cols., (1970). La tinción empleada fue Azul de Coomassie y se aplicó 
siempre 25 μg de cada muestra. La pureza se midió por densitometría (Molecular AnalystTM, versión 1.4.1 
Bio-RAD Laboratorios).  

3.5.4. Determinación de distribución molecular del AcM CB.Hep-1 por HPLC-exclusión molecular. 

La pureza y la distribución molecular se determinaron sobre la base de la interrelación entre el peso 
molecular y el Tr. El sistema utilizado incluyó: bomba (2150, LKB, Suecia), monitor de longitud de onda 
a 226 nm (Knauer, Alemania), columna TSK G3000 PW (7.5x600 mm; diámetro de partícula: 10 µm), 
precolumna TSK PWH (7.5x75 mm; diámetro de partícula: 12 µm) y el programa de procesamiento de 
datos BioCrom (CIGB, Habana, Cuba). Se empleó como fase móvil PBS 150 mM; pH 7.2 y como 

material de referencia, IgG2bκ anti-AgsVHB. El Tr esperado para esta referencia fue 37 min, el flujo 

volumétrico 0.2 mL/min y volumen de muestra aplicado 100 µL.  

3.5.5. Determinación del punto isoeléctrico del AcM CB.Hep-1. 

Para determinar el punto isoeléctrico del AcM CB.Hep-1 se empleó una técnica de electroforesis de alta 
resolución. Se aplicaron 5 μg de proteína diluida en agua destilada. Las condiciones generales fueron: 
gradiente de pH lineal entre 5 y 7 y un gel de poliacrilamida de 5% T/3% C (PHASTGEL IEF, 
Amersham-Pharmacia, Suecia). Como material de referencia se empleó una preparación de IgG CB.Hep-
1 caracterizada por la dirección de calidad del CIGB (PPO, 4.09.098.99). 

3.5.6. Determinación de la subclase y subtipo del AcM CB.Hep-1. 

El isotipaje se realizó mediante un ensayo cualitativo comercialmente disponible (HL2010, Holland 
Biotechnology, Netherlands). Este ensayo se basó en la captura de Ig de ratón por AcMs de rata. El AcM 
CB.Hep-1 purificado se aplicó una dilución 1:10 000 en PBS 150 mM; pH 7.6 (Boot y cols., 1988; Esser 
y Radbruch, 1990).  
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3.5.7. Verificación de la secuencia de aminoácidos de la cadena ligera del AcM CB.Hep-1.  

Para la reducción y carboximetilación del AcM CB.Hep-1 se tomaron 500 µg del AcM y se le 
adicionaron 1 mL de tampón 1.12 mL de urea 9M, 125 µL de Tris 5M-glicina 1M; pH 8.5 y 3.85 mg de 
DTT. Esta mezcla se burbujeó con nitrógeno gaseoso y se incubó 4 hrs a 37°C. Después se le adicionaron 
200 µL de yodo acetamida 200 mM y se burbujeó con nitrógeno gaseoso por 20 min en la oscuridad. Las 
cadenas ligeras y pesadas del AcM se separaron mediante HPLC de fase reversa en una columna C4 de 
4.6 mm x 25 cm (J.T. Baker, USA). El flujo fue 0.8 mL/min y el gradiente fue de 15 a 35% de 
acetonitrilo en agua purificada/ácido trifluoracético (TFA) 0.1% durante 20 min y de 35 a 50% de 
acetonitrilo en agua purificada/ácido TFA 0.05% en acetonitrilo en 30 min. La detección se realizó a 226 
nm. La cadena ligera se resuspendió en 20 µL en Urea 9 M/270 µL de (NH4)2CO3 al 1% y 1.5 µg de 
Tripsina (Promega, USA) en una relación enzima-sustrato 1:100 por 5 hrs a 37°C. Para separar los 
péptidos se utilizó el equipo HPLC AKTA 100 Basic (Amersham-Biotech, Suecia) acoplado al 
espectrómetro de masas híbrido Q-Tof 2 con fuente de ionización ESI (Micromass, Inglaterra) con una 
columna de fase reversa ODS-UG5 1 mm x 15 cm (Develosil Nomura Chemical, Japón). El flujo fue 50 
µL/min y el gradiente fue de 0 a 60% de acetonitrilo en agua purificada/ácido fórmico 0.1% en 40 min y 
de 60 a 80% de acetonitrilo en agua purificada/ácido fórmico 0.1% en 10 min. 

3.5.8. Mapeo tríptico del AcM CB.Hep-1.  

Las cadenas ligeras y pesadas del AcM purificadas por una columna HPLC-fase reversa según el 
procedimiento anterior y secada al vacío se resuspendieron en 20 μL de Urea 9M. Luego se le adicionaron 
270 μL de NH4HCO3 al 1% y 1.5 μg de Tripsina (Promega, USA), en una relación enzima: sustrato 1:100 
por 5 hrs a 37°C. Para separar los péptidos se utilizó el equipo HPLC AKTA 100 Basic (Amersham-
Biotech, Suecia) con una columna de fase reversa ODS-UG5 1 mm x 15 cm (Develosil Nomura 
Chemical, Japón). Se empleó un gradiente lineal de 0 a 60% de acetonitrilo en agua purificada/TFA 0.1% 
durante 40 min a un flujo fue 50 µL/min y de 60 a 80% de acetonitrilo en agua purificada/TFA 0.05% en 
10 min. 

3.5.9. Confirmación de la especificidad del AcM CB.Hep-1.  

Se utilizó una membrana de celulosa recubierta con péptidos del AgsVHB alineados y solapados en 12 y 
6 aminoácidos respectivamente (Anexo 16). La membrana se lavó con dimetil formamida, etanol y agua 
purificada durante 2 min. Luego, se lavó con TBS (4 gr NaCl/0.1 gr KCl/3.05 gr Tris para 500 mL; pH 7) 
tres veces por 10 min y se bloqueó 8 hrs con leche descremada 5% en TBS a temperatura ambiente. Se 
aplicó el AcM CB.Hep-1 diluido en 5 mL de TBS/250 mg de leche descremada/25 µL de Tween 20 por 3 
hrs a temperatura ambiente. La membrana se lavó 4 veces con TBS y se incubó durante 90 min con el 
conjugado anti-IgG de ratón-fosfatasa alcalina diluido en leche descremada al 5%/Twen 20 al 0.5%/TBS. 
Luego se aplicó el sustrato de la enzima (2.4 gr Tris/1.2 gr NaCl/1 gr MgCl2/50 mL 5-bromo-4 ciano-3 
indofosfato para 200 mL). Como control negativo se empleó el AcM CB.Ifn-2,4 (Cruz y cols., 1990).  
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3.5.10. Determinación de la constante de afinidad del AcM CB.Hep-1. 

Se recubrieron placas de poliestireno 3590 (Costar, USA) con el AgsVHBr en diluciones seriadas desde 5 

hasta 0.6 µg/mL durante toda la noche a 4°C. Seguidamente se aplicaron e incubaron las muestras de 

AcM durante 40 min a 37°C en diluciones seriadas desde 5 hasta 0.002 µg/mL. Las placas se lavaron con 
PBS 150 mM/Tween 20 al 0.01%; pH 7.6 y se aplicó la mezcla de anticuerpos de carnero anti IgG de 
ratón conjugada con PRP durante 40 min a 37°C. Las placas se lavaron de forma similar e 

inmediatamente se adicionó la solución sustrato. La reacción se detuvo con 50 µL/pozo de H2SO4 2.5 M 
y la absorbancia se midió a 492 nm en un lector de microplacas (Titertek, Multiskan MC340). Para 
calcular la constante de afinidad se empleó la fórmula: Kaf =(n-1)/2(n (Ab’)-(Ab)) (Betty y cols., 1987). 

3.5.11. Determinación de ADN de ratón en la preparación del AcM CB.Hep-1 mediante la técnica 
de dot-blot. 
Al volumen que contiene 1 mg del AcM, se le añadió 1 mL de fenol y se centrifugó a 1300xg por 15 min. 
La fase superior se mezcló con igual volumen de fenol-cloroformo y se centrifugó a 1300xg por 15 min. 
El sobrenadante se mezcló con 1 volumen de 2-butanol, se centrifugó nuevamente y se desechó la fase 
superior. En paralelo, se prepararon diluciones sucesivas de base 2 del ADN cromosomal de ratón desde 1 
ng hasta 3.9 pg en agua calidad reactivo tipo II. Como control negativo se empleó 100 µg de albúmina 
sérica bovina libre de DNAasa. Los detalles de esta técnica de cuantificación de ADN aparecen descritos 
en (Kafatos y cols., 1979; Sambrock y cols., 1989; P. P. O.4.09.082-92). Las secuencias de las sondas 
homólogas de ADN de ratón marcadas radiactivamente con 50 μCi alpha dATP32 fueron: 

 5’ GAAAAACGTG 3’ y 5’ GATCCTCATTTTTCACGTTTTT 3’ 

3.5.12. Cuantificación de Proteína A de S. aureus. 

Placas de poliestireno (COSTAR, USA) se recubrieron con anticuerpos de carnero contra la Proteína A 
utilizando Na2CO3/NaHCO3 100 mM; pH 9.6 durante 3 hrs a 37°C. A continuación se lavaron 3 veces 
con PBS 150 mM/Tween 20 al 0.1%; pH 7.6, se bloquearon con 100 µL/pozo de PBS 150 mM; pH 
7.6/leche descremada al 1% por 1 h a 37°C y se lavaron 4 veces con la misma solución de lavado. Las 
muestras diluidas en PBS 150 mM; pH 7.6/leche descremada al 0.5%, se calentaron durante 3 min a 
100°C y se centrifugaron a 2000xg durante 1 min. Se aplicaron 200 µL de las muestras en dos pozos 
consecutivos para realizar diluciones seriadas de base 2 y se incubaron por 2 hrs a 37°C. Las placas se 
lavaron nuevamente 5 veces y se aplicaron 100 µL del conjugado/pozo, fPAc1-PRP (fragmentos de 
anticuerpos de carnero contra Proteína A conjugados con PRP) por 1 h a 37°C. Después de este tiempo, 
se lavaron las placas 5 veces y se aplicaron 100 µL de solución de sustrato por pozo durante 20 min. La 
reacción se detuvo con 50 µL/pozo de H2SO4 2.5 M y la absorbancia se midió a 492 nm en un lector de 
microplacas (TiTertek. Multiskan MC340). El control negativo utilizado fue el AcM CB.Hep-1 purificado 
por DEAE-Sepharose (Amersham-Pharmacia, Suecia) y el intervalo de la curva patrón fue desde 3.12 
hasta 0.19 ng/mL. 
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Para demostrar la linealidad de las curvas se realizó un ANOVA para el modelo lineal donde se comparó 
la varianza del modelo con la varianza de los residuos para un nivel de significación de 95%. Además, se 
hizo un análisis de regresión lineal simple donde se comparó el coeficiente de correlación de Pearson (R) 
con respecto a un R crítico de 0.441 para 13 grados de libertad (n-1), n es el número de puntos 
experimentales, en una prueba de una sola cola (R>0). Para verificar la igualdad estadística entre las dos 
rectas se determinaron los intervalos de confianza de la pendiente y el intercepto de ambas curvas para un 
95% de confianza. La exactitud del ensayo se evaluó con tres concentraciones de Proteína A y tres 
réplicas por cada una de ellas; empleando la prueba de Cochran para demostrar homogeneidad de 
varianza en los tres niveles de medición estudiados y una prueba de hipótesis basada en la t-Student para 
comparar el recobrado promedio en las tres concentraciones de Proteína A evaluadas contra un recobrado 
esperado de 100% para un nivel de significación de 95% (Shesking, 2000).  

3.6. Estudio de estabilidad del AcM CB.Hep-1 

Para este estudio se tomaron tres muestras del AcM CB.Hep-1 purificadas por el procedimiento descrito 
en el acápite 3.4.1. Las muestras se envasaron en bulbos de 1 mL y almacenaron a 4°C y -20°C 
respectivamente. Estas muestras fueron distribuídas de forma tal que en cada tiempo experimental (0, 1, 
2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 19, 22 y 25  meses) se evaluaran dos muestras por cada 
temperatura en estudio. El tampón de almacenamiento fue Tris 20 mM/NaCl 150 mM; pH 7.6 y la 
temperatura de almacenamiento fue chequeada cada vez que se tomó una muestra para su evaluación. Las 

características evaluadas fueron: actividad específica (≥70%) y pureza por SDS-PAGE (≥90%) (acápite 
3.5.3). La comparación estadística entre ambas temperaturas se realizó mediante una prueba de 
significación de la pendiente (m) basada en la distribución t-Student para un 95% de confianza. La 
hipótesis nula para ambos parámetros (actividad específica y pureza) fue m=0 (Shesking, 2000). 

3.7. Estudio de estabilidad del inmunoadsorbente CB.Hep-1. 

Se inmovilizaron tres muestras del AcM CB.Hep-1 independientes. Las muestras se envasaron en bulbos 
de 10 mL cada una con un volumen de 6 mL y se almacenaron a 4°C. Se distribuyeron de forma tal que 
en cada tiempo experimental (0, 3, 8, 9, 12, 16 y 20 meses) se tomaron 2 bulbos por cada inmunogel. Se 
determinó la cantidad del AgsVHBr purificado y el contenido de IgG desprendida. Para cada tiempo 
experimental se promedió el valor de todas las determinaciones y el procesamiento estadístico de los 
datos se realizó mediante la prueba t-Student para un nivel de significación de 95%.   

3.8. Estudios de validación virológica.  

3.8.1. Virus modelos empleados y cálculo del factor de remoción e inactivación viral. 

Los virus modelos (virus sendai, VIH-1, VHS-1, PVH-2 y PVC) empleados son virus que comparten 
propiedades físico-químicas con los virus que pueden contaminar la fuente biológica. La capacidad de 
remoción e inactivación se calculó de acuerdo a la siguiente fórmula (White y cols., 1991).  

                                                                                                                                                                                           
R=Log (V1 x T1)/ (V2 x T2)   

R= capacidad de remoción; V1, volumen inicial; T1, concentración 
inicial de virus, V2, volumen final y T2, concentración final de virus. 
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3.8.2. Desescalado del método de purificación del AcM CB.Hep-1. 

El método de purificación del AcM CB.Hep-1 se desescaló hasta 50 mL de ascitis (1% de la escala). Los 
criterios más importantes para desescalar fueron: concentración de proteínas, temperatura, tiempos de 
precipitación y centrifugación, capacidad de adsorción de IgG de la matriz de afinidad, Tr, flujo lineal, 
relación geométrica de las columnas cromatográficas, pH y conductividad de los tampones. El 
procedimiento de desescalado y los criterios aparecen descritos más detalladamente en (F. D .A., 1987; O. 
M .S., 1992; Darling y Spaltro, 1996). Se trabajó manteniendo constante el Tr durante la cromatografía de 
afinidad, ya que se considera que este es el parámetro más importante en los procesos de afinidad. Este 
desescalado se evaluó en tres ocasiones con ascitis rica en el AcM CB.Hep-1 sin virus modelos. Los 
criterios de calidad evaluados fueron: pureza del AcM, actividad específica y rendimiento. La columna de 
afinidad empleada en el desescalado fue: columna XK 16 mm x 30 cm, empacada con Protein A-
Sepharose CL-4B (Amersham-Pharmacia, Suecia), equilibrada con PBS 150 mM; pH 8 a un flujo lineal 
de 100 cm/h. Después de lavada la columna con este tampón, se realizó una elución previa de 
contaminantes con ácido cítrico 100 mM; pH 5 y del AcM CB.Hep-1 con ácido cítrico 100 mM; pH 3. 
En el análisis estadístico de los parámetros evaluados en el desescalado se utilizó una prueba de 
comparación de medias para dos muestras independientes basada en la prueba t-Student. Para la 
evaluación de la pureza, actividad específica y rendimiento en presencia de virus modelos se empleó un 
ANOVA de clasificación simple para un nivel de significación de 95% y para evidenciar entre qué 
variantes experimentales existen diferencias significativas se utilizó la prueba de Duncan también para un 
nivel de significación de 95% (Shesking, 2000).       
3.8.3. Experimento de remoción de virus modelos en la cromatografía de afinidad.  
El virus sendai se adicionó en una dilución 1:10 de la ascitis (Anexo 17) y su título viral se midió en cada 
uno de los pasos del método de purificación (acápite 3.4.1). Para el resto de los experimentos, la adición 
de cada virus modelo (VIH-1, VHS-1, PVH-2, PVC) se realizó sólo en la cromatografía de afinidad, 
también en una dilución 1:10. En todos los casos se evaluaron tres réplicas por cada modelo viral y los 
tampones empleados en la purificación se titularon para descartar interferencia o toxicidad en las líneas 
celulares utilizadas para evaluar el efecto citopático de cada virus modelo (Anexos 4-8).  
3.8.4. Experimento de inactivación viral en etanol al 70 y al 20% a 4°C. 

Se tomaron 5 mL de Protein A-Sepharose CL-4B (Amersham-Pharmacia, Suecia) en presencia de etanol 
al 70%. A este volumen de matriz se le añadió una dilución 1:10 de cada virus modelos por separado. 
Después de cada tiempo experimental (10 min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 hrs, 24 hrs, 48 hrs y 72 hrs) las 
muestras se dializaron contra PBS 150 mM; pH 7.2 para hacer los análisis de titulación viral. El control 
positivo de cada virus se mantuvo a 4°C durante todo el experimento en ausencia de etanol y se dializó 
también para la medición del título viral siguiendo el protocolo descrito en (acápite 3.1.3.6). Este 
protocolo se empleó también en los experimentos de inactivación viral en etanol al 20% (Anexo 18). Los 
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tiempos evaluados fueron (10 min, 15 min, 30 min, 24 hrs, 48 hrs y 72 hrs) y tres réplicas por cada 
porciento de etanol y virus modelo. 

3.8.5. Experimento de estabilidad del AcM CB.Hep-1 en ácido cítrico 100 mM; pH 3 a 4°C.                                                           

El AcM CB.Hep-1 purificado se sometió a un cambio de tampón hacia ácido cítrico 100 mM; pH 6 
empleando una columna XK16/30 empacada con 60 mL de Sephadex G-25m (Amersham-Pharmacia, 
Suecia). A continuación se dispensaron 2 mL de esta solución en bulbos de 5 mL y el pH se redujo a 3 
con ácido clorhídrico. Cada 1 h se tomó una muestra de cada bulbo, se neutralizó con Tris 2 M y se 
procedió al cálculo de la concentración del AcM (acápite 3.5.1). 

3.8.6. Inactivación de virus modelos en ácido cítrico 100 mM; pH 3, 4°C.   

Las muestras del AcM CB.Hep-1 purificado se sometieron a un cambio de tampón hacia ácido cítrico 100 
mM; pH 6 en una columna XK16/30 empacada con 60 mL Sephadex G-25m (Amersham-Pharmacia, 
Suecia). A continuación se dispensaron 2 mL de esta solución en bulbos de 5 mL y el pH se redujo hasta 
3 con ácido clorhídrico. Inmediatamente después se inocularon con una dilución 1:10 de cada virus 
modelo por separado. En este momento se tomó la muestra considerada como tiempo inicial y el resto 
permaneció 10 horas a 4°C. Al final de cada tiempo experimental, se neutralizaron las muestras con Tris 
2M y se almacenaron a -85°C hasta el final del experimento para iniciar los ensayos de titulación. 
También se evaluó el ácido cítrico 100 mM para descartar toxicidad en las líneas celulares (Anexo 19).  

La demostración de diferencias significativas entre la actividad específica del AcM CB.Hep-1 incubado 
en ácido cítrico 100 mM; pH 3 en presencia de virus modelos se realizó mediante un ANOVA de 
clasificación simple para un nivel de significación de 95% (Shesking, 2000). 

3.8.7. Inactivación de virus modelos en Tris 20 mM/EDTA 3 mM/NaCl 1M/KSCN 3 M; pH 7.2 a 60°C. 

Se tomaron 35 mL de un eluato de inmunoafinidad y se le ajustó la concentración de AgsVHBr a 0.35 
mg/mL con Tris-HCl 20 mM/EDTA 3 mM/NaCl 1M/KSCN 3M; pH 7.2. El inóculo viral se añadió en 
una dilución 1:10, siempre después que el eluato alcanzó 60°C (Anexo 20). El material que contenía el 
virus se incubó en un baño termostatado M20 (Lauda MS, Alemania) a 60°C a 0, 10, 30, 60, 90, 120 y 
180 min. El tampón se cambió en todos los casos hacia Tris 20 mM, EDTA 3 mM; pH 7.2 en columnas 
PD-10 empacadas con 12 mL de Sephadex G-25m (Amersham-Pharmacia, Suecia), para realizar la 
titulación viral sin interferencia. Además, se tomaron 0.2 mL del inóculo de cada virus modelo (control 
positivo), 0.2 mL del inóculo viral diluido en el tampón Tris-HCl 20 mM/EDTA 3 mM/NaCl 1 M; pH 
7.2, 0.5 mL del tampón Tris 20 mM/EDTA 3 mM/NaCl 1M; pH 7.2 (control negativo) y 0.5 mL del 
eluato de inmunoafinidad ajustado a 0.35 mg/mL sin inocular (control negativo).  

Para demostrar diferencias significativas en el recobrado del AgsVHBr durante el calentamiento a 60°C 
en presencia de virus modelos se realizó un ANOVA de clasificación simple para un nivel de 
significación de 95% (Shesking, 2000). 

 

( 
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4. RESULTADOS 

4.1. Análisis de la consistencia de la producción de líquido ascítico rico en el AcM CB.Hep-1. 

La ascitis es un trasudado seroso producido en este caso por la inoculación del hibridoma CB.Hep-1 en la 
cavidad peritoneal de ratones BALB/c. La consistencia de la producción de ascitis se analizó a través del 
parámetro concentración del AcM CB.Hep-1 en 20 inoculaciones consecutivas del hibridoma CB.Hep-1 
en grupos de 2000 animales. Los resultados indicaron un promedio de 3.13 mg/mL con una desviación 
estándar de 0.70. Dado que no hay más de 9 muestras por encima o por debajo del valor promedio, ni 
tampoco fuera de los límites ±2DS, se puede concluir que la producción de ascitis vista a través de este 
parámetro es estadísticamente consistente (Fig. 1) (Gershon, 1991; PPO 4.10.08.94, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2. Análisis del recobrado y rendimiento del método de purificación del AcM CB.Hep-1. 

El recobrado promedio fue 44.33±10.93% en 20 purificaciones consecutivas (Fig. 2). En la mayoría de 
los pasos de purificación el recobrado obtenido estuvo dentro del intervalo esperado (Gagnon, 1996) para 
una productividad de 38-40 g del AcM CB.Hep-1 cada 30 hrs de proceso (Tabla 3). El cálculo del 
recobrado se basó en la cuantificación del AcM mediante la técnica de ELISA. Esta técnica posee un 
coeficiente de variación interensayo entre 10-20%, pero esta variación no es la única causa de la 
variabilidad del recobrado. La variabilidad en el recobrado se afectó también por la composición de la 
ascitis y por el número de ciclos de purificación de la matriz de la cromatografía de afinidad. 
Experimentos posteriores demostraron la presencia de AcM en el sobrenadante de las precitación salina, 
por lo cual recomendamos estudiar el efecto de la aplicación directa de la ascitis en el rendimiento y la 
estabilidad de la matriz de afinidad, así como otros tampones que aumenten la capacidad de adsorción de 
esta matriz de afinidad como la glicina 0.2 M (Gagnon, 1996).    

 

Figura 2. Recobrado del método de purificación 
del AcM CB.Hep-1. La curva representa el 
recobrado de cada purificación y los límites 
corresponden con el valor promedio de recobrado 
± 2 veces la desviación estándar. 

Figura 1. Gráfico de control de la 
concentración del AcM CB.Hep-1 en ascitis. 
Los límites se establecieron como el promedio 
± 2 veces la desviación estándar. 
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Tabla 3. Recobrado por etapas del método de purificación del AcM CB.Hep-1. Los valores esperados se calcularon 
a partir de la eficiencia informada por Gagnon (1996) para cada una de las técnicas empleadas. 

