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Sintesis
Esta Tesis aborda la implementacién de un método eficiente y consistente para la purificacion del anticuerpo
monoclonal (AcM) CB.Hep-1 empleado en la purificacion del antigeno de superficie del virus de la Hepatitis B
(AgsVHBI), asi como la demostracion de su capacidad de eliminacion de virus. También se explord la
potencialidad del tratamiento térmico del AgsVHBr en presencia de KSCN para inactivar virus. El empleo de
este AcM brinda una ata sdectividad y originalidad al mé&odo de obtencion del AgsVHBr, pero aporta
inconvenientes desde € punto de vista regulatorio por € uso de fuentes biolégicas que pueden introducir virus
patdgenos al hombre.
El disefio del mé&odo de purificacion del CB.Hep-1 se basa en la combinacion de precipitacion salina,
cromatografias de afinidad y de exclusion molecular y un paso de ultrafiltracion, lo cual permite obtener esta
molécula con alta pureza (>95%) y recobrado (>40%). Una vez implementado este método y demostrada su
consistencia, se procedi6 a la caracterizacion de las fuentes biolOgicas para la presencia de virus y se validé €
desescalado de la cromatografia de afinidad empleada en la purificacion del AcM CB.Hep-1. Finamente, se
calcul6 la capacidad de eliminacién de virus mediante el desafio con virus de la cromatografia de afinidad, |os
procedimientos de higienizacion y almacenamiento de la matriz de afinidad en etanol, la incubacion del AcM en
tampdn &cido y € tratamiento térmico del AgsVHBr. Los virus modelos empleados en 1os experimentos de
desafio fueron € virus sendai, € virus de la inmunodeficiencia humana, € virus herpes simple humano 1, €
poliovirus humano 2 y € parvovirus canino. Los resultados demuestran que este méodo de purificacion del
AgsVHBIr, no solo permite su obtencion con alta pureza y recobrado sino que también posee una capacidad de
eliminacion de virus superior a 14 Logs por encima de la contaminacion viral de la fuente biol 6gica
Entre los elementos novedosos esta en la implementacién de un méodo €ficiente y consistente para la
purificacion del AcM CB.Hep-1, lo cual permite su utilizacion en la cromatografia de inmunoafinidad para
purificar d AgsVHBr. Por otra parte, esta es la Unica vacuna contra la Hepatitis B obtenida a través de esta
metodologia que usa un AcM como ligando para purificar e AgsVHBr. Otro aspecto novedoso es que se
demuestra la seguridad virol 6gica del méodo de purificacion del AgsVHBr. Esto constituye € primer estudio de
validacion viral realizado a méodo de obtencion de un antigeno vacunal que emplea en su purificacion una
proteina proveniente de fuentes biolégicas que pueden introducir virus patégenos al hombre. Este trabgo
informa ademas, las bondades del uso de la cromatografia de inmunoafinidad para purificar € AgsVHBTr y por
primera vez, la alta capacidad de inactivacion de virus de la combinacion del KSCN con elevadas temperaturas,
lo cual justifica su empleo en la obtencion de biolégicos. Informa también por primera vez € ato grado de
inactivacion del etanol 70% sobre e parvovirus canino, modelo para € parvovirus de ratdén, con devada
resistencia a los agentes fisico-quimicos y la baja capacidad del etanol al 20% para inactivar virus desnudos.

En conclusién, € aporte préactico principal es que la implementacion de un méodo de purificacion del AcM
CB.Hep-1y la demostracion de su capacidad de diminacion de virus en combinacion con e tratamiento térmico
del AgsVHBr en presencia de KSCN ha permitido llevar a cabo un extenso programa de vacunacion a escala
nacional y de exportacion de mas 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 &
mundo, de |os cuales entre 500 000 y 750 000 mueren anual mente debido a las enfermedades hepéaticas y
al carcinoma hepatocelular que aparecen como secuela de esta infeccion (C. D. C., 2002). La infeccion
con e VHB en adultos es inaparente clinicamente y la mayoria de |0s casos se recuperan completamente
eliminando € virus. Sin embargo, entre e 5y e 10% se convierten en infectados cronicos (Mitchel,
2000).

El VHB pertenece a la familia Hepadnaviridae; su genoma codifica las proteinas de la envoltura, la
nucleocépsida, la polimerasay la proteina X. Laenvolturaviral es de naturaleza lipoproteicay tiene como
componente principal una proteina de 24 kDa denominada antigeno de superficie del virus de la Hepatitis
B (AgsVHB) la cual esti asociada a lipidos derivados de las células hospederas y se ha demostrado
también que contiene las regiones inmunodominantes y protectoras para € humano (Gerlich, 1991;
Fatlovich, 2003).

A pesar del elevado nimero de casos de infeccion con e VHB hay una importante disminucion en la
poblacion menor de 19 afios, debido a los extensos programas de vacunacion. Una de las primeras
vacunas contra la Hepatitis B (“Heptavax-B” de Merck, Sharp and Dohme) fue licenciada en Franciay en
los Estados Unidos en 1981, (Zuckerman, 1985; Zuckerman, 1987). Esta demostré ser muy eficaz y
evidencio que la inmunizacion es una estrategia efectiva en la prevencidn de esta patologia (Szmuness y
cols., 1980; Yréy Safari, 1987).

En 1985, comenzaron los trabajos de obtencion del AgsVHBr para ser usado como ingrediente activo de
la vacuna contra la Hepatitis B en e CIGB. Poco afios después, se logré su expresion en la levadura
Pichia pastoris (Muzio y cols., 1989). EIl mé&odo de purificacion de este antigeno se basd en la
cromatografia de inmunoafinidad (Penton, 1992; Agraz y cols., 1993; Paez y cols., 1993; Agraz y cals.,
1994; Pérez y cols., 1994). Esta técnica permitid su aislamiento con una alta pureza y recobrado, asi como
su obtencion a escala industrial, aceptabilidad del producto y originalidad, ya que existen otros méodos
de aislamiento del AgsVHBr que no emplean la cromatografia de inmunoafinidad como técnica de
purificacion (Hitzeman y cols., 1983; Gavilanes y cols., 1990; Jun Chai y cols., 1992; Zhou y cols.,
2005).

El anticuerpo monoclonal (AcM) de raton CB.Hep-1 (Fontirrochi y cols., 1993) es empleado como
ligando en esta cromatografia de inmunoafinidad. Este AcM se generé a partir de la fusion del mieloma
Sp2/0-Agl4 con linfocitos de ratones inmunizados con € AgsVHB obtenido a partir de un individuo
cronicamente infectado con € VHB. Su produccidn basa en la induccién de tumores asciticos en ratones
BALB/c. Dicho méodo es muy productivo (Kozbor y cols., 1985; De Geus y Hendriksen, 1998;
McArdle, 1999; McArdle, 2000) pero posee varios inconvenientes desde € punto de vista regulatorio, ya
que e hibridoma, el suero fetal, los animales y la ascitis pueden contaminar € producto de interés con
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virus patogenos a hombrey priones (Caethew, 1986; White y cols., 1991; Hart, 1995; Baker, 1998). Por
lo que, s bien € empleo del AcM CB.Hep-1 en la cromatografia de inmunoafinidad para purificar e
AgsVHBr de forma consistente ha contribuido a extenso programa de vacunacion contra la Hepatitis B,
su implementacion no hubiese sido posible sin una demostracién de la capacidad de remocién e
inactivacion de virus del méodo de obtencion del AcM CB.Hep-1y del AgsVHBr.

Esto es un serio inconveniente que ha sido sefialados por varias entidades regulatorias, las cuales han
emitido guias hacer paralos estudios que demuestren de la capacidad de remocidn e inactivacion de virus
y otros agentes patdgenos de los métodos de purificacion de AcMs de uso terapéutico o empleados en la
purificacion de bioldgicos (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 compleo, ya que son varios l0s virus que pueden estar presentes en estas fuentes
biol6gicas. Existen al menos 5 virus de raton, como e hantaan y € virus de la coriomeningitis linfocitica,
gue pueden ocasionar la muerte en humanos, y otro grupo de virus conformado por 11 6 13 virus paralos
cuales no se ha demostrado aln su capacidad de infectar humanos, pero si lineas celulares humanas (O.
M. S, 1992; Baker, 1998). Adicionamente, se ha demostrado la contaminacion de muchos hibridomas
con virus que poseen actividad reverso transcriptasa y propiedades oncogénicas (Herr y Spell, 1985).
Otros autores encontraron particulas retrovirales tipo A en cdlulas NS-1, células de mieloma derivadas de
rat6n BALB/c, mientras que 12 de 17 hibridomas estudiados (71%), liberaron grandes cantidades de
particulas retrovirales tipo C (Weiss, 1982; Levy, 1983; Bartal y Hirshaut, 1987).

Otra fuente de contaminacion viral relacionada con las cdlulas, es d suero fetal bovino (SFB). Su empleo
adiciona € riesgo de contaminacion con los virus de la diarrea bovina, la rinotragueitis bovina, la
enfermedad hemorrégica epizodtica y e parvovirus bovino, entre otros (Adamson, 1998). El
descubrimiento de la encefalomielitis espongiforme (Powell y cals., 1985; O. M. S., 1992; Foster, 1994;
Honstead, 1996; O. M. S., 1996; Epstein y Brown, 1997; I. C. H., 1997), incrementé la presién sobre el
desarrollo de medios de cultivo libres de suero. No obstante, ellos también incorporan productos de
origen animal como la insuling, la transferrina y la alblmina, por lo cual no pueden ser considerados
tampoco como exentos de riesgo (L ubiniecki, 1999).

La forma de resolver este problema es mediante la demostracion de la capacidad de remocién e
inactivacion de virus del método de purificacion del biolégico deinterés (Cameron y cols., 1997). Esto se
logra mediante la adicion de determinadas cantidades de virus modelos o relevantes a los diversos pasos
del méodo de purificacion para medir su capacidad de separar o inactivar los virus adicionados de la
molécula que se desea purificar. Por consiguiente, la capacidad de remocidn e inactivacion total es
calculada como la suma de las capacidades de remocion e inactivacion de virus de cada unos de |os pasos
del método de purificacion de la molécula de interés. En tal sentido, hay varios criterios para disefiar un
método robusto de purificacion de proteinas para uso farmacéutico. El méas aceptado es que un método de
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purificacion se considera “robusto” si su nivel de eiminacién de virus es superior a 4 Logs (virus
envueltos) y 6 Logs (virus no envueltos) de la cantidad de virus detectada en la fuente bi ol 6gica empleada
en la obtencion del bioldgico (Darling y Spaltro, 1996; Briany cols., 1997; Lugo, 1998).

Parallevar a cabo este tipo de demostracion cientifica, la seleccion de los virus constituye € elemento de
mayor importancia. Los virus modelos son aquellos que refinen propiedades fisico-quimicas parecidas a
los que pueden estar en la fuente bioldgica y por lo tanto los resultados pueden ser extrapolados a los
virus endégenos y adventicios (Darling y Spaltro, 1996).

El otro elemento critico es & desescalado del método de purificacion de la molécula de interés. La validez
del mismo debe ser demostrada antes de comenzar los experimentos de desafio con los virus modelos.
Para que este procedimiento sea valido, € nivel de purificacion de la version desescalada del méodo en
cuestion debe ser 1o més cercano posible al de la escala real de purificacion. Los parametros usual mente
considerados en los sistemas cromatogréficos son: altura del lecho, didmetro de la columna, sistema de
distribucion de la columna, flujo lineal, tiempo de residencia (Tr), concentracion de proteinas,
temperatura de los tampones, pH de los tampones y contenido de sales. En ocasiones surgen desviaciones
de los parametros que no pueden ser resuedtas, pero estas pueden ser discutidas cientificamente si la
calidad del producto y lainterpretacion de los resultados no se afecta (Sofer, 1996).

La eliminacion completa de las particulas virales solo se puede lograr con un método de purificacion
robusto. En general, los sistemas de purificacion de AcM se componen de una combinacion de varias
técnicas de purificacion: precipitacion para concentrar € producto, filtracion por membrana de un
determinado tamafio de poro (Nanofiltracion) y las técnicas cromatograficas basadas en las propiedades
fisicas y quimicas de las moléculas que componen la fuente a partir de la cual se desea extraer € AcM
tales como: cromatografia de afinidad en cama empacada o expandida, cromatografia de intercambio
ionico y la cromatografia de exclusién molecular (Gagnon, 1996; Fahrner y cols., 1999; Camperi y cols.,
2003; Takashi y Shuichi, 2005). Sin embargo, ninguno de estos pasos por si sdlo constituye un método
robusto de eliminacién de virus, aunque si para alcanzar la pureza proteica deseada (Darling y Spaltro,
1996; E. M. E. A., 1996).

Los disefios de validacion viral deben incluir también pasos ortogonales de inactivacion viral. Estos son
pasos que ho impliquen el mismo principio de remocion e inactivacion. Esto significa también establecer
las cinéticas de inactivacion y e balance de pérdida de la capacidad de inducir efecto citopatogénico
(Sofer, 1996; Schlegel y cals., 2001). Los métodos de inactivacion son més faciles de modelar que los de
remocion fisica de las particulas virales, pues no conllevan la demostracion de un desescalado. No
obstante se debe considerar que cuando la cinéica de inactivacion es muy répida, se deben realizar
estudios més profundos para determinar exactamente la capacidad de inactivacion viral dd método
estudiado.

Teniendo en cuenta estos antecedentes se propuso entonces la siguiente hipétesis.
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Hipdtesis

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

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

eliminar més de 6 Logs de virus por encima del nivel de contaminacion detectado en las fuentes

bioldgicas.

A partir de esta hipétesis se plantearon | os siguientes objetivos:

1. Demostrar la eficienciay consistencia desde € punto de vista bioguimico del método de purificacion
del AcM CB.Hep-1 y de la cromatografia de inmunoafinidad del AgsVHBr obtenido a partir de
Pichia pastoris.

2. Demostrar la capacidad de remocion e inactivacion de virus modelos del método de purificacion del
AcM CB.Hep-1y del tratamiento térmico del AgsVHBr en presencia de KSCN.

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

1. Implementacion y determinacion de la eficiencia 'y consistencia del méodo de purificacion del AcM
CB.Hep-1 en base a las siguientes propiedades bioquimicas de la preparacion final de este AcM:
pureza evaluada por electroforesis y cromatografia liquida de alta resolucion, actividad especifica, pH
isoel éctrico, isotipo, reconocimiento de su epitopo, constante de afinidad, secuencia de aminoécidos
dela cadena ligera, mapeo peptidico, contenido de ADN de raton y contenido de Proteina A.

2. Determinacién de la consistencia del método de inmovilizacion del AcM CB.Hep-1 a la Sepharose
CL-4B y de la cromatografia de inmunoafinidad empleada en la purificacién del AgsVHBr evaluando
la pureza del AgsVHBr purificado, la capacidad de elucién de los inmunogeles y e nivel de
desprendimiento de IgG de ratén.

3. Determinacion de la estabilidad del AcM CB.Hep-1 en e tampon Tris 20 mM/NaCl 150 mM; pH 7.6
y del inmunogel del AcM CB.Hep-1 en tampodn fosfato salino 150 mM; pH 7.2.

4. Caracterizacion de los contaminantes virales aportados por € hibridoma CB.Hep-1, € raton BALB/c
y d fluido ascitico, empleados en la produccion del AcM CB.Hep-1.

5. Establecimiento del desescalado del méodo de purificacion del AcM CB.Hep-1 utilizando como
criterio principal € tiempo de residencia constante en la cromatografia de afinidad basada en Protein
A-Sepharose.

6. Determinacion de la capacidad de remocion e inactivacion de virus modelos de los siguientes
aspectos: cromatografia de afinidad basada en Protein A-Sepharose, procedimiento de higienizacion
de la matriz Protein A-Sepharose con etanal al 70%, procedimiento de la matriz Protein A-Sepharose
conservacion en etanol al 20%, incubacion del AcM CB.Hep-1 en acido citrico 100 mM; pH 3y €l
tratamiento térmico del AgsVHBr en TrissHCI 20 mM/EDTA 3 mM/NaCl 1 M/KSCN 3 M, pH 7.2.
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La novedad cientifica de esta Tesis radica en la implementacion de un método eficiente y consistente para
la purificacion del AcM CB.Hep-1, lo cual permite su utilizacion en la cromatografia de inmunoafinidad
del AgsVHB obtenido a partir de Pichia pastoris. Por otra parte, esta es la Unica vacuna contra la
Hepatitis B obtenida a través de esta metodologia que usa un AcM como ligando para purificar €
AgsVHB. Otro aspecto novedoso es que se demuestra la seguridad virolégica del méodo de purificacion
del AgsVHBr. Esto constituye e primer estudio de validacion viral realizado al método de obtencion de
un antigeno vacunal que emplea en su purificacion una proteina proveniente de fuentes biol 6gicas que
pueden introducir virus patégenos a hombre. Por estas razones los resultados que se derivan de este
estudio también constituyen un aporte al conocimiento de los métodos biotecnol dgicos disefiados para
purificar proteinas de uso en humanos.

Este trabajo informa ademés, la consistencia del método de inmovilizacién del AcM CB.Hep-1, las
bondades del uso de la cromatografia de inmunoafinidad para purificar € AgsVHBr y por primeravez, la
alta capacidad de inactivacion de virus de la combinacion del KSCN con elevadas temperaturas, lo cual
justifica su empleo en la obtencién de biolégicos. Informa también por primera vez e ato grado de
inactivacion del etanol 70% sobre e parvovirus canino, modelo para € parvovirus de ratén, con elevada
resistencia a los agentes fisico-quimicos y la bagja capacidad del etanol a 20% para inactivar virus
desnudos.

El aporte préctico de esta Tesis es que la implementacion del método eficiente y consistente de
purificacion del AcM CB.Hep-1 y la demostracion de su capacidad de eliminacion de virus en
combinacion con € tratamiento térmico del AgsVHBr en presencia de KSCN ha permitido llevar a cabo
un extenso programa de vacunacion a escala nacional y de exportacion de més de 100 millones de dosis
dela 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 Cubay & CITMA y fue reconocido también como relevante en
el X1 FORUM Nacional de Cienciay Técnica.

Este trabajo de Tesis consta de las siguientes partes. Sintesis, Tabla de Contenido, Abreviaturas,
Introduccion, Revision Bibliogréfica, Materiales y Méodos, Resultados, Discusion, Conclusiones,
Recomendaciones, Autobibliografia, Bibliografiay 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 e virus del mismo nombre (VHB). Este virus ha infectado a mas de 2 billones de personas en €
mundo, de los cuales mas de 400 millones son portadores cronicos, por 1o cual es uno de los patdgenos
més difundidos del hombre (Mosley, 1975; Chisari y Ferrari, 1995). Lainfeccion crénica del VHB puede
causar la aparicion de uno de los carcinomas mas comunes en d hombre: @ hepatocarcinoma (Beasley y
cols., 1984). En d afio 1970, Dane encontro particulas parecidas a virus en pacientes con Hepatitis B, las
cual es fueron designadas también como VHB (Daney cols., 1970).

2.2. Clasificacion y estructuradel virus de la Hepatitis B.

El VHB pertenece a la familia Hepadnaviridae. Su forma de transmision 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). EIl ADN posee dos asimetrias
importantes, la primera esta dada por la diferencia en lalongitud de las cadenas de ADN y la segunda por
la unién covalente de una proteina en € extremo 5 de la cadena L-. Este genoma codifica varias
proteinas entre las que podemos citar € AgsVHB. Dentro de la regiéon del genoma que codifica las
proteinas de superficie hay tres sitios de comienzo de lecturay sdlo un codon de terminacion, en virtud de
lo cual las proteinas de superficie (AgsSVHB, AgsMVHB y AgsL VHB) comparten regiones comunes. La
region que comparten las tres proteinas se conoce como dominio S (Brancoft y cols., 1972).

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

En la década de 1960-1970, Blumberg descubrid una proteina en la sangre de un aborigen australiano
(Blumberg, 1967), por lo cual se denomin6 antigeno Australia (Au). Posterior a este informe, otros
investigadores establecieron € Au como € AgsVHB (Okochi, 1968; Prince, 1968). El AgsSVHB es €
més pequefio de los tres antigenos, contiene solamente el dominio S. Es altamente hidrofdbico y contiene
4 regiones transmembranicas con 14 cisteinas. También aparece en forma glicosidada la Asp 146
(Heermany Gerlich, 1991; Méelegari y cols., 1997). Los estudios de modelacion en computadora muestran
de 3 a4 hédlices en la regién transmembréanica insertadas postraducci onalmente dentro de la membrana del
reticulo endoplasmético. Dos de estas hélices son consideradas como los sitios de multimerizacién. En
esta proteinareside el determinante“a’, d cual resulta de gran importancia, ya que la respuesta protectora
anti VHB esta dirigida fundamentalmente contra esta region. Este determinante es conformacional y su
estructura forma dos lazos. El primero, en la posicion 122-137 y € otro en 139-149, en € cual selocaliza
la secuencia fundamental para la inmunogenicidad del determinante comin “a’ del AgsVHB (Eble y
cols., 1986; Heermann y Gerlich, 1991). Los serotipos del AgsSVHB fueron originalmente definidos por
el reconocimiento de anticuerpos. EI 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 especificos para los subtipos clésicos de este virus
(Norder y cals., 1992).

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

Esta proteina contiene 55 aminoécidos adicionales al AgsSVHB cuyo dominio es conocido como Pre-S2.
Este dominio es hidrofilico y esta ubicado extracdularmente. La Asp 4 aparece siempre glicosidada
mientras que la glicosidacion en € dominio S puede no ocurrir. Se ha propuesto que esta proteina esta
involucrada en el anclgje y entrada a higado. Sin embargo, en un andlisis genético del VHB en pacientes
con Hepatitis B, e coddn de iniciacion de la region Pre-S2 contenia dos mutaciones que impedian su
expresion. Se plantea también que esta involucrada en un segundo mecanismo de anclgje (Gerlich, 1991).

2.5. Antigeno de superficie L del virus de la Hepatitis B (AgsL VHB).

La proteina L es la mayor de las proteinas de superficie del VHB. Esta compuesta por los dominios Pre-
S1, PreS2y S. Laregion Pre-S1 es muy variable entre individuos infectados sugiriendo que esta proteina
puede ser la maxima responsable de la unién del VHB a higado. No contiene sitios adicionales de
glicosidacion, sdlo de miristilacion en la region N terminal. Una alta expresion de ella resulta en la
retencion en el reticulo endoplasmético debido a la presencia de un factor de union citoplasmatico a la
proteina L. Otras evidencias demostraron la formacion de particulas intracelulares en el lumen del reticulo
endoplasmético, |o cual se debealaunién del con calexinas (Heerman y cols., 1984; Budkowska, 1995;
Brussy Vieluf, 1995).

2.6. Vacunas anti Hepatitis B.

Existen varias vacunas comerciales contra e VHB (Zanetti y cols., 1982; Carman y cols., 1990; Harrison
y cals., 1992; Carman y cols., 1993). Latecnologia de produccion va desde vacunas producidas a partir de
plasma de portadores cronicos del VHB hasta vacunas obtenidas por via recombinante, pero todas tienen
en comun € principio farmacéutico activo. € AgsSVHB. La estrategia de vacunacion contra esta
patologia tiene la meta general de eliminar la transmision del VHB. Debido a que muchas de las secuelas
ocurren en personas con infeccidn cronica, € objetivo primario de esta estrategia es eliminar la infeccion
y como segundo objetivo prevenir las enfermedades asintomaticas asociadas con esta infeccidn (Barker,
1970; Davis, 1989).

2.6.1. Vacunas obtenidas a partir del plasma de portadores del VHB.

Las primeras experiencias de inmunizacion contra el VHB fueron realizadas con preparaciones de sueros
inactivados (Krugman y Giles, 1970). A partir de esta experiencia empezd la carrera por la generacion de
vacunas contra este virus. En 1981 se licencid en los Estados Unidos la primera vacuna, obtenida a partir
del plasma de portadores crénicos del VHB, € cual se sometio a un largo proceso de purificacion e
inactivacion (Zuckerman, 1985). Las desventgjas principales de este tipo de vacunas son la preocupacion
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sobre latransmision del VIH y otros virus, las reacciones autoinmunes y la limitada disponibilidad (Grein
y Purcd, 1983).

2.6.2. Vacunas obtenidas por atenuacién de cepas vir ulentas.

Estas vacunas se obtienen por atenuacion de cepas virulentas incapaces de producir la enfermedad. El
sistema de expresion del virus vaccinia ha sido usado para expresar € AgsSVHB (Smith y cols., 1983;
Perkus y cols., 1985). Sin embargo, existen una serie de desventgjas por las cuales esta via no ha sido
utilizada para vacunaciones masivas. La ausencia de marcadores de atenuacion de la virulencia induce €
temor de que aparezcan revertantes virulentos o que la virulencia se modifique por la introduccién de
genes foréneos. La diseminacion a contactos y la asociacion de la inmunizacion primaria con la aparicion
de complicaciones severas como la encefalitis e infeccion 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 @ VHB, pero la respuesta obtenida es pobre (Lubeck y
cols., 1989).

2.6.3. Vacunas obtenidas por sintesis quimica.

Estas vacunas ofrecen como ventgja que los péptidos son productos quimicos definidos, estables y no
implican ninguin riesgo de infeccidén. Ademas su pequefio tamafio facilita su produccién a gran escala por
lo que no se necesitan grandes plantas para € escalado de la produccion (Tam, 1992; Lerner y cols.,
1994). Se han realizado estudios para definir los péptidos mas inmunogénicos (Tam, 1992). Pero esta
propuesta ha estado limitada por varias razones. L os péptidos representan sélo una pequefia fraccion de la
secuencia antigénica nativa, por consiguiente solo contienen un repertorio limitado de epitopos T y los
epitopos que se representan en la estructura nativa de la proteina son con frecuencia conformacionales
(Manive y coals., 1992; Kumar y cals., 1992).

2.6.4. Vacunas “ antiidiotipicas’.

Estas vacunas constituyen otra via para la obtencion de vacunas contra el VHB. Estudios en animales han
demostrado que este tipo de vacunas poseen suficiente eficacia para proteger 1os animales de la infeccién.
Sin embargo, su interés parece ser solamente académico si se analizan las ventgjas de las otras vacunas y
el temor de inducir reacciones anafilécticas por multiples inyecciones con anticuerpos heterélogos
(Kennedy y cols., 1986).

2.6.5. Vacunas obtenidas por la viarecombinante.

Se han utilizado diferentes sistemas hospederos para obtener el AgsVHBr. Los primeros trabagjos se
realizaron en E. coli pero los niveles de expresion fueron bajos y no ocurria € ensamblaje de las
particulas inmunogénicas (Pasek y cols., 1979). La expresién del AgsVHBr en células eucariotas ha
permitido su obtencion de forma glicosidada y secrecion a medio en forma de particulas similares a las
encontradas en d plasma de individuos infectados (Nozaki y cols., 1985; Sdl y cols., 1987). Sin embargo,
esta via 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 produccién (Papaevangelou, 1987). Este antigeno ha
sido también expresado en células de insectos en forma glicosidada y como particulas lipoproteicas, pero
este sistema ha sido sdlo 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 constituyd, la primera vacuna recombinante aprobada
para uso en humanos (Marquardt y cols., 1987). Las levaduras son uno de los sistemas mas empleado en
la expresion del AgsVHB. Estas son de rdpido crecimiento y fécil manipulacion genética, ademas poseen
capacidad de procesamiento postraduccional tales como: formacion de puentes disulfuros, cortes
endoproteoliticos, glicosidacion y ensamblaje multimérico (Hitzman y cols., 1983; van Wijnendaele y
cols., 1987; Hamaday cols., 1988; Buckholz y Gleeson, 1991; Romanosy cols., 1992; Romanos, 1995).
En 1986 se aprobd la primera vacuna recombinante por subunidades en Saccharomyces cerevisiae. El
antigeno producido en esta levadura posee las mismas caracteristicas del derivado del plasma humano
(Andréy cols., 1987; Cadrand y cols., 1987; Petrey cols., 1987; Schellenkes y cols., 1987; Bitter, 1988;
Ichiday cols., 1988; André, 1990). El AgsVHBr ha sido obtenido ademés en Pichia pastoris siendo esta
la primera'y Unica vacuna disponible en el mercado elaborada también a partir de un antigeno expresado
en estetipo de levadura (Muzio y cols., 1989; Pentdn y cols., 1994).

La via de la expresion en plantas es relativamente novedosa y esta dirigida fundamentalmente a reducir
costos de produccién y a la produccion de antigenos que pueden ser administrados por via oral. Entre las
desventajas estan que es una tecnologia poco conocida y se reporta la posibilidad de algin caracter
alergénico e inmunogénico de los productos debido a la presencia de xilosa y fucosa (Fischer, 2000;
Langridge, 2000; Walmsley, 2000).

2.7. Métodos de purificacion del antigeno de superficie de virus de la Hepatitis B.

El AgsVHBr ha sido purificado mediante varias técnicas de purificacion de proteinas, cuya aplicacion
esté determinada en parte por la célula hospedara donde se expr esa esta proteina. Entre las més empleadas
estd la diafiltracion del AgsVHBr con membranas de ultrafiltracion de 100 KDa de tamafio de poro. Para
lograr un alto recobrado y rapidez en este paso, € AgsVHBr fue previamente tratado con enzimas
proteoliticas para diminar varias de las proteinas contaminantes (Jun Chai y cols., 1992).

Alrededor del 10% de la poblacién en China es portadora crénica del VHB, por o tanto contar con un
procedimiento de purificacion del AgsVBr es muy importante para e programa de salud de este pais. Para
lograr este propdsito, actualmente se produce este antigeno en células CHO y se purifica por un
procedimiento que utiliza la cromatografia de intercambio iénico en presencia de 1% de polietilenglicol
(10000) como paso principal de purificacion. De acuerdo a la informacion publicada por Zhou y
colaboradores (2005), la adicion de polietilenglicol en la fase mévil permite incrementar @ recobrado de
esta cromatografia desde 55 hasta 80%, obtener una ata pureza y favorecer la agregacion de esta
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glicoproteina en la misma forma que ocurre con e VHB, lo cual es un requisito importante para la
inmunogenicidad de la proteina.

Otro grupo de procedimientos involucran € prensado de las células con la adicion eventual de detergentes
no ionicos como € Triton X-100 (van Wejnemdaele y Simonet, 1987), Tween 20 6 80 seguido de un
tratamiento con una solucion de aldehido para obtener particulas menores de 20 y 5 nm respectivamente
(Wei Kuang y cols., 1994). También se utiliza € tratamiento de las particulas 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 extraccion posee
un tamafio de 10-20 nm. Otra informacion relaciona € tratamiento del AgsVHBr con detergentes con
propiedades deslipidantes o con solucion de cloruro de sodio isotonica a pH neutro (Newurath y cols.,
1980, Gavilanes y cols., 1990; Desombere y cols., 2006). Sin embargo, algunos investigadores plantean
que € uso de detergentes rompe las particulas formadas por agregados de proteinas (Hitzeman y cols.,
1983). Partiendo de estos postulados, estos investigadores no utilizan detergentes no idnicos para formar
mezclas de polipéptidos libres de detergente en la fase acuosa de un gradiente de sucrosa con ata
inmunogenicidad (Einarsson y cals., 1981; Dejean y cols., 2004).

En general, todos estos procedimientos incluyen después de los pasos de extraccion las técnicas clésicas
de purificacion como la cromatografia de interacciones hidrofébicas, exclusion molecular y la
cromatografia de afinidad basada en Concanavalin A-Sepharose (Neurath y cols., 1976; Skelly y cols.,
1979).

Como se menciond anteriormente, la vacuna cubana contra la Hepatitis B es @ Unico gemplo de
produccion de vacuna anti Hepatitis B en la levadura Picchia pastoris. Pero la purificacion del AgsVHBr
empleado como componente activo de esta vacuna, resulta también un gemplo Unico entre los
productores de estas vacunas, ya que utiliza como paso principal la cromatografia de inmunoafinidad que
tiene como base la interaccion del AgsVHBr con el AcM CB.Hep-1. Esto |e aporta ventajas en términos
de selectividad, recobrado, pureza, poder de concentraciéon, no utilizacion de solventes organicos o
detergentes y simplificacion del método productivo, pero le agrega inconvenientes desde el punto de vista
regulatorio, obligando a la demostracion de la capacidad de remocion e inactivacion de virus adventicios.
La cromatografia de afinidad es una cromatografia de adsorcion en la cual la molécula a purificar es
especifica 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 interaccion con € ligando, mientras que las sustancias no
adsorbidas son eliminadas y la de interés recuperada bajo condiciones que desfavorezcan su interaccion
con d ligando (Nishikawa, 1983). Este procedimiento ha sido muy empleado como herramienta
fundamental en la investigacion para purificar proteinas como la fosfodiesterasa PDE-4D4 (Shepered y
cols., 2004) y a medida que se ha logrado € avance tecnoldgico en la produccion de AcM con los
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requerimientos regulatorios necesarios (O. M. S., 1992), también se ha extendido a la purificacion de
biomoléculas a escala industrial. Dentro de sus aplicaciones se pueden destacar la purificacion del
Interferon 'y la Urokinasa (Secher y Burke, 1980; Stump y cols., 1986; Quifionesy cols., 1989).

Existen diversas variantes de esta técnica de purificacion de proteinas. Una de éstas se basa en la unién de
la region Fc de las inmunoglobulinas (Ig) a la Proteina A de Staphylococos aureus. Esto permite la
utilizacion del mismo ligando para la purificacion de Ig de diferentes origenes y caracteristicas. Otra
variante, lainmunoespecifica, explota la especificidad, la alta afinidad y la interaccion reversible entrelos
anticuerpos y una proteina dada. Las desventajas principales de ambas variantes es que pueden requerir
frecuentemente condiciones dréasticas de elucidn, lo que puede afectar la estabilidad de la molécula de
interés 'y del ligando (Ey y cols., 1978; Langone, 1982) y e desprendimiento del ligando, contaminando
asi e producto de interés con moléculas que suelen ser toxicas e inmunogénicas. Por ejemplo, numerosas
publicaciones vinculan la Proteina A con toxicidad en e hombre y en animales (Balint, 1984; Ernest-
Cabreray Wilchek, 1988; Bloom y cols., 1989; Gagnon, 1996).

Entre sus ventgjas esté la alta selectividad o capacidad de purificacion, recobrado, poder de concentracion
y e tratamiento con soluciones acuosas, 0 sea, no involucran solventes organicos o detergentes que
puedieran desnaturalizar, desagregar o disminuir lainmunogenicidad de la proteina de interés.

2.8. Anticuer pos monoclonales.

En 1975, George Kohler y Cesar Milstein publicaron un nuevo método de produccion de AcMs (Kohler y
Milstein, 1975). Esta nueva técnica conllevé una revolucion asumida por todos los campos de la
biomedicina y la biotecnologia. Fue tan importante € aporte, que estos investigadores recibieron e
premio Nobel en 1984. Las aplicaciones especificas de los AcMs abarcan e inmunodiagnéstico, la
cromatografia de afinidad, la inmunoquimica y la terapia contra € cancer, entre otras. Los AcCMs son
moléculas que pueden ser producidas de forma continua por hibridomas (Marx y col., 1997). Un
hibridoma es un hibrido construido biol égicamente entre una célula mortal productora de anticuerpos y
una inmortal [lamada mieloma (Anexo 1). Esta tecnologia representd un significativo avance pues
permitio obtener cantidades ilimitadas de AcMs.

2.8.1. Métodos de produccién de AcMs.

La produccion del hibrido, asi como la seleccién de las células productoras de anticuerpos de interés
ocurre in vitro. Desde € inicio de esta tecnologia (1970-1980) los hibridomas desarrollados in vitro se
inyectaban en €l peritoneo de un animal parala produccion 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 habian desarrollado los procedimientos in vitro. Posterior a los 80s
comenzaron serias dudas sobre € empleo de este método, muy productivo pero doloroso para € animal
(Anexo 2) ademés de los éementos de contaminacién potencial con agentes patégenos al hombre
(Halder, 1988; Stephen y cols., 1990; Balls, 1995; Zutpen y Balss, 1996), que impulsaron la segunda

11



Revisién Bibliografica R. Valdés. Tesis Doctoral.

revolucion de los métodos alternativos y |la necesidad de profundizar en los trabajos de validacién de la
capacidad de remocion y de inactivacion de virus.

Debido a que |os anticuerpos murinos son inmunogéni cos en humanos, |os investigadores han tratado de
limitar la respuesta inmune anti 1g de raton. Una de las estrategias empleadas fue transferir la tecnologia
de generacion de hibridomas murinos hacia la tecnol ogia de células humanas (Kurz, 2007). Sin embargo,
aspectos éticos asociados con la inmunizacion de humanos, conjuntamente con la carencia de mielomas
humanos con alta eficiencia de fusion, rendimiento de AcM y estabilidad de la linea celular han limitado
esta estrategia. No obstante, células productoras de anti cuerpos humanos pueden ser inmortalizadas con el
herpesvirus de Epstein-Barr, aunque la transferencia de genes virales crea € riesgo de expresion de
particulas 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 produccién
posee los mismos inconvenientes desde el punto de vista regulatorios del método de hibridomas murinos
y suele ocurrir un alto grado de contaminacion con anticuerpos propios del animal empleado (Pendly y
cols., 2003; Moroney y Plicktum, 2005).

También se producen AcMs en lineas celulares de organismos superiores, mielomas murinos y células
CHO, mediante la tecnol ogia del ADN recombinante, integrando la informacion para los AcM humanos
en vectores de expresion adecuados para estas lineas celulares (Peterson, 2005). Esta variante demuestra
una expresion establ e de anticuerpos pero los niveles de expresion suelen ser bajos comparados con otros

sistemas de expresion de proteinas heterdlogas 'y d costo de produccion es mayor.

2.9. Errores en la industria médico-farmacéutica y en el manejo de animales contaminados con
virus patégenos al hombre.

La historia de las regulaciones de la industria médi co-farmacéutica esta relacionada con maltiples errores
gue 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 continuacion se mencionan de forma cronoldgica

algunos errores que aparecen explicados en las referencias incluidas en este acapite.

M El hospedero natural del Herpesvirus simiae son los monos asiéticos del género Macaca. El primer
caso conocido de infeccion en humanos fue en 1932 cuando un individuo murié de encefalomielitis
tres dias después de ser mordido por un mono Rhesus clinicamente normal. Un total de 28 casos se
informaron desde 1932 hasta 1987, de los cuales 20 fueron fatales y 7 quedaron con severas secuelas
neurol6gicas (Minor, 1989).

M En 1937-1940, la vacuna contra la fiebre amarilla fue contaminada con €l virus de la leucosis aviar
debido a que en su produccion se utilizaron huevos infectados y también con el virus de la Hepatitis B
aportado por d suero humano empleado como estabilizador. Esto fue un caso aceptado por la OMS

12



Revisién Bibliografica R. Valdés. Tesis Doctoral.

debido alaimposibilidad de obtener huevos embrionados libres de patdgenos virales (Theiler y cols.,
1937; O. M. S. 1983).

M La contaminacién con € virus sendai de las vacunas contra € poliovirus y € adenovirus preparadas
en 1950 en cultivo primario de céulas de rifidn de mono Rhesus (Minor, 1989).

M El virus SV40 produce infeccién latente en los rifiones de monos Rhesus y puede transformar céulas
humanas. La prevalencia de lainfeccion implico que en 1954 cuando la produccion de vacunas contra
el poliovirus y e adenovirus comenzo, todos los lotes de vacunas producidas en células a partir de
rifidn de mono Rhesus fueron evaluados y cerca del 20% resultaron contaminados con € SV40. En
1955, este proceso de vacunacion provoco 51 casos con pardlisis y 10 fallecidos (Shah y Nathanson,
1976).

M En 1958, En los Estados Unidos se reportaron tres casos de muerte por la enfermedad de Creusfelt-
Jackob en jovenes tratados con la hormona de crecimiento obtenida por procesamiento de pituitarias
de cadaveres humanos. Sdlo en este pais aproximadamente 10000 personas se trataron con esta
hormona desde € afio 1965 hasta € presente, mientras que en Inglaterra é nimero de tratados fue
aproximadamente 1800 casos. Laincidencia de esta enfermedad después de estos tratamientos ha sido
sustancial. Esta enfermedad est4 asociada con un agente patdégeno comparable con aquellos
responsables del scrapie, kuru y encefalomielitis esponginforme (Jackson y cols., 1985).

M El virus ebola. En Agosto de 1967, trabajadores de dos centros de investigaciones en Alemaniay 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 acumulacion de este virus
en e higado de los animales infectados lo que permitié una evidencia ultraestructural de que este
agente viral eradistinto al Rhadovirus que inicialmente se asoci6 con la enfermedad (Murphy y cols.,
1971).

M Lacontaminacion viral de sueros fetal es bovinos es también de gran preocupacion paralaindustria de
la produccion de bioldgicos. Histéricamente, tres agentes virales han sido los mas frecuentemente
detectados en los sueros fetales, virus de la rinotraqueitis bovina (herpesvirus bovino), virus de la
diarreaviral bovinay € parainfluenzatipo 3. Estos son patogéncios para los bovinos y su transmision
es viainfeccion materna (Erickson y cols., 1991).

M Maés recientemente, son muy conocidas ademas las contaminaciones de productos obtenidos a través
delasangrecon & VIH, VHA, VHB y € parvovirus B19 (Azzi, 1992).

M Lainformacion cientifica sobre lainfeccidn con € virus hantaan en € mundo oriental fue descrita en
la guerra de Korea (1951-1953), cuando mas de 3000 soldados desarrollaron una enfermedad
caracterizada por figbre y fallo rena. Esta enfermedad tiene un indice mortalidad de
aproximadamente un 10% Y el virus fue designado con este nombre, ya que su aislamiento se produjo
en las proximidades ddl rio Hantan en Korea. Francia sufrid, en 1993, la epidemia méas aguda de
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fiebre hemorragica con sindrome renal: se contaron 192 casos. Desde 1977 hasta nuestros dias, se han
identificado 513 casos de fiebre hemorrégica con sindrome renal. Tres pacientes habian contraido la
infeccion fuera: Finlandia, Yugoslaviay Rusia. Entre los 510 casos autoctonos, 505 infecciones por e
virus tuvieron lugar en e cuadrante nororiental del pais; cinco se debian a un virus més proximo al
hantaan que al puumala: probablemente, € virus Seul, un hantavirus cosmopolita transmitido por las
ratas (Song y cals., 2006).

Dos casos independientes de contaminacién con un parvovirus murino (virus diminuto de ratén) se
describieron en la produccion de un biologico a partir de cultivo de c8lulas CHO en los Estados
Unidos. La fuente de contaminacion sospechada, ya que no pudo ser demostrada, fue la
contaminacion de las materias primas del proceso productivo con heces fecales y orina de ratones
(Adanson, 1998).

M Virus de la coriomeningitis linfocitica. Se reportaron 4 casos de infeccion con este virus en € sur de

Francia en 1997 (Rosseau y cols., 1997) y mas recientemente infeccion a partir de érganos
transplantados a varias personas a partir de un donante comun en los Estados Unidos (Paddock y
cols., 2005).

Como se puede apreciar, la historia de las regulaciones de productos biolégicos derivados de fuentes
biol6gicas contaminadas con virus estd desafortunadamente vinculada a victimas fatales o pacientes
afectados por & uso de medicamentos contaminados. Estos antecedentes historicos explican, en primera
instancia, la necesidad del establecimiento de rigurosos programas de validacion de la demostracién de la
capacidad de eiminacion de estos patdgenos (Fry, 1984, |. C. H., 1997).

2.10. Patogenos viralesderatasy ratones.

El tema delos patégenos de los animales de [aboratorio puede ser dividido en tres periodos fundamental es
(Weisbrouth, 1996).

1)

2)

3)

Desde 1850 hasta 1950 € periodo de la domesticacion, durante € cua varias especies de roedores se
convirtieron en animales de laboratorio. Muchas de estas especies vivian en condiciones naturales
siendo portadores de muchos patégenos. Esta situacion obligé a realizar grandes esfuerzos en esta
etapa por € control ambiental y la nutricion de los animales de laboratorio.

Desde 1950 hasta 1985, este periodo se considerd como e de la derivacién gnotobidtica, ya que hubo
una explotacion de la cesérea aséptica permitiendo € reemplazo de los grupos de animales infectados
por no infectados. Este procedimiento fue muy exitoso en la diminacién de patégenos no proveniente
del Utero.

A partir de 1986, € autor lo denominé como € de la erradicacion de los virus murinos naturales
(aparicion de animales SPF). Esta reduccion se logré mediante la aplicacion de ensayos serol 6gicos
con la posterior diminacion y la rederivacion por cesarea. No obstante, a pesar de estos esfuerzos, se
han redlizado varios estudios de prevalencia y aln contindan algunos de estos agentes virales
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circulando entre la poblacién de animales de laboratorio (National Research Council, 1991; Gillioli y
cols., 1996;). Por lo cual € riesgo de contaminacion de biol égicos estd aln vigente.

A continuacion aparece una breve descripcion de los patdgenos virales més frecuentes que afectan los
sistemas de Organos especificos de ratas y ratones.

Sistema Respiratorio.