Pasos del método de purificación Recobrado 
Esperado 

Recobrado 
Real±DS 

Semipurificación (precipitación salina-centrifugación-exclusión molecular) (%) 60-80 75.83±13.50 
Cromatografía de afinidad en Protein A-Sepharose (%) 70-90 81.50±30.40 
Incubación a pH ácido durante 1 h (%) ≥98 98.50±2.10 
Cromatografía de exclusión molecular en Sephadex G-25, cambio de tampón (%) ≥95 92.60±15.59 
Ultrafiltración (%) ≥95 99.50±9.55 
Filtración esterilizante (%) ≥95 97.30±2.41 
Recobrado Total (%) 35.3-60.4 44.33±10.93 
Rendimiento (mg IgG purificada/mL de ascitis) 1-2 1.23±0.34 
Productividad máxima relativa del método de purificación g/30 hrs 30-60  38-40 

4.3. Caracterización bioquímica del AcM CB.Hep-1 purificado. 

4.3.1. Resultados de la determinación de pureza del AcM CB.Hep-1. 

La pureza es uno de los aspectos de mayor relevancia en la calidad de un biológico. La pureza del AcM 
CB.Hep-1 evaluada por electroforesis brindó dos tipos de información: identidad referida al patrón de 
bandeo y el grado de pureza propiamente dicho. La figura 3 muestra la pureza medida en geles de 
poliacrilamida al 12.5% en condiciones reductoras y al 10% para condiciones no reductoras del AcM 
CB.Hep-1 purificado. El porciento de poliacrilamida se seleccionó para visualizar contaminantes por 
encima de la cadena pesada, por debajo de la cadena ligera, o de la molécula completa de IgG, ya que la 
talla máxima de las proteínas que penetran en un gel al 12.5% y al 10% es de 100 kDa y entre 170 y 200 
kDa respectivamente. En el caso de la pureza medida en condiciones reductoras (Fig. 3A) se observó un 
patrón de doble banda reforzado a la altura de 50-55 kDa y 25 kDa. Algunas bandas débiles aparecen por 
encima de la cadena pesada de la IgG, carriles 5 y 6, pero en todos los casos la pureza fue superior al 
90%, mientras que en el caso de la pureza medida en condiciones no reductoras se observó una banda 
homogénea sobre los 150 kDa con más de 90% de pureza también (Fig. 3B), lo cual coincide con lo 
informado y exigido para este tipo de IgG (O. M. S. 1992; F. D. A, 2001).   

                                  1    2   3    4   5   6        7      8        1    2    3    4     5     6    7 
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 25 kDa 

50-55 kDa 

150 kDa 

Figura 3. (A) Pureza del AcM CB.Hep-1 evaluada por electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato 
de sodio en condiciones reductoras. Línea 1-6, muestras del AcM CB.Hep-1. Línea 7, estándar de un AcM de ratón. 
Línea 8, marcador de peso molecular (Albúmina sérica bovina 80 kDa, Ovoalbúmina 49 kDa, Anhidrasa carbónica 
34.8 kDa, Inhibidor de la Tripsina de soya 28.9 kDa, Lisozima 20.6 kDa, Aprotrinina 7.01 kDa). (B) Pureza evaluada 
en condiciones no reductoras. Línea 1-6, muestras del AcM CB.Hep-1. Línea 7, estándar de IgG de ratón.  
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La pureza de esta molécula se evaluó también mediante la cromatografía líquida de alta resolución. Esta 
técnica permite determinar la distribución molecular y la pureza sobre la base de la interrelación entre el 

peso molecular y el Tr. El coeficiente de variación de esta cromatografía fue ≤ 1% (repetibilidad) y ≤ 2% 
(reproducibilidad), así como el límite detección es 20 μg por lo cual cuenta con suficiente precisión y 
sensibilidad para evaluar la pureza del AcM. A partir del Tr de la muestra control (37 min) se determinó 

la fracción de IgG-2bκ anti-AgsHBr (CB.Hep-1). La figura 4 presenta dos ejemplos de los resultados 
obtenidos en dos muestras del AcM CB.Hep-1. En ambos casos se demostró una fracción mayoritaria y 
una pureza superior al 95%. La identidad de la segunda fracción no está definida pero estudios realizados 
con este AcM obtenido a partir de otra fuente biológica indican que no es de origen proteico sino ácido 
cítrico empleado en la elución durante la cromatografía de afinidad. Este ácido parece interactuar con la 
matriz de exclusión molecular, pues su elución no corresponde con este tiempo de retención.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

4.3.2. Resultados del Isotipaje del AcM CB.Hep-1. 

Debido a la alta potencialidad de encontrar anticuerpos propios del ratón, no específicos para el AgsVHBr 
que pueden además se ser purificados por la matriz de afinidad, Protein-Sepharose, se determinó la clase 
y subclase del AcM purificado como criterio adicional de pureza. La evaluación del isotipo en dos 
preparaciones del AcM CB.Hep-1 demostró que las moléculas purificadas corresponden con una IgG-2B 
cadena ligera Kappa (Figura 5). Por lo que si integramos este resultado con el de actividad específica se 
puede concluir que la preparación purificada corresponde mayoritariamente con el AcM CB.Hep-1. 

 

 

 

Figura 4. Distribución molecular del AcM CB.Hep-1 
evaluada por HPLC-GF. A. Tampón Tris 20 
mM/NaCl 150 mM; pH 7.6. B. Material de 
Referencia. C. Muestra 1 del AcM CB.Hep-1. D. 
Muestra 2 del AcM CB.Hep-1.  
 

  
Figura 5. Isotipaje de dos preparaciones del AcM CB.Hep-1 purificado mediante Protein A-Sepharose. 
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4.3.3. Resultados del mapeo peptídico de la cadena pesada y ligera del AcM CB.Hep-1. 

El mapeo tríptico fue otra de las técnicas empleadas para la caracterización del AcM CB.Hep-1. En este 
caso se mapeó la cadena ligera y la cadena pesada de tres muestras consecutivas del AcM CB.Hep-1 
mediante la digestión con Tripsina. Como se observa en la figura 6, los mapas trípticos de ambas cadenas 
son muy parecidos entre las tres muestras evaluadas, lo cual permite llegar a la conclusión de que no hay 
modificaciones importantes a nivel de péptidos entre las muestras. Las diferencias encontradas en una 
fracciones de la cadena ligera de la segunda muestra puede ser explicada por la imprecisión del método en 
cuanto la diluciones de la enzima y del sustrato, AcM CB.Hep-1, lo que provoca en ocasiones que la 
intensidad de las fracciones sea diferentes.      

 

 

 

 

 

4.3.4. Confirmación del epítopo reconocido por el AcM CB.Hep-1. 

Entre los ensayos más importantes de caracterización bioquímica está la determinación del epítopo 
reconocido por el AcM CB.Hep-1 (especificidad). Este tipo de ensayo consistió en fijar péptidos de 12 
aminoácidos, solapados en 6 aminoácidos del AgsVHBr (Anexo 17) y enfrentarlo a las muestras 
purificadas del AcM CB.Hep-1. La figura 7 presenta el reconocimiento de los péptidos 20 y 21 del 
AgsVHBr de una muestra del AcM CB.Hep-1 purificada, ambos péptidos comparten la secuencia de 
aminoácidos CKTCTT. Esta secuencia se localiza en el determinante “a” de dicho antígeno y corrobora 
los resultados obtenidos anteriormente en cuanto a la caracterización del epítopo reconocido por este 
AcM a escala analítica.  

Figura 7. Reconocimiento de péptidos 
solapados del AgsVHBr por el AcM 
CB.Hep-1 (izquierda) y por el AcM 
CB.Ifn-2.4 (derecha) empleado como 
control negativo. El color azul indica 
reconocimiento del AcM CB.Hep-1. 
Secuencia de aminoácidos de los 
péptidos reconocidos por el AcM 
CB.Hep-1. 20. TTSTGPCKTCTTB. 21. 
CKTCTTPAQGNSB. 

 
 

A B 

Figura 6. Mapeo peptídico de tres 
muestras consecutivas del AcM CB.Hep-1 
tras la digestión con Tripsina. A. Mapeo 
peptídico de la cadena ligera. B. Mapeo 
peptídico de la cadena pesada. La digestión 
se realizó en una relación enzima: sustrato 
1:100 durante 5 hrs a 37°C. 
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4.3.5. Resultados de la secuencia de aminoácidos de la cadena ligera del AcM CB.Hep-1. 

La espectrometría de masas es una herramienta esencial para la caracterización de la identidad de las 
moléculas proteicas. La alta precisión y exactitud de esta técnica permite una caracterización detallada de 
las proteínas (Mikkat y cols., 2004). En la figura 8 se muestra un espectro de masas y la secuencia de 
aminoácidos de la cadena ligera del AcM CB.Hep-1. Los resultados demostraron que esta secuencia de 
aminoácidos coincide con la secuencia predicha a partir de la secuencia de ADN. Los aminoácidos que 
aparecen reforzados corresponden con las regiones determinantes de la complementariedad del AcM. 
Estas regiones se determinaron a partir de la información publicada en la base de datos Kabat (1991). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.6. Resultados de la determinación del punto isoeléctrico del AcM CB.Hep-1. 

La técnica de isoelectroenfoque es otro criterio de identificación molecular para las agencias regulatorias 
(F. D. A., 2001). Esta es una técnica de alta resolución para separar proteínas en base a sus puntos 
isoeléctricos donde los componentes cargados de las muestras se mueven a través del gradiente de pH y 
pierden su carga cuando el pH del gradiente es igual a su punto isoeléctrico. El análisis de 
reproducibilidad y repetibilidad realizado con el patrón de AcM indicó una variabilidad de sólo 0.5 % y 
0.3 % respectivamente. La figura 9 muestra los valores de pH isoeléctrico de 5 muestras consecutivas del 
AcM CB.Hep-1. El intervalo de pH isoeléctrico fue consistentemente de 7.1 a 6.51, lo cual coincide con 
lo informado por Fischer y colaboradores (1999) para este tipo de proteína y con el valor teórico 
determinado a partir de la secuencia de aminoácidos (pH isoeléctrico=6.9).  

 

DIVMSQSPSSLAVSVGEKVALSC(KSSQSLLYLNNHKNYLA)WFQQKPGQSPKLLIY(WASTRDS)GVPDRFTGSGSGTDFTLMISS
VKAEDLAVYYC(QQYYNYPYTFG)GGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNS
WTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC 

Figura 8. Espectro de masas y 
secuencia de aminoácidos de la cadena 
ligera del AcM CB.Hep-1 de una 
muestra del AcM CB.Hep-1 obtenida 
a partir del hibridoma CB.Hep-1. El 
espectro de masas se obtuvo en un 
equipo que usa como principio de 
ionización la electro-nebulización 
(ESI).  

Figura 9. Isoelectroenfoque de 5 muestras consecutivas del AcM CB.Hep-1 purificado. Los valores representan el 
valor de pH isoeléctrico de cada banda. MR: material de referencia. 
 

7.35 

6.5 

5.8 

pH 

 F   E  D  C  B   A 

Líneas Muestras 1  2  3 4 5 6 7 8 

A 1 - - 6.99 6.89 6.80 6.71 6.59 6.51 
B 2 - - 6.99 6.90 6.80 6.71 6.61 - 
C 3 - - 7.02 6.91 6.82 6.73 6.62 6.53 
D 4 - - 7.04 6.93 6.84 6.74 6.64 6.54 
E 5 - - 7.04 9.65 6.86 6.76 6.66 6.54 
F MR - 7.14 7.04 6.95 6.84 6.74 - - 
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4.3.7. Resultados de la determinación de la constante de afinidad del AcM CB.Hep-1. 

El método de medición de la constante de afinidad del AcM CB.Hep-1 utilizó el valor de correspondiente 
con el 50% de la densidad óptica total de curvas sigmoidales. Este método trabaja con la concentración 
total de AcM aplicada en el pozo de una placa de ELISA y el mismo se validó contra el método de 
radioinmunoensayo de inhibición por Beatty y colaboradores, (1987). Para el AcM CB.Hep-1, los 

resultados indicaron una Kaf de 7.61±6.9x108 M-1

AcM 
CB.Hep-1 

 (Tabla 4). La variabilidad observada coincide por la 

informada para este tipo de ensayo y por el uso de un antígeno, partícula, con el epítopo repetido.  

Tabla 4. Resultados de constante de afinidad del AcM CB.Hep-1. 
Muestra 

1 
Muestra 

2 
Muestra 

3 
Muestra 

4 
Muestra  

5 
Muestra 

6 
Muestra 

7 
Promedio 

Kaf (M-1 2.1x10) 1.1x107 5.0x107 3.4x107 4.6x108 1.6x108 1.1x108 7.61±6.9x108 8 

4.4. Caracterización de los contaminantes críticos de la preparación del AcM CB.Hep-1 purificado.  
4.4.1. Resultados de la determinación de ADN de ratón. 
En las muestras de los AcM, pueden aparecer dos contaminantes con gran impacto en la calidad del 
producto final. Estos son: el ADN de ratón y la Proteína A desprendida de la matriz de afinidad (Bloom y 
cols., 1989). El ADN de ratón está muy vinculado con características oncogénicas por lo cual la cantidad 
de esta molécula en el biológico tiene que ser muy baja (< 10pg ADN/mg AcM). En este caso la 
estimación de la dosis resulta difícil porque el AcM no se utiliza directamente, sino a través de un proceso 
de inmunopurificación. Por esta razón, decidimos evaluar el nivel de contaminación de forma similar a la 
que recomienda la literatura para un AcM de uso parenteral. La cantidad de ADN de ratón en estas 
muestras fue inferior al límite de cuantificación del ensayo (3.9 pg ADN/mg AcM) (Fig. 10). 

 

 

 

                         A                                                          B                                                              C 

4.4.2. Resultados de la determinación de Proteína A de Staphylococos aureus. 

Para esta determinación se validó un sistema de cuantificación de Proteína A en presencia de grandes 
cantidades de IgG. Este sistema se basó en la combinación de fragmentos de anticuerpos de carnero 
contra la Proteína A conjugado con PRP y anticuerpos completos de carnero con la misma especificidad.  
El intervalo lineal de la curva patrón (Proteína A+IgG) fue desde 0.19 hasta 3.13 ng/mL lo que se 
corroboró mediante un ANOVA (p=4.360x10-15). Además el análisis de regresión lineal comparando los 
coeficientes de correlación lineal de Pearson (R) contra el R crítico (0.441) corroboró la linealidad de las 
curvas en este intervalo de concentración de Proteína A (Fig 11). La comparación estadística no mostró 

   

Figura 10. Contenido de ADN de ratón en preparaciones del AcM CB.Hep-1. A y B. Líneas 1-9, curva patrón de 
ADN de ratón (1ng -3.9 pg de ADN). Línea 10, control negativo (100 μg de albúmina sérica bovina). Línea 11, 1 
mg del AcM CB.Hep-1, material de referencia. Línea 12, muestra de AcM purificado. C. La muestra de AcM 
CB.Hep-1 corresponde con C3. 
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diferencias significativas entre ambas rectas, o sea con y sin IgG. Esto se demostró comparando el 
intervalo de confianza de la pendiente (m) y del intercepto de las dos rectas para un 95% de confianza. 
Los intervalos de confianza fueron (m de la recta de Proteína A (0.10-0.20); m de la recta de Proteína 
A+IgG (0.10-0.28), (intercepto de la recta de Proteína A (0.28-0.34); intercepto de la recta de Proteína 
A+IgG (0.29-0.34). Como se aprecia los intervalos de confianza de m y del intercepto de ambas rectas se 
solapan. La interferencia en el ensayo se observó para concentraciones de IgG superiores a 1 mg/mL.  

 

 

 

 

 

 

 

 

En aras de desarrollar un ensayo riguroso, se analizó el recobrado para tres concentraciones de Proteína A 
diferentes (50, 100 y 150 ng/mL). En este caso el coeficiente de variación intra-ensayo fue 4.36% 
mientras que el coeficiente de variación inter-ensayo fue 8.63% demostrando que en ambos casos el 
criterio se cumplió satisfactoriamente, menos del 10 y del 20 % respectivamente. Estadísticamente, no se 
observó diferencias significativas en el recobrado en las tres concentraciones evaluadas mediante una 
prueba de hipótesis basada en la distribución t de Student para un 95% de confianza (Tabla 5). 

Tabla 5. Resultados de la prueba de Cochran (G) para demostrar homogeneidad de varianza y t-Student para 
comparar el recobrado promedio. En cada caso el nivel de probabilidad fue 95%.  
 
 

 

 

 

 

 

 

La cuantificación de Proteína A es muy importante por los desordenes inmunológicos provocados por 

altos niveles de esta proteína en el plasma humano (Gagnon, 1996). Utilizando este ELISA se cuantificó 

el nivel de Proteína A en 20 muestras del AcM CB.Hep-1. La figura 12 muestra la cantidad de Proteína A 

determinada, donde el máximo valor encontrado no excedió los 2 ppm. Este valor se considera bajo para 

este tipo de producto, ya que posterior a este paso existen otros pasos cromatográficos con elevada 

capacidad de eliminación de proteínas como la cromatografía de intercambio iónico. Además este valor 

Figura 11. Cuantificación de Proteína A en 
presencia de 0.5 mg/mL de IgG. El coeficiente de 
correlación lineal de Pearson para la curva con 
Proteína A fue R=0.9982, mientras que para la 
curva de Proteína A+IgG fue de 0.9973.  

Parámetros 50 ng/mL 100 ng/mL 150 ng/mL 
Ensayo I 93.82 96.72 102.88 
Ensayo II 109.80 101.72 89.29 
Ensayo III 93.72 107.20 112.64 
Recobrado promedio 99.14±9.23 101.88±5.24 101.60±11.23 
Coeficiente de variación inter-ensayo (%) 9.31 5.14 11.54 
P (Cochran) 0.609 - - 
P (t-Student) 0.887 0.598 0.833 
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de 2 ppm es muy inferior a la dosis tóxica informada para chimpancés (0.41 m/kg de peso/día, durante 15 

días por vía intraperitoneal). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.5. Resultados de la estabilidad del AcM CB.Hep-1 en tampón Tris 20 mM/NaCl 150 mM; pH 7.6. 
Una de las formas de medir la eficiencia de un método de purificación es comprobando si el grado de 
purificación que este logra, no afecta la estabilidad de la molécula de interés. Para abordar la estabilidad 
del AcM CB.Hep-1 se estudiaron dos temperaturas (4°C y -20°C). Los parámetros evaluados fueron la 
pureza y la actividad específica durante 25 meses. Los resultados confirmaron la estabilidad de esta 
molécula en las dos temperaturas estudiadas. La comparación estadística de ambos parámetros en ambas 
temperaturas no mostró diferencias significativas para un 95% de confianza según la prueba de 
significación de la pendiente basada la distribución t-Student para muestras independientes. Los valores 
de probabilidad se relacionan a continuación, para la actividad específica a 4°C (p= 0.8330), actividad 
específica a -20°C (p=0.9005), pureza a 4°C (p=0.9595) y pureza a -20°C (p=0.5825). Adicionalmente, en 
ninguno de los tiempos evaluados el valor de pureza y de actividad específica quedó por debajo de la 
especificación de calidad establecida (Figs. 13 y 14).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 13. Resultados de la pureza del AcM CB.Hep-
1 en el estudio de estabilidad en Tris 20 mM/ NaCl 
150 mM; pH 7.6 a 4 y -20°C. Los curvas muestran la 
media y el intervalo de confianza para un 95% de 
significación estadística. 

Figura 14. Resultados de la actividad específica del 
AcM CB.Hep-1 en el estudio de estabilidad en Tris 20 
mM/ NaCl 150 mM; pH 7.6 a 4 y -20°C. Los curvas 
muestran la media y el intervalo de confianza para un 
95% de significación estadística. 
 
 
 

Figura 12. Contenido de Proteína A de S. aureus 
en preparaciones del AcM CB.Hep-1. El valor de 
3 ppm corresponde con el valor de especificación 
de calidad establecido para la vacuna contra la 
Hepatitis B. 
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4.6. Resultados de la inmovilización del AcM CB.Hep-1 y caracterización cromatográfica de los 
inmunoadsorbentes del AcM CB.Hep-1.  
La cromatografía de inmunafinidad es la técnica más importante en la purificación del AgsVHBr obtenido 
a partir de Pichia pastoris (Pentón y cols., 1994). Entre sus ventajas están: alto recobrado, alta pureza y 
alto poder de concentración del AgsVHBr, selectividad, ya que el AcM CB.Hep-1 reconoce el 
determinante “a” y la originalidad con respecto a otros métodos de purificación (Hitzman y cols., 1983; 
Murruay y cols., 1984). Entre sus limitaciones se informa el desprendimiento del ligando y la pérdida 
temprana de la capacidad de captura del antígeno. En esta Tesis, el método de activación con bromuro de 
cianógeno demostró una eficiencia de acoplamiento de IgG >97%, lo cual coincide con los resultados 

obtenidos por otros autores (Kohn y Wilchek, 1982). La capacidad de elución fue superior a 100 µg 
AgsVHBr/mg AcM y la pureza del AgsVHBr purificado alcanzó valores superiores al 85% El límite de 
especificación de la pureza del AgsVHBr en este paso de purificación es 80% (Fig. 15).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La especificidad de las bandas en la electroforesis del AgsVHBr se corroboró por inmunomarcaje con el 
AcM CB.Hep-1. Como se observa en la figura 16 no hay diferencias en el patrón de bandeo del AgsVHBr 
purificado con respecto al material de referencia. Este antígeno aparece en forma de monómero (24 kDa), 
dímero (48 kDa) y trímero (72 kDa) bajo las condiciones reductoras empleadas en este ensayo. 

 

 

 

 

 

 

 

El desprendimiento del ligando no superó los 3 ng IgG/µg AgsVHBr por lo cual no se afecta la pureza del 
antígeno purificado ni se contaminación de la vacuna con cantidades de IgG de ratón que pueden ser 

Figura 15. Gráfico de la eficiencia de 
acoplamiento del AcM CB.Hep-1 y pureza 
del AgsVHBr purificado a partir de los 
inmunoadsorbentes del AcM CB.Hep-1.  

Figura 16. Líneas 1-9. Electroforesis de 9 
muestras consecutivas del AgsVHBr purificado 
con los inmunoadsorbentes del AcM CB.Hep-1. 
Línea 10. Material de referencia del AgsVHBr.  
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inmunogénicas. De esa manera se cumple así con las especificaciones establecidas para la vacuna contra 
la Hepatitis B (<3 ng IgG/μg AgsVHBr y >90% de pureza del AgsVHBr) (Fig. 17). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.7. Resultados de la estabilidad de los Inmunogeles del AcM CB.Hep-1. 
En este estudio se evaluó la capacidad de elución y el desprendimiento del AcM CB.Hep-1 de tres 
inmunoadsorbentes. La capacidad de elución fue superior a los 100 μg AgsVHBr/mg AcM en dos de los 
inmunogeles evaluados hasta los 20 meses. En el tercer inmunogel, este parámetro cayó por debajo del 
límite al cabo de los 12 meses, haciendo que el promedio de los tres geles estuviera también por debajo 
del valor esperado (Fig. 18). El análisis del nivel de desprendimiento de ligando demostró que en ninguno 
de los geles evaluados el valor de IgG desprendida superó los 3 ng IgG/µg AgsVHBr que es la 
especificación de calidad establecida para este producto durante 20 meses (Fig. 19).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 17. Capacidad de elución del 
AgsVHBr y desprendimiento de IgG de los 
inmunoadsorbentes del AcM CB.Hep-1. 
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Figura 19. Desprendimiento de ligando de 
los inmunogeles del AcM CB.Hep-1 durante 
20 meses. La curva representa el promedio 
del desprendimiento de IgG y el intervalo de 
confianza para un 95% de probabilidad. 
 

Figura 18. Capacidad de elución de los 
inmunogeles del AcM CB.Hep-1 durante 20 
meses. La curva representa el promedio de la 
capacidad de elución y el intervalo de 
confianza para un 95% de probabilidad 
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4.8. Resultados de la caracterización de los contaminantes virales en las fuentes biológicas. 
4.8.1. Resultados de la determinación de Retrovirus en el hibridoma CB.Hep-1. 
La observación del hibridoma CB.Hep-1 mediante microscopía electrónica de transmisión denotó 
presencia de partículas parecidas a Retrovirus tipo C atravesando la membrana plasmática. Las partículas 
promediaron un tamaño entre 100-200 nm y con forma esférica. En un alto porciento de las células 
analizadas (200 células) se demostró expresión de partículas circulares que asemejan este tipo de 
Retrovirus (aparecen señaladas con flechas) (Fig. 20). Se destaca en la interpretación de esta foto que esta 
determinación no se considera una demostración absoluta de la presencia de este tipo de virus por lo que 
se requiere de ensayos más específicos de caracterización de Retrovirus. En ninguna de las secciones 
evaluadas se observaron partículas retrovirales de otro tipo. 
  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.8.2. Resultados de la tipificación de Retrovirus mediante los ensayos de foco ampliado S+L- y de 
placa XC. 
Para determinar la presencia de Retrovirus murinos xenotrópicos en este hibridoma, se desarrolló la 
prueba directa de foco ampliado S+L-. Esta prueba está diseñada para determinar Retrovirus con 
capacidad de infección de líneas celulares de un origen diferente al ratón. Debido a que la infección in 
vitro de células con este tipo de virus de la leucemia murina no induce necesariamente cambios 
morfológicos en ellas, se utilizó una línea celular de visón MiCl1

Figura 20. (A) Microscopía electrónica de 
transmisión del hibridoma CB.Hep-1. La flecha 
indica la presencia de las partículas parecidas a 
Retrovirus tipo C de 100-200 nm en el espacio 
exterior a las células. La magnificación 
empleada fue X15K. 

 (ATCC CCL 64.1) que contiene un 
genoma defectivo del virus del sarcoma murino (S+), pero no contiene información para el virus de la 
leucemia murina (L-). Por estas razones una superinfección de esta línea celular con el virus de la 
leucemia murina conlleva a la expresión del virus del sarcoma y la formación de focos de infección. En el 
estudio del hibridoma CB.Hep-1 no se evidenció presencia de partículas de Retrovirus tipo C 
xenotrópicas, ya que no se observó el desarrollo de focos (Tabla 6, Anexo 21). 
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Tabla 6.  Resultados de los ensayos S+L- del hibridoma CB.Hep-1 productor del AcM CB.Hep-1. 
Muestras Unidades formadoras de Focos (S+L-) detectados  

Control negativo 1 (medio de cultivo) 0 
Control negativo 2 (medio de cultivo) 0 
Muestra 1 del hibridoma CB.Hep-1 0 
Muestra 2 del hibridoma CB.Hep-1 0 

Control positivo 1 (virus de la leucemia felina)  46 
Control positivo 2 (virus de la leucemia felina)  57 

Para la caracterización de Retrovirus se empleó también el ensayo de placas XC. Este es un ensayo 
específico para Retrovirus ecotrópicos, o sea con capacidad sólo para infectar células de ratones y de 
ratas. Se utilizó como indicador la línea celular SC-1 que carece de restricción Fv-1 y es capaz de 
expresar el virus ecotrópico de la leucemia murina. La línea SC-1 es altamente sensible a la presencia de 
este virus. Los resultados de la evaluación de nuestra línea celular tampoco evidenciaron presencia de 
Retrovirus del tipo C ecotrópicos (Tabla 7, Anexo 22). 
 Tabla 7.  Resultados de los ensayos XC en la línea celular CB.Hep-1 productora del AcM CB.Hep-1. 

Muestras Unidades formadoras de Placas XC detectadas  
Control negativo 1 (medio de cultivo) 0 
Control negativo 2 (medio de cultivo) 0 
Muestra 1 del hibridoma CB.Hep-1 0 
Muestra 2 del hibridoma CB.Hep-1 0 

Control positivo 1 (virus de la leucemia murina cepa mov-3) 18  
Control positivo 2 (virus de la leucemia murina cepa mov-3) 13 

 
4.8.3. Resultados de la determinación de virus endógenos en el hibridoma CB.Hep-1 mediante el 
ensayo de MAP. 
De todos estos ensayos el más aceptado para la determinación de virus murinos es el MAP. Este consiste 
en la cuantificación de anticuerpos específicos para las entidades virales que aparecen en la Tabla 8. Se le 
otorga esta particular importancia porque pequeñas cantidades de virus que no pueden ser fácilmente 
detectadas por ensayos de cuantificación de virus in vitro son reconocidas por el sistema inmune de los 
ratones inoculados, los cuales generan una respuesta inmune fácilmente detectable por ensayos 
inmunoquímicos. La detección de estos anticuerpos es una medida indirecta de la presencia de virus en 
las muestras inoculadas. Los resultados de este ensayo tampoco evidenciaron presencia de virus en el 
sobrenadante del hibridoma CB.Hep-1 (Anexo 10). 

Tabla 8. Resultados de la determinación de virus en el hibridoma CB.Hep-1 mediante el ensayo de MAP.  
Virus Evaluados Resultados Virus Evaluados Resultados 

Virus hantaan 
Virus del coriomeningitis linfocítica  
Rotavirus de ratón 
Virus sendai 
Reovirus 3 
Virus de la encefalomiocarditis murina  
Virus elevador de la enzima Lactato deshidrogenasa  
Virus diminuto de ratón 
 

Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 

 

Adenovirus 
Citomegalovirus 
Virus de la hepatitis murina 
Virus tímico  
Virus de la neumonía 
Poliomavirus 
Virus de la encefalomielitis murina de 
Theiler 

Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
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4.8.4. Resultados de la determinación de virus adventicios en el hibridoma CB.Hep-1 mediante la 
inoculación en líneas celulares sensibles a la replicación viral. 
El sobrenadante del hibridoma CB.Hep-1 se sometió también a ensayos in vitro para la detección de virus 

(Tabla 9). Las líneas celulares inoculadas barrieron un amplio número de especies, desde ratón hasta 

primates. En ninguna de estas líneas celulares se observó el efecto citopático característico de infección 

viral, lo cual sugiere la ausencia de virus adventicios en este hibridoma. El pase a ciegas tampoco 

evidenció presencia de virus (Anexo 11). 
Tabla 9. Resultados de la determinación de virus adventicios en el hibridoma CB.Hep-1. 

Líneas Celulares Nomenclatura Efecto 
Citopático 

Hemoadsorción de 
eritrocitos de 

cobayos 
Células embrionarias humanas de pulmón 
Cultivo terciario de células de riñón de monos verdes africanos 
Células de rabdomiosarcoma humano 
Células de pulmón de Visón  
Sub-línea de células de tumor cervical humano 
Células clonadas de hígado de ratón 
Células clonadas de tejido conectivo de ratón 
Células primarias de embriones de ratón 

HEL 
TAGMK 

RD 
MvLu 

Hela Ohio 
NCTC 1469 

L929 
ME 

Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 

Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 

 
4.8.5. Resultados de la determinación de virus en el hibridoma CB.Hep-1 mediante la inoculación 
en huevos embrionados de pollos, ratones y cobayos 
Además, se realizaron varios ensayos de inoculación del sobrenadante del hibridoma CB.Hep-1 en huevos 
embrionados de pollos, ratones adultos, cobayos y ratones lactantes. Los huevos embrionados se 
inocularon en el fluido alantoideo y el saco vitelino. En este ensayo el virus de la influenza se utilizó 
como control positivo y el medio de cultivo como control negativo. En ninguno de los huevos 
embrionados se produjo la muerte del embrión y tampoco se observaron daños en la membrana 
corioalantoidea, ni hemoaglutinación al enfrentar el fluido alantoideo con los eritrocitos. Este efecto de 
hemoaglutinación se produce por interacciones entre las proteínas de la membrana citoplasmática de los 
eritrocitos y los virus presentes en el fluido extraído de los huevos embrionados (Anexo 12). Tampoco se 
observaron síntomas clínicos característicos de infección viral en los ratones adultos y los cobayos 
inoculados con este sobrenadante en el período desde la inoculación de la muestra hasta la eutanasia. 
Además, se inocularon tres grupos de 9, 12 y 16 ratones lactantes. En este ensayo se observó diversidad 
en el crecimiento de los ratones. Sin embargo esta diversidad no fue provocada por virus, ya que no se 
obtuvo evidencias de enfermedades virales. Ninguno de los ratones lactantes inoculados murió en el 
período de 6 semanas posterior a la inyección del inóculo (Tabla 10, Anexo 13). 
Tabla 10.  Resultados de la determinación de virus en el hibridoma CB.Hep-1 mediante la inoculación en animales. 

Modelo Animal Síntomas clínicos relacionados 
con infección viral 

Análisis patológicos 
de cada órgano 

Ratones Adultos  
Cobayos 
Ratones Lactantes 

Negativo 
Negativo 
Negativo 

Negativo 
Negativo 
Negativo 
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4.8.6. Resultados de los análisis serológicos a la colonia de ratones BALB/c. 
Los programas de vigilancia son aquellos utilizados para monitorear el estatus de salud de los animales 
empleados en la producción de biológicos. Dentro de estos, los análisis serológicos juegan un papel clave. 
Las pruebas serológicas realizadas a los sueros de los ratones BALB/c empleados en la producción de 
ascitis contra las entidades virales exigidas por las agencias regulatorias no mostraron presencia de 
anticuerpos contra ninguna de los virus evaluados. Este ensayo consistió en la determinación directa en 
los sueros de los animales de anticuerpos contra los virus endógenos de ratón mediante la técnica de 
ELISA e inmunofluorescencia (Anexo 14). Sin embargo, debe considerarse que no todos los virus 
endógenos estimulan la producción de anticuerpo, pues la respuesta inmune que se produce contra estos 
es de origen celular y que hay períodos denominados de ventana donde no hay todavía expresión de 
anticuerpos contra un antígeno dado. 
4.8.7. Resultados de la determinación de virus endógenos en la ascitis mediante el ensayo de MAP. 
La técnica de MAP es muy empleada por su capacidad para detectar una número amplio de virus 
endógenos como se explica en el acápites anterior. No obstante posee las limitaciones de los ensayos 
serológicos. En resumen esta consiste en inocular la ascitis por varias rutas (intracraneal, intranasal, 
intramuscular, subcutánea e intraperitoneal) en ratones con mayor sensibilidad a infecciones por virus 
para medir la presencia de anticuerpos contra las entidades virales endógenas. Este es por ende el punto 
más importante de caracterización del material de entrada al proceso de purificación de cualquier 
molécula que se pretenda aislar de esta fuente biológica. Los resultados tampoco demostraron presencia 
de anticuerpos en el suero de los ratones inoculados con la ascitis contra cada uno de los virus endógenos 
evaluados (Tabla 11, Anexo 15). 

Tabla 11. Resultados de la determinación de virus endógenos en la ascitis mediante el ensayo de MAP.  
Virus Evaluados Resultados 

Virus hantaan  
Virus del coriomeningitis linfocítica  
Rotavirus de ratón 
Virus sendai 
Reovirus 3 
Virus de la encefalomiocarditis murina  
Virus elevador de la enzima Lactato deshidrogenasa  
Virus diminuto de ratón 
Adenovirus 
Citomegalovirus 
Virus de la hepatitis murina 
Virus tímico  
Virus de la neumonía 
Poliomavirus 
Virus de la encefalomielitis murina de Theiler 

Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
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4.8.8. Resultados de la determinación de virus adventicios en la ascitis mediante el ensayo de 
inoculación en líneas celulares sensibles a replicación viral. 
Este ensayo tiene gran importancia, pues tiene la sensibilidad suficiente para detectar virus adventicios en 
la fuente biológica de mayor relevancia para la demostración de la capacidad de remoción e inactivación 
de virus modelos, ya que es el material inicial del método de purificación. Al igual que en el ensayo de 
detección de virus mediante la inoculación del sobrenadante del hibridoma en células sensibles a 
replicación viral se utilizan células de primates para descartar la presencia de virus con poder infectivo o 
patogénico en el hombre. Los resultados indicaron que la muestra de ascitis evaluada no contiene virus 
con capacidad de producir efecto citopático o hemoaglutinación en las líneas celulares utilizadas (Tabla 
12, Anexo 23). 

Tabla 12. Líneas celulares, y cepas virales empleadas en la determinación de virus. 
Líneas Celulares Resultados Cepas Virales 

(controles positivos) 
Vero (ATCC 81) células de riñón  
(mono Rhesus) 

Negativo parainfluenza bovina tipo 3,  
cepa SF-4 (ATCC VR 281) 

MRC-1 (ATCC 171) células  diploides de pulmón 
(humanas) 

Negativo sarampión, cepa Edmonton        
( ATCC VR 24) 

A9 (ATCC CCL 1.4) células derivadas de la línea NCTC (929)  
( ratón) 

Negativo virus diminuto de ratón  
(ATCC VR 1346) 

 
4.9. Desescalado del método de purificación del AcM CB.Hep-1.  

Para los experimentos de desafío del método de purificación del AcM CB.Hep-1 con virus modelos se 
realizó primeramente un desescalado 1/100 del método de purificación de este AcM. Esta escala es el 1% 
de la escala real de purificación. El desescalado se realizó empleando como criterio principal el Tr 
constante durante el paso de purificación más importante (cromatografía de afinidad en Protein A-
Sepharose). La Tabla 13 muestra los criterios seguidos durante el desescalado. La pureza, la actividad 
específica del AcM CB.Hep-1 y el rendimiento del método de purificación fueron los parámetros 
empleados para demostrar similitud entre ambas escalas del método de purificación.  

En resumen, el AcM CB.Hep-1 obtenido reprodujo las especificaciones de calidad del AcM purificado a 
la escala real. El análisis estadístico demostró diferencias no significativas en todos los parámetros 
evaluados entre ambas escalas según la prueba de comparación de medias basada en la distribución t-
Student para un 95% de significación estadística. Los valores de probabilidad para cada parámetro fueron, 
pureza del AcM CB.Hep-1 (p=1.0000); actividad específica (p=0.2723) y rendimiento (p=0.4954).        
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Tabla 13. Criterios seguidos para el desescalado y resultados de las especificaciones de calidad del AcM CB.Hep-1.  
 Criterios Escala Real  Escala  

1/100 
Escala  
Real 

 Escala  
1/100 

Volumen inicial (mL) 5000 50  - - 

Condiciones de la precipitación salina 1 Sulfato de Amonio  
(100% de saturación) Igual - - 

Centrifugación 1 4800xg Igual - - 

Condiciones de la precipitación salina 2 Sulfato de Amonio  
(50 % de saturación) Igual - - 

Centrifugación 2 4800xg Igual - - 
Matriz empleada en la cromatografía de exclusión molecular Sephadex G-25 Igual - - 

Volumen aplicado en la cromatografía de exclusión molecular (mL) 30-40 Igual   

Matriz empleada en la cromatografía de afinidad Protein A-Sepharose Igual - - 
Tiempo de residencia en la cromatografía de afinidad (h) 0.1 Igual - - 
Altura del lecho cromatográfico (cm) 5 Igual - - 
Diámetro de la columna de la cromatografía de afinidad (cm) 6 0.8 - - 
Temperatura (°C) 4 Igual - - 
Razón de carga en la cromatografía de afinidad (mg/mL) 20  Igual - - 
Pureza del AcM CB.Hep-1 (%) ≥90 Igual 98±1.0 98±1.0 
Actividad Específica del AcM CB.Hep-1 (%) ≥70 Igual 131.6±8.5 123.1±8.2 
Rendimiento (mg IgG/mL de ascitis) 1-2  Igual 1.59±0.2 1.70±0.2 

 
Este desescalado fue también validado en presencia de cada virus modelo. La presencia de estos virus no 
afectó la capacidad del método para purificar el AcM CB.Hep-1 (Tabla 14) con alta pureza, actividad 
específica y rendimiento, pues todos estos parámetros estuvieron por encima del valor de corte 
establecido. Sin embargo, cuando se analizaron más en detalle los datos se observó que sí hay un 
comportamiento diferente de la cromatografía de afinidad ante la presencia de cada modelo viral. Por 
ejemplo el análisis de varianza (ANOVA de simple factor) aplicado a los resultados de cada parámetro en 
presencia de los virus modelos demostró diferencias significativas en todos los casos. Los valores de la 
probabilidad asociada para un nivel de confianza del 95% fueron; actividad específica (p=0.0176), pureza 
en condiciones reductoras (p=0.0289) y rendimiento (p=0.0341). La aplicación de la prueba de intervalos 
múltiples (DUNCAN) para encontrar entre que variables hubo diferencias significativas definió que en lo 
referido a la actividad específica todos los experimentos, excepto con el virus sendai, dieron diferencias 
significativas comparado con el control (sin virus). En el análisis de la pureza las diferencias 
significativas se encontraron entre los experimentos realizados con el VIH-1, virus sendai y PVC con 
respecto al experimento control y en el análisis del rendimiento, las diferencias significativas se 
encontraron entre el VHS y el PVC con respecto al experimento sin virus modelos.     
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Tabla 14.  Resultados de la purificación del AcM CB.Hep-1 en la escala (1/100) en presencia de virus modelos. 
Criterios Pureza del  

AcM CB.Hep-1 
( %) 

Actividad Específica 
del AcM CB.Hep-1  

( %) 

Rendimiento  
(mg IgG/mL ascitis) 

Escala 1/100 + virus sendai 93.0±2.7 
 

119.6±25.7 1.70±0.2 
Escala 1/100 + VIH-1 92.2±2.1 93.8±2.0 1.26±02 
Escala 1/100 + VHS-1 97.4±1.5 97.3±1.5 1.06±0.1 
Escala 1/100 + PVH- 2 91.7±2.0 91.8±1.9 1.20±0.1 
Escala 1/100 + PVC 91.8±2.1 92.8±2.9 1.40±0.2 
Valor de p (95%) de confianza 0.0289 0.0176 0.0341 

 
4.10. Resultados de la determinación de la capacidad de remoción de virus modelos del método de 
purificación del AcM CB.Hep-1 (cromatografía de afinidad). 
4.10.1. Virus envueltos (virus sendai, VIH-1 y VHS-1) 
Virus sendai 
Para demostrar la capacidad de remoción del virus sendai se realizaron dos experimentos. Un 
experimento inoculando la ascitis con 4.4 Logs y el otro con 8.4 Logs del virus sendai respectivamente. 
En ambos experimentos el virus sendai fue titulado mediante la determinación de la DIE50/mL (huevos 
embrionados de pollos). Se demostró que este virus fue mayoritariamente removido en la cromatografía 
de afinidad con un máximo de remoción de 7.2 Logs (Tabla 15) por lo cual los pasos de precipitación 
salina y desalado en la cromatografía de exclusión molecular no aportaron niveles importantes de 
remoción de este modelo viral. El tampón PBS 150 mM; pH 8 no demostró efecto tóxico en los huevos 
embrionados, mientras que el ácido cítrico 100 mM; pH 7 y el Tris 2M si demostró toxicidad en los 
embriones de pollos pero sólo en la primera dilución. Las muestras con altas concentraciones de 

(NH4)2S04 mostraron una subestimación del título viral de 1-2 Log. Probablemente esta diferencia esté 

dada por un reparto heterogéneo del virus en el material resuspendido después de la precipitación salina 2. 
Tabla 15. Resultados del experimento de remoción del virus sendai. La DIE50/mL

Muestras/Réplicas 

 fue evaluada en huevos 
embrionados de pollos SPF. 

Expto-I 
(Logs) 

 

Expto-II 
(Logs) 

 

Expto-II 
(Logs) 

 

Expto-III 
(Logs) 

 Ascitis precipitada sin virus (control negativo) ≤1.3 ≤1.3 ≤1.3 ≤1.3 

Eluato de la cromatografía de exclusión molecular (desalado)+virus 4.2 4.4 4.0 8.4 

Fracción no adsorbida en la cromatografía de afinidad 4.2 4.2 3.6 7.2 

Eluato de la cromatografía de afinidad ≤1.3 ≤1.3 ≤1.3 ≤1.3 

Eluato de la cromatografía de exclusión molecular (cambio de tampón) ≤1.3 ≤1.3 ≤1.3 ≤1.3 

Tampón PBS 150 mM; pH 8 No tóxico No tóxico No tóxico No tóxico 

Tampón ácido cítrico 100 mM; pH 7 Tóx. (1:2) Tóx. (1:2) Tóx. (1:2) Tóx. (1:2) 

Capacidad de Remoción 4.2 4.4 4.0 7.2 

 
Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (virus de ARN) 
Debido a que los Retrovirus son virus obligados en las preparaciones de hibridomas murinos (Adanson, 
1998), se evaluó también la capacidad de remoción del VIH-1. Este virus comparte propiedades físico-
químicas con el virus sendai (genoma, envoltura, tamaño resistencia ante los agentes físico-químicos). 
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Teniendo en cuenta la subestimación observada en las muestras semipurificadas y que la remoción del 
virus sendai ocurrió en la cromatografía de afinidad, se procedió a desafiar sólo este paso cromatográfico. 
De esta forma se trabajó también con los restantes virus modelos (VHS-1, PVH-2 y PVC). En este 
experimento la ascitis desalinizada se inoculó con 5.6-5.9 Logs del VIH-1. Los resultados reprodujeron 
los obtenidos con el virus sendai en cuanto a que casi todo el virus, 85.9%, aparece en la fracción no 
adsorbida de esta cromatografía de afinidad. La capacidad de remoción observada fue de 4.30±0.19 Logs 
(Tabla 16). No se pudo demostrar una capacidad de remoción viral mayor por el bajo título de inóculo 
viral. El tampón en el cual quedó el AcM al final del método de purificación Tris 20 mM/NaCl 150mM; 
pH 7.6 demostró toxicidad en las células MT4 en la primera dilución por lo que se decidió cambiar a PBS 
150 mM; pH 8, aunque esto no afecta el cálculo del título viral, ya que se requiere de diluciones mayores 
para titular las fracciones con virus.   
Tabla 16. Resultados de los experimentos de remoción del VIH-1 en la cromatografía de afinidad. La DICC50/mL ,

Muestras/Réplicas 

 
fue evaluada en células MT4. 

Expto I 
(Logs) 

Expto II 
(Logs) 

Expto III 
(Logs) 

Virus (control positivo) 7.6 7.6 7.6 

Ascitis precipitada sin virus (control negativo) Tóx. (1:2) Tóx. (1:2) Tóx. (1:2) 

Eluato de la cromatografía de exclusión molecular (desalado)+virus 5.7 5.7 5.9 

Fracción no adsorbida en la cromatografía de afinidad 5.5 5.4 4.7 

Eluato de la cromatografía de afinidad ≤1.3 ≤1.3 ≤1.3 

Eluato de la cromatografía de exclusión molecular (cambio de tampón) ≤1.3 ≤1.3 ≤1.3 

Tampón PBS 150 mM; pH 8 No tóxico No tóxico No tóxico 

Tampón Tris 20 mM/NaCl 150 mM; pH 7.6 Tóx. (1:2) Tóx. (1:2) Tóx. (1:2) 

Capacidad de Remoción 4.21 4.40 4.66 

 
Virus herpes simple humano tipo 1 (virus de ADN) 
El VHS-1 es un virus de ADN, envuelto con un tamaño de 100-200 nm por lo que difiere con el virus 
sendai y el VIH-1. En los experimentos de reto con este modelo viral se logró una capacidad de remoción 
de 6.03±0.32 Logs (Tabla 17) y se evidenció que también fue removido casi totalmente, pues el 86.2% 
del virus aplicado se encontró en la fracción no adsorbida a la matriz de la cromatografía de afinidad. Los 

ensayos de toxicidad en las células Vero del tampón empleado (Tris 20 mM/NaCl 150 mM; pH 7.6) en 

la purificación y el material desalinizado previo a la aplicación a la cromatografía de afinidad 
demostraron toxicidad en la primera dilución del ensayo de microtitulación. Esto no afectó la 
cuantificación del efecto citopático, ya que las diluciones requeridas para medir el mismo fueron 
superiores. El tampón PBS 150 mM; pH 8 no demostró toxicidad en las células Vero. 
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Tabla 17. Resultados de los experimentos de remoción del VHS-1. La DICC50/mL  
Muestras/Réplicas 

se evaluó en células Vero. 
Expto-I   
(Logs) 

Expto-II  
(Logs) 

Expto-III  
(Logs) 

Virus (control positivo) 8.5 8.5 8.5 

Ascitis precipitada sin virus (control negativo) Tóx. (1:2) Tóx. (1:2) Tóx. (1:2) 

Eluato de la cromatografía de exclusión molecular (desalado)+virus 7.5 7.5 7.5 

Fracción no adsorbida en la cromatografía de afinidad  7.24 7.2 7.5 

Eluato de la cromatografía de afinidad <1.3 <1.3 <1.3 

Eluato de la cromatografía de exclusión molecular (cambio de tampón) <1.3 <1.3 <1.3 

Tampón PBS 150 mM; pH 8 No tóxico No tóxico No tóxico 

Tampón Tris 20 mM/NaCl 150 mM; pH 7.6 Tóx. (1:2) Tóx. (1:2) Tóx. (1:2) 

Capacidad de Remoción  5.9 5.8 6.4 

 
4.10.2. Virus desnudos (PVH-2 y PVC) 
Poliovirus humano tipo 2 (virus de ARN) 
El PVH-2 es un virus de ARN de aproximadamente 30 nm lo cual es de mucho interés para los estudios 
de validación, ya que su interacción con las matrices cromatográficas puede ser diferentes a los virus 
envueltos y de gran tamaño (Cameron y cols., 1997). Con este modelo viral se logró una capacidad de 
remoción de 4.87±0.12 Logs (Tabla 18). Se observó también una interferencia importante en la titulación 
de la muestra de la fracción no adsorbida a la cromatografía de afinidad. En esta muestra se produjo una 
sobreestimación del título viral por lo que no pudo conocerse con certeza si el virus que no fue encontrado 
en el eluato de la cromatografía de afinidad está totalmente en la fracción no adsorbida o en interacción 
con la matriz cromatográfica debido a su pequeño tamaño. No obstante, la coincidencia entre los 
resultados de titulación viral del eluato de la cromatografía de afinidad y los de la cromatografía de 
exclusión molecular (cambio de tampón) ratifica que los resultados de los eluatos son correctos.   
Tabla 18. Resultados de los experimentos de remoción del PVH- 2. La DICC50/m L

Muestras/Réplicas 
 se evaluó en células Vero. 