2.10.1. Virus de la neumonia de ratén: Es un virus de ARN de simple cadena de la familia
Paramixoviridae. La contaminacion se produce via aerosoles y por contacto con e tracto respiratorio
(Miyatay cols., 1995). Las infecciones son cortas y generalmente asintométicas. La susceptibilidad de los
animales puede incrementarse por una variedad de factores estresantes sistémicos o locales y por la
carencia de respuesta inmunol 6gica contra determinadas cepas virales (National Research Council, 1991,
Schunrman y cols., 1992).

2.10.2. Virus sendai. Es uno de los patdgenos més 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 transmision es a través del contacto con € tracto
respiratorio y aerosoles (Sakaguchi, 1994). La infeccion natural en ratones es epizoGtica, 0 sea son
infecciones endémicas de la colonia donde el suministro constante de animales susceptibles mantiene la
infeccidn. Los ratones son infectados en un periodo corto hasta que alcanzan niveles atos de anticuerpos
anti sendai, incluso después de que la infeccion es eliminada, se mantienen altos titul os de anticuerpos por
un largo periodo de tiempo. El virus sendai contiene la proteina HN con actividad neuroaminidasa y
hemoaglutinante. También contiene la proteina F con actividad de fusién celular y hemolitica
(Tanayabashi y cols., 1996). La conversion de la proteina F a su forma activa es dependiente de la
actividad de proteasas de la célula hospedera, por lo cual la susceptibilidad y la patologia varian
severamente entre variantes de animales.

Sistema Digestivo.

2.10.3. Citomegalovirus: Es un virus de ADN de simple cadena de la familia Herpesviridae. Es
comunmente encontrado en las glandulas salivales submandibulares de ratones salvajes. Su prevalencia
en los animales de laboratorio es muy baja, a pesar de que los resultados son af ectados por el méodo de
pesquisaje, pues las glandulas salivales estén persistentemente infectadas. La via de transmision principal
es a través del contacto con la saliva (Tsutsui y cols.,, 1995). Ademés de las glandulas salivares,
infecciones latentes pueden encontrarse en rifiones, prostata, pancreas, corazon, higado, pulmones, bazo,
neuronasy células dd linaje mieloide (Osborn, 1982; Collinsy cols., 1993; Pollock y cals., 1995; Tsutsui
y cols., 1995; Mitcthdl y cals., 1996).

2.10.4. Parvovirus de raton tipo 1. Este virus ha sido recientemente reconocido como un patégeno muy
comun de los ratones de laboratorio. La prevalencia de la infeccion parece ser ata en las instalaciones
pararoedores (Jacoby y cols., 1996), donde tres aislamientos de un mismo serotipo han sido identificados
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(1a, 1b, y 1c). Esun virus de ADN de simple cadena perteneciente a la familia Parvoviridae. Requiere de
céulas en activa division o diferenciacion para poder “sobrevivir”, su forma de transmision es a través de
las vias urinarias, heces fecales y tal vez por las vias respiratorias. Las infecciones naturales de raton son
generalmente asintométicas y no patogénicas incluso en los neonatos y |os ratones inmunocomprometidos
(Smithy cols., 1993). Este virus tiene antigenos con reactividad cruzada con Parvovirus de otros roedores
y con € virus diminuto de ratdn debido a la presencia de proteinas no estructurales muy conservadas
(Ball-Goodrich y cols., 1994; Besselsen y cols., 1996). Afecta los procesos de diferenciacion celular y
modula directamente de la disfuncién de células T.

2.10.5. Rotavirus de raton. La enfermedad causada por este virus se denomina diarrea epizoética de
ratones infantes. El genoma es de ARN de doble cadena y pertenece a la familia Reoviridae. El rotavirus
de raton es miembro del grupo A de los Rotavirus, los cuales son conocidos por infectar una amplia
variedad de vertebrados incluyendo a hombre. Se han identificado multiples cepas de rotavirus de raton
(ljaz y cols., 1993; Burnsy cols., 1995;). La infeccidn es altamente contagiosay se adquiere através de la
exposicion a aire contaminado y al encamado. La proteccion contra este agente viral parece estar mas
relacionada con la replicacion intestinal del virus, que con las propiedades inmunogénicas especificas de
las proteinas virales (McNeal y cols., 1994). El rotavirus altera la fisiologia del hospedero en muchas
formas. Los animales infectados son mas sensibles a los ef ectos de copatdégenos (Newsome'y cols., 1985)
y las alteraciones de la fisiologia intestinal (ljaz y cols., 1987; Collinsy cals., 1998).

2.10.6. Virus timico de ratén. Es relativamente pequefio 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 transmision parece ser por via directa (St. Pierre y cols., 1987) y via transmamaria
(Morsey cols., 1987). Las infecciones naturales son subclinicas y |os cambios patol égicos estén limitados
alanecrosis linfoide del timo, nédulos linféticos y del bazo en ratones neonatal es, seguida por una difusa
granulomatosis (Wood y cols., 1981). El virus también persiste en las glandulas salivares y se ha
demostrado que afecta la respuesta de cdlulas T a la concanavalina A y a la fitohemoaglutinina (Cross y
cols., 1976).

2.10.7. Reovirustipo 3. Los Reovirus de mamiferos se agrupan en tres serotipos 1, 2'y 3. El reovirus 3 es
el més patogénico de los virus de roedores de laboratorio (Barthold y cols., 1993). Su importancia capital
se debe a que es un contaminante habitual de lineas cdulares y de tumores transplantables (Nicklas y
cols., 1993). Este es un virus de ARN de doble cadena y pertenece a la familia Reoviridae. Su transmision
es através del contacto directo, aunque Bartold y colaboradores (1993) demostraron que la transmision de
este virus no ocurre de madres infectadas a infantes, lo que indica su bajo nivel de contagio. La infeccion
natural de este virus es casi asintomatica. Cook, en 1993 informd los siguientes sintomas: alopecia
abdominal, diarrea, aturdimiento, ictericia, necrosis hepaticas y rifiones amarillos. La inmunidad contra el
reovirus 3 es primeramente humoral (Cuff y cals., 1991; Tyler y cols., 1993; Barkon y cals., 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 asciticos transplantados
pues inhibe la sintesis del ADN e induce apoptosis (Bennette, 1960; Nelson, 1960).

Sistema Dermal.

2.10.8. Virus de tumores de mama de raton. 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,
(estandar); 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 coals., 1993). El
mecanismo de transmision difiere entre las variantes, por gjemplo la variante O es endégena del genoma
del ratdn, la S es transmitida via leche, la L via c8ulas germinalesy la P através de lalechey las células
germinales (National Research Council, 1991). Las variantes también difieren en su poder oncogénico, las
variantes Sy P son altamente oncogeéni cas mientras que € resto tiene menos oncogenicidad. Dependiendo
de la linea de raton, este virus puede expresarse en las mamas 0 en otros 6rganos y tejidos o puede existir
como un provirus en e ADN del hospedero (van Nie y Hilgers, 1976; Wajjwalku y cols., 1991). Los
sintomas clinicos estén limitados a las mamas pero puede ademas hacer metéstasis a distancia con €l
posterior comprometimiento de los érganos. La inmunidad involucra ambos tipos de respuestas
(Bentvelzen y cols., 1980; Matsuzawa, 1995; Xu y cols., 1996). Las moléculas del complegjo principal de
histocompatibilidad tipo Il interactuando con la V3 del receptor de las células T, activa las células B y
permite ladivision y diferenciacion celular (Held y cols., 1994). La infeccidn natural con este agente viral
puede interferir con los estudios de carcinogénesis, ya que reduce € tiempo de vida de los animales.

Sistema Hematopoyético.

2.10.9. Virus de la coriomeningitis linfocitica. Es un virus de ARN de simple cadena no citopético de la
familia Arenaviridae. La importancia primaria de este virus es la zoonosis pues es un contaminante
potencial de tumores transplantables y de lineas celulares (Mahy y coals., 1991; Dykewicz y cols., 1992;
Nicklasy cals., 1993). Las infecciones naturales de ratones con este agente viral son poco comunes y solo
el raton y e hdmster son capaces de transmitir su infeccion. Las vias de transmisién son: tumores
transplantables, mucosas, pidl, orina, sdiva, leche y via ingestion. Adicionalmente, transmision
transovarica y transuterina ha sido observada (National Research Council, 1991; Tishom y cols., 1991;
Moskophidisy cols., 1995). Patrones clinicos incluyen: infecciones persistentes seguidas por infeccion en
el Utero y en d neonato e infecciones persistentes en linfocitos T CD4+, y viremia (Stellrecht-Broomhall,
1991; Cadlley cols., 1993; Gold y cals., 1994; Gossmann y cals., 1995; DelaTorrey cols., 1996).

2.10.10. Virus elevador de la enzima L actato deshidrogenasa. Es un virus de ARN de simple cadena
de la familia Togaviridae. Existen multiples cepas. Los ratones y los cultivos celulares son los Unicos
hospederos del virus. Es contaminante de tumores transplantables, de indculos de otros agentes
infecciosos pasados de forma seriada por raton (Nicklas y cols., 1993; Percy y cols., 1993; Ohnishi y
cols., 1995). Los sintomas clinicos estan restringidos a sintomas neuroldgicos en animales
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inmunosuprimidos. Este virus afecta varias funciones del organismo tales como: funcionamiento de los
macrofagos, deprime la inmunidad celular y humoral y aumenta la sintesis de factores de crecimiento
tumoral.

2.10.11. Virus delaleucemia murina. Esun 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
dimero de dos ARN de simple cadena de sentido positivo. Se han reconocido numerosas cepas. Las cepas
son generamente clasificadas de acuerdo al tipo del hospedero (infectividad) para teidos o cultivos
celulares. El tipo esta determinado por € producto del gen de la envoltura, una glicoproteina de 70 kDa.
La variante ecotropica se replica sdlo en ratones, y su replicacion en diferentes lineas de raton depende
del locus Fv-1. La variante xenotrépica crece solo en cdlulas no murinas, gemplo conejos, humanas, etc.
El hospedero natural es el Mus musculus. Existen dos fases en € ciclo de “vida’ de los Oncovirus tipo C.
Unafase donde € genoma esta integrado en e genoma de las células hospedera, transmitiéndose asi hacia
las cdlulas hijas. La segunda fase es cuando € ARN generado a partir de ADN empacado en los viriones
extracelulares pasa a otras células del hospedero, lugar donde se retrotranscribe y se integra en € 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 & modelo de poliomielitis y esclerosis multiple, ya que induce
diemielinizacion (Skea y cols., 1991). Existen multiples cepas, las cuales han sido clasificadas segiin su
virulencia. Debido a que € virus infecta la mucosa intestinal la transmision es primariamente via fecal-
oral. Ademas, la transmision transplacentaria ha sido también documentada y las lineas celulares de
ratones y ratas pueden estar contaminadas con este agente viral. Generalmente, no son observados
sintomas clinicos pero en estado de viremia la infeccién puede pasar desde los intestinos hacia otros
tejidos, incluyendo e bazo, higado y sistema nervioso central ocasionando varios sintomas como pardlisis
unilateral y/o bilateral, necrosis, poliomiglitis, meningitis, microgliosis, perivasculitis y neuronofagia
(Percy y cols., 1993).

Sistemas Multiples.

2.10.13. Virus hantaan. Son virus de ARN de simple cadena pertenecientes a la familia Bunyaviridae,
género Hantavirus. Este nuevo género esta basado en la morfol ogia, genética, antigenicidad y similitudes
fisico-quimicas (McCormick y cols., 1982; Whitey cols., 1982). Colectivamente ellos han sido agrupados
como |os virus causantes de la fiebre hemorrégica con sindrome renal. Se han descrito varias cepas dentro
del género, todas a partir de humanos o ratas asociadas con infecciones en diferentes paises. Los
hospederos naturales de estos virus parecen ser pequefios mamiferos y principalmente roedores. Las ratas
de laboratorio naturalmente infectadas han sido la causa de infecciones en e personal de laboratorio
(Japon 1979, Bélgica 1979 y 1983, Reino Unido 1984 y Francia 1984). Los animales hospederos no
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muestran sintomas de infeccion pero € virus aparece en sus pulmones alos 10 dias después del contagio
y posteriormente en la orina y la saliva. La forma principal de transmision es via tracto respiratorio,
aerosoles, orina, hecesy saliva.

2.10.14. Poliomavirus. Es un virus de poca significacion como agente infeccioso natural. Su mayor
importancia se debe a su amplio uso como modelo experimental para estudios de carcinogénesis in vivo
(Dawey 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 rifion de
raton, 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 vias de transmision son: la oring, las hecesy la
saliva, en las cuales puede permanecer por largos periodos de tiempo. También puede ser transmitido por
via nasal. El tracto respiratorio es aceptado como @ tracto normal de infeccién e induce tumores
pleomodrficos en las glandulas salivares. También suelen producir sarcomas y carcinomas en rifiones 'y en
las gldndulas mamarias y adrenales. El control de este virus no es un problema, sin embargo, una vez
establecida la infeccidn se deben tomar fuertes medidas de restriccidn porque es muy contagi 0so.

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 infeccidn de ratones es poco frecuente.
La transmision de ambas cepas ocurre por contacto directo. La variante Mad-1 tiene una distribucion
sistémica y puede aparecer en la orina por dos afios (van der Veen y Mes, 1973). En € caso de
infecciones en ratones de laboratorio afecta € tropismo del sistema nervioso central y causa enfermedades
fatales en adultos C57B pero no en adultos BALB/c (Guiday cols., 1995). En contraste con Mad-1, Mad-
2 no tiene un patrén sistémico. Su infeccidn se localiza en € intestino y es asintomética y los cambios
patol 6gi cos estén 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 ratdén (National Research Council, 1991). Reportes de infeccion natural en
animales de laboratorio en Europa es algo comun. En los Estados Unidos se han informado varias
infecciones a partir de animales importados desde Europa. La transmisién es fundamentalmente via
contacto directo. La resistencia a este agente varia entre lineas de ratones y es dependi ente de multiples
genes (Brownstein y coals., 1991; O’ Neill, 1991). Posterior a su entrada a través de la piel, sereplicaen la
piel y en los linfonodos causando una viremia que se expande répidamente al higado y al bazo. La
replicacion masiva en los macréfagos de estos Organos provoca una segunda gran viremia causando
necrosis del bazo, higado, linfonodos y timo, erosion de la mucosa intestinal e inclusiones citoplasméticas
enlapid y e higado.

2.10.17. Virus diminuto de ratén. Es un virus de ADN de simple cadena altamente contagioso y
pertenece a la familia Parvoviridae. La forma principal de transmision es a través de las heces y la orina
pero también puede ser transmitido por exposicion 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 multiples cepas, las
més estudiadas son la p y la | (Brownstein y cols., 1991; Brownstein y cols., 1992). Estas cepas son
inmunosupresoras, ya que crecen de forma litica en linfocitos T y causan dafios multiorganos si la
infeccidn ocurre en periodo 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 delas cdlulas B y suprimen €
crecimiento de tumores asciticos (National Research Council, 1991).

2.10.18. Virus de la hepatitis murina. Es e patdgeno més importante de |os ratones de laboratorio. Es
un virus de ARN de simple cadena y pertenece a la familia Coronaviridae. Es muy contagioso y su
transmision es via 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 proteina receptora del virus, una glicoproteina de la familia del antigeno
carcinoembrionario y de la superfamilia de las |g puede determinar la replicacion del virus. Las lesiones
se presentan entre los 7 y 10 dias después de la infeccidn y son cepa dependiente (Lavi y cols., 1996).
Entre las méas comunes tenemos: necrosis multifocal en varios organos (higado, pulmones, bazo, intestino
y nodulos linfaticos), formacién de células gigantes asociadas a la fragmentacion y rearreglo del aparato
de Golgi.

2.11. Validacion viroldgica de los métodos de obtencion de bioldgicos a partir de fuentes bioldgicas.
La OMS y otras entidades regulatorias, han emitido regulaciones destinadas a homogenizar los
procedimientos para los estudios de validacion de los métodos de purificacion de bioldgicos en cuanto a
la remocion y/o inactivacion de agentes virales. En sus guias para este tipo de produccién aparece la
siguiente clasificacion (O. M. S,, 1992; E. M. E. A, 1996; I. C. H., 1997).

Virus del Grupo |I. Son aguellos virus murinos que han demostrado capacidad de infectar primates,
incluyendo e hombre (virus hantaan, virus de la coriomeningitis linfocitica, reovirus 3, rotavirus de rata,
virus sendai). La presencia de los mismos invalida tanto a los animales como a las lineas celulares
hospederas parala produccion de AcMs o cualquier producto para uso humano.

Virus del Grupo I1. Son aquellos virus murinos que no han demostrado capacidad de infectar primates,
aunque para algunos de sus representantes si existen evidencias de infeccion de células humanas* o de
primates (virus ectromelia*, virus elevador de la enzima lactato deshidrogenada, virus diminuto de raton,
adenovirus de raton, citomegalovirus de ratén, virus de la encefalomidlitis murina de Theiler, virus de la
hepatitis de raton, rotavirus de ratén, virus de la neumonia murina, polyomavirus, Retrovirus, virus timico
de ratén).

La presencia de los mismos no invalida € uso de los animales, ni de las lineas celulares para la
produccion de AcM o de cualquier producto para uso humano. Sélo que en estos casos, deberd
implementarse un riguroso sistema de control, asi como, deberan realizarse |os estudios de validacion del
método de purificacion para medir su capacidad de remocién y/o inactivacion de dichos agentes virales.
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El conocimiento de la eficiencia con que los méodos de purificacién de bioldgicos remueven virus
model os es fundamental para decidir el méodo de purificacion a utilizar (Whitey cols., 1991).

Es tedrica y précticamente imposible monitorear la presencia de los agentes bioldgicos desconocidos.
Tales agentes inclusive pudieran tener un efecto bioldgico critico para la salud del hombre. Los ensayos
especificos para determinar virus no pueden ser disefiados para demostrar la presencia de estos agentes o
la particion de éstos durante € método de purificacion de una proteina para fines farmacéuticos, ya que en
ocasiones las caracteristicas de la muestra en un paso dado no permiten e crecimiento de la linea celular
empleada en la titulacion del efecto citopatogénico. Por estas razones se deben tomar un nimero de
medi das preventivas adicionales al disefio de un méodo de purificacion robusto (Berthold y cols,. 1992).

M En aras de llegar a un estimado de la necesaria €eficacia del método de purificacion para diminar
virus, debe conocerse primeramente € origen y la cantidad de virus presente en € sistema dado.

M Los virus modelos deben ser [o més cercano posible, en caracteristicas o propiedades, alos virus que
se sospechan estén en el sistema de produccion del biol gico.

M 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 seleccion de los virus en correspondencia con los objetivos del trabajo
(Whitey cals., 1991).

M Los virus modelos deben ademas alcanzar altos titulos en cultivo para poder demostrar altos niveles
de remoci6n einactivacion durante la purificacion de la molécula de interés.

Los virus cominmente usados, asi como sus propiedades fisico-quimicas y criterios de seleccion, han
sido descritos por varios autores (Berthold y cols., 1992; Darling y Spaltro, 1996).

2.12. Clasificacion de los virus para los estudios de validacion.

Ante la gran heterogeneidad viral, unos de los elementos més polémicos en este tipo de estudio es la
seleccion de los virus a estudiar. Para facilitar € trabajo de seleccidn asi como homogenizar |os criterios,
los virus empleados en este tipo de estudio se clasifican en dos grandes grupos (Darling y Spaltro, 1996).
Virusrelevantes.

Son los virus que han sido identificados en la fuente bioldgica. Ellos ofrecen la ventaja de saber
exactamente cual puede ser su comportamiento dentro del sistema, pero en ocasiones relinen
caracteristicas muy particulares que no permiten extrapolar sus resultados a otros virus (gemplos,
Retrovirus tipo A intracisternales o Retrovirus tipo C, virus Epstein-Barr, reovirus 3, virus diminuto de
ratony € VIH). Cuando no existen virus relevantes o cuando no alcancen los titulos necesarios en cultivo
y se quiera demostrar también la robustez del método de purificacion, se propone entonces utilizar virus
model os.
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Virus modelos.

Son virus que comparten propiedades fisico—quimicas con los virus identificados o sospechados. Su
seleccion viene dada por su resistencia ante los agentes fisico—quimicos. L os resultados de estos estudios
aportan informacion sobre la capacidad del méodo de purificacién para remover virus en general. Para
resumir la informacion sobre que virus utilizar, se menciona a continuacion los virus modelos mas
empleados en los diversos estudios de remocidn e inactivacion 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; Camerony cols., 1997).

2.13. Caracteristicas de los virus modelos empleados.

Virus sendai. Es un virus envuelto, esférico con un diametro de 150 a 200 nm y con una nucleocpsida
helicoidal de 12 a 17 nm de diametro. Su nucleocépsida esté cubierta de una bicapa lipidica con proteinas
asociadas. Cada particula viral contiene un genoma de ARN, no segmentado y de simple cadena con las
nucleoproteinas P y L. Posee poca resistencia ante los agentes fisico-quimicos, especialmente a la luz
ultravioleta (Nolan, 1997) (Tabla 1).

VIH-1. Son particulas infecciosas de 100-200 nm constituidas por un genoma de ARN empacado en una
cépsida proteica rodeada por una bicapa lipidica. La envoltura lipidica contiene cadenas polipeptidicas
gue acttian como protefinas que permiten la unidn con receptores de membrana de las células hospederas.
Adicionalmente e VIH-1 contiene la enzima transcriptasa inversa, encargada de la sintesis de la molécula
de ADN complementaria usando como molde el ARN viral. Posee poca resistencia ante los agentes
fisico-quimicos (Sekura, 1990) (Tabla 1).

VHS-1. Es un virus envuelto de ADN de dable cadena, con un tamarfio que oscila entre los 100-200 nm,
pertenece a la familia Herpesviridae, género Alfaherpesvirinae y manifiesta una resistencia baja ante los
solventes organicos y agentes quimico-fisicos (Nolan, 1997). Este virus posee 4 componentes: un nicleo
denso en dectrones que contiene el ADN viral; una capsida icosahédrica; una capa de proteinas designada
como tegumento que rodea la capsida de 162 cipsomeros y la envoltura viral. La envoltura a su vez la
componen 10 proteinas glicosidadas y varias no glicosidadas, lipidos y poliaminas. El ADN contiene al
menos 152 kpb y la variabilidad en e tamafio 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) (Tabla1).

PVH-2. Es un virus de ARN de simple cadena y polaridad positiva, ho envueltos y de resistencia media-
alta ante los agentes fisico-quimicos. Pertenece ala familia Picornaviridae y posee un tamafio entre 20 y
30 nm, lo cual 1o hace un virus de mucho interés para los estudios de validacion, ya que puede tener una
interaccion con las matrices cromatogréficas completamente diferente al resto de los virus de gran tamafio
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y envueltos. Como su género es Enterovirinae se replica en € tracto digestivo, por lo cua puede
esperarse que posea una alta resistencia a valores muy bajos de pH (Field, 2001; Blomaqvist y cols., 2003)
(Tabla1).

PV C. Representa un modelo viral de mucho interés por su altaresistencia a los agentes fisico-quimicos y
por sus caracteristicas estructurales. Son particulas icosahédricas de 18-26 nm de diametro compuestas
por un 50% de proteinasy el otro 50% el ADN. Posee tres proteinas en la capsida donde VP-1y VP-3 se
derivan de la accion de la proteasa viral sobre VP-2. Este tipo de parvovirus en particular posee 60
subunidades proteicas en las que predomina VP-1. La cépsida y la carencia de envoltura viral son las
responsables de la elevada resistencia ante los agentes fisicos y quimicos (Nolan, 1997). Es capaz de
sobrevivir en suelos contaminados con materia fecal por més de 6 meses. La mayoria de |os detergentes y
desinfectantes no pueden eliminarlo, sélo e cloroy 0.1 M NaOH a 60°C han demostrado ser eficaces
contra este virus (Camerony cols., 1997) (Tabla 1).

Tabla 1. Virus murinos representados por cada uno de los model os viral es empl eados.

Virus M odelos Propiedades Virus murinos
VHS-1 ADN, desnudo  virustimico, virus ectromelia
PvVC ADN, envuelto  parvovirustipo 1, virus diminuto de raton, adenovirus, poliomavirus

sendai y VIH-1  ARN, envuelto  virus neumonia de raton, virus sendai, virus de tumores de mama de
raton, virus de leucemia muringa, virus hantaan, virus de la
coriomeningitis linfocitica

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

2.14. Procedimiento de validacién virolégica.

El otro aspecto muy importante es e procedimiento de validacién viral. Este consiste en adicionar
cantidades deliberadas de virus a material de entrada de los diversos pasos del método de purificacion
para medir la capacidad de remocion (CR) y de inactivacion viral de dichos pasos de acuerdo a la
siguiente férmula.

(Virus aplicado x Volumen)

10O RS
(Virus detectado x Volumen)
Ejemplo,
(10" Unidades infecciosas/mL x 10 mL)
10 = e

(10° Unidades infecciosas/mL x 20 mL)
10°"= 10", Capacidad de Remocion = 4.7 Logs

La capacidad de eliminacion total es calculada como la suma de las capacidades individual es de remocién
e inactivacion viral. Debe tenerse cuidado de no sobrestimar €l factor de eliminacion total de los pasos
que utilicen e mismo principio de remocion o de inactivacion (White y cols., 1991). Es también muy
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importante para la determinacién de la capacidad de remocion o inactivacion, asegurarse de la no
ocurrencia de interferencia o citotoxicidad en los ensayos de determinacion de virus, ya que puede
afectarse la interpretacion de los mismos. En tal sentido, puede ocurrir que la muestra interfiera con la
capacidad del virus de infectar la linea celular empleada para medir su efecto citopatico (interferencia) o
que las condiciones de las muestras pueden impedir € crecimiento celular alin en ausencia del virus en
estudio (citotoxicidad). Ambos aspectos conllevan a una estimacién errénea de los resultados de los
experimentos de remocién o de inactivacion viral. Por tal razon, un buen disefio debe contemplar una
evaluacion profunda de cada situacion del método de purificacion para despejar cualquier elemento de
toxicidad o interferencia previamente.

2.14.1. Desescalado del método de purificacion para los experimentos de remocion viral.

Otro aspecto critico en estos experimentos es e desescalado del método de purificacion. La validez de
este debe ser demostrada antes de comenzar los experimentos de desafio con virus. Paralo cual € nivel
de purificacién de la version desescalada del método de purificacion debe ser |o mas cercano posible ala
escala de manufactura. En ocasiones surgen desviaciones de |os pardmetros que no pueden ser resueltas,
pero estas pueden discutirse si no afectan la calidad del producto y lainterpretacion de los resultados.

Los pardmetros usualmente considerados en e desescalado son: tipos de equipos cromatograficos, la
aturay didmetro de la columna, € flujo lineal, € Tr, la concentracion de proteinas, € pH y € contenido
de sales entre otros. Cuando se esta disefiando un méodo cromatografico para que reflgje lo que ocurre en
la escala real, debe tenerse en cuenta que € método incluye, la columna cromatogréfica, sistemas
auxiliares y detectores. Pequefios cambios en € diametro y d largo de las mangueras pueden ocasionar
grandes pérdidas 0 ganancias de la resolucion del sistema. Las distancias de los sistemas de transporte
(mangueras) deben ser las mismas entre ambas escalas. Otro elemento relevante es e material con que
estén construidas, ya que €l grado de hidratacion de las mismas puede favorecer interacciones diferentes
entre ambas escalas de trabgjo (Bergldf, 1993; Sedly, 1994; Sofer, 1996).

El virus debe adicionarse en una cantidad que no afecte la composicion del material de partida,
tipicamente € volumen maximo aceptado es d 10% del volumen de la muestra. Volimenes mayores
pueden cambiar de forma importante la concentracién de proteinas y las interacciones entre éllas.

Una remocién completa de las particulas virales solo se logra con €l disefio de un méodo de purificacion
robusto. Basicamente |os sistemas de purificacion de proteinas se componen de una combinacion de dos
técnicas de purificacion de proteinas. pasos de filtracion por membrana basados en la seleccion del
tamario del poro de las mismas y las técnicas cromatogréficas basadas en propiedades fisicas y quimicas
(Darling y Spaltro, 1996; E. M. E. A., 1996). Por gemplo: para purificar los AcMs, las técnicas més
usadas son la cromatografia de afinidad en cama empacada 0 expandida, cromatografia de intercambio
ionico, cromatografia de exclusion molecular y filtracion por membrana (Nanofiltracion) o capsula entre
otras (Jiskoot y cols., 1989; Gagnon, 1996; Lem y cols., 1998; Wilchek y Miron, 1999). Es también muy
habitual € uso de métodos de precipitacion para concentrar € producto antes de comenzar la purificacion
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cromatografica, aunque este procedimiento tiende a desaparecer con la introduccion de la cromatografia
de cama expandida, disefiada para asimilar todo € volumen de ascitis 0 sobrenadante de cultivo celular
(Batt y cols., 1995; Fahrner y cols., 1999).

En general ninguno de estos pasos por si solo constituye un proceso robusto de remocion de virus aunque
si para alcanzar la pureza proteica deseada. Es por esto que los métodos se basan en la combinacion de
varios pasos de purificacion. El nimero de pasos aretar depende del grado de contaminacion de la fuente
bioldgicainicial (hibridoma, suero fetal, ratones, fluido ascitico) y del tipo de producto. Por gjemplo, para
métodos de purificacion donde no se demuestre presencia de virus en e material inicial, debe demostrarse
al menos 4 Logs (virus envueltos) y 6 Logs (virus no envueltos) de eliminacion (Darling y Spaltro, 1996;
Brian y cols., 1997; Lugo, 1998) mientras que para moléculas obtenidas a partir de fuentes biolégicas
derivadas de humanos (sangre, érganos), independientemente del nivel de contaminacion inicial debe
disefiarse un método de purificacion que contenga al menos dos pasos robustas Logs par @ virus
envueltos (incluyendo VIH y VHB) y una diminacién 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 € nivel de
remocion de virus de un méodo de purificacion debe ser solo entre 3-5 Logs superior a nivel de
contaminacion detectado en la fuente biol 6gica con independencia del tipo de virus (Sekura, 1991).
2.14.2. Aspectos a consider ar en los métodos de inactivacion.

Siempre que sea posible debe demostrarse si la eliminacion de los virus ocurre por remocion o
inactivacion. Esto se hace estableciendo las cinéticas de pérdida de infectividad. Es mas fécil estudiar los
procesos de inactivacion que los de remocion, pues no conllevan el proceso de desescalado. Sin embargo,
hay quetener en cuenta otros factores para demostrar con certeza la inactivacion 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 e cual se encuentra € virus estudiado. Los procesos de inactivacion se
caracterizan por una rapida inactivacion, seguida de una fase de inactivacion lenta, por 1o cual es posible,
que los virus que escapan de la inactivacion répida sean los més resistentes a los pasos posteriores y por
lo tanto € factor de inactivacion puede no ser necesariamente la suma de las capacidades individuales de
inactivacion. En la literatura aparecen varias formas de inactivar virus. Entre las mas empleadas estan:
calentamiento a 56°C durante 30 min (Erickson y cols., 1991), incubacion en NaOH desde 0.1 hasta 1 M
(Cameron y cols.,, 1997), incubacion 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 pasteurizacion (incubacién a 60°C
durante 10 hrs). A favor de ellos esta d potente efecto inactivador de virus, pero también de la proteina de
interés por lo que estudios previos de demostracion de la estabilidad de la molécula deseada se imponen
antes de evaluar la capacidad deinactivacion viral de estos agentes en d sistema estudiado.

25



Materiales y Métodos R. Valdés. Tesis Doctoral.

3. MATERIALESY METODOS

3.1 Aspectos Gener ales.
3.1.1. Antigeno de superficie del virus de la Hepatitis B.

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

3.1.2. Anticuer po monoclonal CB.Hep-1.

El AcM CB.Hep-1 es una 1gG-2b de ratén de cadena ligera tipo Kappa secretada por € hibridoma
CB.Hep-1 (48/1/5/4) especifico parad determinante“a’” del AgsVHB (Fontirrochi y cals., 1993).

3.1.3. Medios de cultivo para cada linea celular ein6culo viral.

3.1.3.1. El hibridoma CB.Hep-1 se cultivl en frascos agitados de 1L partiendo de una concentracion
celular de 3x10° cdulas/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
png/mL de gentamicina. Las céulas se mantuvieron a 37°C en atmosfera con 5% de CO,, € medio de
cultivo serenové cada 48 hrsy la viabilidad celular se determind con tripan azul (Pattersony cols., 1973).

3.1.3.2. Lacepa del VIH-1 111B (Anexo 4) se propago en la linea celular MT4 (Anexo 5), cultivada en
medio RPMI 1640 (Invitrogen, USA) suplementado con 2% de SFB (Hyclone, USA)/L-glutamina 2 mM
y 40 pg/mL de gentamicina e incubadas a 37°C en atmosfera con 5% de CO,.

3.1.3.3. La cepas del VHS-1 (Anexo 6) y del PVH-2 (Anexo 7) se propagaron en la linea celular Vero
(Anexo 5), cultivada en medio MEM (Invitrogen, USA) suplementado con 2% de SFB (Hyclone,
USA)/L-glutamina2 mM y 40 pg/mL de gentamicina e incubadas a 37°C en atmosfera con 5% de CO..

3.1.3.4. Lacepa del PVC (Anexo 8) se propagd en la linea celular LFBC (Anexo 5), cultivada en medio
MEM (Invitrogen, USA) suplementado con 2% de SFB (Hyclone, USA)/L-glutamina2 mM y 40 pg/mL
gentamicina e incubadas a 37°C en atmésfera con 5% de CO..

3.1.3.5. Lacepa dd virus sendai setituld en huevos embrionados de pollos SPF y se entregd lista para su
uso por € Centro Nacional de Animales de Laboratorio (CENPALAB).

3.1.4. Titulacion delosinéculos virales

Las cepas virales (VIH-1, VHS-1, PVH-2 y PVC) se inocularon en sus respectivas lineas cdulares y se
cosecharon € dia del méximo efecto citopatico mediante tres ciclos de congelacion-descongelacion y
centrifugacion, para proceder a la filtracion del sobrenadante de cada cultivo a través de membranas de
acetatos de celulosa de 0.45 um. Los inOculos virales se titularon por € método de microtitulacion en
placas de 96 pozos. Se inocularon 10x10° células/pozo con 4 réplicas de diluciones seriadas de base 2 y
resuspendidas en los medios de cultivo descritos en d acapite 3.1.3. Las lecturas se efectuaron por
visualizacion de efecto citopético y las dosis infecciosas para cada cultivo (DICCso/mL) se calcularon por
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el méodo descrito por (Reed y Muench, 1938; Johnson y Byngton, 1979). Los indculos viraes se
almacenaron a -85°C hasta el desarrollo de los experimentos de validacion.

Las muestras de los experimento de validacion se titularon por e méodo descrito anteriormente, la
infectividad se midi6 también por efecto citopatico y los célculos se realizaron también por e método de
Reed y Miench (1938). Este ensayo de infectividad presenta un limite de sensibilidad de 10"*
DICCsy/mL. Cada réplica de los experimentos de validacion se titul6 con 4 determinaciones y en
diluciones seriadas de base 2. El indculo del virus sendai se titul6 en huevos embrionados de pollos. Para
el clculo de la DIEsy/mL también se realizaron diluciones seriadas de las muestras de base 2 y tres
réplicas por muestra. El cllculo de la DICCs/mL y la DIEsy/mL se realizd a partir de los valores
acumulados, asumiendo que la proporcion de los pozos o embriones con efecto citopatico vario
linealmente con & Logso deladilucidn. Los valores interpol ados se determinaron segun la formula.

(A>50%)-50%
(A>50%-B<50%)

(A). Porciento de pozos con efecto citopatico en la dilucién mas cercana pero superior al 50% y (B) es €
porciento de pozos con efecto citopatico en la dilucion mas cercana pero inferior al 50%.

3.2. Produccion deliquido ascitico rico en el AcM CB.Hep-1.

Para la generacion de ascitis se utilizaron 2000 ratones BALB/c (SPF) de 22-24 g de peso por inoculo
(Anexo 9). Los animales se mantuvieron en areas controladas a 22°C, 50% de humedad y bajos niveles de
amoniaco. Se trataron 7 dias antes del indculo con 0.5 mL/animal de petrolato liquido por via
intraperitoneal. En todos los casos la cantidad de células inoculadas fue 1 millén/animal en medio RPMI
1640. La ascitis se obtuvo por puncion abdominal, se centrifugd a 7000xg durante 5 min 'y se filtré por
membranas de 0.22 um.

3.3. Determinacion de contaminacion viral en las fuentes bioldgicas.
3.3.1. Hibridoma.
3.3.1.1. Deteccion de particulas retrovirales por Microscopia Electr6nica de Transmision.

Las cdulas sefijaron en glutaraldehido a 2.5% en solucion de cacodilato 100 MM durante1 ha4°C, y se
fijaron nuevamente en tetroxido de osmio a 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 segun e procedimiento descrito por Spurr, 1969. Las
secciones ultrafinas (400-500A) se redlizaron con un ultramicrétomo (NOVA, LKB), se colocaron sobre
regillas de cobre y niquel (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, Japdn)
y las microfotografias, 200 células escogidas de forma aleatoria, se analizaron por el programa DIGIPAT.
La magnificacion empleada fue 15000.

27



Materiales y Métodos R. Valdés. Tesis Doctoral.

3.3.1.2. Ensayo de foco ampliado S+L - par a car acterizacion Retrovir us xenotr 6picos.

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 pug/mL de polibreno, se incubaron por
duplicado en 1 mL de este medio de cultivo que contiene las células MiCl; (ATCC CRL 64.1) en discos
de 5 cn? por 2 hrs a 37°C. Después de este tiempo se aplicaron 5 mL de medio de cultivo a cada disco y
se dgjaron 10 dias a 37°C. Posteriormente se realiz0 la observacion a en un microcopio optico paraver la
formacion de focos, células redondeada agrupadas, por encima del nivel de la monocapa cdular. El virus
control positivo (virus de la leucemia felina donado por la Universidad de Glasgow) se diluyé en forma
seriada para estimar € titulo viral con respecto a valor de referencia. El ensayo se considerd valido
cuando & ndimero de focos del control positivo no difirié en 0.5 Log,, del titulo viral especificado como
referencia. La sensibilidad tedrica del ensayo se basd en la distribucion de Poisson para un 98% de
confianza, lo que significa4 UFF/mL (Fischinger y cals., 1974; Q-One Biotech Protocol 37014).

3.3.1.3. Ensayo XC para caracterizacion Retrovir us ecotr épicos.

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 aminoécidos no esenciales
0.1 mM/piruvato de sodio 1 mM/10% FCS (Hyclone, USA), que contiene 10 pg/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 cm” por 2 hrs a 37°C. A continuacion se aplicaron 5 mL del medio de cultivo a cada disco
y se dejaron 7 dias a 37°C. Estas cdulas SC-1 se irradiaron por 60 segundos con luz UV y se le
adicionaron las cdulas XC (ATCC CRL 165) permitiendo también la renovacion del medio de cultivo.
Los cultivos se mantuvieron a 37°C hasta la formacion de placas en € control positivo (4-5 dias). Luego
se tifieron con violeta cristal para la observacion de espacios en € cultivo de las c8ulas XC por la
formacion de“ células’ multinucleadas. El virus E-MLV (cepa mov-3) y € medio de cultivo se emplearon
como controles positivos y negativos respectivamente. El ensayo fue considerado vélido cuando € titulo
del control positivo no difirié en 0.5Log;o del titulo viral especificado como referencia. La sensibilidad
del ensayo se basd en la distribucién de Poisson para un 98% de confianza, 1o que significa 4 UFP/mL
(Fischinger y cals., 1974; Rowey cals., 1970; Q-One Biotech Protocol 37015).

3.3.1.4. Prueba del MAP paradeter minar virus murinos en el hibridoma CB.Hep-1.

Ratones NMRI (SPF) se inocularon con el sobrenadante del hibridoma CB.Hep-1 por via intraperitoneal,
subcuténea, endovenosa, intracraneal e intranasal. Las técnicas seroldgicas empleadas en la deteccion de
virus fueron ELISA, Inmunofluorescencia e inhibicién de la hemoaglutinacién. El sobrenadante se diluy6
1:10 en medio MEM (Invitrogen, USA) y cada animal se inyect6 con 0.05 mL (intranasal), 0.1 mL
(intracraneal) y 0.5 mL para d resto de las vias de inoculacion. Los controles negativos fueron el medio
de cultivo MEM (1) y € medio MEM gjustado a 3 mL con la solucion salina de Hank (11). Cinco ratones
recibieron el control negativo I, mientras que otros 5 ratones recibieron e control negativo Il. El ensayo
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serechaz6 cuando a menos 1 animal del grupo | murié en d plazo de 14 dias o cuando a menos 1 animal
del grupo 1l fue eiminado del ensayo por alguna causa desconocida. Se emplearon como control negativo
también, € suero de 3 ratones no inoculados con las muestras y € suero de tres ratones extraido antes de
comenzar la inoculacion de las muestras en estudio. Los controles positivos fueron sueros hiperinmunes
contra cada virus murino. Entre 3 y 14 dias posteriores a la inoculacion se tomaron muestras de los
ratones para la determinacion de la enzima Lactato deshidrogenasa, utilizando como control positivo una
mezcla de sueros de ratdn positivos a este virus. El resto de las muestras se analizaron 28 dias después de
la inoculacién mediante las técnicas serol dgicas mencionados. Se considerd la muestra contaminada con
virus cuando se detectaron anticuerpos contra los virus evaluados a diferencia de los ratones no
inoculados o |os inoculados con medio de cultivo (Anexo 10).

3.3.1.5. Ensayo in vitro para la deter minacion 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 congelacion-descongelacién y centrifugacion, y del
sobrenadante de cultivo del hibridoma. Los cultivos de las lineas celulares se prepararon por duplicado en
frascos de 80 cm?, seinocularon con 3 mL de la mezcla del sobrenadante y se mantuvieron a 36°C por 14
dias. Las lineas celulares estudiadas fueron (células embrionarias humanas (HEL), células de rifion de
monos verdes africanos (TAGMK), células de rabdomiosarcoma humano (RD), células de pulmén de
Vison (MVLu), células de tumor cervical de humanos (Hela Ohio), células de higados de ratén (NCTC
1469), cédulas de tgidos conectivos de raton (L929) y células de embriones deraton (ME)). Debido a que
la infeccidn in vitro de células no induce necesariamente cambios morfol égicos, se realizd un ensayo de
hemoadsorcion de eritrocitos de cobayos a 4°C a final del periodo de incubacion. También, serealizd un
pase a ciegas por 14 dias en las mismas lineas celulares. El medio RPMI 1640 (Invitrogen, USA) se
utilizé como control negativo, mientras que € poliovirus humano tipo 1, @ citomegalovirus, d VHS-1y
e virusdelainfluenza tipo A se emplearon como controles positivos (Anexo 11).

3.3.1.6. Ensayos in vivo en huevos embrionados de pollos para la deteccion de virus en el hibridoma
CB.Hep-1.

Esta determinacion se realiz6 mediante la inoculacion de 200 uL de sobrenadante del hibridoma CB.Hep-
1 en e fluido alantoideo y d vitelo de 10 huevos embrionados. La viabilidad de |os embriones se chequed
los primeros 3 dias post-inoculacion. Diez dias después, € fluido alantoideo se colectd para analizar la
presencia de virus adventicios mediante |0s ensayos de hemoaglutinacion de eritrocitos humanos, de pollo
y de coballos. El ensayo se consider6 valido si 7/10 embriones llegaron a los 10 dias sin sintomas de
infeccién viral y cuando 4/5 embriones del control positivo demostraron capacidad de hemoaglutinacion
y/o lesiones en la membrana corioalantoi dea. La muestra se consideré positiva si € nimero de embriones
muertos fue superior al del control negativo y ademés se evidencié actividad hemoaglutinante o lesiones
en la membrana corioalantoidea. A todas las muestras con resultados negativos se le realiz6 un pase
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adicional en embriones para comprobar la ausencia de virus. El virus de lainfluenza tipo A (cepa PR8) se
empled como control positivo, mientras que e RPMI 1640 se utilizé como control negativo (Anexo 12).

3.3.1.7. Ensayosin vivo en ratones y cobayos par a la deteccion de virus en el hibridoma CB.Hep-1.
Los ratones adultos y los cobayos inoculados por via intracerebral, intramuscular e intraperitoneal con e
sobrenadante del hibridoma CB.Hep-1 se observaron durante 40 dias. Durante este tiempo, se observo la
evolucion clinica de los animales y al final del mismo se practico la eutanasia mediante dislocacion
cervical para d andlisis patoldgico. Ademds, tres grupos de ratones lactantes se inocularon con este
sobrenadante para monitorear € crecimiento y la aparicion de patologias durante 45 dias (Anexo 13).

3.3.2. Ensayo de serologia para determinar virus en la colonia de ratones BAL B/c.

Muestras de sangre extraidas a los ratones provenientes de cada unidad de cria se incubaron 1 ha 37°Cy
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 continuacion se inactivaron a 56°C por 30 min y se procedié a la deteccién de
anticuerpos contra cada virus murino empleando las mismas técnica serolégicas del acapite 3.3.1.4. El
namero de ratones evaluados se determind seguin Nicklasy colaboradores, (2002) (Anexo 14).