Expto-I 
(Logs) 

Expto-II 
(Logs) 

Expto-III 
(Logs) 

Virus (control positivo) 9.25 9.25 9.25 

Ascitis precipitada sin virus (control negativo) Tóx. (1:4) Tóx. (1:4) Tóx. (1:4) 

Eluato de la cromatografía de exclusión molecular (desalado)+virus 9.25 9.25 9.25 

Fracción no adsorbida en la cromatografía de afinidad 7.6 7.7 7.5 

Eluato de la cromatografía de afinidad 4.29 4.47 4.40 

Eluato de la cromatografía de exclusión molecular (cambio de tampón) 4.80 4.80 4.05 

Tampón PBS 150 mM; pH 8 No tóxico No tóxico No tóxico 

Tampón Tris 20 mM/NaCl 150 mM; pH 7.6 Tóx. (1:2) Tóx. (1:2) Tóx. (1:2) 

Capacidad de Remoción 5.0 4.77 4.84 

 
Parvovirus canino (virus de ADN) 
En el desafío del método de purificación del AcM CB.Hep-1 con el PVC, se logró una capacidad de 
remoción de sólo 2.81±0.34 Logs (Tabla 19). Al igual que en el caso del PVH-2, este resultado podría 
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estar relacionado con las características del virus, fundamentalmente su tamaño (18-25 nm). Este pequeño 
tamaño puede contribuir a una mayor retención o interacción con la matriz de afinidad, dificultando así su 

remoción efectiva. También se observó sobreestimación (≈+2.5 Logs) en la muestra de la fracción no 
adsorbida en la cromatografía de afinidad. El efecto de los tampones sobre la línea celular fue similar al 
observado en células Vero toxicidad en la primera dilución pero sin afectar la determinación del efecto 
citopático de los virus que alcanzan altos títulos en cultivo.  
Tabla 19. Resultados de los experimentos de remoción del PVC. La DICC50/mL

Muestras/Réplicas 
 se estimó en células LFBC. 

Expto I 
(Logs) 

Expto II 
(Logs) 

Expto III 
(Logs) 

PVC (control positivo) 7.68 7.72 7.72 

Ascitis precipitada sin PVC (control negativo) Tóx. (1:2) Tóx. (1:2) Tóx. (1:2) 

Eluato de la cromatografía de exclusión molecular (desalado)+virus 7.52 7.52 7.52 

Fracción no adsorbida en la cromatografía de afinidad 5.51 5.82 5.52 

Eluato de la cromatografía de afinidad 4.91 4.31 4.91 

Eluato de la cromatografía de exclusión molecular (cambio de tampón)  4.67 4.31 4.91 

Tampón PBS 150 mM; pH 8 No tóxico No tóxico No tóxico 

Tampón Tris 20 mM/NaCl 150 mM; pH 7.6 Tóx. (1:2) Tóx. (1:2) Tóx. (1:2) 

Capacidad de Remoción 2.61 3.21 2.61 

 
Resumen de los experimentos de remoción viral del método de purificación del AcM CB.Hep-1 
El paso que aportó mayor nivel de remoción en los experimentos con el virus sendai fue la cromatografía 
de afinidad. Los virus de mayor tamaño (sendai, VHI-1 y VHS-1) experimentaron mayor nivel de 
remoción (>86% en la fracción no adsorbida) lo que indica una débil interacción con la matriz 
cromatográfica en estas condiciones experimentales. Por el contrario, los virus de menor tamaño (PVH-2 
y PVC) son los que menos se remueven en esta cromatografía de afinidad, pues se encontró sólo el 57.3% 
solamente en los eluatos de la cromatografía de afinidad (Fig. 21). Estos resultados fueron independientes 
de la presencia de envoltura viral y del tipo de genoma, por lo que el elemento más importante en este 
tipo de experimento fue el tamaño de los virus. La cromatografía de afinidad basada en Protein A-
Sepharose garantizó una alta capacidad de remoción (≥ 4 Logs) de los virus envueltos y de gran tamaño al 
igual que del PVC (virus desnudo), pero no para los virus con propiedades similares al PVH-2. En el caso 
del VIH- 1 no demostró un mayor nivel de remoción (>4.3 Logs) por el bajo título de la cepa viral. 
 
 
 
 

Figura 21. Resumen de la capacidad 
de remoción de los virus modelos del 
método de purificación, escala 1/100, 
del AcM CB.Hep-1. Estas barras 
representan la media de tres réplicas 
experimentales. 7.2
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4.11. Resultados de la determinación de la capacidad de inactivación de virus modelos del etanol  
4.11.1. Virus envueltos (VIH-1 y VHS-1) 
Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (virus de ARN) 
Un aspecto de mucha importancia es la retención de los virus en las matrices cromatográficas. Esto puede 
conllevar a que el funcionamiento de las matrices no sea igual cuando grandes cantidades de virus se 
hayan acumulado tras sucesivas corridas (Wilkomen, 2006). Esta matriz de afinidad (Protein A-
Sepharose) tiene estimada una estabilidad de 100-150 ciclos de purificación, por lo cual la acumulación 
de partículas virales puede llegar a ser significativa. En aras de demostrar la capacidad del etanol para 
inactivar virus, se realizaron dos cinéticas de inactivación viral en etanol al 70 y al 20% respectivamente. 
Los resultados con el VIH-1 indicaron una inactivación de 4.78±0.22 con el etanol al 70% (Fig. 22A) y 
3.7±0.19 Logs con etanol al 20% (Fig. 22B). Las cinéticas de inactivación fueron similares en ambos 
porcientos de etanol, demostrando la alta sensibilidad de este virus a este solvente orgánico. Después de 
los 15 min de inactivación no se puedo demostrar un nivel superior de inactivación por la sensibilidad de 
la técnica de microtitulación (1.3 Logs). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Virus herpes simple humano tipo 1 (virus de ADN) 
En el experimento con el VHS-1, el etanol al 70% inactivó 4.90±0.22 Logs en 15 min (Fig. 23A), 
mientras que el etanol al 20% inactivó 4.0±0.25 Logs también en 15 min (Fig. 23B). En estos 
experimentos no se pudo demostrar un nivel superior de inactivación por el título de la cepa viral al inicio 
del experimento. Estos resultados coinciden con los reportados por otros autores donde se demuestra una 
reducción de la carga infectiva de este virus de 4.91-5.72 Logs en 20 y 40% de etanol respectivamente en 
los primeros minutos del fraccionamiento alcohólico durante la purificación de Ig humana a partir de 
plasma (Ruibal, 1999). 

Figura 22. Inactivación del VIH-1 con etanol al 70% (A) y con etanol al 20% (B) a 4ºC durante 120 min. Estos 
gráficos representan la media y la desviación estándar de tres réplicas. (•) Título del control viral en las mismas 
condiciones experimentales sin etanol. (−)  Promedio del título viral en las muestras tratadas con etanol. 
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4.11.2. Virus desnudos (PVH-2, PVC) 
Poliovirus humano tipo 2 (virus de ARN) 
La propiedad de este virus de no ser removido completamente en la cromatografía de afinidad exige la 
demostración de que el método de higienización de la matriz cromatográfica sea efectivo. Sin embargo, el 
etanol 70% logró una pobre inactivación de sólo 1.86±0.87 Logs en 72 hrs de tratamiento (Fig. 24A). El 
etanol al 20% tampoco logró inactivar el PVH-2 en 72 hrs como se observa en la figura 24B (2.3±0.34 
Logs).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Parvovirus canino (virus de ADN) 
Los experimentos de inactivación del PVC por el etanol poseen también gran importancia debido al bajo 
nivel de remoción del método de purificación del AcM CB.Hep-1. En esta Tesis el etanol al 70% logró 
4.90±0.15 Logs de inactivación en 12 hrs de tratamiento (Fig. 25A), mientras que el etanol al 20% logró 

Figura 23. Inactivación del VHS-1 en etanol al 70% (A) y al 20% (B) a 4°C durante 120 min. Este gráfico representa 
la media y la desviación estándar de tres réplicas. (•) Título del control viral en las mismas condiciones 
experimentales sin Etanol. (−) Promedio del título viral en las muestras tratadas con etanol. 
 

Figura 24. Inactivación del PVH-2 en etanol al 70 (A) y al 20% a 4ºC (B) durante 72 hrs. Estos gráficos 
representan la media y la desviación estándar de tres réplicas. (•) Título del control viral en las mismas condiciones 
experimentales sin etanol. (−) Promedio del título viral en las muestras tratadas con etanol. Todos los tiempos por 
debajo de 24 hrs están expresados en minutos.  
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sólo 1.2±0.19 Logs de inactivación a las 72 hrs de incubación (Fig. 25B). Resulta interesante el nivel de 
inactivación del PVC en Etanol 70%, ya que la ausencia de envoltura viral le aporta un alto grado de 
resistencia ante los solventes orgánicos. Estos resultados demuestran que el procedimiento de 
higienización de la matriz de afinidad con etanol al 70% es muy efectivo (>4 Logs) en caso de que 
grandes cantidades de que virus con estas propiedades físicas y químicas se acumulen tras sucesivos 
ciclos de purificación del AcM CB.Hep-1. También se observó diferencia en el comportamiento del virus 
ante este solvente en comparación con el otro virus desnudo (PVH-2), el cual no fue inactivado por el 
etanol al 70%. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resumen de los experimentos de inactivación de virus modelos con etanol al 70% y al 20%. 
El etanol al 70% fue efectivo para los virus envueltos y el PVC (virus desnudo). El VIH-1 fue inactivado 
en 4.78±0.20 Logs en 15 min de tratamiento y el VHS-1 en 4.90±0.20 Logs en el mismo tiempo de 
incubación (Fig. 26). Estos resultados concuerdan con lo esperado, ya que el VIH-1 y el VHS-1 son los 
virus más sensibles a los agentes químicos producto de la presencia de la envoltura viral. Los virus 
desnudos resultan ser muy resistentes a estas condiciones por lo que el PVH-2 no fue inactivado 
(2.60±0.87 Logs/72 hrs) en ambos porcientos de etanol, sin embargo el PVC demostró un elevado nivel 
de inactivación (4.90±0.15 Logs/12 hrs) aunque en un tiempo superior a los virus envueltos. El etanol 
20% no demostró capacidad de inactivación para ninguno de los dos virus desnudos (PVH-2 y el PVC) en 
el tiempo evaluado (72 hrs), pero sí inactivó en 3.7± 0.19 Logs/15 min y 4.0±0.22 Logs/15 min el VIH-1 
y el VHS-1 respectivamente (Fig. 27).  

Figura 25. Inactivación del PVC en etanol al 70 (A) y al 20% a 4ºC (B) durante 72 hrs. Estos gráficos representan la 
media y la desviación estándar de tres réplicas. (•) Título del control viral en las mismas condiciones experimentales 
sin etanol. (−) Promedio del título viral de las muestras tratadas con etanol. Todos los tiempos por debajo de 12 hrs 
(A) y 24 hrs (B) están expresados en minutos.  
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4.12. Resultados de la capacidad de inactivación de virus modelos del ácido cítrico 100 mM; pH 3. 
4.12.1. Estabilidad del AcM CB.Hep-1 en ácido cítrico 100 mM; pH 3.  
Los anticuerpos pueden disociarse de la Protein A-Sepharose utilizando concentraciones moderadas de 
solventes orgánicos fuertes (Gagnon, 1996). Pero la probabilidad de desnaturalización del anticuerpo de 
interés obliga al uso de otros agentes de elución. La elución en este tipo de cromatografía es básicamente 
llevada a cabo mediante una reducción del pH, lo cual implica también riesgo de desnaturalización pero 
en un menor grado que con los solventes orgánicos. Aprovechando la bondad de esta cromatografía de 
afinidad de eluir el AcM CB.Hep-1 con ácido cítrico 100 mM; pH 3, procedimos a medir la capacidad de 
inactivación viral de este tampón. Antes de evaluar su capacidad de inactivación viral, evaluamos la 
estabilidad del AcM CB.Hep-1 en este tampón para estimar el tiempo de los posteriores estudios de 
inactivación viral. En la figura 28 se observa la actividad específica del AcM CB.Hep-1 en ácido cítrico 
100 mM; pH 3, donde se demostró que este AcM conservó cerca de un 80% de su actividad específica al 
cabo de 7 hrs en estas condiciones. Se consideró este límite de 80% porque el ELISA utilizado para medir 
concentración del AcM CB.Hep-1 puede tener un coeficiente de variación interensayo de hasta 20%. 
La actividad específica del AcM CB.Hep-1 se evaluó también en este tampón pero en presencia de cada 
virus modelo. Los resultados son comparables con los obtenidos en los experimentos de inactivación del 
AcM CB.Hep-1 en ausencia de virus modelos, demostrando así que la presencia de estos no aporta 

Figura 27. Resumen de la capacidad de 
inactivación de virus modelos por el 
etanol al 20%.  

Figura 26. Resumen de la capacidad 
de inactivación de virus modelos por 
el etanol al 70%.  
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pérdida de la actividad específica del AcM CB.Hep-1 durante 7 hrs por debajo del valor preestablecido 
(70%, especificación de calidad) (Fig. 29). El análisis de varianza de simple factor aplicado para un 95% 
de confianza tampoco mostró diferencias significativas entre estas muestras (p=0.7600).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.12.2. Virus envueltos (virus sendai, VIH-1 y VHS-1) 
Virus sendai (virus de ARN) 
Para medir la capacidad de inactivación del virus sendai a pH ácido con independencia de la temperatura, 
se incubaron las muestras en ácido cítrico 100 mM; pH 3, 4°C y se compararon con un control viral 
incubado a 4°C pero a pH fisiológico. El inóculo viral incubado a pH fisiológico no perdió su capacidad 
infectiva en 7 hrs en ninguno de los experimentos realizados. Sin embargo, la inactivación del virus 
sendai a pH ácido ocurrió en la primera hora de incubación, lo cual indica que la misma fue dependiente 
del pH y no de la temperatura. El máximo valor de inactivación del virus sendai demostrado en este 
experimento con ácido cítrico 100 mM; pH 3, 4o

 
 
 
 

C fue de 7.4±0.20 Logs en 1 h (Fig. 30). 
 

Figura 29. Actividad específica del AcM 
CB.Hep-1 en presencia de virus modelos en 
ácido cítrico 100 mM; pH 3 a 4°C. Estas 
barras representa la media y el intervalo 
confianza para un 95% de probabilidad de 
tres réplicas experimentales.  
 

Figura 28. Cinética de inactivación del 
AcM CB.Hep-1 en ácido cítrico 100 mM; 
pH 3 a 4°C. Esta curva representa la media 
y el intervalo de confianza para un 95% de 
probabilidad de tres réplicas. (•) Promedio 
de la actividad específica del AcM 
CB.Hep-1 incubado en ácido cítrico. 
 

Figura 30. Inactivación del virus sendai en ácido 
cítrico 100 mM; pH 3 a 4°C. Estas curvas 
representan la media de tres réplicas y el intervalo 
de confianza para un 95% de probabilidad. (•) 
Título del control viral en las mismas condiciones 
experimentales pero a pH neutro. (−) Media del 
título viral de las muestras experimentales tratadas a 
pH ácido. 
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Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (virus de ARN) 
Para investigar la capacidad de inactivación del VIH-1, se utilizaron 7.7 Logs de este virus modelo. La 
capacidad de inactivación viral demostrada fue 4.8±0.17/10 min (Fig. 31). Esto garantiza que cualquier 
Retrovirus que pueda estar presente en el eluato de la cromatografía de afinidad basada en Protein-A 
Sepharose en un momento dado no puede llegar al final del proceso con capacidad infectiva. El tampón 
utilizado sólo evidenció toxicidad en las células MT4 en la dilución 1:2 por lo que se puede considerar 
que no se afectan los resultados experimentales. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Virus herpes simple humano tipo 1 
El VHS-1 posee baja capacidad de resistencia a pH ácido (Harbour y Woodhouse, 1990). Esta baja 
resistencia se debe también a la presencia de envoltura viral con proteínas que se desnaturalizan ante esta 
condición química. En este trabajo, la exposición del VHS-1 a una temperatura de 4°C a pH fisiológico 
durante 7 hrs no afectó su capacidad infectiva. Sin embargo, el ácido cítrico 100 mM; pH 3 a 4ºC 
manifestó un potente poder de inactivación sobre el VHS-1, alcanzándose un factor de inactivación de 
8.3± 0.25 Logs en 1 h (Fig. 32). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.12.3. Virus desnudos (PVH-2, PVC) 
Poliovirus humano tipo 2 (virus de ARN) 
El tampón de elución de la cromatografía de afinidad se desafió con 12 Logs del PVH-2 debido a los altos 
títulos que alcanza este modelo viral en cultivo de células susceptibles a su replicación. No se observó 

Figura 32. Inactivación del VHS-1 en ácido cítrico 
100 mM; pH 3, 4ºC durante 7 hrs. Estas curvas 
representa la media de tres réplicas y el intervalo de 
confianza para un 95% de probabilidad. (•) Título del 
control viral en las mismas condiciones 
experimentales pero a pH neutro. (−) Media del título 
viral de las muestras experimentales tratadas a pH 
ácido. El número 10 en el eje x significa 10 min. 
 
 
 

Figura 31. Inactivación del VIH-1 en ácido cítrico 
100 mM; pH 3 a 4°C. Este gráfico representa la 
media y el intervalo de confianza para un 95% de 
probabilidad de tres réplicas. (•) Título del control 
viral en las mismas condiciones experimentales pero 
a pH neutro. (−) Media del título viral de las 
muestras experimentales tratadas a pH ácido. El 
número 10 en el eje x significa 10 min. 
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inactivación de este virus bajo estas condiciones, por lo cual este paso del método de purificación del 
AcM CB.Hep-1 no aporta nivel de inactivación (0.1±0.39 Logs/7 hrs) de virus con propiedades físico-
químicas similares al PHV-2 (Fig. 33).    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Parvovirus canino  
La exposición del PVC a una temperatura de 4°C a pH fisiológico durante 5 hrs no afectó su infectividad, 
pero el ácido cítrico 100 mM; pH 3 a 4ºC inactivó 5.2±0.26 Logs/1 h (Fig. 34). Esto demuestra que el 
método de obtención del AcM CB.Hep-1 sí tiene capacidad de inactivación del PVC y por ende de los 
virus más resistentes, parvovirus, que pueden contaminar la fuente biológica. Como se aprecia en la figura 
34 el nivel de inactivación no aumentó significativamente en el tiempo después de la hora de incubación 
hasta 5 hrs. Posterior a este tiempo no se observó capacidad de inactivación de este tampón sobre el PVC. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resumen de los experimentos de inactivación en ácido cítrico 100 mM; pH 3 a 4°C.  
Los resultados coinciden con que los virus menos resistentes son los virus envueltos (sendai, VIH-1 y el 
VHS-1), mientras que la ausencia de envoltura hace más resistente a los virus ante los agentes físico-
químicos (PHV-2 y PVC). No obstante, la inactivación del PVC puede considerarse un aspecto 
importante para este diseño del método de purificación, ya que este virus, al igual que el PVH-2 son los 
que menos se remueven en la cromatografía de afinidad debido a su pequeño tamaño. Estos resultados 
demuestran también que la ausencia de envoltura no es una condición necesaria para el análisis de la 

Figura 34. Inactivación del PVC en ácido cítrico 100 
mM; pH 3, 4ºC durante 7 hrs. Estas curvas representan 
la media y el intervalo de confianza para un 95% de 
probabilidad de tres réplicas. (•) Título del control 
viral en las mismas condiciones experimentales pero a 
pH neutro. (−) Media del título viral de las muestras 
experimentales tratadas a pH ácido.  
 
 

Figura 33. Inactivación del PVH-2 en ácido cítrico 
100 mM; pH 3, 4ºC durante 7 hrs. Estas curvas 
representan la media y el intervalo de confianza 
para un 95 de probabilidad de tres réplicas. (•) 
Título del control viral en las mismas condiciones 
experimentales pero a pH neutro. (−) Media del 
título viral de las muestras experimentales tratadas a 
pH ácido. El número 10 en el eje x significa 10 min. 
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resistencia de los virus ante los agentes físico-químicos, ya que se observó una diferencia de 4 Logs de 
inactivación entre ambos virus desnudos (Fig. 35).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.13. Resultados de la determinación de la capacidad de inactivación de virus modelos en Tris-HCl 
20 mM/EDTA 3 mM/NaCl 1M/KSCN 3M; pH 7.2 a 60°C. 
4.13.1. Recuperación del AgsVHBr durante el tratamiento térmico. 
Teniendo en cuenta que durante la purificación del AgsVHBr hay un paso de calentamiento de este 
antígeno a 60°C durante 2 hrs en presencia de KSCN 3M, procedimos también a medir la capacidad de 
inactivación viral de este tratamiento. Los primeros experimentos de recuperación del AgsVHBr se 
realizaron en ausencia de virus modelos, donde los resultados demostraron una recuperación de esta 
molécula superior al 90% y una alta repetibilidad entre las réplicas experimentales. Posteriormente, 
procedimos al análisis de la influencia del inóculo viral en la recuperación de AgsVHBr. Los resultados 
aparecen de forma comparativa en la figura 36. Como se aprecia en la misma no hay diferencias 
significativas en la recuperación del AgsVHBr en presencia de los virus modelos empleados en este 
ensayo de acuerdo al solapamiento de los intervalos de confianza de las medias y al análisis de varianza 
(ANOVA de simple factor) para un 95% de confianza (p=0.7293). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.13.2. Virus envueltos (virus sendai, VIH-1 y VHS-1) 
virus sendai (virus de ARN) 

Figura 35. Resumen de la capacidad 
de inactivación de los virus modelos 
en ácido cítrico 100 mM; pH 3 a 4°C. 
Estos valores representa la media de la 
capacidad de inactivación de tres 
réplicas experimentales por cada virus 
modelo. 
 

Figura 36. Recuperación del AgsVHBr en 
presencia de virus modelos en el paso de 
calentamiento en Tris-HCl 20 mM/EDTA 3 
mM/NaCl 1M/KSCN 3M; pH 7.2 a 60°C. Las 
barras significan el porciento de recuperación 
promedio del AgsVHBr y el intervalo de 
confianza para un 95% de probabilidad. 
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Para verificar la capacidad de inactivación del virus sendai que posee el tampón Tris-HCl 20 mM/EDTA 
3 mM/NaCl 1M/KSCN 3M; pH 7.2 a 60°C, se inocularon tres eluatos de la cromatografía de 
inmunoafinidad del método de purificación del AgsVHBr con 7.2 Logs respectivamente. Los resultados 
indican que a partir de los primeros 10 min no se observó muerte de los huevos embrionados de pollos 
demostrando así la inactivación de este virus en este período de tiempo (7.2±0.21 Logs/10 min) (Fig. 37). 
El tampón Tris-HCl 20 mM/EDTA 3 mM; pH 7.2 empleado para medir el efecto citopático no mostró 
toxicidad en los huevos embrionados de pollos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (virus de ARN) 
La figura 38 presenta la estabilidad del VIH-1 en el tampón Tris-HCl 20 mM/EDTA 3mM/NaCl 
1M/KSCN 3M; pH 7.2 a 60°C. Como se observa este virus no fue inactivado en los primeros 10 min 
(1.98 Logs) aunque sí a los 60 min (5.82±0.22 Logs). Posterior a este tiempo no se pudo demostrar un 
nivel mayor de inactivación. El tampón Tris-HCl 20 mM/EDTA 3mM; pH 7.2 no mostró toxicidad en la 
células MT4. Esto es un hallazgo novedoso, ya que no se espera que los virus envueltos, específicamente 
los Retrovirus que son pocos resistentes a los agente químicos puedan demostrar una capacidad de 
resistencia superior a los 10 min.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 37. Inactivación del virus sendai en Tris-HCl 
20 mM/EDTA 3 mM/NaCl 1M/KSCN 3M; pH 7.2 a 
60°C durante 180 min. Estas curvas representan la 
media y el intervalo de confianza para un 95% de 
probabilidad. (•) Título del control viral en las mismas 
condiciones experimentales sin KSCN 3M (−) Media 
de las muestras de virus tratadas con Tris-HCl 20 
mM/EDTA 3 mM/NaCl 1M/KSCN 3M; pH 7.2 a 
60°C.  
 