S=(Log 0.05)/ (Log P) x N S: tamafio de la muestra; N: nimero de animales sanos; P: porciento de
prevalencia de la enfermedad; Log 0.05: 95% de confianza.

3.3.3. Ensayos in vivo (MAP) e in vitro (células sensibles a replicacion viral) para la deteccion de
virus en el fluido ascitico.

3.3.3.1. MAP.

Este ensayo se realizd utilizando el mismo procedimiento empleado en € acépite 3.3.1.4. La diferencia
radicd en que en este ensayo se inocul 6 la ascitis generada con e hibridoma CB.Hep-1(Anexo 15).

3.3.3.2. Deter minacion de vir us adventicios en células sensibles areplicacion viral.

L as suspensiones celulares (Tabla 2) se mantuvieron en 5 mL de medio de cultivo en frascos de 25 cm?
por 24 hrs a 37°C. Posterior a este tiempo el medio de cultivo se renovo con 5 mL, a los cuales se le
anadieron 5 mL de la ascitis (por triplicado). Los cultivos se mantuvieron a 37°C y se observaron durante
14 dias con € microscopio éptico para monitorear € desarrollo de efectos citopaticos. Al final del ensayo
se realiz6 un ensayo de hemoaglutinacion de eritrocitos de cobayos, monos Rhesus y pollos para
comprobar también la presencia de virus (P. N.O-5090).

Tabla 2. Lineas celulares'y cepas virales empl eadas en la determinacion de virus

LineasCelulares Medio de Cultivo Cepas Virales

Vero (ATCC 81) cdulasderifion MEM/2% FCS virus de la parainfluenza bovina
(mono Rhesus) tipo 3, cepa SF-4 (ATCC VR 281)
A9 (ATCC 1.4) célulasderivadasdelalineaNCTC (L929) DMEM/2% FCS  sarampidn, cepa Edmonton
(raton) (ATCC VR 24)

MRC-5 (ATCC CCL 171) cdlulas diploides de pulmon MEM/2% FCS virus diminuto de raton

(hombre) (ATCC VR 1346)
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3.4. Purificacion en inmovilizacion del AcM CB.Hep-1.
3.4.1. Purificacion del AcM CB.Hep-1.

La ascitis se filtr6 por membranas de 0.4am para eliminar  proteinas coaguladas. Posteriormente se le
afiadié e mismo volumen de una solucion de (NH,4),SO, al 100% de saturacion y se incub0 durante 3
hrs. Después se centrifugd a 4800xg durante 20 min a 4°C. El precipitado se lavo en una solucion de
(NH4),SO, a 50% de saturacion de un volumen equivalente al 30% del inicial. Este material se
centrifugd bajo las mismas condiciones y € precipitado se resuspendio en PBS 150 mM; pH 8. Luego, se
desalinizdé empleando una columna BPG 200/750 empacada con 21 L de Sephadex G-25¢ (Amersham-
Pharmacia, Suecia) equilibrada con PBS 150 mM; pH 8. Lafraccion colectada, se aplicd 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 eucion de contaminantes se realizé con acido
citrico 100 mM; pH 5 y la ducion del AcM CB.Hep-1 con &cido citrico 100 mM; pH 3.
Subsiguientemente, se realiz6 un cambio de tampon a Tris 20 mM/NaCl 150 mM; pH 7.6 en una columna
BPG 200/75 empacada con 20 L de Sephadex G-25¢c (Amersham-Pharmacia, Suecia). El material
obtenido se concentré por ultrafiltracién (modelo DC-10, Amicon, USA) y se filtré por membranas de
0.22 pum.

3.4.2. Activacion dela Sepharose CL-4B por € método del Bromur o de Ciandgeno.

La activacion de la Sepharose CL-4B (Amersham-Pharmacia, Suecia) se realiz6 segin € procedimiento
modificado de Axen, Porath y Ernback (Hernandez y cols., 2005).

3.4.3. Inmovilizacion del AcM CB.Hep-1.

El cambio de tampon de la preparacion del AcM CB.Hep-1 serealiz6 en una columna empacada con 21 L
de Sephadex G-25¢ (Amersham-Pharmacia, Suecia) a Na,COz/NaHCOz; 100 mM/NaCl 500 mM; pH 8.3.
La matriz activada se hidrat6 con HCI 1 mM en una reacion de 5 L/L de gel y se lavd con
Na,CO3/NaHCO; 100 mM/NaCl 500 mM; pH 8.3 en una proporcion de 1.5 L/L de gel. A continuacion
se afiadio la solucion de AcM y se mantuvo la agitacion por 2 hrsa 23+2°C. Los grupos activos libres se
neutralizaron con glicina 200 mM; pH 8, en una relacion de 2 L/L de gel. Finalmente, se realizaron dos
lavados alternos con acetato de sodio 100 mM/NaCl 500 mM; pH 4 y Na,CO3/NaHCO3s/NaCl 500 mM;
pH 8.3 (1 L/L de gel) y & almacenamiento del inmunogel con PBS 150 mM; pH 7.2/timerosal 0.01%.

3.5. Caracterizacion del AcM CB.Hep-1.
3.5.1. Cuantificacion del AcM CB.Hep-1 por ELISA.

Placas de Poliestireno (COSTAR, USA) se recubrieron durante 20 min a 50°C con 5 pg/mL de AgsVHBr
diluidos Na,CO3/NaHCO3 100 mM; pH 9.6. A continuacion, se aplicaron 100 pL de las muestras en cada
pozo incluyendo la curva patron (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-lgG de raton conjugado con PRP (Sigma, USA). Pasado este tiempo se
lavaron 5 veces y la reaccion se desarrollé6 con 100 pL/pozo de tampdn sustrato (5 mg de
ortofenilendiamina/5 pL de perdxido de hidrégeno/10 mL de CgHgO7.H,O 90 mM/ Na,HPO, 200 mM.
pH 5.5). Lareaccion se detuvo a los 20 min con 50 pL/pozo de H,SO, 2.5 M. La absorbancia a 492 nm
se determind en un lector de microplacas (TiTertek. Multiskan MC340) y e material de referencia
empleado fue una preparacion de CB.Hep-1 caracterizada por la direccion de calidad del CIGB.

3.5.2. Cuantificacién de proteinas totales.

La concentracion de proteinas se determind siguiendo €l protocol o descrito por Lowry y cols., (1951). Se
utilizo la proteina albimina sérica bovina como curva patron de 10 a 500 pg/mL.

3.5.3. Determinacion de purezadel AcM CB.Hep-1y del AgsVHBr por eectroforesis.

La pureza en SDS-PAGE, 12.5%, bajo condiciones reductoras y no reductoras se evalu6 siguiendo e
protocolo descrito por Laemmli y cols., (1970). Latincién empleada fue Azul de Coomassie y se aplicod
siempre 25 pg de cada muestra. La pureza se midi6 por densitometria (Molecular Analyst™, version 1.4.1
Bio-RAD Laboratorios).

3.5.4. Deter minacion de distribucién molecular del AcM CB.Hep-1 por HPL C-exclusién molecular.

La pureza y la distribucién molecular se determinaron sobre la base de la interrelacion entre € peso
molecular y € Tr. El sistema utilizado incluy6: bomba (2150, LKB, Suecia), monitor de longitud de onda
a 226 nm (Knauer, Alemania), columna TSK G3000 PW (7.5x600 mm; didmetro de particula: 10 pm),
precolumna TSK PWH (7.5x75 mm; diametro de particula: 12 um) y e programa de procesamiento de
datos BioCrom (CIGB, Habana, Cuba). Se empled como fase moévil PBS 150 mM; pH 7.2 y como
material de referencia, 1gG2b, anti-AgsVHB. El Tr esperado para esta referencia fue 37 min, € flujo
volumétrico 0.2 mL/min y volumen de muestra aplicado 100 pL.

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

Para determinar € punto isoeléctrico del AcM CB.Hep-1 se empled una técnica de electroforesis de alta
resolucion. Se aplicaron 5 pg de proteina diluida en agua destilada. Las condiciones generales fueron:
gradiente de pH lineal entre 5y 7 y un gd de poliacrilamida de 5% T/3% C (PHASTGEL IEF,
Amersham-Pharmacia, Suecia). Como material de referencia se empled una preparacion de 1gG CB.Hep-
1 caracterizada por la direccion de calidad del CIGB (PPO, 4.09.098.99).

3.5.6. Determinacion de la subclasey subtipo del AcM CB.Hep-1.

El isotipaje se realizO mediante un ensayo cualitativo comercialmente disponible (HL2010, Holland
Biotechnology, Netherlands). Este ensayo se baso en la captura de |g de ratdén por AcMs de rata. El AcM
CB.Hep-1 purificado se aplicd una dilucion 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. Verificacion de la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera del AcM CB.Hep-1.

Para la reduccion y carboximetilaciéon del AcM CB.Hep-1 se tomaron 500 pg del AcM y se le
adicionaron 1 mL de tampdn 1.12 mL de urea 9M, 125 L de Tris 5M-glicina 1M; pH 8.5y 3.85 mg de
DTT. Esta mezcla se burbujed con nitrégeno gaseoso y se incub6 4 hrs a 37°C. Después se le adicionaron
200 pL de yodo acetamida 200 mM vy se burbujed con nitrégeno 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 € gradiente fue de 15 a 35% de
acetonitrilo en agua purificada/acido trifluoracético (TFA) 0.1% durante 20 min y de 35 a 50% de
acetonitrilo en agua purificada/acido TFA 0.05% en acetonitrilo en 30 min. La deteccion se realizo a 226
nm. La cadena ligera se resuspendié en 20 pL en Urea 9 M/270 uL de (NH,4),CO5 a 1% y 1.5 pg de
Tripsina (Promega, USA) en una relacion enzima-sustrato 1:100 por 5 hrs a 37°C. Para separar los
péptidos se utilizO e equipo HPLC AKTA 100 Basic (Amersham-Biotech, Suecia) acoplado al
espectrometro de masas hibrido Q-Tof 2 con fuente de ionizacion ESI (Micromass, Inglaterra) con una
columna de fase reversa ODS-UG5 1 mm x 15 cm (Develosil Nomura Chemical, Japon). El flujo fue 50
pL/miny e gradiente fue de 0 a 60% de acetonitrilo en agua purificada/acido férmico 0.1% en 40 min y
de 60 a 80% de acetonitrilo en agua purificada/écido férmico 0.1% en 10 min.

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

Las cadenas ligeras y pesadas del AcM purificadas por una columna HPLC-fase reversa segin el
procedimiento anterior y secada a vacio se resuspendieron en 20 ulL de Urea 9M. Luego sele adicionaron
270 pL de NH4HCO3 a 1%y 1.5 pg de Tripsina (Promega, USA), en unarelacion enzima: sustrato 1:100
por 5 hrs a 37°C. Para separar los péptidos se utilizé e equipo HPLC AKTA 100 Basic (Amersham-
Biotech, Suecia) con una columna de fase reversa ODS-UG5 1 mm x 15 cm (Develosii Nomura
Chemical, Japon). Se empled un gradiente lineal de 0 a 60% de acetonitrilo en agua purificada/ TFA 0.1%
durante 40 min a un flujo fue 50 pL/min y de 60 a 80% de acetonitrilo en agua purificada/TFA 0.05% en
10 min.

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

Se utilizé una membrana de celulosa recubierta con péptidos del AgsVHB alineados y solapados en 12 'y
6 aminoé&cidos respectivamente (Anexo 16). La membrana se lavé con dimetil formamida, etanol y agua
purificada durante 2 min. Luego, se lavé con TBS (4 gr NaCl/0.1 gr KCI/3.05 gr Tris para 500 mL; pH 7)
tres veces por 10 min y se bloqued 8 hrs con leche descremada 5% en TBS a temperatura ambiente. Se
aplicé e AcM CB.Hep-1 diluido en 5 mL de TBS/250 mg de |leche descremada/25 L de Tween 20 por 3
hrs a temperatura ambiente. La membrana se lavo 4 veces con TBS y se incub6 durante 90 min con
conjugado anti-1gG de raton-fosfatasa alcalina diluido en leche descremada al 5%/Twen 20 al 0.5%/TBS.
Luego se aplicd e sustrato de la enzima (2.4 gr Tris/1.2 gr NaCl/1 gr MgCl,/50 mL 5-bromo-4 ciano-3
indofosfato para 200 mL). Como control negativo se empled e AcM CB.Ifn-2,4 (Cruz y cols., 1990).
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3.5.10. Deter minacion dela constante de afinidad del AcM CB.Hep-1.

Se recubrieron placas de poliestireno 3590 (Costar, USA) con & AgsVHBr en diluciones seriadas desde 5
hasta 0.6 ng/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 ug/mL. Las placas se lavaron con
PBS 150 mM/Tween 20 al 0.01%; pH 7.6 y se aplico la mezcla de anticuerpos de carnero anti 1gG de
raon conjugada con PRP durante 40 min a 37°C. Las placas se lavaron de forma similar e
inmediatamente se adiciond la solucion sustrato. La reaccion se detuvo con 50 ul/pozo de H,S0O42.5 M
y la absorbancia se midié a 492 nm en un lector de microplacas (Titertek, Multiskan MC340). Para
calcular la constante de afinidad se empled la formula: Kaf =(n-1)/2(n (Ab’)-(Ab)) (Betty y cols., 1987).

3.5.11. Determinacion de ADN de ratén en la preparacion del AcM CB.Hep-1 mediante la técnica
de dot-blot.

Al volumen que contiene 1 mg del AcM, seleafiadié 1 mL de fenol y se centrifugé a 1300xg por 15 min.
La fase superior se mezcl6 con igual volumen de fenol-cloroformo y se centrifugé a 1300xg por 15 min.
El sobrenadante se mezcl6 con 1 volumen de 2-butanol, se centrifugd nuevamente y se desecho la fase
superior. En paralelo, se prepararon diluciones sucesivas de base 2 del ADN cromosomal de raton desde 1
ng hasta 3.9 pg en agua calidad reactivo tipo II. Como control negativo se empled 100 pg de albumina
sérica bovina libre de DNA .. L0s detalles de esta técnica de cuantificacion de ADN aparecen descritos
en (Kafatos y cols., 1979; Sambrock y cols., 1989; P. P. 0.4.09.082-92). Las secuencias de las sondas
homélogas de ADN de ratén marcadas radiactivamente con 50 uCi alpha dATP* fueron:

5 GAAAAACGTG 3 y5 GATCCTCATTTTTCACGTTTTT 3
3.5.12. Cuantificacion de Proteina A de S. aureus.

Placas de poliestireno (COSTAR, USA) se recubrieron con anticuerpos de carnero contra la Proteina A
utilizando Na,CO3/NaHCO; 100 mM; pH 9.6 durante 3 hrs a 37°C. A continuacion se lavaron 3 veces
con PBS 150 mM/Tween 20 a 0.1%; pH 7.6, se bloguearon con 100 pL/pozo de PBS 150 mM; pH
7.6/leche descremada a 1% por 1 h a 37°C y se lavaron 4 veces con la misma solucion 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 pL 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 pL del conjugado/pozo, fPAC1-PRP (fragmentos de
anticuerpos de carnero contra Proteina A conjugados con PRP) por 1 h a 37°C. Después de este tiempo,
se lavaron las placas 5 veces y se aplicaron 100 pL de solucion de sustrato por pozo durante 20 min. La
reaccion se detuvo con 50 pL/pozo de H,SO,4 2.5 M y la absorbancia se midié a 492 nm en un lector de
microplacas (TiTertek. Multiskan MC340). El control negativo utilizado fued AcM CB.Hep-1 purificado
por DEAE-Sepharose (Amersham-Pharmacia, Suecia) y € intervalo de la curva patron fue desde 3.12
hasta 0.19 ng/mL.
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Para demostrar la linealidad de las curvas se realizé un ANOVA para e modelo lineal donde se compar6
la varianza del modelo con la varianza de | os residuos para un nivel de significacion de 95%. Ademas, se
hizo un andlisis de regresion lineal simple donde se compar6 e coeficiente de correlacion de Pearson (R)
con respecto a un R critico de 0.441 para 13 grados de libertad (n-1), n es € nimero de puntos
experimentales, en una prueba de una sola cola (R>0). Para verificar la igualdad estadistica entre las dos
rectas se determinaron los interval os de confianza de la pendiente y el intercepto de ambas curvas para un
95% de confianza. La exactitud del ensayo se evalud con tres concentraciones de Proteina A y tres
réplicas por cada una de ellas; empleando la prueba de Cochran para demostrar homogeneidad de
varianza en 1os tres niveles de medicion estudiados y una prueba de hipétesis basada en la t-Student para
comparar € recobrado promedio en las tres concentraciones de Proteina A evaluadas contra un recobrado
esperado de 100% para un nivel de significacion 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 @ procedimiento descrito
en d acapite 3.4.1. Las muestras se envasaron en bulbos de 1 mL y amacenaron a 4°C y -20°C
respectivamente. Estas muestras fueron distribuidas de forma tal que en cada tiempo experimental (O, 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 tampon de almacenamiento fue Tris 20 mM/NaCl 150 mM; pH 7.6 y la
temperatura de al macenamiento fue chequeada cada vez que se tomo una muestra para su evaluacion. Las
caracteristicas evaluadas fueron: actividad especifica (>70%) y pureza por SDS-PAGE (>90%) (acapite
3.5.3). La comparacion estadistica entre ambas temperaturas se realiz6 mediante una prueba de
significacion de la pendiente (m) basada en la distribucién t-Student para un 95% de confianza. La
hip6tesis nula para ambos pardmetros (actividad especificay pureza) fue m=0 (Shesking, 2000).

3.7. Estudio de estabilidad del inmunoadsor bente 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
determind la cantidad del AgsVHBr purificado y e contenido de 1gG desprendida. Para cada tiempo
experimental se promedid € valor de todas las determinaciones y € procesamiento estadistico de los
datos se realiz6 mediante la prueba t-Student para un nivel de significacion de 95%.

3.8. Estudios de validacion vir oldgica.
3.8.1. Virus modelos empleados y célculo del factor deremocién e inactivacion viral.

Los virus modedos (virus sendai, VIH-1, VHS-1, PVH-2 y PVC) empleados son virus que comparten
propiedades fisico-quimicas con los virus que pueden contaminar la fuente bioldgica. La capacidad de
remocion e inactivacion se calcul 6 de acuerdo ala siguiente férmula (Whitey cols., 1991).

R= capacidad de remocion; V1, volumen inicial; T1, concentracion

R=Log (V1x T1)/ (V2xT2) inicial de virus, V2, volumen final y T2, concentracién final de virus.
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3.8.2. Desescalado del método de purificacion del AcM CB.Hep-1.

El méodo de purificacion del AcM CB.Hep-1 se desescald hasta 50 mL de ascitis (1% de la escala). Los
criterios mas importantes para desescalar fueron: concentracion de proteinas, temperatura, tiempos de
precipitacion y centrifugacion, capacidad de adsorcion de 1gG de la matriz de afinidad, Tr, flujo lineal,
rdacion geomérica de las columnas cromatogréficas, pH y conductividad de los tampones. El
procedimiento de desescalado y |os criterios aparecen descritos mas detalladamente en (F. D .A., 1987; O.
M .S., 1992; Darlingy Spaltro, 1996). Se trabajé manteniendo constante e Tr durante la cromatografia de
afinidad, ya que se considera que este es € parametro més importante en los procesos de afinidad. Este
desescalado se evalud en tres ocasiones con ascitis rica en e AcM CB.Hep-1 sin virus modelos. Los
criterios de calidad evaluados fueron: pureza del AcM, actividad especificay rendimiento. La columna de
afinidad empleada en & 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 cnvh. Después de lavada la columna con este tampon, se realizd una eucion previa de
contaminantes con &cido citrico 100 mM; pH 5y del AcM CB.Hep-1 con &cido citrico 100 mM; pH 3.

En € andlisis estadistico de los pardmetros evaluados en e desescalado se utiliz6 una prueba de
comparacion de medias para dos muestras independientes basada en la prueba t-Student. Para la
evaluacion de la pureza, actividad especifica y rendimiento en presencia de virus modelos se empled un
ANOVA de clasificacion simple para un nivel de significacion de 95% y para evidenciar entre qué
variantes experimentales existen diferencias significativas se utilizo la prueba de Duncan también para un
nivel de significacion de 95% (Shesking, 2000).

3.8.3. Experimento de remocion de virus modelos en la cromatogr afia de afinidad.

El virus sendai se adiciond en una dilucién 1:10 de la ascitis (Anexo 17) y su titulo viral se midi6 en cada
uno de los pasos del método de purificacion (acapite 3.4.1). Para € resto de los experimentos, la adicion
de cada virus modelo (VIH-1, VHS-1, PVH-2, PVC) se realizd sdlo en la cromatografia de afinidad,
también en una dilucién 1:10. En todos los casos se evaluaron tres réplicas por cada modelo viral y los
tampones empleados en la purificacion se titularon para descartar interferencia o toxicidad en las lineas
celulares utilizadas para evaluar d efecto citopético de cada virus modelo (Anexos 4-8).

3.8.4. Experimento de inactivacion viral en etanol al 70y al 20% a4°C.

Se tomaron 5 mL de Protein A-Sepharose CL-4B (Amersham-Pharmacia, Suecia) en presencia de etanol
a 70%. A este volumen de matriz se le afiadio una dilucion 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 hrsy 72 hrs) las
muestras se dializaron contra PBS 150 mM; pH 7.2 para hacer los andlisis de titulacion viral. El control
positivo de cada virus se mantuvo a 4°C durante todo € experimento en ausencia de etanol y se dializé
también para la medicion del titulo viral siguiendo e protocolo descrito en (acépite 3.1.3.6). Este
protocolo se empled también en los experimentos de inactivacion 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 etanal y virus modelo.

3.8.5. Experimento de estabilidad del AcM CB.Hep-1 en acido citrico 100 mM; pH 3 a4°C.

El AcM CB.Hep-1 purificado se sometié a un cambio de tampdn hacia &cido citrico 100 mM; pH 6
empleando una columna XK16/30 empacada con 60 mL de Sephadex G-25m (Amersham-Pharmacia,
Suecia). A continuacion se dispensaron 2 mL de esta solucion en bulbos de 5 mL y € pH seredujo a 3
con é&cido clorhidrico. Cada 1 h se tom6 una muestra de cada bulbo, se neutraliz6 con Tris2 M y se
procedio al calculo de la concentracion del AcM (acépite 3.5.1).