Figura 38. Inactivación del VIH-1 en Tris-HCl 20 
mM/EDTA 3 mM/NaCl 1M/KSCN 3M; pH 7.2 a 
60°C durante 180 min. Estas curvas representan la 
media y el intervalo de confianza para un 95% de 
probabilidad de tres réplicas. (•) Título del control 
viral en las mismas condiciones experimentales sin 
KSCN 3M. (−) Media de las muestras de virus 
tratadas con Tris-HCl 20 mM/EDTA 3 mM/NaCl 
1M/KSCN 3M; pH 7.2 a 60°C. 
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Virus herpes simple humano tipo-1 (virus de ADN) 
La inactivación VHS-1 provocada por el calentamiento a 60°C en presencia de KSCN 3M fue de 

6.96±0.29 Logs en los primeros 10 min de incubación (Fig. 39). Estos resultados coinciden con los 
obtenidos con los del virus sendai, lo que corrobora que la presencia de la envoltura hace poco resistente a 
estos virus ante los agentes físico-químicos. El tampón Tris-HCl 20 mM/EDTA 3mM; pH 7.2 no mostró 
toxicidad en la células Vero. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.13.2. Virus desnudos (PHV-2, PVC) 
Poliovirus humano tipo 2 (virus de ARN) 
El PVH-2 se inactivó a 60°C en Tris-HCl 20 mM/EDTA 3mM/NaCl 1M/KSCN 3M; pH 7.2 desde los 
primeros 10 min de incubación (Fig. 40). Luego de dos horas de tratamiento térmico a 60°C en presencia 
de KSCN 3M de los eluatos de la cromatografía de inmunoafinidad se logró una inactivación del PVH-2 
de 8.23±0.43 Logs. El tampón Tris-HCl 20 mM/EDTA 3mM; pH 7.2 no mostró toxicidad en la células 
Vero. Esto reviste particular importancia por la alta resistencia manifestada por este modelo viral ante el 
ácido cítrico 100 mM, pH 3. 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
Parvovirus canino (virus de ADN) 
El PVC se inactivó en 6.41±0.16 Logs a 60°C en Tris-HCl 20 mM/EDTA 3mM/NaCl 1M/KSCN 3M; pH 
7.2 a los 10 min de incubación (Fig. 41). Por lo cual el tratamiento térmico a 60°C durante 2 hrs en 

Figura 40. Inactivación del PVH-2 en Tris-HCl 20 
mM/EDTA 3 mM/NaCl 1M/KSCN 3M; pH 7.2 a 
60ºC durante 180 min. Estas curvas representan la 
media y el intervalo de confianza para un 95% de 
probabilidad de tres réplicas. (•) Título del control 
viral en las mismas condiciones experimentales pero 
en Tris-HCl 20 mM/EDTA 3 mM pH 7.2. (−) Media 
de las muestras de virus tratadas con Tris-HCl 20 
mM/EDTA 3 mM/NaCl 1M/KSCN 3M; pH 7.2 a 
60°C  
 

Figura 39. Inactivación del VHS-1 en Tris-HCl 20 
mM/EDTA 3 mM/NaCl 1M/KSCN 3M; pH 7.2 a 
60°C durante 180 min. Estas curvas representan la 
media y el intervalo de confianza para un 95% de 
probabilidad de tres réplicas. (•) Título del control 
viral en las mismas condiciones experimentales sin 
KSCN 3M. (−) Media de las muestras de virus 
tratadas con Tris-HCl 20 mM/EDTA 3 mM/NaCl 
1M/KSCN 3M; pH 7.2 a 60°C.  
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presencia de KSCN 3M es también un paso de inactivación robusto para los virus desnudos de 
propiedades físico-químicas similares al PVC. El tampón Tris-HCl 20 mM/EDTA 3 mM; pH 7.2 no 
mostró toxicidad en la células LFBM. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resumen de los resultados de la inactivación de virus modelos con Tris-HCl 20 mM/EDTA 
3mM/NaCl 1M/KSCN 3M; pH 7.2 y 60°C. 
El calentamiento a 60°C en presencia del agente caotrópico KSCN 3M es el paso más robusto de los 
estudiados en el método de obtención del AgsVHBr a partir de la fermentación de la levadura Pichia 
pastoris. La figura 42 muestra un resumen de los resultados de la inactivación de los virus modelos 
empleados bajo esta condición. Todos los virus demostraron un alto nivel de sensibilidad a este 
tratamiento. En el caso del VIH-1 sólo se pudo demostrar 5.8 Logs de inactivación producto del bajo 
título de la cepa viral en el momento inicial del experimento. Este virus demostró un comportamiento 
diferente al resto de los virus evaluados, pues se logró inactivar a los 60 min de tratamiento.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.14. Capacidad de eliminación de los virus modelos del método de obtención del AgsVHB a partir 
de Pichia pastoris.  
Como resumen del trabajo de validación virológica, la Tabla 19 muestra la capacidad de eliminación de 
cada virus modelo. Por capacidad de eliminación se entiende: la suma de las capacidades ortogonales de 

Figura 41. Inactivación del PVC en KSCN 3M a 
60ºC. Este gráfico representa la media y el 
intervalo de confianza para un 9% de 
probabilidad de tres réplicas. (•) Título del 
control viral en las mismas condiciones 
experimentales sin KSCN 3M. (−) Media de las 
muestras de virus tratadas con Tris-HCl 20 
mM/EDTA 3 mM/NaCl 1M/KSCN 3M; pH 7.2 a 
60°C. 
 
 

Figura 42. Resumen de la capacidad de 
inactivación de los virus modelos por el 
tratamiento térmico en Tris-HCl 20 
mM/EDTA 3mM/ KCSN 3M/ NaCl 1M; 
pH 7.2 a 60°C. Estos valores representan 
la media de tres réplicas experimentales 
por cada modelo viral. 
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remoción y de inactivación de cada virus modelo, no se incluye la capacidad de inactivación aportada por 
los procedimientos de higienización y almacenamiento de las matrices cromatográficas. En todos los 
casos la capacidad de eliminación fue superior a 14.4 Logs lo cual hace seguro al método de obtención 
del ingrediente farmacéutico activo de la vacuna contra la Hepatitis B, cumpliendo así con las exigencias 
de las agencias regulatorias para este tipo de producto y con la hipótesis planteada para esta tesis. Los 
mayores valores de eliminación se observaron en los virus modelos envueltos. Para el VIH-1 que es un 
virus envuelto se demostró una capacidad de eliminación a nivel de los virus desnudos por el bajo título 
de la cepa viral al inicio de los experimentos.  
Tabla 19. Capacidad de eliminación de los virus modelos empleados en los experimentos de validación del método 
de obtención del ingrediente farmacéutico activo de la vacuna contra la Hepatitis B. ND significa experimento no 
realizado. 

Propiedades y Pasos Validados Virus sendai VIH-1 VHS-1 PVH-2 PVC 

Genoma ARN ARN ADN ARN ARN 

Envoltura Envuelto Envuelto Envuelto No envuelto No envuelto 

Tamaño (nm) 200 100-200 100-200 28-30 20-30 

Cromatografía de Afinidad  (Logs) 7.20 4.39 6.03 4.87 2.81 

Etanol al 70% (Logs) ND 4.78/15 min 4.90/15 min 1.86/72 hrs 4.90/12 hrs 

Etanol al 20% (Logs) ND 3.70/15 min 4.00/15 min 2.30/72 hrs 1.20/72 hrs 

Acido cítrico 100 mM; pH 3 (Logs) 7.40/1 h 4.80/10 min 8.30/1 h 0.10/7 hrs 5.20/1 h 

Tratamiento térmico del AgsVHBr  (Logs) 7.10/10 min 5.80/ 1 h 6.96/10 min 8.23/10 min 6.40/10 min 

Capacidad de Eliminación (Logs) 21.60 14.99 21.29 14.96 14.41 
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5. DISCUSION 
5.1. Implementación de un método eficiente y consistente de purificación del AcM CB.Hep-1 
empleado en la purificación del AgsVHBr.  
La Hepatitis B es producida por un virus de ADN de doble cadena de 42 nm que pertenece a la familia 
Hepadnaviridae. La membrana externa de este virus contiene el AgsVHB que es el ingrediente activo de 
las vacunas contra este virus, pues induce la formación de anticuerpos neutralizantes que brindan 
protección contra el VHB por un largo período de tiempo en humanos (Andre-FE, 1987; Lemon y Davis, 
1997; Mahoney y Mark, 1999). La vacunación contra esta patología busca eliminar la transmisión del 
VHB y prevenir las enfermedades asociadas con este virus (Barker, 1970; Davis, 1989). La posibilidad 
potencial de producir grandes cantidades de esta proteína se hizo evidente en 1987 por lo cual la vacuna 
contra la Hepatitis B constituyó de hecho, la primera vacuna recombinante aprobada para uso en humanos 
(Marquardt y cols., 1987). 
Los procedimientos para el aislamiento del AgsVHBr producido por vía recombinante han aprovechado 
la experiencia en la purificación de este antígeno a partir del plasma humano. Dentro de estos se incluyen: 
la combinación de técnicas de intercambio iónico y de exclusión molecular, combinaciones de 
precipitación y centrifugación seguidas de ultrafiltración y gradiente isopícnico, detergentes no-iónicos, 
adsorción a coloides de sílice, diálisis, cromatografía de adsorción empleando hidroxilapatita y la 
ultracentrifugación en gradiente de sacarosa (Hitzeman y cols., 1983; van Wijnendaele y cols., 1987; 
Hamada y cols., 1988; Gavilanes y cols., 1990; Wei Kuang y cols., 1994; Dejean y cols., 2004; 
Desombere  y cols., 2006). 
En 1989 se logró la expresión exitosa del AgsVHBr en la levadura Pichia pastoris en el CIGB (Muzio y 
cols., 1989). Este antígeno con fines vacunales se purifica mediante el empleo de la cromatografía de 
inmunoafinidad con el AcM de ratón CB.Hep-1. Este AcM se obtiene a partir de la producción de ascitis 
en ratones histocompatibles con el hibridoma CB.Hep-1, lo cual le aporta grandes ventajas en términos de 
productividad e integridad funcional de la molécula de AcM en comparación con otros métodos, pero 
también posee inconvenientes desde el punto de vista regulatorio, por la potencialidad del hibridoma, el 
SFB, los ratones y la ascitis de contaminarse con agentes patógenos al hombre (O. M. S., 1992).  
Por lo antes expuesto nos propusimos como objetivo fundamental de esta tesis, la implementación de un 
método de purificación efectivo, consistente y seguro virológicamente del AcM CB.Hep-1 para purificar 
el AgsVHBr y garantizar un alto grado de seguridad virológica de la vacuna cubana contra la Hepatitis B. 
Para dar solución a este problema científico, llevamos a cabo en primer lugar, el establecimiento de un 
método efectivo y consistente de purificación del AcM CB.Hep-1 y en segundo lugar la validación de la 
capacidad de remoción e inactivación de virus modelos del método de purificación del AcM CB.Hep-1 
combinado con el tratamiento térmico en presencia de KSCN que se utiliza en el método de purificación 
del AgsVHBr. Por lo tanto, este trabajo es una contribución para los productores de AcM empleados la 
inmunopurificación de biológicos de uso en humanos sobre los parámetros críticos para demostrar 
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consistencia en la obtención de AcMs y la validación virológica del método de obtención del biológico. 
Desde los comienzos de la tecnología de producción de AcM, los hibridomas desarrollados in vitro se 
inyectaron en la cavidad peritoneal de ratones histocompatibles para colectar grandes cantidades de AcM 
a partir del fluido ascítico (Colwell y cols., 1986; Hoogenraad y Wright, 1986; Garrison y cols., 1986). 
Este procedimiento fue bien considerado en aquellos tiempos debido a que los sistemas eficientes de 
producción in vitro no habían sido desarrollados aún. Entre las principales desventajas del método de 
producción de ascitis podemos citar que es un método muy doloroso debido a la inyección de la sustancia 
irritante, peritonitis causadas por la irritación, aumento de la tensión abdominal y la evolución del tumor 
(Jackson y cols., 1999). La contaminación potencial con virus propios del ratón y la variabilidad en la 
calidad entre los lotes de ascitis, lo cual dificulta mantener la consistencia del método de purificación en 
ocasiones.  
En tal sentido, la justificación del uso masivo de animales para la producción del AcM CB.Hep-1 está 
dada por el hecho de que el hibridoma CB.Hep-1 es muy bajo productor de IgG in vitro. Se han realizado 
varios experimentos con el objetivo de producir grandes cantidades del AcM CB.Hep-1 en el medio de 
cultivo empleado en el aislamiento de este hibridoma en reactores de fibra hueca. Sin embargo, en 
ninguno de los esfuerzos realizados se ha logrado una concentración de AcM que haga factible este 
procedimiento a escala industrial. No obstante, existen en la actualidad varios trabajos con otros medios 
de cultivo libre de suero y de proteínas donde la concentración de AcM alcanzada es superior a los 2 g/L 
lo cual pudiera abrir una alternativa real de estudio para optimizar dicho procedimiento con el objetivo de 
reemplazar definitivamente los animales. De igual forma varios trabajos de expresión y producción en 
plantas transgénicas han progresado mucho con este AcM por lo cual ya se está en la fase de optimización 
de una tecnología consistente de producción a escala industrial (Nadia y cols., 2003).  
Está establecido que toda vez que la decisión de aislar el AcM de interés sea a partir de fuentes biológicas 
con riesgo potencial de virus patógenos para el hombre, ejemplo la ascitis, debe diseñarse un método de 
purificación con una alta capacidad de remover e inactivar estos agentes patógenos. El cumplimiento de 
este objetivo conlleva obligatoriamente la demostración previa de la consistencia del método de 
purificación en cuanto a los parámetros críticos del método y la estabilidad de la molécula de interés, ya 
que cualquier modificación del método de purificación posterior a la demostración de la capacidad de 
remoción e inactivación de virus invalida los resultados de esta demostración.     
Como elemento primario en la demostración de la consistencia del método de obtención del AcM 
CB.Hep-1, se estudió la consistencia en la producción de ascitis. Esto se llevó a cabo mediante la 
inoculación consecutiva de 20 grupos de 2000 ratones BALB/c con 1 millón de células del hibridoma 
CB.Hep-1 por vía intraperitoneal. La calidad de un producto manufacturado está sujeta a cierta variación 
fortuita. Las variaciones propias del modelo son inevitables, pero las variaciones fuera de los límites que 
explican el modelo tienen que ser identificadas y explicadas. El gráfico de control es una herramienta 
simple para identificar estas variaciones en procesos repetidos y su aplicación supone el ajusta a una 
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distribución teórica de frecuencia. Los criterios para declara un proceso controlado estadísticamente 
aparecen descritos en Gershon, (1991). En este estudio se demostró que la producción de ascitis resultó 
ser consistente en cuanto a la concentración del AcM CB.Hep-1, ya que no se encontró ningún valor fuera 
de la zona ±2DS, ni 9 valores consecutivos por encima o por debajo del valor promedio. El valor 
promedio de concentración fue 3.13 mg/mL con una desviación estándar de 0.70 mg/mL, lo cual se 
considera muy pequeña si se analiza la composición del líquido ascítico y la influencia de esta en la 
determinación de IgG mediante el método de ELISA. Sin embargo sí se observó oscilación de los valores 
de concentración alrededor del valor promedio. Las razones fundamentales estuvieron en el estado 
alimenticio de los animales, ya que también se produjo un comportamiento similar en cuanto las proteínas 
totales en la ascitis y en el procedimiento de extracción de la ascitis, pues en ocasiones el contenido de 
lípidos fue muy elevado.  
Existen varios procedimientos de purificación de AcM a partir de fluido ascítico (Langone, 1982; Jiskoot 
y cols., 1989; Boi, 2006), pero a la gran mayoría no se le ha evaluado su capacidad de remoción e 
inactivación viral. La razón de esto es que el uso de esta fuente biológica ha quedado reducido al 
diagnóstico o algunos estudios preclínicos y clínicos que requieren de una rápida aprobación. En general 
se trata de que la fuente biológica del AcM de interés se cambie por sobrenadante de células de 
mamíferos obtenido por procedimientos in vitro o por AcM recombinantes expresados en fuentes sin 
riesgos de contaminación con virus patógenos al hombre (Balt y cols., 1995; Morrow, 2000; Sinacore y 
cols., 2000). 
El diseño de cualquier método de purificación se basa en la aplicación de la molécula de interés y la 
fuente a partir de la cual será extraída dicha molécula. Para alcanzar un resultado exitoso, la separación de 
la proteína de interés debe ser considerada desde el inicio de su purificación. Es típico que la separación 
de AcMs se base en tres pasos principales, pasos de precipitación, purificación por cromatografía de 
afinidad o de intercambio iónico y cambio de tampón o incremento de la pureza mediante cromatografía 
de exclusión molecular. El grado de pureza necesario está determinado por el propósito de la preparación 
final. Por ejemplo, si el AcM es para uso en humano, la preparación debe ser altamente pura, pero 
también debe estar libre de toxinas, pirógenos y material antigénico. Si el AcM va a ser almacenado por 
largos períodos de tiempo, la preparación final debe estar libre de cualquier actividad proteolítica.  
La alta concentración de AcMs (1-20 mg/mL) en la ascitis constituye una gran ventaja a los efectos de la 
purificación con alto recobrado y pureza. No obstante, la ascitis posee también varios contaminantes tales 
como: proteínas, lípidos, ADN y debris celular. Las proteínas mayoritarias del hospedero (albúmina, 
transferrina e Igs) son de hecho el principal problema. Estas tres proteínas poseen características de 
separación diferentes; la albúmina, la abundancia; la transferrina, su similitud en cuanto a la carga con las 
Igs y las Igs del hospedero, su similitud con el AcM de interés. El otro problema de esta fuente es la 
presencia de actividad proteolítica. Estas desventajas, junto con las consideraciones regulatorias sobre la 
contaminación potencial con virus patógenos al hombre hacen necesario el diseño de métodos de 
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purificación robustos. 
En general, los AcMs poseen las mismas propiedades que el resto de las proteínas; carga molecular, 
tamaño molecular, pH isoeléctrico, estabilidad y cierto grado de hidrofobicidad. Todas estas 
características pueden ser utilizadas como ventajas en pasos tales como la precipitación salina. Por otro 
lado, los AcMs son únicos en el sentido de que poseen un fragmento denominado Fc el cual interactúa de 