3.8.6. Inactivacion de virus modelos en &cido citrico 100 mM; pH 3, 4°C.

Las muestras del AcM CB.Hep-1 purificado se sometieron a un cambio de tampon hacia &cido citrico 100
mM; pH 6 en una columna XK16/30 empacada con 60 mL Sephadex G-25m (Amersham-Pharmacia,
Suecia). A continuacion se dispensaron 2 mL de esta solucion en bulbos de 5 mL y € pH se redujo hasta
3 con &cido clorhidrico. Inmediatamente después se inocularon con una dilucion 1:10 de cada virus
modelo por separado. En este momento se tomé la muestra considerada como tiempo inicial y € resto
permanecio 10 horas a 4°C. Al final de cada tiempo experimental, se neutralizaron las muestras con Tris
2M y se amacenaron a -85°C hasta d final del experimento para iniciar los ensayos de titulacién.
También se evalud € acido citrico 100 mM para descartar toxicidad en las lineas celulares (Anexo 19).

La demostracion de diferencias significativas entre la actividad especifica dd AcM CB.Hep-1 incubado
en &cido citrico 100 mM; pH 3 en presencia de virus modelos se realizé mediante un ANOVA de
clasificacion simple paraun nivel de significacion de 95% (Shesking, 2000).

3.8.7. Inactivacién de virus modelosen Tris20 mM/EDTA 3 mM/NaCl IM/KSCN 3M; pH 7.2 a60°C.
Se tomaron 35 mL de un eluato de inmunoafinidad y se le ajustd la concentracion de AgsVHBr a 0.35
mg/mL con TrissHCl 20 mM/EDTA 3 mM/NaCl 1IM/KSCN 3M; pH 7.2. El in6culo viral se afiadié en
una dilucion 1:10, siempre después que e eluato alcanzo 60°C (Anexo 20). El material que contenia e
virus se incub6 en un bafio termostatado M20 (Lauda MS, Alemania) a 60°C a 0, 10, 30, 60, 90, 120 y
180 min. El tampdn se cambio 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 redizar la
titulacion viral sin interferencia. Ademés, se tomaron 0.2 mL del inéculo de cada virus modelo (control
positivo), 0.2 mL del inéculo viral diluido en & tampon TrissHCI 20 mM/EDTA 3 mM/NaCl 1 M; pH
7.2, 0.5 mL de tampon 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 e recobrado del AgsVHBr durante € calentamiento a 60°C
en presencia de virus modelos se realiz6 un ANOVA de clasificacion simple para un nivel de
significacion de 95% (Shesking, 2000).
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4. RESULTADOS

4.1. Andlisis de la consistencia de la produccion de liquido ascitico rico en el AcM CB.Hep-1.

La ascitis es un trasudado seroso producido en este caso por la inoculacién del hibridoma CB.Hep-1 en la
cavidad peritoneal de ratones BALB/c. La consistencia de la produccion de ascitis se analizé a través del
parametro concentracion 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 desviacion
esténdar de 0.70. Dado que no hay més de 9 muestras por encima o por debajo del valor promedio, ni
tampoco fuera de los limites +2DS, se puede concluir que la produccion de ascitis vista a través de este
parametro es estadisticamente consistente (Fig. 1) (Gershon, 1991; PPO 4.10.08.94, 2007).
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4.2. Andlisis del recobrado y rendimiento del método de purificacion del AcM CB.Hep-1.

El recobrado promedio fue 44.33£10.93% en 20 purificaciones consecutivas (Fig. 2). En la mayoria de
los pasos de purificacion e 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 calculo del
recobrado se baso en la cuantificacion dd AcM mediante la técnica de ELISA. Esta técnica posee un
coeficiente de variacion interensayo entre 10-20%, pero esta variacion no es la Unica causa de la
variabilidad del recobrado. La variabilidad en € recobrado se afecté también por la composicion de la
ascitis y por € numero de ciclos de purificacion de la matriz de la cromatografia de afinidad.
Experimentos posteriores demostraron la presencia de AcM en d sobrenadante de las precitacion salina,
por lo cual recomendamos estudiar € efecto de la aplicacion directa de la ascitis en € rendimiento y la
estabilidad de la matriz de afinidad, asi como otros tampones que aumenten la capacidad de adsorcién de
esta matriz de afinidad como la glicina 0.2 M (Gagnon, 1996).

Figura 2. Recobrado del método de purificacion
del AcM CB.Hep-1. La curva representa €
recobrado de cada purificacion y los limites
corresponden con € valor promedio de recobrado
+ 2 veces la desviacion estdndar.

Recobrado (%)
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Tabla 3. Recobrado por etapas dd método de purificacion del AcM CB.Hep-1. Los valores esperados se calcularon
a partir de la eficienciainformada por Gagnon (1996) para cada una de las técnicas empl eadas.

Pasos del método de purificacion Recobrado Recobrado
Esperado Real+DS

Semi purificaci 6n (preci pitaci 6n salina-centrifugaci dn-exclus 6n molecul ar) (%) 60-80 75.83+13.50
Cromatografia de afinidad en Protein A-Sepharose (%) 70-90 81.50+30.40
Incubacion a pH acido durante 1 h (%) >08 98.50+2.10
Cromatografia de exclusién molecular en Sephadex G-25, cambio de tampén (%) >05 92.60+15.59
Ultrafiltracion (%) >95 99.50+9.55
Filtracién 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 méaximarelativa del método de purificacion g/30 hrs 30-60 38-40

4.3. Caracterizacion bioquimicadel AcM CB.Hep-1 purificado.

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

La pureza es uno de |os aspectos de mayor relevancia en la calidad de un biol6gico. La pureza del AcM
CB.Hep-1 evaluada por electroforesis brindd dos tipos de informacion: identidad referida al patrén de
bandeo y € grado de pureza propiamente dicho. La figura 3 muestra la pureza medida en geles de
poliacrilamida a 12.5% en condiciones reductoras y al 10% para condiciones no reductoras del AcM
CB.Hep-1 purificado. El porciento de poliacrilamida se selecciond para visualizar contaminantes por
encima de |la cadena pesada, por debajo de la cadena ligera, o de la molécula completa de 1gG, ya que la
talla méxima de las proteinas que penetran en un gel al 12.5%y a 10% es de 100 kDay entre 170 y 200
kDa respectivamente. En € caso de la pureza medida en condiciones reductoras (Fig. 3A) se observé un
patrén 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 observé una banda
homogénea sobre los 150 kDa con més 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 23 456 7 8 1 23 4 5 6 7
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50-55 kDo s e e qam cuns —-—

25 kDa

A : : B

Figura 3. (A) Pureza del AcM CB.Hep-1 evaluada por eectroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato
de sodio en condiciones reductoras. Linea 1-6, muestras del AcM CB.Hep-1. Linea 7, estdndar de un AcM de ratén.
Linea 8, marcador de peso molecular (Albuimina sérica bovina 80 kDa, Ovoalbimina 49 kDa, Anhidrasa carbdnica
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. Linea 1-6, muestras del AcM CB.Hep-1. Linea 7, estandar de IgG deratdn.
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La pureza de esta mol écula se evalu6 también mediante la cromatografia liquida de alta resolucion. Esta
técnica permite determinar la distribucién molecular y la pureza sobre la base de la interrelacion entre el
peso molecular y € Tr. El coeficiente de variacion de esta cromatografia fue < 1% (repetibilidad) y < 2%
(reproducibilidad), asi como € limite deteccion es 20 pg por lo cual cuenta con suficiente preci y
sensibilidad para evaluar la pureza del AcM. A partir del Tr de la muestra control (37 min) se determiné
la fraccion de 1gG-2bk 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 demostrd una fraccion mayoritaria y
una pureza superior al 95%. La identidad de la segunda fraccidn no esté definida pero estudios realizados
con este AcM obtenido a partir de otra fuente bioldgica indican que no es de origen proteico sino &cido
citrico empleado en la elucion durante la cromatografia de afinidad. Este &cido parece interactuar con la
matriz de exclusion molecular, pues su ucién no corresponde con este tiempo de retencion.

Intensjdad (mV)

Figura 4. Distribucion molecular del AcM CB.Hep-1

ol evaluada por HPLC-GF. A. Tampdn Tris 20

mM/NaCl 150 mM; pH 7.6. B. Materia de

: ] Referencia. C. Muestra 1 del AcM CB.Hep-1. D.
Muestra2 del AcM CB.Hep-1.

: S S 5 & o % Tiempo de Retencién (min)

Berenrian Time iminl

4.3.2. Resultados ddl I sotipaje del AcM CB.Hep-1.

Debido a la alta potencialidad de encontrar anticuerpos propios del raton, no especificos parad AgsVHBr
que pueden ademés se ser purificados por la matriz de afinidad, Protein-Sepharose, se determiné la clase
y subclase del AcM purificado como criterio adicional de pureza. La evaluacion del isotipo en dos
preparaciones del AcM CB.Hep-1 demostrd que las moléculas purificadas corresponden con una 1gG-2B
cadena ligera Kappa (Figura 5). Por lo que si integramos este resultado con € de actividad especifica se
puede concluir que la preparacion purificada corresponde mayoritariamente con el AcM CB.Hep-1.

7| |1 le D [ =1, [L.1al :l
g, EP‘N'g(m:u,q e "o® m|<|w|Sle|[<

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 peptidico de la cadena pesaday ligeradel AcM CB.Hep-1.

El mapeo triptico fue otra de las técnicas empleadas para la caracterizacion del AcM CB.Hep-1. En este
caso se maped la cadena ligera y la cadena pesada de tres muestras consecutivas del AcM CB.Hep-1
mediante la digestion con Tripsina. Como se observa en la figura 6, 10s mapas tripticos de ambas cadenas
son muy parecidos entre las tres muestras evaluadas, 1o cual permite llegar ala conclusion 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 imprecision del método en
cuanto la diluciones de la enzima y dd sustrato, AcM CB.Hep-1, lo que provoca en ocasiones que la
intensidad de las fracciones sea diferentes.

i i
1A B
. _ '\L [‘ “ MJ\M Figura 6. Mapeo peptidico de tres
! ‘ \ - : muestras consecutivas del AcM CB.Hep-1
= CA tras la digestion con Tripsina A. Mapeo
’ peptidico de la cadena ligera. B. Mapeo
peptidico de la cadena pesada. La digestion
! l se realizd en una relacion enzima: sustrato
bl J,‘b ! J JUUU ~—==/  1:100 durante 5 hrs a37°C.
= R —
!
|| 0y
_‘_MJLMI\.M‘#J{ LL\ N‘L q

4.3.4. Confir macion del epitopo reconocido por el AcM CB.Hep-1.

Entre los ensayos mas importantes de caracterizacion bioquimica estd la determinacion del epitopo
reconocido por d AcM CB.Hep-1 (especificidad). Este tipo de ensayo consistio en fijar péptidos de 12
aminoacidos, solapados en 6 aminoécidos del AgsVHBr (Anexo 17) y enfrentarlo a las muestras
purificadas del AcM CB.Hep-1. La figura 7 presenta € reconocimiento de los péptidos 20 y 21 del
AgsVHBr de una muestra del AcM CB.Hep-1 purificada, ambos péptidos comparten la secuencia de
aminoacidos CKTCTT. Esta secuencia se localiza en € determinante “a” de dicho antigeno y corrobora
los resultados obtenidos anteriormente en cuanto a la caracterizacion del epitopo reconocido por este
AcM a escala andlitica.

Figura 7. Reconocimiento de péptidos

solapados del AgsVHBr por d AcM
CB.Hep-1 (izquierda) y por & AcM
CB.l1fn-2.4 (derecha) empleado como

control negativo. El color azul indica

reconocimiento del AcM CB.Hep-1.

Secuencia de aminoacidos de los

péptidos reconocidos por & AcM

CB.Hep-1. 20. TTSTGPCKTCTTB. 21.

CKTCTTPAQGNSB.
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4.3.5. Resultados de la secuencia de aminoé&cidos de la cadena ligera del AcM CB.Hep-1.

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

lch_hio_int 181 (6.423) Cn (Cend, 80.00, Ar); Sm (Mn, 1x4.00); 50 (54000 ); Cm (108:225)
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Al3 [ muestra del AcM CB.Hep-1 obtenida
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]
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DIVMSQSPSSLAVSVGEKVALSC(KSSQSLLYLNNHKNYLA)WFQQKPGQSPKLLIY(WASTRDS)GVPDRFTGSGSGTDFTLMISS
VKAEDLAVYYC(QQYYNYPYTFG)GGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNS
WTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC

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

La técnica de isoelectroenfoque es otro criterio de identificacion molecular para las agencias regulatorias
(F. D. A., 2001). Esta es una técnica de alta resolucion para separar proteinas en base a sus puntos
isoel éctricos donde los componentes cargados de las muestras se mueven a través del gradiente de pH y
pierden su carga cuando € pH del gradiente es igual a su punto isoeléctrico. El andlisis de
reproducibilidad y repetibilidad realizado con € patrén de AcM indicd una variabilidad de sdlo 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 proteina y con € valor tedrico

determinado a partir de la secuencia de aminoacidos (pH isoel éctrico=6.9).
pH

7353 '. Lineas Muestras 1 2 3 4 5 6 7 8
' :! ’ . : A 1 - - 699 689 68 671 659 651
6.5 ..' 3 . B 2 - - 699 690 680 671 661 -
. C 3 - - 702 691 682 673 662 653
- D 4 - - 704 693 684 674 664 654
58 E 5 - - 704 965 686 676 666 654
FEDCB A F MR - 714 704 695 684 6.74 - -

Figura 9. Isoelectroenfoque de 5 muestras consecutivas del AcM CB.Hep-1 purificado. Los valores representan el
valor de pH isod éctrico de cada banda. MR: material de referencia. 42
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4.3.7. Resultados de la deter minacion de la constante de afinidad del AcM CB.Hep-1.

El méodo de medicion de la constante de afinidad del AcM CB.Hep-1 utiliz6 @ valor de correspondiente
con € 50% de la densidad dptica total de curvas sigmoidales. Este método trabaja con la concentracion
total de AcM aplicada en € pozo de una placa de ELISA y e mismo se valido contra € méodo de
radioinmunoensayo de inhibicién por Besatty y colaboradores, (1987). Para d AcM CB.Hep-1, los
resultados indicaron una Kaf de 7.61+6.9x10° M™* (Tabla 4). La variabilidad observada coincide por la
informada para este tipo de ensayo y por € uso de un antigeno, particula, con € epitopo repetido.

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

AcM Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Promedio
CB.Hep-1 1 2 3 4 5 6 7
Kaf (M™) 2.1x10° 1.1x10° 5.0x10’ 3.4x108 4.6x10° 1.6x10° 1.1x10°  7.61+6.9x10°

4.4. Caracterizacion de los contaminantes criticos de la preparacion del AcM CB.Hep-1 purificado.
4.4.1. Resultados de la deter minacién de ADN deraton.
En las muestras de los AcM, pueden aparecer dos contaminantes con gran impacto en la calidad del

producto final. Estos son: e ADN de ratény la Proteina A desprendida de la matriz de afinidad (Bloom y
cols., 1989). El ADN de raton estd muy vinculado con caracteristicas oncogénicas por lo cual la cantidad
de esta molécula en € bioldgico tiene que ser muy baja (< 10pg ADN/mg AcM). En este caso la
estimacion de la dosis resulta dificil porque e AcM no se utiliza directamente, sino a través de un proceso
de inmunopurificacion. Por esta razon, decidimos evaluar @ nivel de contaminacion de forma similar ala
que recomienda la literatura para un AcM de uso parenteral. La cantidad de ADN de raton en estas
muestras fue inferior a limite de cuantificacion del ensayo (3.9 pg ADN/mg AcM) (Fig. 10).

s 3 A% b4 4 ) A s 5 o 7 8 A a.-. i RS g O R
a-® 8
Voo S8t iBees...
A B C

Figura 10. Contenido de ADN de ratén en preparaciones de AcM CB.Hep-1. A y B. Lineas 1-9, curva patrén de
ADN de rat6n (1ng -3.9 pg de ADN). Linea 10, control negativo (100 pg de albimina sérica bovina). Linea 11, 1
mg del AcM CB.Hep-1, materia de referencia. Linea 12, muestra de AcM purificado. C. La muestra de AcM
CB.Hep-1 corresponde con C3.

4.4.2. Resultados de la deter minacién de Proteina A de Staphylococos aureus.

Para esta determinacion se validoé un sistema de cuantificacion de Proteina A en presencia de grandes
cantidades de 1gG. Este sistema se basd en la combinacién de fragmentos de anticuerpos de carnero
contra la Proteina A conjugado con PRP y anticuerpos completos de carnero con la misma especificidad.
El intervalo lineal de la curva patrén (Proteina A+1gG) fue desde 0.19 hasta 3.13 ng/mL lo que se
corroboré mediante un ANOVA (p=4.360x10"). Ademés e andlisis de regresion lineal comparando los
coeficientes de correlacion lineal de Pearson (R) contrad R critico (0.441) corroboro la linealidad de las
curvas en este intervalo de concentracion de Proteina A (Fig 11). La comparacion estadistica no mostré
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diferencias significativas entre ambas rectas, 0 sea con y sin 1gG. Esto se demostr6 comparando €l
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 Proteina A (0.10-0.20); m de la recta de Proteina
A+IgG (0.10-0.28), (intercepto de la recta de Proteina A (0.28-0.34); intercepto de la recta de Proteina
A+1gG (0.29-0.34). Como se aprecia los interval os de confianza de m y del intercepto de ambas rectas se
solapan. La interferencia en & ensayo se observo para concentraciones de 1gG superioresa 1 mg/mL.

1.2
1.0 §

0.8 1 Figura 11. Cuantificacion de Proteina A en

presencia de 0.5 mg/mL de IgG. El coeficiente de
correlacion lineal de Pearson para la curva con
021 Proteina A fue R=0.9982, mientras que para la
0.0 ‘ ‘ ‘ curva de Proteina A+1gG fue de 0.9973.

0.6
0.4 +

Absorbancia a 492 nm

Concentracién de Proteina A (ng/mL)

—o—Proteina A - -O- - Proteina A+IgG

En aras de desarrollar un ensayo riguroso, se analizé € recobrado para tres concentraciones de Proteina A
diferentes (50, 100 y 150 ng/mL). En este caso € coeficiente de variacion intra-ensayo fue 4.36%
mientras que e coeficiente de variacion inter-ensayo fue 8.63% demostrando que en ambos casos €
criterio se cumplio satisfactoriamente, menos del 10 y del 20 % respectivamente. Estadisticamente, no se
observo diferencias significativas en € recobrado en las tres concentraciones evaluadas mediante una
prueba de hipétesis basada en la distribucion 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 € recobrado promedio. En cada caso € nivel de probabilidad fue 95%.

Pardmetros 50 ng/mL 100 ng/mL 150 ng/mL
Ensayo | 93.82 96.72 102.88
Ensayo I 109.80 101.72 89.29
Ensayo |11 93.72 107.20 112.64
Recobrado promedio 99.1449.23 101.88+5.24 101.60+11.23
Coeficiente de variacion inter-ensayo (%) 9.31 5.14 11.54

P (Cochran) 0.609 -

P (t-Student) 0.887 0.598 0.833

La cuantificacién de Proteina A es muy importante por los desordenes inmunoldgicos provocados por
altos niveles de esta proteina en € plasma humano (Gagnon, 1996). Utilizando este ELISA se cuantificé
el nivel de Proteina A en 20 muestras del AcM CB.Hep-1. Lafigura 12 muestra la cantidad de Proteina A
determinada, donde € méximo valor encontrado no excedi6 los 2 ppm. Este valor se considera bajo para
este tipo de producto, ya que posterior a este paso existen otros pasos cromatograficos con elevada

capacidad de eliminacidn de proteinas como la cromatografia de intercambio i6nico. Ademas este valor
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de 2 ppm es muy inferior ala dosis toxica informada para chimpancés (0.41 nvkg de peso/dia, durante 15

dias por via intraperitoneal).

7 0—00—0—0—0—0—0—0—0—0"—0—0—0—0—0—0—0—0— Figura 12. Contenido de Proteina A de S. aureus
en preparaciones del AcM CB.Hep-1. El valor de

| 3 ppm corresponde con e vaor de especificacion
WA/ de calidad establecido para la vacuna contra la
0

Hepatitis B.
123456789101121314151617181920

N W A~ o
I I |

[y

Contenido de PA (ppm)

Muestras de AcM CB.Hep-1
—o— Limite de Especificacion —o—Valores de Proteina A

4.5. Resultados de la estabilidad del AcM CB.Hep-1 en tampon Tris 20 mM/NaCl 150 mM; pH 7.6.
Una de las formas de medir la eficiencia de un mé&odo de purificacién es comprobando si e grado de
purificacion 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 pardmetros evaluados fueron la
pureza y la actividad especifica durante 25 meses. Los resultados confirmaron la estabilidad de esta
mol écula en las dos temperaturas estudiadas. La comparacion estadistica de ambos parametros en ambas
temperaturas no mostré diferencias significativas para un 95% de confianza segin la prueba de
significacion de la pendiente basada la distribucion t-Student para muestras independientes. Los valores
de probabilidad se relacionan a continuacién, para la actividad especifica a 4°C (p= 0.8330), actividad
especificaa-20°C (p=0.9005), pureza a4°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 especifica quedd por debajo de la
especificacion de calidad establecida (Figs. 13 y 14).
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Figura 13. Resultados de la pureza del AcM CB.Hep-
1 en € estudio de estabilidad en Tris 20 mM/ NaCl
150 mM; pH 7.6 a4y -20°C. Los curvas muestran la
media y € intervalo de confianza para un 95% de
significacion estadistica.

Figura 14. Resultados de la actividad especifica del
AcM CB.Hep-1 en € estudio de estabilidad en Tris 20
mM/ NaCl 150 mM; pH 7.6 a 4 y -20°C. Los curvas
muestran la media y € intervalo de confianza para un
95% de sgnificacion estadistica
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4.6. Resultados de la inmovilizacion del AcM CB.Hep-1 y caracterizacion cromatogr &fica de los
inmunoadsor bentes del AcM CB.Hep-1.
La cromatografia de inmunafinidad es |la técnica més importante en la purificacion del AgsVHBTr obtenido

a partir de Pichia pastoris (Pentén y cols., 1994). Entre sus ventajas estan: alto recobrado, alta pureza'y
alto poder de concentracion del AgsVHBr, sdectividad, ya que d AcM CB.Hep-1 reconoce €
determinante “a” y la originalidad con respecto a otros méodos de purificacion (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 antigeno. En esta Tesis, e méodo de activacion con bromuro de
cianégeno demostrd una eficiencia de acoplamiento de 1gG >97%, lo cua coincide con los resultados
obtenidos por otros autores (Kohn y Wilchek, 1982). La capacidad de elucién fue superior a 100 ug
AgsVHBr/mg AcM vy la pureza del AgsVHBr purificado alcanzo valores superiores a 85% El limite de
especificacion de la pureza del AgsVHBr en este paso de purificacion es 80% (Fig. 15).
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s % > 80 I Figura 15. Gréfico de la eficiencia de
g 28 . (758 % acoplamiento del AcM CB.Hep-1 y pureza
E = 50 < del AgsVHBr purificado a partir de los
z 2 r % % inmunoadsorbentes del AcM CB.Hep-1.
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—=— Pureza del AgsVHBTr (%)

La especificidad de las bandas en la eectroforesis del AgsVHBr se corrobord por inmunomarcaje con e
AcM CB.Hep-1. Como se observa en la figura 16 no hay diferencias en el patrén de bandeo del AgsVHBr
purificado con respecto al material de referencia. Este antigeno aparece en forma de monémero (24 kDa),
dimero (48 kDa) y trimero (72 kDa) bajo las condiciones reductoras empleadas en este ensayo.

72 kDa

48 kDa Figura 16. Lineas 1-9. Electroforesis de 9
muestras consecutivas del AgsVHBr purificado

24 kDa con los inmunoadsorbentes del AcM CB.Hep-1.

-
e eweseew Linea 10. Material de referencia del AgsVHBr.

el 2 Sl Gl S G s R 0]

El desprendimiento del ligando no superd los 3 ng |gG/ug AgsVHBT por lo cual no se afecta la pureza del
antigeno purificado ni se contaminacion de la vacuna con cantidades de IgG de raton que pueden ser
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inmunogénicas. De esa manera se cumple asi con las especificaciones establecidas para la vacuna contra
la Hepatitis B (<3 ng IgG/ng AgsVHBr y >90% de pureza del AgsVHBr) (Fig. 17).
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S i 04t loa 82 Figura 17. Capacidad de eucion del
oE % 2 AgsVHBr y desprendimiento de 1gG de los
32 o3t 703 Eo inmunoadsorbentes del AcM CB.Hep-1.
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4.7. Resultados de la estabilidad de los | nmunogeles del AcM CB.Hep-1.

En este estudio se evalud la capacidad de elucion y e desprendimiento dedd AcM CB.Hep-1 de tres
inmunoadsorbentes. La capacidad de elucion fue superior alos 100 ug AgsVHBr/mg AcM en dos de los
inmunoge es evaluados hasta los 20 meses. En € tercer inmunogel, este parametro cay6 por debajo del
limite al cabo de los 12 meses, haciendo que € promedio de los tres geles estuviera también por debajo
del valor esperado (Fig. 18). El andlisis del nivel de desprendimiento de ligando demostré que en ninguno
de los geles evaluados e valor de 1gG desprendida superé los 3 ng IgG/ug AgsVHBr que es la
especificacion de calidad establecida para este producto durante 20 meses (Fig. 19).
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4.8. Resultados de la car acterizacion de los contaminantes vir ales en las fuentes biol 6gicas.
4.8.1. Resultados de la deter minacion de Retrovirusen e hibridoma CB.Hep-1.
La observacion del hibridoma CB.Hep-1 mediante microscopia electronica de transmision denoto

presencia de particulas parecidas a Retrovirus tipo C atravesando la membrana plasmética. Las particulas
promediaron un tamafio entre 100-200 nm y con forma esférica. En un alto porciento de las células
analizadas (200 células) se demostré expresion de particulas circulares que asemean este tipo de
Retrovirus (aparecen sefialadas con flechas) (Fig. 20). Se destaca en la interpretacion de esta foto que esta
determinacion no se considera una demostracion absoluta de la presencia de este tipo de virus por lo que
se requiere de ensayos mas especificos de caracterizacion de Retrovirus. En ninguna de las secciones
evaluadas se observaron particulas retrovirales de otro tipo.

Figura 20. (A) Microscopia €ectronica de
trangmision dd hibridoma CB.Hep-1. La flecha
indica la presencia de las particul as parecidas a
Retrovirus tipo C de 100-200 nm en €l espacio
exterior a las cdulas La magnificacion
empleada fue X15K.

4.8.2. Resultados de la tipificacion de Retrovirus mediante los ensayos de foco ampliado S+L- y de
placa XC.
Para determinar la presencia de Retrovirus murinos xenotrépicos en este hibridoma, se desarroll6 la

prueba directa de foco ampliado S+L-. Esta prueba esta disefiada para determinar Retrovirus con
capacidad de infeccidn de lineas cedulares de un origen diferente al ratén. Debido a que la infeccion in
vitro de células con este tipo de virus de la leucemia murina no induce necesariamente cambios
morfol 6gicos en ellas, se utilizé una linea celular de vison MiCl; (ATCC CCL 64.1) que contiene un
genoma defectivo del virus del sarcoma murino (S+), pero no contiene informacion para € virus de la
leucemia murina (L-). Por estas razones una superinfeccion de esta linea celular con € virus de la
leucemia murina conlleva ala expresion del virus de sarcomay la formacion de focos de infeccion. En e
estudio del hibridoma CB.Hep-1 no se evidencié presencia de particulas de Retrovirus tipo C
xenotropicas, ya que no se observé el desarrollo de focos (Tabla 6, Anexo 21).
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Tabla 6. Resultados de |os ensayos S+L- del hibridoma CB.Hep-1 productor del AcM CB.Hep-1.

Muestras Unidades for mador as 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 laleucemiafeling) 46
Control positivo 2 (virus de laleucemiafeling) 57

Para la caracterizacion de Retrovirus se empled también € ensayo de placas XC. Este es un ensayo
especifico para Retrovirus ecotrépicos, o sea con capacidad solo para infectar cdulas de ratones y de
ratas. Se utiliz6 como indicador la linea celular SC-1 que carece de restriccion Fv-1 y es capaz de
expresar € virus ecotropico de la leucemia murina. La linea SC-1 es altamente sensible a la presencia de
este virus. Los resultados de la evaluacion de nuestra linea celular tampoco evidenciaron presencia de
Retrovirus del tipo C ecotrépicos (Tabla 7, Anexo 22).

Tabla 7. Resultados de los ensayos XC en lalineacelular CB.Hep-1 productoradel AcM CB.Hep-1.

Muestras Unidades for mador as de Placas X C 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 laleucemia murina cepa mov-3) 18
Control positivo 2 (virus de laleucemia murina cepa mov-3) 13

4.8.3. Resultados de la determinacion de virus enddgenos en e hibridoma CB.Hep-1 mediante el
ensayo de MAP.
De todos estos ensayos el mas aceptado para la determinacién de virus murinos es e MAP. Este consiste

en la cuantificacion de anticuerpos especificos para las entidades virales que aparecen en la Tabla 8. Sele
otorga esta particular importancia porque pequefias cantidades de virus que no pueden ser facilmente
detectadas por ensayos de cuantificacion de virus in vitro son reconocidas por @ sistema inmune de los
ratones inoculados, los cuales generan una respuesta inmune fécilmente detectable por ensayos
inmunoquimicos. La deteccion 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 €
sobrenadante del hibridoma CB.Hep-1 (Anexo 10).

Tabla 8. Resultados de la determinacién de virus en € hibridoma CB.Hep-1 mediante el ensayo de MAP.

Virus Evaluados Resultados | VirusEvaluados Resultados
Virus hantaan Negativo Adenovirus Negativo
Virusdd coriomeningitis linfocitica Negativo Citomegal ovirus Negativo
Rotavirus deratén Negativo Virus de la hepatitis murina Negativo
Virus sendai Negativo Virustimico Negativo
Reovirus 3 Negativo Virus de laneumonia Negativo
Virus de la encefal omiocarditis murina Negativo Poliomavirus Negativo
Virus elevador delaenzima Lactato deshidrogenasa Negativo Virus de la encefalomidlitis murina de Negativo
Virus diminuto de ratén Negativo | Theiler
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4.8.4. Resultados de la deter minacion de virus adventicios en el hibridoma CB.Hep-1 mediante la
inoculacion en lineas celulares sensibles ala replicacion viral.
El sobrenadante del hibridoma CB.Hep-1 se someti también a ensayos in vitro para la deteccion de virus

(Tabla 9). Las lineas celulares inoculadas barrieron un amplio nimero de especies, desde ratdn hasta
primates. En ninguna de estas lineas celulares se observd d efecto citopético caracteristico de infeccion
viral, lo cua sugiere la ausencia de virus adventicios en este hibridoma. El pase a ciegas tampoco
evidencio presencia de virus (Anexo 11).

Tabla 9. Resultados de la determinacién de virus adventicios en € hibridoma CB.Hep-1.

Lineas Celulares Nomenclatura Efecto Hemoadsor cion de
Citopético eritrocitos de
cobayos
Células embrionarias humanas de pulmén HEL Negativo Negativo
Cultivo terciario de células de rifion de monos verdes africanos TAGMK Negativo Negativo
Células de rabdomiosarcoma humano RD Negativo Negativo
Células de pulmdn de Vison MvLu Negativo Negativo
Sub-linea de células de tumor cervical humano HelaOhio Negativo Negativo
Células clonadas de higado de ratén NCTC 1469 Negativo Negativo
Células clonadas de tejido conectivo de raton L929 Negativo Negativo
Células primarias de embriones derat6n ME Negativo Negativo

4.8.5. Resultados de la determinacion de virus en el hibridoma CB.Hep-1 mediante la inoculacion
en huevos embrionados de pollos, ratonesy cobayos
Ademés, serealizaron varios ensayos de inoculacion del sobrenadante del hibridoma CB.Hep-1 en huevos

embrionados de pollos, ratones adultos, cobayos y ratones lactantes. Los huevos embrionados se
inocularon en e fluido alantoideo y € saco vitelino. En este ensayo € virus de la influenza se utilizé
como control positivo y € medio de cultivo como control negativo. En ninguno de los huevos
embrionados se produjo la muerte del embrion y tampoco se observaron dafios en la membrana
corioalantoidea, ni hemoaglutinacion al enfrentar € fluido alantoideo con los eritrocitos. Este efecto de
hemoaglutinacion se produce por interacciones entre las proteinas de la membrana citoplasmética de los
eritrocitos y los virus presentes en e fluido extraido de los huevos embrionados (Anexo 12). Tampoco se
observaron sintomas clinicos caracteristicos de infeccion viral en los ratones adultos y los cobayos
inoculados con este sobrenadante en € periodo desde la inoculacién de la muestra hasta la eutanasia.
Ademas, seinocularon tres grupos de 9, 12 y 16 ratones lactantes. En este ensayo se observo diversidad
en e 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 murié en €
periodo de 6 semanas posterior ala inyeccion del indculo (Tabla 10, Anexo 13).

Tabla 10. Resultados de la determinacidn de virus en € hibridoma CB.Hep-1 mediante lainocul acién en animales.

M odelo Animal Sintomasclinicosrelacionados ~ Andlisis patologicos
con infeccién viral de cada 6rgano

Ratones Adultos Negativo Negativo

Caobayos Negativo Negativo

Ratones Lactantes Negativo Negativo
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4.8.6. Resultados de los andlisis seroldgicos a la colonia de r atones BAL B/c.
Los programas de vigilancia son agquellos utilizados para monitorear @ estatus de salud de los animales

empleados en la produccion de biol égicos. Dentro de estos, |os andlisis serol 6gicos juegan un papd clave.
Las pruebas seroldgicas realizadas a los sueros de los ratones BALB/c empleados en la produccion de
ascitis contra las entidades virales exigidas por las agencias regulatorias no mostraron presencia de
anticuerpos contra ninguna de los virus evaluados. Este ensayo consistié en la determinacion directa en
los sueros de los animales de anticuerpos contra los virus endogenos de raton mediante la técnica de
ELISA e inmunofluorescencia (Anexo 14). Sin embargo, debe considerarse que no todos los virus
enddgenos estimulan la produccion de anticuerpo, pues la respuesta inmune que se produce contra estos
es de origen celular y que hay periodos denominados de ventana donde no hay todavia expresion de
anticuerpos contra un antigeno dado.

4.8.7. Resultados de la deter minacién de vir us endégenos en la ascitis mediante el ensayo de MAP.
La técnica de MAP es muy empleada por su capacidad para detectar una nimero amplio de virus
enddgenos como se explica en € acépites anterior. No obstante posee las limitaciones de los ensayos
serolégicos. En resumen esta consiste en inocular la ascitis por varias rutas (intracraneal, intranasal,
intramuscular, subcuténea e intraperitoneal) en ratones con mayor sensibilidad a infecciones por virus
para medir la presencia de anticuerpos contra las entidades virales endégenas. Este es por ende € punto
més importante de caracterizacion del material de entrada a proceso de purificacién de cualquier
mol écula que se pretenda aislar de esta fuente bioldgica. Los resultados tampoco demostraron presencia
de anticuerpos en e suero de los ratones inoculados con la ascitis contra cada uno de los virus endégenos
evaluados (Tabla 11, Anexo 15).

Tabla 11. Resultados de la determinacion de virus enddgenos en la ascitis mediante & ensayo de MAP.

Virus Evaluados Resultados
Virus hantaan Negativo
Virusde coriomeningitis linfocitica Negativo
Rotavirus deratén Negativo
Virus sendai Negativo
Reovirus 3 Negativo
Virus de la encefal omiocarditis murina Negativo
Virus elevador delaenzima Lactato deshidrogenasa Negativo
Virus diminuto de ratén Negativo
Adenovirus Negativo
Citomegal ovirus Negativo
Virus de la hepatitis murina Negativo
Virustimico Negativo
Virus de laneumonia Negativo
Poliomavirus Negativo

Virus de la encefalomidlitis murina de Theiler Negativo
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4.8.8. Resultados de la determinaciéon de virus adventicios en la ascitis mediante € ensayo de
inoculacion en lineas celulares sensibles areplicacion viral.

Este ensayo tiene gran importancia, pues tiene la sensibilidad suficiente para detectar virus adventicios en
la fuente biolégica de mayor relevancia para la demostracion de la capacidad de remocién e inactivacion
de virus modelos, ya que es e material inicial del méodo de purificaciéon. Al igual que en e ensayo de
deteccion de virus mediante la inoculacion del sobrenadante del hibridoma en cdulas sensibles a
replicacion 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 citopatico o hemoaglutinacion en las lineas celulares utilizadas (Tabla
12, Anexo 23).

Tabla 12. Lineas celulares, y cepas virales empleadas en la determinacion de virus.

LineasCelulares Resultados Cepas Virales
(controles positivos)
Vero (ATCC 81) cdulas derifion Negativo parainfluenza bovinartipo 3,
(mono Rhesus) cepa SF-4 (ATCC VR 281)
MRC-1 (ATCC 171) células diploides de pulmon Negativo sarampién, cepa Edmonton
(humanas) (ATCC VR 24)
A9 (ATCC CCL 1.4) células derivadas de lalineaNCTC (929) Negativo virus diminuto de raton
(ratén) (ATCC VR 1346)

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

Para los experimentos de desafio del méodo de purificacién del AcM CB.Hep-1 con virus modelos se
realizo primeramente un desescalado 1/100 del méodo de purificacion de este AcM. Esta escalaes d 1%
de la escala real de purificacion. El desescalado se realizd empleando como criterio principal € Tr
constante durante € paso de purificacion mas importante (cromatografia de afinidad en Protein A-
Sepharose). La Tabla 13 muestra los criterios seguidos durante e desescalado. La pureza, la actividad
especifica del AcM CB.Hep-1 y d rendimiento del méodo de purificacion fueron los pardmetros
empleados para demostrar similitud entre ambas escalas dd méodo de purificacion.

En resumen, & AcM CB.Hep-1 obtenido reprodujo las especificaciones de calidad del AcM purificado a
la escala real. El andlisis estadistico demostré diferencias no significativas en todos los parametros
evaluados entre ambas escalas seguin la prueba de comparacion de medias basada en la distribucion t-
Student para un 95% de significacion estadistica. Los valores de probabilidad para cada pardmetro fueron,
pureza del AcM CB.Hep-1 (p=1.0000); actividad especifica (p=0.2723) y rendimiento (p=0.4954).
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Tabla 13. Criterios seguidos para & desescalado y resultados de las especificaciones de calidad del AcM CB.Hep-1.

Criterios Escala Real Escala Escala Escala
/100 Real /100
Volumeninicial (mL) 5000 50 - -
Condi ciones de la precipitacion salina 1 ( %gztged;ﬁrggz) Igual - -
Centrifugacion 1 4800xg Igual - -
- S, . Sulfato de Amonio

Condiciones de la precipitacion salina 2 (50 % de saturacion) Igual - -
Centrifugacion 2 4800xg Igual - -
Matriz empleada en la cromatografia de exclusién molecular Sephadex G-25 Igual - -
Volumen aplicado en la cromatografia de exclusién molecular (mL) 30-40 Igual

Matriz empleada en la cromatografia de afinidad Protein A-Sepharose Igual - -
Tiempo de residencia en la cromatografia de afinidad (h) 0.1 Igual - -
Alturadel lecho cromatogréfico (cm) 5 Igual - -
Diametro de la columnade la cromatografia de afinidad (cm) 6 0.8 - -
Temperatura (°C) 4 Igual - -
Razdn de carga en la cromatografia de afinidad (mg/mL) 20 Igual - -
Pureza del AcM CB.Hep-1 (%) >90 Igual 98+1.0 98+1.0
Actividad Especificadel AcM CB.Hep-1 (%) >70 Igual  131.6+85 123.1+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
afectd la capacidad del méodo para purificar d AcM CB.Hep-1 (Tabla 14) con alta pureza, actividad
especifica y rendimiento, pues todos estos pardmetros estuvieron por encima del valor de corte
establecido. Sin embargo, cuando se analizaron més en detalle los datos se observd que si hay un
comportamiento diferente de la cromatografia de afinidad ante la presencia de cada modeo viral. Por
gemplo e andlisis de varianza (ANOVA de simple factor) aplicado a los resultados de cada parametro en
presencia de los virus modelos demostro diferencias significativas en todos los casos. Los valores de la
probabilidad asociada para un nivel de confianza del 95% fueron; actividad especifica (p=0.0176), pureza
en condiciones reductoras (p=0.0289) y rendimiento (p=0.0341). La aplicacién de la prueba de interval os
multiples (DUNCAN) para encontrar entre que variables hubo diferencias significativas definié que en lo
referido a la actividad especifica todos los experimentos, excepto con € virus sendai, dieron diferencias
significativas comparado con € control (sin virus). En € andlisis de la pureza las diferencias
significativas se encontraron entre los experimentos realizados con € VIH-1, virus sendai y PVC con
respecto al experimento control y en e andlisis del rendimiento, las diferencias significativas se
encontraron entree VHSy d PVC con respecto al experimento sin virus model os.
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Tabla 14. Resultados de la purificacion del AcM CB.Hep-1 en la escala (1/100) en presencia de virus model os.

Criterios Pureza del Actividad Especifica Rendimiento
AcM CB.Hep-1 del AcM CB.Hep-1 (mg 1gG/mL ascitis)
(%) (%)

Escala /100 + virus sendai 93.0£2.7 119.6+25.7 1.70£0.2
Escala /100 + VIH-1 92.2+2.1 93.8+2.0 1.26+02
Escala1/100 + VHS1 97.4+15 97.3t15 1.061£0.1
Escala /100 + PVH- 2 917420 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 deter minacion de la capacidad de remocion de virus modelos del método de
purificacion del AcM CB.Hep-1 (cromatogr afia de afinidad).

4.10.1. Virus envueltos (virus sendai, VIH-1y VHS-1)

Virus sendai

Para demostrar la capacidad de remocién del virus sendai se realizaron dos experimentos. Un

experimento inoculando la ascitis con 4.4 Logs y € otro con 8.4 Logs del virus sendai respectivamente.
En ambos experimentos € virus sendai fue titulado mediante la determinacion de la DIEsym. (huevos
embrionados de pollos). Se demostré que este virus fue mayoritariamente removido en la cromatografia
de afinidad con un méximo de remocion de 7.2 Logs (Tabla 15) por lo cual los pasos de precipitacion
salina y desalado en la cromatografia de exclusién molecular no aportaron niveles importantes de
remocion de este modelo viral. El tampdn PBS 150 mM; pH 8 no demostro efecto tdxico en los huevos
embrionados, mientras que e &acido citrico 100 mM; pH 7 y d Tris 2M si demostré toxicidad en los
embriones de pollos pero sblo en la primera dilucion. Las muestras con altas concentraciones de
(NH4)2S0, mostraron una subestimacion del titulo viral de 1-2 Log. Probablemente esta diferencia esté
dada por un reparto heterogéneo del virus en el material resuspendido después de la precipitacion salina 2.

Tabla 15. Resultados del experimento de remocién del virus sendai. La DIEsy,. fue evaluada en huevos
embrionados de pollos SPF.

MuestragRéplicas Expto-l Expto-l1 Expto-l1 Expto-111
(Logs) (Logs) (Logs) (Logs)
Ascitis precipitadasin virus (control negativo) <13 <13 <13 <13
Eluato dela cromatografia de exclus én molecular (desalado)+virus 4.2 4.4 4.0 8.4
Fraccién no adsorbi da en la cromatografia de afinidad 4.2 4.2 3.6 7.2
Eluato dela cromatografia de afinidad <13 <13 <13 <13
Eluato de la cromatografia de exclusion molecular (cambio de tampdn) <13 <1.3 <13 <13
Tampén PBS 150 mM; pH 8 No toxico Notoxico  Notoxico  Notdxico
Tampdn acido citrico 100 mM; pH 7 Tox. (1:2)  Tox. (12)  Tox. (L2)  Tox. (1:2)
Capacidad de Remocion 4.2 4.4 4.0 7.2

Virusdelainmunodeficiencia humanatipo 1 (virus de ARN)
Debido a que los Retrovirus son virus obligados en las preparaciones de hibridomas murinos (Adanson,

1998), se evaluo también la capacidad de remocion del VIH-1. Este virus comparte propiedades fisico-
quimicas con € virus sendai (genoma, envoltura, tamafio resistencia ante los agentes fisico-quimicos).
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Teniendo en cuenta la subestimacion observada en las muestras semipurificadas y que la remocion del
virus sendai ocurrié en la cromatografia de afinidad, se procedi6 a desafiar solo este paso cromatogréfico.
De esta forma se trabajé también con los restantes virus modelos (VHS-1, PVH-2 y PVC). En este
experimento la ascitis desalinizada se inocul6 con 5.6-5.9 Logs del VIH-1. Los resultados reprodujeron
los obtenidos con e virus sendai en cuanto a que cas todo € virus, 85.9%, aparece en la fraccion no
adsorbida de esta cromatografia de afinidad. La capacidad de remocion observada fue de 4.30+0.19 Logs
(Tabla 16). No se pudo demostrar una capacidad de remocién viral mayor por € bajo titulo de indculo
viral. El tampon en € cual qued6 € AcM al final del método de purificacion Tris 20 mM/NaCl 150mM;
pH 7.6 demostré toxicidad en las células MT4 en la primera dilucion por 1o que se decidié cambiar a PBS
150 mM; pH 8, aunque esto no afecta el calculo ddl titulo viral, ya que se requiere de diluciones mayores
paratitular las fracciones con virus.