forma específica pero reversible con la moléculas de Proteína A (S. aureus) o G (S. β-hemolytic) 
(Richman y cols., 1982; Akerstrom y cols., 1985) las cuales se unen a una matriz cromatográfica y 
funcionan como soportes cromatográficos.  
Cuando se combinan varias técnicas cromatográficas, deben considerarse cuatro parámetros a ser 
optimizados: resolución, productividad, recobrado y capacidad. Ellos están todos interrelacionados por lo 
que optimizar uno, puede mejorar o desfavorecer otro. La idea principal debe ser mantener un balance 
entre ellos. 
Teniendo en cuenta este conocimiento, se diseñó un método de purificación del AcM CB.Hep-1 
combinando dos precipitaciones salinas, clarificación por centrifugación, cromatografía de afinidad 
basada en Protein A-Sepharose, incubación a pH ácido, cromatografía de exclusión molecular, 
ultrafiltración y filtración esterilizante. La hipótesis de esta tesis supone que este método de purificación 
en combinación con el tratamiento térmico del AgsVHBr, no sólo permite la obtención del AcM CB.Hep-
1 con alta eficiencia, consistencia y pureza sino además brinda una capacidad de remoción e inactivación 
de virus de 6 Logs por encima del nivel de contaminación viral de las fuentes biológicas.  
Como requisito previo a la demostración de la capacidad de remoción e inactivación viral discutiremos 
entonces los resultados obtenidos en cuanto a la eficiencia y consistencia del método de purificación del 
AcM CB.Hep-1. La precipitación salina trabaja sobre la diferencia en la solubilidad entre las moléculas. 
La solubilidad a su vez, difiere de acuerdo al grado de hidrofobicidad por lo cual el incremento de sales 
puede aumentar las interacciones hidrofóbicas entre las proteínas y causar la precipitación de estas. La 
precipitación con sulfato de amonio es el método más usado para estos propósitos debido a que este 
reactivo es altamente soluble, estabiliza muchas proteínas en solución, y ayuda a reducir el contenido de 
lípidos y carga microbiana.  
Este es un método eficiente para todos los tipos de Ig aportando no sólo un poder importante de 
concentración sino también la reducción de casi el 50% de los contaminantes, creando así las condiciones 
propicias para el subsiguiente paso cromatográfico. Los resultados obtenidos en este estudio demostraron 
un recobrado de IgG promedio de 75.83±13.50%, lo cual está en correspondencia con el recobrado 
informado para este tipo de precipitación (Gagnon, 1996). Para obtener recobrados superiores en esta 
técnica es necesario aplicar un método más preciso como la precipitación diferencial empezando por la 
precipitación de las proteínas más hidrofóbicas que el AcM, lo cual implica un aumento en la pureza y el 
recobrado de AcM en este paso, pero sacrifica la productividad del método de purificación.  
Como se menciona anteriormente el paso que aporta la mayor pureza es la cromatografía de afinidad 
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debido a la especificidad de la Proteína A por la región Fc de la Ig. La Proteína A es seleccionada a partir 
del cultivo de S. aureus (Gagnon, 1996). Esta proteína tiene un peso molecular estimado por 
electroforesis de 42 KDa y 6 sitios diferentes de unión a las IgG, 5 de los cuales, muestran una alta 
afinidad por el Fc de las IgG y 4 diferentes a estos 5 muestran afinidad también por el fragmento de unión 
al antígeno (Gagnon, 1996). Una molécula de Proteína A inmovilizada puede unir 2 moléculas de IgG en 
condiciones de saturación (Frick y cols., 1992). 
En general, el recobrado de los pasos del método de purificación del AcM CB.Hep-1 se comportó en 
correspondencia con los resultados esperados para cada uno de estas técnicas de purificación. 
Contradictoriamente con lo informado, la cromatografía de exclusión molecular para el cambio tampón 
resultó ser muy variable y funcionar por debajo de la eficiencia esperada. La causa principal parece estar 
relacionada con problemas analíticos producidos por interferencia de los tampones antes y después de esta 
cromatografía, ya que después se vuelve a recuperar la cantidad de AcM purificada en la cromatografía de 
afinidad.  
Los resultados esperados resultan de la combinación de los datos de la literatura y de los ensayos 
preliminares a escala analítica (Gangnon, 1996). Como se observa el paso cromatográfico de menor 
recuperación fue la cromatografía de afinidad. Sin embargo, esta demostró un recobrado promedio muy 
cercano, 81.50±30.40%, al esperado aunque con una gran variabilidad, (Fischer y cols., 1999; Fahrner y 
cols., 1999) por lo cual se puede concluir que el método de purificación puede purificar eficiente y 
consistentemente el AcM CB.Hep-1 en una escala de 5-60 L de ascitis. El sistema posee una alta 
productividad, lo cual está en correspondencia con la cantidad de AcM presente en la ascitis, ya que con 
este diseño es posible obtener entre 30-60 gramos del AcM CB.Hep-1 cada 30 hrs. 
La consistencia de este método de purificación quedó estadísticamente demostrada durante la evaluación 
del recobrado del AcM CB.Hep-1 en 20 purificaciones consecutivas. El recobrado de este AcM de todas 
las purificaciones estudiadas quedó dentro de los límites establecidos como el promedio ± 2DS. Sólo una 
muestra superó el límite superior. Los resultados obtenidos por debajo del recobrado promedio (muestra 
1) se corresponden con el uso de una matriz de Protein A-Sepharose con un número de ciclos de 
purificación superior a 100, momento en cual se produce una caída en la capacidad de adsorción de IgG 
de esta matriz. En el resto de las muestras donde el recobrado fue inferior a la media se explica por 
ineficiencia en el proceso de semipurificación.    
La otra etapa que posee una pérdida de AcM importante es la semipurificación. Experimentos de 
inmunomarcaje con preparaciones de anticuerpos policlonales contra IgG murina demostraron una 
cantidad equivalente al 5% del anticuerpo perdido en el sobrenadante de las precipitaciones salinas. Esto 
no justifica la optimización de esta etapa, pues el balance costo-beneficio estaría desfavorecido. Sin 
embargo trabajos posteriores de verificación de este resultado de inmunomarcaje purificando 
directamente en la cromatografía de afinidad con un sistema de tampones que aumenta la adsorción de la 
molécula de IgG ratificaron que la pérdida del AcM en esta etapa es real en los niveles de hasta un 20%. 
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Por lo tanto se recomienda la optimización de etapa de semipurificación en el método de purificación del 
AcM CB.Hep-1. 
La otra forma de evaluar la consistencia del método de purificación fue caracterizando bioquímicamente 
la molécula de AcM CB.Hep-1. La integridad molecular del AcM CB.Hep-1 obtenido mediante este 
método de purificación se evaluó mediante varias técnicas analíticas. En todas las muestras analizadas por 
electroforesis el valor de pureza fue superior al 90%. Este ensayo además brindó un patrón de identidad 
típico para las IgG de ratón, una banda correspondiente con la cadena pesada (50-55 kDa) y una con la 
cadena ligera (25 kDa), mientras que en las condiciones no reductoras se observó una banda mayoritaria 
sobre los 150 kDa. De igual forma, la distribución molecular medida por HPLC-exclusión molecular 
demostró valores superiores al 95%, lo cual corresponde con el valor exigido para anticuerpos de uso 
terapéuticos o para inmunopurificar biológicos (O. M. S., 1992). El análisis de isotipaje confirmó los 
resultados de la actividad específica, pues no se observó otra Ig contaminante a la IgG-2b cadena kappa, 
lo cual es probable por la presencia de anticuerpos endógenos de ratón (Ey y cols., 1978) y por el hecho 
de que la cromatografía de afinidad basada en Protein A-Sepharose es realmente una seudo-afinidad, ya 
que no discrimina entre anticuerpos de la misma subclase. 
El mapeo tríptico de ambas cadenas de la molécula de IgG demostró igual patrón de digestión en tres 
muestras consecutivas. Para este análisis se purificaron previamente ambas cadenas y las modificaciones 
en los péptidos de estas se determinaron por la aparición de fracciones diferentes después de la digestión 
o del corrimiento en el tiempo de retención de los péptidos resultantes. Los resultados evidenciaron alta 
consistencia en la homogeneidad de la molécula de IgG obtenida con este método de purificación. La 
modificación en la altura de un pico de la cadena ligera en la muestra 2, está relacionada con las 
imprecisiones del método cuando se mezclan la molécula de AcM y la enzima. En ocasiones no es muy 
repetible este procedimiento, lo cual provoca diferencias en la altura de las fracciones.  
Para estudiar con más detalles sí ocurrieron modificaciones en el reconocimiento del AcM CB.Hep-1 se 
desarrolló el ensayo de reconocimiento del epítopo, utilizando péptidos lineales del AgsVHBr de 12 
aminoácidos y solapados en 6 aminoácidos. Este ensayo se diseñó con péptidos lineales, ya que se había 
demostrado con anterioridad que este AcM reconoce un epítopo continuo dentro del determinante “a” del 
AgsVHB. La secuencia reconocida por este AcM coincidió con la reportada anteriormente, CKTCTT, la 
cual se encuentra ubicada dentro de los péptidos 20 y 21 del AgsVHBr empleados en estos ensayos.  
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También se secuenció la cadena ligera del AcM, cuyos resultados coinciden con la secuencia predicha a 
partir de la secuencia de ADN. Esto demuestra que no se produjeron tampoco modificaciones 
postraduccionales que modifiquen la secuencia de aminoácidos de la molécula. La determinación de la 
secuencia de la cadena ligera se considera suficiente, ya que su expresión implica la expresión previa de 
la cadena pesada correcta.  
La técnica de isoelectroenfoque es un método electroforético que separa las proteínas de acuerdo a sus 
puntos isoeléctricos, las proteínas son moléculas anfotéricas, o sea ellas pueden tener cargas positivas, 
negativas o ser neutras dependiendo del pH en que se encuentren. En este trabajo se midió el pH 
isoeléctrico de 5 muestras consecutivas del AcM CB.Hep-1 evidenciando un intervalo de pH isoeléctrico 
entre 7.1-6.50 caracterizado por un patrón de bandeo de hasta 8 bandas, 6 de las cuales siempre se 
observaron, lo cual es altamente consistente y coincidente con el intervalo y el patrón de bandeo 
reportado por otros autores para AcM de ratón (Fischer y cols., 1999). No obstante, una de las 
limitaciones de esta técnica, es que en ocasiones las proteínas pueden asociarse con la anfolita, 
adquiriendo un punto isoeléctrico diferente al de la proteína libre. Este fenómeno puede causar la 
aparición de una serie de bandas, ya que la anfolita por sí misma no es una especie única, aunque este 
fenómeno ocurre con muy poco frecuencia. Los resultados de esta determinación demuestran que durante 
la purificación del AcM CB.Hep-1 no se producen cambios en la estructura de la proteína en cuanto a la 
carga iónica, alteración del contenido de carbohidratos, desamidación u otros cambios en la molécula que 
pueden ocasionar modificaciones en el patrón de isoelectroenfoque.        
Otro elemento importante de caracterización bioquímica es la determinación de la constante de afinidad 
(Kaf) de la molécula. La Kaf de los AcMs ha sido estudiada por varios métodos incluyendo 
radioinmunoensayo competitivo y ELISA (Katoh y cols., 1993; Seligman, 1994; Winzor y Sawyer, 1996). 
Para entender el impacto de la determinación de la Kaf en un sistema de fase sólida, es obligatorio hacer 
un análisis de curvas sigmoidales no competitivas, lo que permite generar una ecuación a partir de la ley 
de acción de las masas que utiliza la cantidad total de AcM adicionado a la placa de ELISA (Betty y cols., 
1987). En esencia, este método compara la densidad óptica (50%) de 2 curvas sigmoidales de diluciones 
seriadas del AcM aplicado a la placa con 2 concentraciones de antígeno diferentes. La estimación de la 
Kaf usando este ELISA no competitivo fue bastante consistente, rápida y confiable, ya que fue comparada 
con otro método más exacto, Bioacore, que consiste en la determinación de la Kaf de una molécula 
biológica dada a un ligando inmovilizado. El promedio de la Kaf del AcM CB.Hep-1 medido en 7 
muestras diferentes fue 7.61±6.9x108M-1, lo cual lo describe como un AcM de alta afinidad (nanomolar). 
Este parámetro es importante medirlo porque en función de la Kaf se seleccionan las condiciones de 
adsorción y de elución en la cromatografía de inmunoafinidad. Como puede verse el valor de la Kaf no 
cumple con las condiciones ideales para que este AcM sea empleado en la cromatografía de 
inmunoafinidad, ya que este exige condiciones drásticas de elución del antígeno. Sin embargo, la 
especificidad de este AcM por un epítopo continuo beneficia de manera importante la selección de una 
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preparación de AgsVHBr con adecuadas propiedades para ser usado como ingrediente activo de la vacuna 
contra la Hepatitis B. 
La necesidad de medir impurezas críticas es también esencial para evaluar el método de purificación y 
para que el AcM pueda ser usado en la clínica y en otras aplicaciones. En tal sentido, el ADN de ratón es 
considerado un contaminante crítico por su carácter oncogénico (ter Avest, 1992). Debido a que el paso 
principal de purificación se basa en la interacción específica del Fc de la Ig con la Proteína A es lógico 
suponer que el nivel de ADN en el AcM CB.Hep-1 purificado sea bajo. Este nivel fue corroborado 
mediante el empleo de un sistema de cuantificación de ADN basado en oligonucleótidos sintéticos que 
contienen secuencias homólogas y conservadas del ADN ratón. En ninguna de las muestras evaluadas, el 
nivel de contaminación sobrepasó los 3.9 pg ADN/mg AcM. Es válido destacar que el nivel de aceptación 
de este contaminante por las agencias regulatorias es de 10 pg ADN/mg AcM, aunque también Lambert 
informó un valor de 10 pg ADN/5 mg AcM (Lambert, 1989). A este resultado aportó en gran en medida 
el bajo nivel de contaminación con ADN de ratón presente en la ascitis como fuente del AcM CB.Hep-1, 
por lo cual un especial cuidado debe prestársele al procedimiento de separación de células durante la 
clarificación de la ascitis, ya que el método de purificación no ha sido validado para determinar el valor 
teórico máximo de eliminación de ADN del hospedero. 
El otro contaminante crítico es la Proteína A (S. aureus) desprendida de la matriz de afinidad. Como se 
menciona anteriormente, la cromatografía de afinidad basada en Protein A-Sepharose para la purificación 
de AcM es una herramienta muy poderosa para la purificación a partir de cualquier fuente (Langone, 
1982). No obstante, también posee varias desventajas, entre las que tenemos el alto costo y el 
desprendimiento de un ligando “tóxico”. Las especies que pudieran desprenderse y contaminar el 
producto final han demostrado ser altamente tóxicas en animales y humanos (Gagnon, 1996). Estas 
especies son: Proteína A y/o sus fragmentos, complejos Proteína A y/o sus fragmentos-Ig completas, 
Proteína A-fragmentos de Ig (Balint, 1984; Besinger y cols., 1984; Bloom y cols., 1989).  Por esta razón, 
evidenciar bajos niveles de Proteína A en el AcM purificado es también otra muestra de la robustez del 
método de purificación. 
El desarrollo de un sistema de cuantificación de Proteína A tiende a ser altamente complejo, debido al 
reconocimiento del fragmento Fc de las Ig por la Proteína A, excluyendo sólo las Ig de aves (Larsson y 
cols., 1992). La otra razón es que generalmente este ensayo debe ser realizado en presencia de altas 
concentraciones de Ig, lo cual tiende a producir grandes interferencias. No obstante, se han descrito 
algunos inmunoensayos para cuantificar Proteína A, donde muchos de estos son sistemas ELISA con 
doble anticuerpos (Bloom y cols., 1989; Lucas y cols., 1988; Lucas y cols., 1991; Godfrey y cols., 1992; 
Considine y cols., 1996).  
Para medir el nivel de este contaminante en las preparaciones del AcM CB.Hep-1 se estableció y validó 
un ELISA no competitivo con alta sensibilidad en presencia de IgG. El coeficiente de variación intra e 
interensayo fue 4.36 y 8.63% respectivamente. Para eliminar la interferencia de la IgGs, las muestras se 
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calentaron a 100°C durante 3 min, condición en la cual la Proteína A fue estable. El contenido de Proteína 
A determinado en varias muestras del AcM CB.Hep-1 nunca excedió los 2 ppm. Esta cantidad es muy 
baja en comparación con los resultados obtenidos por otros autores quienes informaron valores superiores 
a 64 ppm (Lucas y cols., 1988; Bloom y cols., 1989). Por lo cual estos valores además de demostrar la 
robustez de este método de purificación de AcM, no constituyen niveles de contaminación que pueden 
inducir toxicidad. 
En aras de ratificar la aplicabilidad de este método de purificación del AcM CB.Hep-1 se consideró 
importante también el análisis de la estabilidad de la molécula del AcM purificada y de su capacidad de 
purificación del AgsVHBr, toda vez que este será empleado como ligando en la cromatografía de 
inmunoafinidad de este antígeno y de su estabilidad como inmunogel. Para estudiar la estabilidad de esta 
molécula se realizó un estudio durante 25 meses almacenado el AcM CB.Hep-1 en Tris 20 mM/Na Cl 150 
mM; pH 7.6 a 4°C y -20°C. El diseño de este estudio contempló el análisis de la actividad específica y la 
pureza del AcM de tres muestras de AcM CB.Hep-1 purificadas independientemente. Ambos parámetros 
fueron evaluados mediante una prueba de significación de la pendiente basada en la distribución t-Student 
para un nivel de significación de 95%. Los resultados mostraron la conclusión de que durante este tiempo 
el AcM CB.Hep-1 almacenado a 4°C ó -20°C no es degradado (>90%) y conserva su actividad específica 
por encima del valor preestablecido de 70%.    
La cromatografía de inmunoafinidad es capaz de purificar con un alto recobrado biomoléculas en un sólo 
paso de purificación (Yarmush y cols., 1994). Debido a que los AcMs son reactivos muy caros, la 
aplicabilidad de este método depende del número de ciclos de purificación de la columna cromatográfica, 
permitiendo que se distribuya el costo a lo largo del tiempo de uso de inmunogel. En cualquier caso, el 
uso de estos geles de inmunoafinidad dependerá además de la optimización del método de purificación 
donde el máximo de producto sea obtenido con el mínimo de anticuerpo y de pasos adicionales de 
purificación. Esta técnica se considera bien establecida, cuando es capaz de brindar información sobre el 
desprendimiento de ligando, inactivación del ligando, vida media de la columna, capacidad de elución y 
pureza del antígeno eluido. En tal sentido, es válido señalar que la información sobre estos temas a escala 
industrial es bastante escasa en la literatura por lo cual los resultados aquí expuestos pueden ser una 
información de interés para los productores y usuarios de este tipo de geles cromatográficos. 
La preparación del inmunoadsorbente requiere de un soporte disponible y de una química de 
acoplamiento apropiada para unir fuerte y efectivamente el ligando. En la actualidad existen varios tipos 
de soportes que cumplen con características tales como macroporosidad, estabilidad mecánica, fácil 
activación, hidrofilicidad y baja capacidad de unión inespecífica. Las matrices de afinidad más populares 
son las de agarosa, un componente especial purificado del Agar (Wilchek y Miron, 1999). Por otro lado, 
existen también muchos métodos de activación de los soportes cromatográficos. Dichos métodos pueden 
incluirse en dos categorías: aquellos que producen una inmovilización no orientada y los que producen 
una inmovilización uniformemente orientada (Wilchek y Miron, 1999). El método del CNBr es el más 
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popular dentro de los no orientados para la agarosa. Este método es relativamente simple y puede 
desarrollarse enteramente en soluciones acuosas, además la eficiencia de su inmovilización es cercana al 
100%. Una desventaja de este método es el desprendimiento del ligando en el tiempo debido a la 
inestabilidad del enlace isourea a través del cual el ligando es inmovilizado. Además, este enlace posee 
carga positiva a pH neutro imponiéndole cierto carácter iónico a la matriz. 
Los resultados de esta tesis muestran una elevada consistencia en cuanto al porciento de acoplamiento, 
pureza, capacidad de elución y desprendimiento de ligando. En todos los casos, la eficiencia de 
acoplamiento fue superior al 95% lo cual garantiza consistencia en la densidad de ligando que es un 
parámetro crítico para el comportamiento de este tipo de inmunogel, sobre todo porque es un método de 
inmovilización al azar.  

En cuanto a la capacidad de elución, el valor obtenido estuvo en el intrevalo de 100 a 300 µg 
AgsVHBr/mg AcM. No se domina bien la causa de esta diferencia. Los resultados más recientes indican 
que esta varialbilidad parece estar muy asociada a la eficiencia del protocolo de ruptura de la levadura 
Pichia pastoris, al porciento de saturación de la columna y a la concentración de AgsVHBr aplicada a la 
matriz, parámetro que tiene una gran variabilidad en el método de producción de esta proteína.  
La IgG desprendida puede inducir una respuesta inmune no deseada o neutralizar parte del antígeno 

utilizado para este propósito. La especificación establecida para este producto es 3 ng IgG/µg AgsVHBr. 
En ninguna de las muestras evaluadas se obtuvo un valor superior a este límite, por lo cual los efectos 
anteriormente mencionados no se producen. Para apoyar esto podemos afirmar que la administración 
xenogénica de AcM de ratón en humanos no ha resultado para muchos casos en una respuesta anti-IgG de 
ratón. La respuesta del humano ha ocurrido en valores cercanos a los 500 µg y hasta 1 gr de IgG de ratón 
y sobre todo cuando se administran dosis repetidas (Lambert, 1989). De acuerdo al nivel máximo de 
contaminación con IgG de ratón del AgsVHBr, lo que podría recibir un adulto serían menos de 60 ng de 
IgG por dosis, lo cual representa un valor muy bajo con respecto a la dosis necesaria para inducir una 
respuesta en humanos. 
Como etapa final de la caracterización bioquímica de esta molécula, se abordó la estabilidad del 
inmunogel CB.Hep-1. Para esto, se emplearon 3 inmunogeles independientes a los cuales se le midió su 
capacidad de elución y desprendimiento del ligando en un tiempo de almacenamiento de 20 meses en 
tampón PBS 150 mM, pH 7.6 a 4°C. El análisis de los resultados evidenció que el inmunogel CB.Hep-1 
es estable durante 12 meses, ya que se encontró una disminución significativa en la capacidad de elución 
del AgsVHBr en uno de los inmunogeles después de este tiempo de almacenamiento. El desprendimiento 

de ligando nunca excedió el valor de 3 ngIgG/µg de AgsVHBr en los 20 meses de evaluación.    
Como conclusión de la implementación de un método purificación del AcM CB.Hep-1 consistente y de 
los trabajos de caracterización bioquímica de la molécula de CB.Hep-1 se puede afirmar que este método 
de purificación permitió la obtención efectiva y consistente de una molécula del AcM CB.Hep-1 con alta 
integridad molecular, estabilidad y capacidad de purificar el AgsVHBr, lo cual garantizó que se pudiera 
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proceder a demostrar su capacidad de remoción e eliminación de virus modelos para garantizar así la 
seguridad virológica de la vacuna contra la Hepatitis B. 
5.2. Demostración de la capacidad de remoción e inactivación de virus modelos del método de 
purificación del AcM CB.Hep-1 y del tratamiento térmico del AgsVHBr. 
La seguridad viral de los productos biológicos para uso en humanos es de extrema importancia. Nuevos e 
inesperados agentes aparecen ocasionalmente en la producción de biológicos tales como: el VHA (Linnen 
y cols., 1996), el parvovirus B19 (Azzi y cols., 1992) y el herpesvirus 8 (Moore y cols., 1996). La 
estrategia para el control de estos agentes biológicos (Homberger y Thomann, 1994) ha sido desarrollada 
para controlar las fuentes a partir de los cuales se origina el producto, ya que las células derivadas de 
colonias no controladas de animales son la fuente habitual de contaminación viral. En esta tesis se 
emplearon varios métodos de detección de virus para investigar la presencia de estos agentes patógenos 
en la línea celular, ratones y ascitis. Todas las técnicas empleadas fueron seleccionadas de acuerdo a los 
métodos recomendados para estos propósitos (O. M. S., 1987; O. M. S., 1992; I. C. H., 1997; F. D .A., 
2001).  
Estas técnicas fueron: microscopía electrónica de transmisión, ensayos de foco ampliado S+L- y de placa 
XC para caracterizar Retrovirus, aislamiento de virus en líneas celulares sensible a replicación viral y 
detección de virus en modelos animales tales como: huevos embrionados, ratones adultos, cobayos y 
ratones lactantes; ensayos de serología para evaluar el estatus microbiológico de las colonia de ratones, la 
prueba de MAP y la detección de virus adventicios en células sensibles a replicación viral.    
La premisa básica de la discusión de esta tesis es que todos los virus no deseados y agentes infecciosos en 
general puedan ser excluidos del producto final. Existen numerosas razones para adoptar este punto de 
vista. La más importante es que los ensayos para detectar agentes virales conocidos son muy específicos y 
por lo tanto están dirigidos a la detección de virus cuyas propiedades físico-químicas no están muy 
generalizadas dentro un amplio número de virus (Anexo 24).  
Los Retrovirus tipo A que han sido identificado en las células de mamíferos carecen de las proteínas de la 
envoltura por lo cual no pueden atravesar la membrana citoplasmática (Herr y Spell, 1985). Por esta 
razón, estas partículas virales no están asociadas con la patogenicidad de estos virus, aunque si se ha 
demostrado que poseen secuencias genómicas transponibles que pueden activar oncogenes en las células 
hospederas. La determinación de Retrovirus por el método de microscopía electrónica de transmisión en 
el hibridoma CB.Hep-1 demostró ausencia de partículas retrovirales tipo A, por lo que debido a la 
incapacidad de este tipo de virus de transmitirse verticalmente no puede esperarse presencia de dichas 
partículas en las células de este hibridoma.  
Weiss reportó en 1982 que la línea celular NS-1 contenía elevados niveles de partículas retrovirales tipo 
A, pero que también liberaban otro tipo de partículas retrovirales, las denominadas tipo C. Algunas de 
estas partículas poseían capacidad infectiva para células humanas in vitro. Estudios posteriores 
demostraron que al menos el 20% de las líneas celulares de hibridomas expresan un alto nivel de estas 
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partículas (Lubiniecki, 1989).  
En este trabajo se demostró a través de la técnica de microscopía electrónica de transmisión que el 
hibridoma CB.Hep-1 presenta partículas parecidas a Retrovirus tipo C. Debido a que estas partículas se 
observaron también en el mieloma parental es lógico suponer el origen de las mismas en el hibridoma 
aunque no se descarta otro. Una estrategia para lograr la eliminación de las partículas retrovirales en los 
hibridomas sería la utilización de un mieloma parental que no aporte este tipo de virus. Sin embargo, la 
secuencia de los Retrovirus está codificada en todos los cromosomas por lo cual es difícil suponer que 
pueda obtenerse un mieloma parental carente de dicha información génica. 
Para caracterizar aún más estas partículas parecidas a Retrovirus presentes en el hibridoma CB.Hep-1 se 
procedió a desarrollar las técnicas de foco ampliado S+L- y de placas XC. El ensayo de focos S+L- tiene 
el propósito de determinar Retrovirus tipo C xenotrópicos, o sea es un ensayo que consta de la 
especificidad requerida para demostrar infección retroviral en células heterólogas a las de ratón (Peebles, 
1975). Ya que la infección in vitro con el virus de la leucemia murina xenotrópica no induce cambios 
morfológicos, se utilizó una línea celular de visón (MiCl1. ATCC CCL 64.1), la cual contiene el genoma 
defectivo del virus del sarcoma murino. Como resultado, una super-infección de esta línea celular con el 
virus de la leucemia murina reconstituye la replicación del virus del sarcoma murino y la formación de 
focos, por lo que los especialistas la consideran una medición indirecta de Retrovirus tipo C.  
La ausencia de focos en el análisis de las muestras de este hibridoma evidenció que a pesar de que la 
microscopía electrónica de transmisión muestra partículas parecidas a los Retrovirus tipo C atravesando la 
membrana plasmática, estas no son capaces de replicarse en una célula de primates en caso de llegar a 
estar presente en nuestro preparado vacunal. Sin embargo esta afirmación no puede ser absoluta por las 
limitaciones con la sensibilidad de la técnica, ya que otros autores han informado que sólo una partícula 
Retroviral dentro de un millón tiene capacidad de formar focos en este tipo de ensayo (Adamson, 1998).  
El otro ensayo de caracterización de Retrovirus empleado fue el de placas XC el cual es específico para 
detectar infección de Retrovirus de ratón pero sólo con capacidad para infectar líneas celulares de ratas o 
ratón (Rowe y cols, 1970). En este ensayo se utilizó como indicador la línea celular (SC-1) la cual carece 
de restricción Fv-1, y es capaz de detectar el virus de la leucemia murina ecotrópico. Esta línea celular es 
también altamente susceptible a la infección del virus de la leucemia murina pero esta infección es no 
citopática, por lo que en aras de detectar la presencia de este virus, la monocapa de células SC-1 se cubrió 
con células susceptibles XC. Los resultados de la determinación de este tipo de virus en el hibridoma 
CB.Hep-1 fueron también negativos, lo cual evidencia que las partículas parecidas a Retrovirus que se 
ven atravesando la membrana citoplasmática de las células de este hibridoma no son capaces de replicarse 
tampoco en células del mismo origen. Esta observación coincide con lo informado por otros autores 
(Lubiniecki y May, 1985), aunque la causa por la cual estas partículas parecidas a virus por su morfología 
y localización, detectadas por la técnica de microscopía electrónica de transmisión, han perdido su 
carácter infectivo no está esclarecida aún.  
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Existen otros virus que pueden estar presentes en las líneas celulares. Por ejemplo, las células pueden 
tener infecciones latentes o persistentes de herpesvirus, los cuales pueden ser transmitidos verticalmente 
de una célula a su generación, ya que el genoma viral persiste en su genoma celular (I. C. H., 1997). Tales 
virus pueden ser expresados constitutiva o inesperadamente. Estos virus pueden ser introducidos en las 
líneas celulares por diferentes rutas como la generación de una línea celular a partir de un animal 
previamente infectado, el uso de reactivos biológicos contaminados como el SFB o componentes del 
mismo y por contaminación durante la manipulación de las células.   
El SFB es una vía de contaminación viral que está directamente relacionada con el sustrato celular. Por 
ejemplo, el uso del SFB en los cultivos agrega la posibilidad de contaminación con el virus de la 
rinotraqueitis bovina, virus de parainfluenza bovina y virus de la diarrea bovina (Harbour y Woohouse, 
1990). Más recientemente el descubrimiento de la encefalopatía espongiforme bovina en el ganado 
bovino en el Reino Unido incrementó la presión sobre el tema (Harbour y Woohouse, 1990). Se discute 
mucho también sobre la difícil tarea de detectar los pestivirus, ya que es muy complicado distinguir entre 
los componentes virales y los celulares. Este problema se produce porque los pestivirus tienen bajos 
niveles de replicación en células en cultivo y porque casi todos los suplementos del cultivo celular de 
origen bovino están contaminados con un nivel casi indetectable de este tipo de virus (Collet y cols., 
1989). En esta tesis no se realizó la caracterización adicional de esta fuente potencial de contaminación 
viral, ya que no contamos con sistemas validados de cuantificación o detección de este tipo de virus, sin 
embargo todos los SFB utilizados poseen certificados del fabricante de ausencia de virus bovinos, el 
origen es de países sin incidencia de encefalomielitis espongiforme bovina y además no se evidenció 
efecto citopático de ningún tipo en el hibridoma CB.Hep-1 (Anexo 3). 
La otra fuente potencial de contaminación viral está dada por el empleo de virus que pueden ser 
introducidos durante el proceso de obtención del AcM o por el uso de excipientes contaminados durante 
la formulación. En la literatura no aparece información detallada sobre la presencia de estos virus en 
líneas celulares murinas pero Wiebe y cols., (1989) encontraron que 7 de 44 virus infectaron células 
CHO-K1 (Ej. virus de la parotiditis y diferentes tipos de parainfluenza 1, 2, y 3). Estos dos tipos de 
fuentes de contaminación al igual que la endógena deben ser considerados en el diseño del método 
general de obtención del biológico con un énfasis particular en los esquemas de purificación.  
El Anexo 24 muestra de forma resumida los ensayos más empleados y sus limitaciones para la detección 
de virus adventicios. En resumen, el monitoreo del hibridoma CB.Hep-1 no demostró expresión de virus 
adventicios según los resultados de la prueba de MPA e inoculación en células sensibles a replicación 
viral, inoculación en huevos embrionados de pollos, cobayos, ratones adultos y ratones lactantes (Anexos 
10-13).  
Adicionalmente, la colonia de ratones y la ascitis fueron pesquisadas también para la presencia de virus 
endógenos por los métodos de ensayos serológicos y MAP respectivamente. El listado de los virus 
evaluados aparece en los Anexos 14 y 15. En ninguna de las muestras evaluadas se observó presencia de 
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anticuerpos específicos para estos virus por lo cual se puede concluir que estos virus no están presentes en 
las muestras evaluadas. Este resultado respalda la utilización de estas fuentes biológicas para la obtención 
del AcM CB.Hep-1 y del AgsVHBr, ingrediente activo de la vacuna contra la Hepatitis B. 
Sin embargo, esta afirmación no es absoluta porque Shek, (1987) sugirió que este ensayo es sólo aplicable 
para 13 virus, ya que el resto de los virus (coriomeningitis linfocítica, citomegalovirus de ratón, rotavirus 
de ratón, virus elevador de la lactato deshidrogenasa y el virus tímico) no necesariamente inducen la 
formación de anticuerpos.  
Por estas razones es imprescindible demostrar la capacidad de remoción e inactivación del método de 
purificación del AcM CB.Hep-1 y del AgsVHBr para garantizar la seguridad virológica de la vacuna 
contra la Hepatitis B. Esto permitirá evidenciar que el método de purificación del AgsVHBr removerá y/o 
inactivará los virus que se conocen que contaminan la materia prima o que pudieran hacerlo durante el 
proceso de obtención del biológico y que además el método eliminará o inactivará nuevos o predecibles 
contaminantes virales. 
El otro ensayo empleado para detectar virus adventicios en las ascitis fue la inoculación en células 
sensibles a replicación viral (Anexo 23). En este caso se utilizaron dos líneas celulares de primates (Vero 
ATCC 81, células de riñón de monos Rhesus, y A9 ATCC 171, células humanas diploides de pulmón) 
para confirmar que cualquier virus que se haya identificado mediante los ensayos específicos o que fuese 
introducido de forma adventicia no posee capacidad de infectar estas líneas celulares. Los resultados 
tampoco evidenciaron efecto citopático en las muestra de ascitis analizadas.      
Para demostrar la capacidad de remoción e inactivación de virus, varios pasos del método de purificación 
son desafiados con cantidades deliberadas de virus modelos (Darling y Spaltro, 1996). Por varias razones 
incluyendo la escala, los experimentos de remoción e inactivación viral no pueden hacerse en el sistema 
de purificación en el cual se obtiene el biológico de interés (Berthold y cols., 1992). Por ende, un 
elemento crítico en este tipo de experimento es el desescalado del método de purificación, aspecto que 
debe ser demostrado antes de comenzar los experimentos de desafío con virus modelos.  
El nivel de purificación de la versión desescalada del método de purificación debe ser lo más cercano 
posible al de la escala real de producción. En tal sentido, los factores a considerar para validar el 
desescalado fueron detallados por Sofer, (1996). Entre los más importantes se pueden citar: concentración 
de proteínas en la muestra aplicada a las columnas cromatográficas, temperatura, flujo lineal, tiempo de 
residencia para el caso de la cromatografía de afinidad, contenido de sales de los tampones, longitud de la 
tuberías que unen las columnas cromatográficas con los sistemas de detección, el material de las celdas 
cromatográficas y el tipo de material de las mangueras. 
La validez del desescalado del método purificación del AcM CB.Hep-1 quedó demostrada para la 
cromatografía de afinidad. Este método se diseñó para que cumpliera con el 1% de la escala real de 
purificación o sea una escala 1/100 para cubrir un volumen de 5 a 60 L de ascitis como volumen inicial en 
la purificación del AcM CB.Hep-1. Los criterios más importantes que se tuvieron en cuenta fueron: Tr 
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constante, la razón de carga, volumen inicial, pH y conductividad de los tampones, volumen del inóculo 
viral, temperatura y el flujo lineal. De estos el más importante fue mantener constante el Tr en el paso que 
más aporta a la pureza del AcM CB.Hep-1, la cromatografía de afinidad basada en Protein A-Sepharose.  
Los resultados de las especificaciones de calidad en los experimentos de desescalado fueron similares a 
los exigidos para este producto en la escala de producción. La pureza del AcM CB.Hep-1 fue superior al 
90%, mientras que la actividad específica fue también superior a la especificación aprobada de 70%. El 
rendimiento del método de purificación osciló entre 1-2 mg/mL demostrando que el desescalado brindó 
un AcM CB.Hep-1 con la misma integridad molecular que el método de purificación a escala real. El 
análisis estadístico no demostró diferencias significativas entre estas variables según la prueba de 
comparación de medias basada en la distribución t-Student para un 95% de confianza.  
Los resultados de la actividad específica, pureza y rendimiento del AcM CB.Hep-1 tampoco se afectaron 
cuando se validó el desescalado en presencia de cada virus modelo porque en ningún caso los valores 
obtenidos para estos parámetros fueron inferiores a los establecidos como especificación de calidad. No 
obstante, se demostró diferencias significativas en la actividad específica del AcM CB.Hep-1 (p=0.0176) 
en el experimento de desescalado en presencia del virus sendai; diferencias significativas en la pureza del 
AcM purificado cuando se desescaló en presencia del virus sendai y del PVC (p=0.0289). En cuanto al 
rendimiento, las diferencias significativas se observaron en los experimentos desarrollados con el VHS-1 
y el PVH-2 (p=0.0341). Estos resultados demuestran un comportamiento diferente de cada modelo viral 
en la cromatografía de afinidad, lo cual está dado por sus propiedades de poseer proteínas que pueden 
interactuar de forma inespecífica con la matriz cromatográfica y tener diferencias en el tamaño.     
Ante la gran heterogeneidad viral (Anexo 25), unos de los aspectos más polémicos es la selección del 
virus modelo para validar. La cantidad de virus a utilizar depende de la profundidad con que se quiera 
caracterizar el método de purificación y sobre todo del número de contaminantes virales presente en la 
fuente biológica. No obstante, debido a la potencialidad del sistema de presentar virus de cualquier tipo, 
los virus modelos se han agrupado de la siguiente forma para los estudios de validación: 1) virus de ADN 
con envoltura, 2) ADN sin envoltura, 3) ARN con envoltura y 4) ARN sin envoltura. También se trata de 
escoger virus con diferencias en su capacidad de resistencia ante los agentes físico-químicos y diferencias 
en el tamaño. Entre otras consideraciones que deben tenerse en cuenta para seleccionar los virus modelos 
está que alcancen altos títulos en cultivo y que exista un sistema confiable de cuantificación para la 
detección en cada paso del sistema de purificación. 
En este trabajo se utilizaron los siguiente virus modelos: virus sendai, VIH-1, VHS-1, PVH-2 y PVC. 
Estos virus modelos cubren un amplio intervalo de propiedades físico-químicas. En ellos se encuentran 
virus pequeños, grandes, envueltos, desnudos, de ARN y ADN. También su resistencia ante los agentes 
físico-químicos es diversa, desde virus muy sensibles o poco resistentes como el virus sendai, el VIH-1 y 
el VHS-1 hasta virus muy resistentes como el PVH-2 y el PVC. 
Levy y cols., publicaron en 1984 que la purificación de AcM a partir de ascitis mediante la cromatografía 
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de afinidad basada en Protein A-Sepharose eliminó completamente todo el virus de la leucemia murina y 
su ácido nucleico, aún cuando este se adicionó en cantidades superiores a las normalmente encontradas. 
La OMS fue el primer órgano internacional en tomar la iniciativa de facilitar la estandarización y 
aceptación de las líneas celulares como sustratos para la producción continua de biológicos con la 
aprobación de la vacuna contra el virus de la poliomielitis en la década del 80 (O. M. S., 1987). Esta 
estandarización aparece también muy bien desarrollada en el trabajo relacionado con el proceso y 
aprobación regulatoria del activador tisular del plasminógeno (Builder y cols., 1989). Builder demostró 4 
Logs de remoción en cada uno de los pasos desafiados del método de purificación (intercambio iónico, 
cromatografía de afinidad en Protein A-Sepharose y cromatografía de exclusión molecular) siendo el 
factor de eliminación total de virus 12 Logs.  
Crawfold y cols., 1987) describieron un método de purificación del AcM UCHD4 específico para el 
antígeno RhD de eritrocitos humanos, producido por un clon de células B inmortalizadas con el virus de 
Epstein-Barr. Este método removió el virus de Epstein-Barr y el ADN hasta el límite de detección. El 

esquema de purificación implicó: la filtración desde 0.22 µm hasta 0.1 µm, tratamiento con ADNasa y 
cromatografía de inmunoafinidad usando un AcM anti-IgG humana. Tanto este trabajo como el 
informado por Mannucci y cols., (1989) donde se purificó el Factor VIII para su uso a escala industrial 
demostraron la alta capacidad de remoción que ofrece la cromatografía de inmunopurificación. 
El objetivo principal de nuestro estudio de remoción fue demostrar entre 3-5 Logs de remoción, ya que 
estos son los resultados informados para este tipo de cromatografía de afinidad (Martin, 1985; Harbour y 
Woodhouse, 1990). La cromatografía de afinidad basada en Protein A–Sepharose demostró una alta 
capacidad de remoción para todos los virus evaluados excepto para el PVC. Los virus envueltos 
evaluados (sendai, VIH-1 y VHS-1) no mostraron afinidad por el soporte cromatográfico, ya que 
esencialmente todos los virus infecciosos se encontraron en la fracción no adsorbida. Esto evidenció la 
ausencia de interacciones fuertes entre las proteínas de la envoltura y la matriz cromatográfica en nuestras 
condiciones de adsorción del AcM CB.Hep-1. Probablemente este efecto de asociación del virus con la 
matriz se minimizó por la presencia de grandes cantidades de IgG que saturan tanto el interior como el 
exterior de las perlas, ya que la IgG manifiesta una alta afinidad por la Proteína A. Otros de los posibles 
factores relacionados puede ser la baja fuerza iónica del tampón de adsorción del AcM CB.Hep-1.    
Con el PVH-2 se observó interacción con la matriz cromatográfica, provocando que la capacidad de 
remoción fuera sólo de 4.9 Logs de los 9.2 Logs aplicados. Estos resultados coinciden con los resultados 
de otros autores que han demostrado que determinados virus pequeños muestran afinidad por el medio 
cromatográfico (O’ Neil y Balkovic, 1993). Para el caso del PVC sólo se puedo demostrar 2.81 Logs de 
remoción. En cierto modo estos resultados están también en correspondencia con lo descrito por otros 
autores, ya que lo que se recomienda para remover este tipo de virus es la cromatografía de intercambio 
iónico (Cameron y cols, 1997). 
En general, la presencia de envoltura parece incrementar la afinidad que los virus poseen por los soportes 



Discusión                                                                                                                                                      R. Valdés. Tesis Doctoral. 
 

 

86 
 
 
   
 
 

 

cromatográficos donde el mecanismo de interacción se basa en interacciones electrostática debido a la 
presencia de glicoproteínas cargadas positivamente en la membrana plasmática. Pero esto no descarta que 
este tipo de interacción se pueda producir también con proteínas de la nucleocápsida de los virus 
desnudos. Además se especula que puede ocurrir cierto grado de agregación de las partículas virales, 
dificultando así su remoción de los geles cromatográficos.   
En esta tesis, el PVH-2 y el PVC, ambos virus desnudos y de muy pequeño tamaño tuvieron un 
comportamiento diferente a de los virus envueltos en la cromatografía de afinidad. Estos virus 
demostraron un 65.2% y un 47.5% de interacción con la matriz respectivamente. Producto de que estos 
son virus desnudos para los cuales no se ha informado interacción con los soportes cromatográficos, la 
explicación que justifica este tipo de retención es el pequeño tamaño de los mismos con respecto a los 
demás virus evaluados. Esta característica física le permite una mejor accesibilidad al interior de las 
perlas, provocando un retardo considerable de los mismos dentro del lecho cromatográfico.   
En resumen la cromatografía de afinidad en Protein A-Sepharose bajo las condiciones de adsorción 
evaluadas es muy adecuada para la eliminación de altos niveles de contaminación de virus envueltos de 
mediano y gran tamaño y virus con propiedades similares al PVH-2, mientras que para los virus desnudos 
y de pequeño tamaño como el PVC no funciona eficientemente. Por esta razón es mandatorio evaluar la 
capacidad de inactivación de los procedimientos de higienización y de almacenamiento de este gel 
cromatográfico y los procedimientos de inactivación viral para aumentar así la capacidad de inactivación 
viral del método de obtención del AgsVHBr. 
En tal sentido, el etanol es uno de los solventes habitualmente recomendado para los pasos de 
higienización y almacenamiento de los geles cromatográficos, pero esta recomendación se basa en la 
excelente capacidad del etanol para inactivar bacterias gram-positivas y gram-negativas, Mycobacterium 
tuberculosis y varios hongos. Varios virus lipofílicos como el VHS y el VIH son susceptibles también a 
los alcoholes. Otra razón que justifica su uso como agente higienizante es la estabilidad de la Proteína A 
en este solvente orgánico. Sin embargo, otros virus (desnudos) suelen ser menos sensibles a la acción del 
etanol. 
Existen varios trabajos publicados sobre el efecto del etanol en la inactivación viral (Sekura, 1991; 
Ruibal, 1999) pero el porciento empleado de etanol suele ser muy elevados o los tiempos de incubación 
prolongados, lo cual atenta contra el recobrado y la estabilidad de la molécula de interés. 
La demostración de la capacidad de inactivación de virus retenidos en el interior de las matrices 
cromatográficas completan los datos requeridos para proponer el uso de este solvente orgánico en los 
métodos de purificación de moléculas para uso en humanos. En esta tesis el etanol se utilizó al 70% para 
higienizar la matriz Protein A-Sepharose, mientras que para almacenarla se utilizó al 20%. Teniendo en 
cuenta que el método de remoción de virus desnudos, en especial el PVC, no resultó ser todo lo eficiente 
que se necesita, y que los solventes orgánicos desnaturalizan con facilidad determinadas proteínas, 
procedimos a evaluar la capacidad de inactivación del etanol al 70 y al 20% del VHS-1, VIH-1, PVH-2 y 
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el PVC. La importancia de estos experimentos radica en que acumulaciones sucesivas de virus en los 
geles cromatográficos afectan la capacidad de unión de los mismos y modifica su capacidad de remoción, 
por lo que no considerar este elemento, nos puede llevar a una sobreestimación de la capacidad de 
remoción del método de purificación.  
Los experimentos desarrollados poseen novedad metodológica ya que usualmente los experimentos de 
inactivación se realizan desafiando determinado volumen del solvente orgánico que se desee con altas 
cantidades de virus, pero no consideran el efecto que puede tener la interacción virus-matriz 
cromatográfica sobre el poder inactivador de un solvente dado.  
Teniendo en cuenta este importante factor, procedimos a mezclar los virus modelos con la matriz 
cromatográfica y con el etanol y no el virus modelo con el etanol solamente. En contra de este 
procedimiento se puede plantear que siempre habrá cierta cantidad de virus que no podrá cuantificarse por 
quedar incluida dentro del gel, especialmente para los virus pequeños.  
Los resultados evidenciaron que el etanol al 70% inactivó 4.7-4.9 Logs para el VIH-1, VHS-1 y el PVC 
respectivamente. Atendiendo a estos resultados puede concluirse que el empleo de etanol al 70% como 
agente higienizante de la matriz de afinidad es un paso robusto de inactivación viral, ya que provoca más 
de 4 Logs de inactivación. La segunda conclusión es que su poder de inactivación bajo las condiciones 
experimentales evaluadas es relativamente independiente de la presencia de envoltura, ya que se demostró 
4.9 Logs/12 hrs de inactivación para el PVC el cual es el virus de mayor resistencia informada entre los 
evaluados. Sin embargo, si se analiza detalladamente los resultados se concluye que el PVH-2 es muy 
resistente, o sea que sólo se pudo inactivar el 50% del PVC aplicado y en no menos de 12 hrs, mientras 
que para el VIH-1 y el VHS-1 (virus envueltos) la capacidad de inactivación se observó en sólo 15 min.  
Los resultados obtenidos para el PVC, reprodujeron los hallazgos de Harris y cols., (1974) donde se 
demostró más de 5.7 Logs en varias sustancias químicas. De lo anterior se deduce que la presencia de 
matriz cromatográfica no afectó la capacidad de inactivación del etanol sobre este virus en comparación 
con el sistema virus y solvente orgánico sólo. 
Con respecto al PVH-2, se evidenció sólo 1.9 Logs de inactivación en presencia del etanol al 70% en 72 
hrs (Fig. 24A, 26). Estos resultados están en concordancia con otros trabajos donde se informa la baja 
capacidad del etanol para la inactivación de virus desnudos. La capacidad de inactivación de este solvente 
se potencia cuando se combina con un gran contenido de agua, con altas temperaturas o con otras 
sustancias químicas de gran capacidad de inactivación de virus (Hodde y Hiles, 2002). Para inactivar el 
PVH-2 recomendamos el uso de NaOH, ya que Cameron y colaboradores., (1997) informaron más de 8 
Logs de inactivación en sólo 20 min a 20°C con NaOH 1M. Esto implicaría hacer un estudio de 
estabilidad de la Protein A-Sepharose bajo estas condiciones para corroborar su estabilidad. 
En el estudio con el etanol al 20% bajo las condiciones habituales de almacenamiento de la matriz Protein 
A-Sepharose se obtuvo un nivel apreciable de inactivación de virus envueltos en 15 min (VIH-1, 3.7 Logs 
y VHS-1, 4.0 Logs). Por el contrario, no se demostró inactivación importante de los virus desnudos <2.3 
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Logs en 72 hrs, por lo cual podemos resumir que el almacenamiento de la matriz en etanol al 20% no 
aporta una capacidad importante de inactivación de virus desnudos. Una recomendación de este trabajo 
puede ser estudiar otros solventes o sustancias químicas que ofrezcan un mayor nivel de inactivación de 
virus modelos en presencia de la matriz de afinidad Protein A-Sepharose.  
Como queda demostrado la cromatografía de afinidad basada en Protein-A Sepharose no es suficiente por 
sí sola para garantizar más de 6 Logs de remoción de virus por encima del nivel de contaminación de la 
fuente biológica. Por esta razón decidimos evaluar la capacidad de inactivación viral de otros dos pasos 
del método de purificación de AcM CB.Hep-1 y del AgsHVBr. En general se recomienda que los 
procesos de inactivación viral tengan lugar después de los pasos de remoción, o sea cuando el producto 
final ha sido envasado para que no ocurra ninguna contaminación posterior con virus adventicios. Pero 
esto no es una regla, ya que en ocasiones el producto de interés, o cualquier otro compuesto que sea parte 
de la formulación final, no resisten las condiciones de inactivación necesarias. 
Las guías de las agencias regulatorias recomiendan la incorporación de métodos de inactivación química 
durante la obtención de los AcMs, aún cuando estos puedan reducir el recobrado final, pues algunos 
pueden disminuir la actividad biológica o modificar la estructura de la molécula de interés (I. C. H., 
1997). En resumen las estrategias de inactivación pueden ser divididas en dos grandes categorías. La 
categoría que involucra los métodos físicos y la que involucra los métodos químicos. 
Martin demostró en 1985 que los Retrovirus murinos son particularmente sensibles a pH ácidos y sobre 
todo a la reducción brusca del pH. Encontró una reducción de 4.0 Logs a pH 3.5 y que la cromatografía 
de afinidad puede tener carácter dual, es decir, de remoción y de inactivación, ya que se combinan ambos 
efectos, el provocado por el intervalo de exclusión de la matriz y por el uso de tampones ácidos para 
disociar el AcM de la Proteín A-Sepharose.  
Aunque no existen muchos datos relevantes en la literatura en cuanto a la inactivación de virus en los 
procesos de obtención de AcMs, sí existe suficiente información sobre la inactivación viral en los 
procesos de producción de vacunas. Jiang y colaborados., (1986) informaron que el recobrado del 
antígeno D del poliovirus fue significativamente mayor cuando este virus se inactivó con formalina en 

vez de β-propiolactona. En otro estudio se demostró que la β-propiolactona requiere menos tiempo para la 

inactivación viral y por consiguiente la pérdida del antígeno también es menor (Le Grippo, 1960). La β-
propiolactona demostró ser efectiva para inactivar un amplio rango de virus, entre ellos: el virus de la 
encefalomiocarditis, virus de la hidrofobia, herpesvirus, sarampión o rubéola, parotiditis, influenza (A y 
B) y hepatitis (Le Grippo y Hartmant, 1955).  
Posterior a estos estudios se ha investigado más sobre los procedimientos de inactivación viral 
relacionados con el fraccionamiento del plasma. Existe ya un enorme cuerpo de datos referidos a la 
inactivación viral en los métodos de purificación de productos obtenidos a partir de la sangre (Horowitz, 
1985; Horowitz, 1988; Borovec y cols., 1998; Ruibal y cols., 1999). La pasteurización ha sido adoptada 
para la inactivación del VHB en preparaciones de albúmina (60°C durante 10 hrs). Todos los productos 
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que han recibido este tratamiento tienen una estadística excelente en cuanto a la no aparición de agentes 
infecciosos de tipo viral. Pero desafortunadamente este método no es exitoso para inactivar partículas 
virales en productos lábiles como las Ig. Como consecuencia, se han desarrollado un número de 
estrategias nuevas de inactivación para prevenir la transmisión viral en los hemoderivados. Estas 
estrategias incluyen: 
a). Métodos físicos tales como: enfriamiento con etanol, calentamiento de productos que han sido 
previamente congelados a temperaturas que oscilan entre -60°C y -80°C por un tiempo de 30 a 90 hrs, 
calentamiento con agitación en presencia de un N-heptano, calentamiento con vapor, calentamiento en 
presencia de estabilizadores con diferentes tipo de azúcares y glicina, modificaciones de los protocolos de 
pasteurización (Helderbrant y cols., 1985; Horowitz y cols., 1985; Levy y cols., 1985; Petricciani y cols., 
1985; Quinnan y cols., 1985; Smith y cols., 1985). 
b). Tratamientos químicos tale como: tratamiento en solución con mezclas de solventes y detergentes; 

tratamiento en solución con β-propiolactona con o sin radiaciones ultravioleta (Le Grippo y cols., 1964; 
Stephan y Kotitschk, 1987; Horowitz y cols., 1988; Mannucci y Colombo, 1988). 
La mayoría de estos procedimientos son muy eficientes para inactivar el VIH pero no totalmente efectivos 
para inactivar el virus de la hepatitis no A no B, no obstante, muchos de estos procedimientos pudieran 
ser muy efectivos para inactivar virus murinos, considerando siempre la poca resistencia de las Igs a estos 
métodos.  
Antes de abordar las estrategias de inactivación empleada en este trabajo se revisó la capacidad de 
resistencia de los virus murinos a los agentes físico-químicos. El Anexo 26 presenta una información 
resumida de la capacidad de resistencia de los virus murinos. De este resumen se extrae, que hay 7 virus 
sensibles al pH ácido, 3 virus sensibles al pH básico, 12 virus sensibles a los diversos solventes orgánicos 
y 16 virus sensibles a la temperatura (hasta 60°C). Los otros aspectos que se consideraron para el diseño 
de la estrategia de inactivación viral fueron: las propiedades del AcM CB.Hep-1 o sea, su capacidad de 
resistencia a los diversos agentes físico-químicos y cuales de estos agentes químicos están aprobados para 
su uso en humanos. 
Está demostrado que los virus envueltos son los más sensibles a los diferentes procedimientos de 
inactivación. De ellos los Retrovirus, que revisten particular importancia para nuestro trabajo, ya que son 
los virus que parecen estar presentes en nuestra línea celular, son especialmente sensibles a pH ácidos o a 
cambios bruscos del pH del medio. Por lo tanto, debido a que los AcMs son desprendidos de la columna 
de afinidad Protein A-Sepharose a pH ácido decidimos evaluar primero la capacidad de inactivación del 
tampón ácido cítrico 100 mM; pH 3 a 4°C. 
Para abordar este estudio se evaluó la capacidad del AcM CB.Hep-1 de mantener el reconocimiento del 
AgsVHBr bajo estas condiciones. Los resultados ratificaron que en ausencia de virus, el AcM CB.Hep-1 
modelos es capaz de mantener el 80% de su capacidad de reconocimiento del AgsVHBr durante 7 hrs, lo 
cual brinda un amplio intervalo de tiempo para los experimentos de inactivación viral. La comparación 
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estadística del parámetro de actividad específica del AcM CB.Hep-1 en ácido cítrico 100 mM; pH 3 en 
presencia de los virus modelos no mostró diferencias significativas para un 95% de confianza según el 
análisis de varianza de simple factor (p=0.7600), lo cual evidencia la no influencia de estos virus en el 
reconocimiento de este AcM.  
Todos los virus envueltos se inactivaron en un valor superior a 4.8 Logs, llegando a alcanzar valores de 7 
Logs en 1 h bajo esta condición. Estos resultados son esperados, pues la presencia de envoltura aporta 
poca resistencia ante los agentes físico-químicos, ya sea por los cambios conformacionales producidos en 
las proteínas fusogénicas virales o por afectación directa de la estabilidad de la envoltura.  
Por el contrario, el PVH-2 demostró alta resistencia a esta condición experimental, pues sólo se demostró 
0.1 Logs de inactivación lo que se considera despreciable por la sensibilidad del método de medición del 
título viral. Se ha planteado que la alta estabilidad de este tipo de virus se debe a la presencia de una 
cápsida de gran diámetro, incluso en ocasiones se postula la presencia de dos cápsidas lo cual los hace 
muy resistente a las condiciones gastrointestinales (White y cols., 1991).  
Se demostró un factor de inactivación muy alto para el PVC en tampón (5.2 Logs /1 h). Estos resultados 
coinciden con los informados por otros autores, ya que se informa que el virus diminuto de ratón 
(parvovirus) es capaz de mantener su infectividad hasta valores de pH cercanos a 12 y perder su 
infectividad en valores de pH cercanos a los evaluados en este trabajo (2-3) pero a elevadas temperaturas. 
Este virus mantiene un elevado porciento de su infectividad a pH 2 durante 7 días a una temperatura de 
4°C (Harris y cols., 1974). Este resultado garantiza que el método de purificación del AcM CB.Hep-1 no 
permite que este tipo de virus pase con capacidad infectiva a la purificación del AgsVHBr, aún en caso de 
estuvieran presente en la fuente biológica y no fuera eliminado durante la cromatografía de afinidad. 
Resumiendo los resultados obtenidos a nivel del método de purificación del AcM CB.Hep-1 podemos 
afirmar que sólo para uno entre todos los virus modelos evaluados, no fue posible demostrar un nivel de 
remoción e inactivación superior a 6 Logs por encima de la fuente biológica, el PVH-2. La suma de la 
capacidad de remoción e inactivación durante la purificación del AcM CB.Hep-1 llega a 5 Logs para este 
virus.  
Procedimos entonces a evaluar otro paso de purificación pero en este caso dentro del método de 
purificación del AgsVHBr. Este tipo de análisis es válido porque a partir del año 2001 la FDA aprobó 
considerar ambos métodos de purificación del biológico para la demostración de la capacidad de 
remoción e inactivación total de virus modelos (F. D. A., 2001).   
Como se explica en el Anexo 26 hay varias opciones de inactivación de estos dos virus resistentes. Sin 

embargo, las sustancias químicas comúnmente empleadas para inactivar virus de este tipo (formalina y β-
propiolactona) resultan de poco interés para el método de purificación del AgsVHBr, ya que en el mismo 
existen varios pasos con un alto potencial para eliminar virus como la propia inmunocromatografía y el 
calentamiento a 60°C del AgsVHBr en presencia del agente caotrópico KSCN 3M. Introducir nuevos 
pasos implicaría entre otros aspectos validar métodos de determinación de estas sustancias introducidas 
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en el proceso. 
La desnaturalización térmica tiene aplicaciones industriales y biosanitarias importantes, como la 
esterilización del material o la conservación de alimentos. Las proteínas también se desnaturalizan como 
consecuencia de su exposición a los agentes caotrópicos. Estos agentes interfieren con los enlaces no 
covalentes que mantienen la estructura tridimensional de la proteína, y provocan su desorganización por 
transición a un estado conformacional desordenado. En esta tesis se estudió la capacidad de inactivación 
del paso de incubación del AgsVHBr en Tris-HCl 20 mM/EDTA 3 mM/NaCl 1M/KCSN 3 M; pH 7.2 a 
60°C durante 2 hrs. Este estudio de inactivación a nivel de la obtención de este antígeno es muy 
importante por los resultados obtenidos durante la evaluación del método de purificación del AcM 
CB.Hep-1 para los virus desnudos, ya que los mismos pudieran estar presentes en altos títulos en la fuente 
biológica. 
Los experimentos de recuperación del AgsVHBr bajo estas condiciones en presencia de los diferentes 
virus modelos reprodujeron los resultados de la obtención del AgsVHBr propiamente dicho. En todos los 
casos el AgsVHBr fue recuperado en más del 90% en 180 min de incubación. El análisis estadístico 
empleando un ANOVA de simple factor para un nivel de confianza de 95% demostró la ausencia de 
significación (p=0.7293), corroborando el hecho de que la presencia de grandes cantidades de virus en 
este tratamiento no afectó la recuperación del AgsVHBr.   
Sin embargo, para el caso de los virus modelos empleados, esta combinación de factores evidenció un 
potente efecto inactivador. En general todos los virus evaluados fueron completamente inactivados a los 
10 min de tratamiento. Esta evaluación, constituye el primer informe de inactivación viral bajo estas 
condiciones de trabajo. Siempre que la proteína de interés sea resistente al agente caotrópico KSCN 3 M a 
60°C este podría ser utilizado como potente agente inactivador viral. 
Interesantemente, el VIH-1 necesitó 1 h para lograr su inactivación completa, demostrando así un nivel de 
resistencia superior a los virus desnudos evaluados. Esto puede deberse al nivel de carbohidratos de la 
proteína de la envoltura gp 120. Smale y colaboradores, (2000) demostraron que las altas temperaturas 
inhiben la hidrólisis de los azucares en glucosa y fructosa para favorecer la formación de un estructura 
llamada Glyoxal en compañía de otros azucares libres. Estos azucares libres tiene un alto poder reactivo 
con los grupos aminos libres de las proteínas, lo cual provoca una oligomerización importante de las 
proteínas mediante un mecanismo basado en el intercambio de grupos tioles-disulfitos. Estas estructuras 
suelen ser muy resistentes al calor.    
Finalmente, los resultados presentados en esta tesis sobre la implementación de un método de purificación 
del AcM CB.Hep-1 que combinado con el tratamiento térmico del AgsVHBr obtenido a partir de la 
levadura Pichia pastoris apoyan la justificación científica de la utilización de este AcM en la 
cromatografía de inmunoafinidad del proceso de obtención del ingrediente activo de la vacuna contra la 
Hepatitis B, ya que le brinda un alto grado de selectividad, recobrado, factor de concentración y 
originalidad con respecto a otros métodos de obtención de este antígeno. Además se demostró la alta 
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capacidad de remoción y/o inactivación de virus >6 Logs (virus sendai: 21.6 Logs, VIH-1: 14.99 Logs, 
VHS-1: 21.29 Logs, PVH-2: 14.96 Logs y PVC: 14.41 Logs) por encima del nivel de contaminación de la 
fuente biológica, lo cual permite afirmar la seguridad virológica de la vacuna contra la Hepatitis B. 
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6. CONCLUSIONES 
 
1. El método de purificación del AcM CB.Hep-1 es efectivo, consistente y permite obtener una 

preparación de anticuerpo estable, de alta pureza y bajo nivel de contaminación de ADN de ratón y 
Proteína A, lo cual permite a su vez, obtener inmunogeles con la calidad y estabilidad requeridas para 
la purificación del AgsVHBr.  

 
2. El hibridoma de ratón CB.Hep-1(48/1/5/4), los ratones BALB/c y la ascitis pueden ser empleados 

para la obtención del AcM CB.Hep-1, ya que no presentan contaminación con virus patógenos al 
hombre. 

 
3. El desescalado de la cromatografía de afinidad basada en Protein A-Sepharose, empleando como 

criterio el tiempo de residencia constante, permite reproducir las especificaciones de calidad exigidas 
al AcM CB.Hep-1 purificado a escala industrial. 

 
4. El método de purificación del AcM CB.Hep-1 brinda un alto grado de remoción e inactivación de los 

virus envueltos y el parvovirus canino. Por el contrario, este método posee un bajo nivel de 
inactivación del poliovirus humanos tipo 2. 

 
5. El método de higienización de la matriz Protein A-Sepharose con Etanol 70% es efectivo para 

inactivar virus envueltos y también virus desnudos con propiedades físico-químicas similares al 
parvovirus canino, pero no es efectivo para inactivar el poliovirus humano tipo 2. 

 
6. El almacenamiento de geles cromatográficos con Etanol 20% durante 72 hrs es efectivo para inactivar 

virus envueltos, pero no para inactivar virus desnudos. 
 
7. El tratamiento térmico del AgsVHBr en presencia del KSCN es un paso robusto de inactivación de 

virus envueltos y desnudos en sólo 1 h de tratamiento. 
 
8. El método de obtención del AgsVHBr, componente activo de la vacuna contra la Hepatitis B, tiene 

una capacidad de eliminación de virus envueltos y desnudos mayor de 14.4 Logs, lo cual asegura que 
no lleguen patógenos virales al hombre. 
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7.  RECOMENDACIONES 
 
1. Se recomienda la optimización la etapa de semipurificación del método de purificación el AcM 

CB.Hep-1. 
2. Se recomienda la validación de la capacidad del método de purificación del AcM CB.Hep-1 para 

eliminar ADN de ratón. 
3. Se recomienda la caracterización más detallada las partículas esféricas de 100-200 nm parecidas a 

Retrovirus tipo C detectadas por microscopía electrónica de transmisión en el hibridoma CB.Hep-1 
para definir sus propiedades biológicas. 

4. Se recomienda realizar estudios que demuestren el nivel de retención de virus desnudos de las 
matrices cromatográficas después de sucesivos ciclos de purificación de materiales contaminados con 
cantidades deliberadas de virus modelos.  

5. Se recomienda la evaluación de otros agentes higienizantes (NaOH 1M) de matrices para inactivar 
virus desnudos con propiedades parecidas al poliovirus humano tipo 2 así como condiciones de 
higienización y almacenamiento más robustas para inactivar virus desnudos en general.   
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Método de Generación de Anticuerpos Monoclonales. 

 



Anexo 2                                                                                                                                                          R.Valdés. Tesis Doctoral. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ratón BALB/c mostrando la distención abdominal producto del tumor ascítico. John 
McArdle, Ph.D. "Alternatives to Ascites Production of Monoclonal Antibodies" Animal 
Welfare Information Center Newsletter, 8(3):1-2, 15-18, Winter 1997/1998.  
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Certificado de Análisis del Suero Fetal Bovino empleado en el cultivo de las líneas celulares  
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Certificado de Salud de los Ratones empleados en la produción de ascitis 
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Certificado de la Prueba del MAP al Hibridoma CB.Hep-1 
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Certficado del Ensayo de detección de virus en células sensibles a replicación viral del hibridoma CB.Hep-1. 
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Certificado del Ensayo de detección de virus en huevos embrionados de pollos del hybridoma 
CB.Hep-1  
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Certificado del Ensayo de detección de virus en ratones y cobayos del hybridoma CB.Hep-1 
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Certificado de análisis serológico a la colonia de ratones BALB/c empleados en la producción del 
líquido asíctico rico en el AcM CB.Hep-1 
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Certificado de la Prueba de MAP al líquido ascítico rico en el AcM CB.Hep-1 
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1.MENITSGFLGPLB 
2.GFLGPLLVLQAGB 
3.LVLQAGFFLLTRB 
4.FFLLTRILTIPQB 
5.ILTIPQSLDSWWB 
6.SLDSWWTSLNFLB 
7.TSLNFLGGSPVCB 
8.GGSPVCLGQNSQB 
9.LGQNSQSPTSNHB 
10.SPTSNHSPTSCPB 
11.SPTSCPPICPGYB 
12.PICPGYRWMCLRB 
13.RWMCLRRFIIFLB 
14.RFIIFLFILLLCB 
15.FILLLCLIFLLVB 
16.LIFLLVLLDYQGB 
17.LLDYQGMLPVCPB 
18.MLPVCPLIPGSTB 
19.LIPGSTTTSTGPB  

Péptidos lineales del AgsVHB solapados en 6 aminoácidos para el ensayo de reconocimiento del epítopo del AcM 
CB.Hep-1 

 

20.TTSTGPCKTCTTB 
21.CKTCTTPAQGNSB 
22.PAQGNSMFPSCCB 
23.MFPSCCCTKPTDB 
24.CTKPTDGNCTCIB 
25.GNCTCIPIPSSWB 
26.PIPSSWAFAKYLB 
27.AFAKYLWEWASVB 
28.WEWASVRFSWLSB 
29.RFSWLSLLVPFVB 
30.LLVPFVQWFVGLB 
31.QWFVGLSPTVWLB 
32.SPTVWLSAIWMMB 
33.SAIWMMWYWGPSB 
34.WYWGPSLYSIVSB 
35.LYSIVSPFIPLLB 
36.PFIPLLPIFFCLB 
37.LLPIFFCLWVYIB 
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Ascitis 

Filtración Esterilizante 

Precipitación Salina 

Centrifugación 

Precipitación Salina 

Centrifugación 

Cromatografía de Exclusión Molecular 

Cromatografía de Afinidad 

Cromatografía de Exclusión Molecular 

Virus (dil. 1:10) 
virus sendai 

Virus (dil. 1:10) 
VIH-1 
VHS-1 
PVH-2 
PVC 

Ultrafiltración 

Filtración Esteril 

Protocolo para demostrar la capacidad de remoción de virus modelos del método de purificación del AcM 
CB.Hep-1. 
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 Protein A-Sepharose 

Protein A-Sepharose 
Etanol 

Etanol al 70% ó 20% 

Virus (dil. 1:10)  

Protein A-Sepharose 
Etanol 
10 min 

Protein A-Sepharose 
Etanol 
15 min 

Protein A-Sepharose 
Etanol 
30 min 

Protein A-Sepharose 
Etanol 

1 h 

Protein A-Sepharose 
Etanol  
2 hrs 

Protein A-Sepharose 
Etanol 
24 hrs 

Protein A-Sepharose 
Etanol 
48 hrs 

Protein A-Sepharose 
Etanol 
72 hrs 

Centrifugación  
y  

Diálisis 

Centrifugación  
y  

Diálisis 

Centrifugación  
y  

Diálisis 

Centrifugación  
y  

Diálisis 

Centrifugación  
y  

Diálisis 

Centrifugación  
y  

Diálisis 

Centrifugación  
y  

Diálisis 

Centrifugación  
y  

Diálisis 

Protocolo para demostrar la capacidad de inactivación viral del Etanol al 70% y al 20%. 



Anexo 19                                                                                                                                                        R Valdés. Tesis Doctoral. 
 

 

 
 
 
 

Cambio de Tampón  

 Ajuste a pH 3  

AcM CB.Hep-1+Virus 

Incubación a  4°C, 1 h 

Virus (dil. 1:10) 

Neutralización  

AcM CB.Hep-1 

Incubación a  4°C, 2 hrs 

Incubación a  4°C, 3 hrs 

Incubación a  4°C, 4 hrs 

Incubación a  4°C, 5 hrs 

Incubación a  4°C, 6 hrs 

Incubación a 4°C, 7 hrs 

Neutralización  

Neutralización  

Neutralización  

Neutralización  

Neutralización  

Neutralización  

Neutralización  

Protocolo para demostrar la capacidad de inactivación de virus modelos en ácido cítrico 100 mM pH 3, 4°C.   
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Protocolo para demostrar la capacidad de inactivación viral en Tris 20mM/EDTA 3 mM/NaCL 1M/KSCN 3M pH 7.2, 
a 60°C. 

Eluato de Inmunoafinidad 

Ajuste de la concentración con 
Tris 20mM/EDTA 3mM/NaCl 1M/KSCN 3M; pH 7.2 

Calentamiento a 60°C  
durante 30 min 

Enfriamiento hasta 20°C 

Calentamiento a 60°C  
durante 60 min 

Enfriamiento  
hasta 20°C 

Calentamiento a 60°C  
durante 90 min 

Enfriamiento  
hasta 20°C 

Calentamiento a 60°C  
durante 120 min 

Enfriamiento  
hasta 20°C 

Calentamiento a 60°C  
durante 180 min 

Virus (dil. 1:10)  

Exclusión Molecular en  
PBS 150 mM; pH 7.2 

Exclusión Molecular en  
PBS 150 mM; pH 7.2 

Exclusión Molecular en  
PBS 150 mM; pH 7.2 

Exclusión molecular en  
PBS 150 mM; pH 7.2 

Exclusión molecular en  
PBS 150 mM; pH 7.2 

Enfriamiento  
hasta 20°C 
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Certificado del Ensayo de caracterización de Retrovirus S+L- al hibridoma CB.Hep-1 
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Certificado del Ensayo de caracterización de Retrovirus XC al hibridoma CB.Hep-1 
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Certificado del ensayo de determinación de virus en muestras de ascitis en células sensibles a réplicación viral 
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Ensayos para detectar virus y sus limitaciones. 
 

Ensayos 
Material  

a  
Evaluar 

Capacidad  
de  

Detección 
Limitaciones del Ensayo 

Serológicos Suero de los 
animales 

Antígeno virales 
específicos 

Dependiente del tipo de virus, del tipo de antígeno y 
de la respuesta de anticuerpo 

Producción de 
anticuerpos 

Lisado de células 
Medio de cultivo 

Ascitis 
Anticuerpo puro 

Antígeno virales 
específicos 

Agentes infecciosos para el animal empleado en el 
sistema de pesquisaje 

In vivo 
Ratones adultos 

Ratones lactantes 
Cobayos 

Huevos embrionados 

Lisado de células 
Medio de cultivo 

Rango amplio de virus 
patógenos al humano 

Agente que no se replica o produce enfermedad en 
animales 
 

 
In vitro 

Células 
Lisados de células 
Medio de cultivo 

Rango amplio de virus 
patógenos al humano 

Agente que no se replica o produce efecto citopático 
en el sistema seleccionado 

Microscopía Electrónica 
de Transmisión 

Células viables 
Sobrenadante libre 

de células 

Virus y partículas 
semejantes a virus 

Ensayo cualitativo 

Reverso transcriptasa Sobrenadante libre 
de células 

Retrovirus Sólo detecta la enzima activa 
Interpretación con dificultad por el fondo que se 
produce debido a la presencia de enzimas celulares 

Ensayo de infectividad 
para Retrovirus 

Sobrenadante libre 
de células 

Retrovirus infecciosos Retrovirus que no se replican en placas o focos en el 
sistema seleccionado 

Reacción de la 
polimerasa en cadena 

Células, fluidos de 
cultivo y otros 

materiales 

Secuencia específica de 
virus 

No indica si el virus es infectivo y se necesitan sondas 
específicas para cada virus 
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Clasificación de los vrius murinos según su capacidad de infectar primates in vitro o in vivo. 
 

Virus Murinos Familia Sistemas Grupos según (OMS) 
Coriomeningitis linfocítica Arenaviridae Hematopoyético I 

Hantaan Bunyaviridae Múltiples I 
Reovirus tipo 3 Reoviridae Digestivo I 

Rotavirus Reoviridae Digestivo I 
Sendai Paramyxoviridae Respiratorio I 

Pneumonia Togaviridae Respiratorio II 
Citomegalovirus Herpesviridae Digestivo II 

LDH Togaviridae Hematopoyético II 
Tumores de mama Retroviridae Dermal II 

Tímico Herpesviridae Digestivo II 
Parvovirus Parvoviridae Digestivo II 

Theiler Picornaviridae Nervioso II 
Ectromelia Poxvirus Múltiple II 
Hepatitis Coronaviridae Múltiple II 

Diminuto de ratón Parvoviridae Múltiple II 
Adenovirus Adenoviridae Múltiple II 

Poliomavirus Papoviridae Múltiple II 
Retrovirus Retroviridae Hematopoyético II 
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Resistencia de los virus murinos ante los agentes físico-químicos. 
 

Virus  Genoma Envoltura Resistencia a la 
Temperatura 

Resistencia 
al pH 

Resistencia a los Solventes 
Orgánicos 

 
Hantaan  ARN Si Sensible 37°C Sensible pH 5 No reportado 

Sendai ARN Si Sensible 37°C Sensible pH 5 Sensible a solventes lipídicos 

LCMV ARN Si No informado Sensible pH 5.5 y 8.5 Sensible a solventes lipídicos 
 

Reovirus 3 ARN No 60°C 30 min Resistente Resistente 

Rotavirus de Rata ARN No 56°C 30 min Sensible pH 3 Resistente al eter 

Retrovirus ARN Si Sensible a la 
temperatura 

Sensible pH 5 Sensible a solventes lipídicos 

Diminuto ADN Si 80°C 2hrs Resistente hasta pH 12  
 

Resistente a cloroformo, eter y alcohol 

Ectromelia ADN Si 60°C 30 min No reportado Sensible al hipoclorito de sodio 
(100 µg/ mL) y formoaldehido 

K ADN No 70°C 3 hrs Resistente No reportado 

Polioma ADN No Alta resistencia Alta resistencia Alta resistencia 

Thymic ADN Si 56°C 30 min No reportado 20% eter 2h/2°C 

Pneumonia de ratón ARN Si 56°C 30 min No reportado No reportado 

LDH ARN Si 4°C Sensible pH ácido Sensible a solventes lipídicos 

Rotavirus de ratón ARN No Inestable de 24 a 37°C Sensible pH 3 Resistente al eter 

Adenovirus ADN No 56°C 15 min Resistente Resistente al eter 
Hepatitis  de ratón ARN Si 56°C 30 min Resistente Sensible a solventes lipídicos 

Theiler ARN Si 50-55°C 30 min No reportado Sensible 50% alcohol y acetona 

Citomegalovirus ADN Si 50-55°C 30 min Sensible pH ácido Sensible a solventes lipídicos 

Toolan (Kilham) ADN No 80°C 2 hrs Resistente hasta pH 12  
 

Resistente a cloroformo, éter y alcohol 

Sialodacryoadenitis ARN Si 56°C 30 min No reportado Sensible a solventes lipídicos 
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