Tabla 16. Resultados de los experimentos de remocidn del VIH-1 en la cromatografia de afinidad. La DICCsgym .
fue evaluadaen células MT4.

M uestragRéplicas Exptol Exptoll Exptolll
(Logs) (Logs) (Logs)

Virus (control positivo) 7.6 7.6 7.6
Ascitis precipitadasin virus (control negativo) Tox. (1:2) Tox. (1:2) Tox. (1:2)
Eluato de la cromatografia de exclusién molecular (desalado)+virus 5.7 5.7 59
Fraccién no adsorbida en la cromatografia de afinidad 55 5.4 4.7
Eluato dela cromatografia de afinidad <13 <13 <13
Eluato de la cromatografia de exclusién molecular (cambio de tampon) <13 <13 <13
Tampén PBS 150 mM; pH 8 No toxico No toxico No toxico
Tampoén Tris 20 mM/NaCl 150 mM; pH 7.6 Tox. (1:2) Tox. (1:2) Tox. (1:2)
Capacidad de Remocion 421 4.40 4.66

Virus her pes simple humano tipo 1 (virus de ADN)

El VHS-1 es un virus de ADN, envueto con un tamafio de 100-200 nm por o que difiere con € virus
sendai y € VIH-1. En los experimentos de reto con este modelo viral selogré una capacidad de remocion
de 6.03+0.32 Logs (Tabla 17) y se evidencio que también fue removido casi totalmente, pues el 86.2%
del virus aplicado se encontrd en la fraccion no adsorbida a la matriz de la cromatografia de afinidad. Los
ensayos de toxicidad en las células Vero del tampén empleado (Tris 20 mM/NaCl 150 mM; pH 7.6) en
la purificacién y e material desalinizado previo a la aplicacion a la cromatografia de afinidad
demostraron toxicidad en la primera dilucion del ensayo de microtitulacion. Esto no afecto la
cuantificacion del efecto citopético, ya que las diluciones requeridas para medir d mismo fueron
superiores. El tamp6n PBS 150 mM; pH 8 no demostr6 toxicidad en las cdlulas Vero.
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Tabla 17. Resultados de | os experimentos de remocion del VHS-1

. LaDICCsy,. seevaud en cdlulas Vero.

Muestras/Réplicas Expto-l Expto-11 Expto-111
(Logs) (Logs) (Logs)
Virus (control positivo) 8.5 8.5 85
Ascitis precipitadasin virus (control negativo) Tox. (1:2) Tox. (1:2) Tox. (1:2)
Eluato de la cromatografia de exclusién molecular (desalado)+virus 75 75 7.5
Fraccién no adsorbida en la cromatografia de afinidad 7.24 7.2 75
Eluato dela cromatografia de afinidad <13 <13 <13
Eluato de la cromatografia de exclusién molecular (cambio de tampon) <13 <13 <13
Tamp6n PBS 150 mM; pH 8 No téxico No téxico No téxico
Tampoén Tris 20 mM/NaCl 150 mM; pH 7.6 Tox. (1:2) Tox. (1:2) Tox. (1:2)
Capacidad de Remocion 5.9 5.8 6.4

4.10.2. Virus desnudos (PVH-2y 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 validacién, ya que su interaccion con las matrices cromatogréficas puede ser diferentes a los virus

envueltos y de gran tamafio (Cameron y cols., 1997). Con este modelo viral se logré una capacidad de
remocion de 4.87+0.12 Logs (Tabla 18). Se observo también una interferencia importante en la titulacion
de la muestra de la fraccién no adsorbida a la cromatografia de afinidad. En esta muestra se produjo una

sobreestimacion del titulo viral por lo que no pudo conocerse con certeza si @ virus que no fue encontrado
en d eluato de la cromatografia de afinidad esté totalmente en la fraccidn no adsorbida o en interaccion
con la matriz cromatografica debido a su pequefio tamafio. No obstante, la coincidencia entre los
resultados de titulacion viral del eluato de la cromatografia de afinidad y los de la cromatografia de
exclusion molecular (cambio de tampon) ratifica que los resultados de |os eluatos son correctos.

Tabla 18. Resultados de | os experimentos de remocion del PVH- 2. LaDICCsyp,. Se evalud en células Vero.

MuestragRéplicas Expto-l Expto-l| Expto-111
(Logs) (Logs) (Logs)
Virus (control positivo) 9.25 9.25 9.25
Ascitis precipitadasin virus (control negativo) Tox. (1:4) Tox. (1:4) Tox. (1:4)
Eluato dela cromatografia de exclus én molecular (desalado)+virus 9.25 9.25 9.25
Fraccién no adsorbida en la cromatografia de afinidad 7.6 7.7 75
Eluato dela cromatografia de afinidad 4.29 4.47 4.40
Eluato dela cromatografia de exclusién molecular (cambio de tampon) 4.80 4.80 4.05
Tampo6n PBS 150 mM; pH 8 No téxico No téxico No téxico
Tampoén Tris 20 mM/NaCl 150 mM; pH 7.6 Tox. (1:2) Tox. (1:2) Tox. (1:2)
Capacidad de Remocion 5.0 4.77 4.84

Parvovirus canino (virus de ADN)

En @ desafio del méodo de purificacion del AcM CB.Hep-1 con € PVC, se logré una capacidad de
remocion de solo 2.81+0.34 Logs (Tabla 19). Al igual que en e caso del PVH-2, este resultado podria
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estar reacionado con las caracteristicas del virus, fundamentalmente su tamafio (18-25 nm). Este pequefio
tamarfio puede contribuir a una mayor retencion o interaccion con la matriz de afinidad, dificultando asi su
remocion efectiva. También se observd sobreestimacion (~+2.5 Logs) en la muestra de la fraccion no
adsorbida en la cromatografia de afinidad. El efecto de los tampones sobre la linea celular fue similar al
observado en células Vero toxicidad en la primera dilucion pero sin afectar la determinacién del efecto

citopético de los virus que alcanzan altos titul os en cultivo.
Tabla 19. Resultados de | os experimentos de remocion del PVC. LaDICCxyp. Seestimé en cdlulas LFBC.

MuestragRéplicas Exptol Exptoll Exptol1
(Logs) (Logs) (Logs)
PV C (contral positivo) 7.68 7.72 7.72
Ascitis precipitadasin PV C (control negativo) Tox. (1:2) Tox. (1:2) Tox. (1:2)
Eluato dela cromatografia de exclus én molecular (desalado)+virus 7.52 7.52 7.52
Fraccién no adsorbida en la cromatografia de afinidad 5.51 5.82 5.52
Eluato dela cromatografia de afinidad 491 431 491
Eluato de la cromatografia de exclusién molecular (cambio de tampon) 4.67 431 491
Tamp6n PBS 150 mM; pH 8 No téxico No téxico No téxico
Tampon Tris 20 mM/NaCl 150 mM; pH 7.6 Téx. (1:2) Tox. (1:2) Tox. (1:2)
Capacidad de Remocién 261 321 261

Resumen de los experimentos de remocion viral del método de purificacion del AcM CB.Hep-1

El paso que aporté mayor nivel de remocidn en los experimentos con € virus sendai fue la cromatografia
de afinidad. Los virus de mayor tamafio (sendai, VHI-1 y VHS-1) experimentaron mayor nivel de
remocion (>86% en la fraccion no adsorbida) lo que indica una débil interaccion con la matriz
cromatografica en estas condiciones experimentales. Por € contrario, los virus de menor tamafio (PVH-2
y PVC) son los que menos se remueven en esta cromatografia de afinidad, pues se encontré sdlo € 57.3%
solamente en |os eluatos de la cromatografia de afinidad (Fig. 21). Estos resultados fueron independientes
de la presencia de envoltura viral y del tipo de genoma, por lo que € elemento més importante en este
tipo de experimento fue e tamafio de los virus. La cromatografia de afinidad basada en Protein A-
Sepharose garantiz6 una alta capacidad de remocion & 4 Logs) de los virus envueltos y de gran tamarfio al
igual que del PVC (virus desnudo), pero no paralos virus con propiedades similares al PVH-2. En € caso
del VIH- 1 no demostrd un mayor nivel de remocion (>4.3 Logs) por €l bajo titulo de la cepa viral.

PVC (ARN, desnudo) ‘
: Figura 21. Resumen de la capacidad

1) 49
g PVH-2(ADN, desiudo) 4 o de remocion de los virus modelos del
S VHS1(ADN, envietto) Je2 método de purificacion, escala 1/100,
§ ; 3 3 del AcM CB.Hep-1. Estas barras
> VIH-1(ARN, envuelto) ad representan la media de tres réplicas

_ . — experimentales.

virus sendai (ARN, envuelto) :

Capacidad de Eliminacién Viral (Logs)
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4.11. Resultados de la deter minacion de la capacidad deinactivacion de virus modelos del etanol

4.11.1. Virusenvueltos (VIH-1y VHS-1)
Virusdelainmunodeficiencia humanatipo 1 (virus de ARN)
Un aspecto de mucha importancia es la retencion de los virus en las matrices cromatogréficas. Esto puede

conllevar a que & 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 purificacion, por lo cual la acumulacion
de particulas virales puede llegar a ser significativa. En aras de demostrar la capacidad del etanol para
inactivar virus, se realizaron dos cinéticas de inactivacion viral en etanol a 70 y al 20% respectivamente.
Los resultados con € VIH-1 indicaron una inactivacion de 4.78+0.22 con € etanol a 70% (Fig. 22A) y
3.7£0.19 Logs con etanol a 20% (Fig. 22B). Las cinéticas de inactivacion fueron similares en ambos
porcientos de etanol, demostrando la alta sensibilidad de este virus a este solvente organico. Después de
los 15 min de inactivacion no se puedo demostrar un nivel superior de inactivacion por la sensibilidad de
la técnica de microtitulacion (1.3 Logs).
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0 10 15 60 120 0 10 15 60 120
Tiempo (min) Tiempo (min)
—e—V/IH-1, Control —— Promedio de las Muestras —e—VIH-1, Control —— Promedio de las Muestras

Figura 22. Inactivacion del VIH-1 con etanol al 70% (A) y con etanol al 20% (B) a 4°C durante 120 min. Estos
gréficos representan la media y la desviacion estandar de tres réplicas. (o) Titulo del control viral en las mismas
condiciones experimentales sin etanal. (=) Promedio del titulo vira en las muestras tratadas con etanal.

Virus her pes smple humano tipo 1 (virus de ADN)

En e experimento con & VHS-1, € eanol a 70% inactivd 4.90£0.22 Logs en 15 min (Fig. 23A),
mientras que e eanol a 20% inactivd 4.0+0.25 Logs también en 15 min (Fig. 23B). En estos
experimentos no se pudo demostrar un nivel superior de inactivacion por € titulo de la cepa viral a inicio
del experimento. Estos resultados coinciden con los reportados por otros autores donde se demuestra una
reduccion 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 alcohdlico durante la purificacién de Ig humana a partir de
plasma (Ruibal, 1999).
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Figura 23. Inactivacion del VHS-1 en etanol a 70% (A) y a 20% (B) a4°C durante 120 min. Este gréfico representa
la media y la desviacion esténdar de tres réplicas. (¢) Titulo del control viral en las mismas condiciones
experimentales sin Etanol. () Promedio del titulo viral en las muestras tratadas con etanol.

4.11.2. Virus desnudos (PVH-2, PVC)
Poliovirus humanotipo 2 (virus de ARN)
La propiedad de este virus de no ser removido completamente en la cromatografia de afinidad exige la

demostracion de que e método de higienizacion de la matriz cromatogréfica sea efectivo. Sin embargo, €
etanol 70% logré una pobre inactivacion de sdlo 1.86+0.87 Logs en 72 hrs de tratamiento (Fig. 24A). El
etanol a 20% tampoco logro inactivar d PVH-2 en 72 hrs como se observa en la figura 24B (2.3+0.34

Logs).
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Figura 24. Inactivacién del PVH-2 en etanol a 70 (A) y a 20% a 4°C (B) durante 72 hrs. Estos gréficos
representan lamedia y la desviacion esténdar detresréplicas. (o) Titulo del control vira en las mismas condiciones

experimentales sin etanol. (=) Promedio dd titulo viral en las muestras tratadas con etanol. Todos los tiempos por
debajo de 24 hrs estan expresados en minutos.

Parvovirus canino (virus de ADN)

Los experimentos de inactivacion del PVC por e etanol poseen también gran importancia debido al bajo
nivel de remocion del méodo de purificacion del AcM CB.Hep-1. En esta Tesis € etanol al 70% logré
4.90+0.15 Logs de inactivacion en 12 hrs de tratamiento (Fig. 25A), mientras que € etanol a 20% logré
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sdlo 1.2+0.19 Logs de inactivacion a las 72 hrs de incubacién (Fig. 25B). Resulta interesante € nivel de
inactivacion del PVC en Etanol 70%, ya que la ausencia de envoltura viral le aporta un alto grado de
resistencia ante los solventes organicos. Estos resultados demuestran que € procedimiento de
higienizacion de la matriz de afinidad con etanol a 70% es muy efectivo (>4 Logs) en caso de que
grandes cantidades de que virus con estas propiedades fisicas y quimicas se acumulen tras sucesivos
ciclos de purificacion del AcM CB.Hep-1. También se observo diferencia en d comportamiento del virus
ante este solvente en comparacion con € otro virus desnudo (PVH-2), € cual no fue inactivado por €l
etanol al 70%.
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—e— PVC, Control —— Promedio de las M uestras —e— PVC, Control —— Promedio de las Muestras

Figura 25. Inactivacion del PVC en etanol a 70 (A) y a 20% a 4°C (B) durante 72 hrs. Estos graficos representan la
mediay la desviacion estdndar de tres réplicas. () Titulo dd control viral en las mismas condiciones experimentales

sin etanal. (=) Promedio del titulo viral de las muestras tratadas con etanol. Todos |los tiempos por debgjo de 12 hrs
(A) y 24 hrs (B) estan expresados en minutos.

Resumen de los experimentos de inactivacion de virus modelos con etanol al 70% y al 20%.

El etanol a 70% fue efectivo paralos virus envudtos y e PVC (virus desnudo). El VIH-1 fue inactivado
en 4.78+0.20 Logs en 15 min de tratamiento y € VHS-1 en 4.90+0.20 Logs en e mismo tiempo de
incubacién (Fig. 26). Estos resultados concuerdan con lo esperado, ya que € VIH-1y e VHS-1 son los
virus mas sensibles a los agentes quimicos producto de la presencia de la envoltura viral. Los virus
desnudos resultan ser muy resistentes a estas condiciones por 1o que e PVH-2 no fue inactivado
(2.60+0.87 Logs/72 hrs) en ambos porcientos de etanol, sin embargo € PVC demostré un elevado nivel
de inactivacion (4.90+0.15 Logs/12 hrs) aunque en un tiempo superior a los virus envueltos. El etanol
20% no demostré capacidad de inactivacion para ninguno de los dos virus desnudos (PVH-2y € PVC) en
el tiempo evaluado (72 hrs), pero si inactivo en 3.7+ 0.19 Logs/15 miny 4.0+0.22 Logs/15 min e VIH-1
y d VHS-1 respectivamente (Fig. 27).
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PVC (ARN, desnudo) l 4:.9/12 hrs

Figura 26. Resumen de la capacidad
de inactivacion de virus modelos por
el etanol al 70%.

1972hrs |
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Figura 27. Resumen de la capacidad de
3 3 inactivacion de virus modelos por €
29/15min etanol a 20%.
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4.12. Resultados de la capacidad de inactivacion de virus modelos del &cido citrico 100 mM; pH 3.
4.12.1. Estabilidad del AcM CB.Hep-1 en acido citrico 100 mM; pH 3.

Los anticuerpos pueden disociarse de la Protein A-Sepharose utilizando concentraciones moderadas de
solventes organicos fuertes (Gagnon, 1996). Pero la probabilidad de desnaturalizacién del anticuerpo de
interés obliga al uso de otros agentes de elucion. La ducion en este tipo de cromatografia es basicamente
llevada a cabo mediante una reduccion del pH, lo cual implica también riesgo de desnaturalizacion pero
en un menor grado que con los solventes organicos. Aprovechando la bondad de esta cromatografia de
afinidad de eluir d AcM CB.Hep-1 con &cido citrico 100 mM; pH 3, procedimos a medir la capacidad de
inactivacion viral de este tampdn. Antes de evaluar su capacidad de inactivacion viral, evaluamos la
estabilidad del AcM CB.Hep-1 en este tampdn para estimar € tiempo de los posteriores estudios de
inactivacion viral. En la figura 28 se observa la actividad especifica del AcM CB.Hep-1 en &cido citrico
100 mM; pH 3, donde se demostrd que este AcM conservo cerca de un 80% de su actividad especifica al
cabo de 7 hrs en estas condiciones. Se considero este limite de 80% porque el ELISA utilizado para medir
concentracion del AcM CB.Hep-1 puede tener un coeficiente de variacion interensayo de hasta 20%.

La actividad especifica del AcM CB.Hep-1 se evalud también en este tampon pero en presencia de cada
virus modelo. Los resultados son comparables con los obtenidos en los experimentos de inactivacion del
AcM CB.Hep-1 en ausencia de virus modelos, demostrando asi que la presencia de estos no aporta
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pérdida de la actividad especifica del AcM CB.Hep-1 durante 7 hrs por debajo del valor preestablecido
(70%, especificacion de calidad) (Fig. 29). El andlisis de varianza de simple factor aplicado para un 95%
de confianza tampoco mostro diferencias significativas entre estas muestras (p=0.7600).

120
S 100 +- Figura 28. Cinética de inactivacion del
e AcM CB.Hep-1 en &cido citrico 100 mM;
8 80- pH 3 a4°C. Esta curva representa la media
gr 60 - y € intervalo de confianza para un 95% de
040 probabilidad de tres réplicas. (o) Promedio
g de la actividad especifica del AcM
< 207 CB.Hep-1 incubado en &cido citrico.
0 ‘ e

Tiempo (h)
—o— Promedio de las muestras tratadas  ---a--- Limite de Aceptacion

120 1 T 120

100 + Figura 29. Actividad especifica dd AcM
CB.Hep-1 en presencia de virus modelos en
acido citrico 100 mM; pH 3 a 4°C. Edtas

() barras representa la media y € intervalo
confianza para un 95% de probabilidad de

tres réplicas experimentales.
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4.12.2. Virus envueltos (virus sendai, VIH-1y VHS-1)
Virussendai (virusde ARN)
Para medir la capacidad de inactivacion del virus sendai a pH acido con independencia de la temperatura,

se incubaron las muestras en acido citrico 100 mM; pH 3, 4°C y se compararon con un control viral
incubado a 4°C pero a pH fisioldgico. El inéculo viral incubado a pH fisioldgico no perdi6 su capacidad
infectiva en 7 hrs en ninguno de los experimentos realizados. Sin embargo, la inactivacién del virus
sendai a pH acido ocurrié en la primera hora de incubacién, lo cual indica que la misma fue dependi ente
ded pH y no de la temperatura. El maximo valor de inactivacion del virus sendai demostrado en este
experimento con &cido citrico 100 mM; pH 3, 4°C fue de 7.4+0.20 Logs en 1 h (Fig. 30).

z 8 r —= e " Figura 30. Inactivacion del virus sendai en &cido
g citrico 100 mM; pH 3 a 4°C. Estas curvas
T 4 representan la media de tres réplicas y € intervalo
> ) de confianza para un 95% de probabilidad. (e)
E

Titulo dd control viral en las mismas condiciones

0 = = = * = i experimentales pero a pH neutro. (=) Media del
2 * * * * * * ! titulo viral delas muestras experimental es tratadas a
0 1 2 3 4 5 6 7 pH acido.
Tiempo (hrs)
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Virus delainmunodeficiencia humanatipo 1 (virus de ARN)

Para investigar la capacidad de inactivacion del VIH-1, se utilizaron 7.7 Logs de este virus modelo. La
capacidad de inactivacion viral demostrada fue 4.8+0.17/10 min (Fig. 31). Esto garantiza que cualquier
Retrovirus que pueda estar presente en e duato de la cromatografia de afinidad basada en Protein-A
Sepharose en un momento dado no puede llegar a final del proceso con capacidad infectiva. El tampén
utilizado sdlo evidencié toxicidad en las cdlulas MT4 en la dilucion 1:2 por lo que se puede considerar
gue no se afectan |os resultados experimental es.

Figura 31. Inactivacion del VIH-1 en &cido citrico
100 mM; pH 3 a 4°C. Edgte gréfico representa la
media y € intervalo de confianza para un 95% de
probabilidad de tres réplicas. () Titulo del control
vira en las mismas condiciones experimental es pero
a pH neutro. (-) Media del titulo viral de las
| ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ muestras experimentales tratadas a pH acido. El
0 10 1 2 3 4 5 6 7 nimero 10 en & gex significa 10 min.
Tiempo (hrs)

Titulo Viral (Logs
O RPN WM OO N

—e— VIH-1, Control Promedio de las M uestras

Virus her pes simple humano tipo 1

El VHS-1 posee bgja capacidad de resistencia a pH &acido (Harbour y Woodhouse, 1990). Esta baja
resistencia se debe también a la presencia de envoltura viral con proteinas que se desnaturalizan ante esta
condicion quimica. En este trabajo, la exposicion del VHS-1 a una temperatura de 4°C a pH fisiolégico
durante 7 hrs no afectd su capacidad infectiva. Sin embargo, € éacido citrico 100 mM; pH 3 a 4°C
manifestd un potente poder de inactivacion sobre e VHS-1, alcanzandose un factor de inactivacion de
8.3+ 0.25Logsen 1 h (Fig. 32).

Figura 32. Inactivacion del VHS-1 en é&cido citrico
100 mM; pH 3, 4°C durante 7 hrs. Estas curvas
representa la media de tres réplicas y € intervalo de
confianza para un 95% de probabilidad. () Titulo del
control viral en las mismas condiciones
experimentales pero a pH neutro. (=) Media dd titulo
o ; ; ; ; ; ‘ viral de las muestras experimentales tratadas a pH
0 1 1 2 3 4 5 6 7 acido. El nimero 10 en & ge x significa10 min.

Tiempo (hrs)

Titulo Viral (Logs

—e— VHS-1, Control

Promedio de las Muestras

4.12.3. Virus desnudos (PVH-2, PVC)
Poliovirus humano tipo 2 (virus de ARN)
El tampdn de elucion de la cromatografia de afinidad se desafié con 12 Logs del PVH-2 debido a los altos

titulos que alcanza este modelo viral en cultivo de células susceptibles a su replicacién. No se observo

63



Resultados R. Valdés. Tesis Doctoral.

inactivacion de este virus bajo estas condiciones, por lo cual este paso del método de purificacion del
AcM CB.Hep-1 no aporta nivel de inactivacion (0.1+0.39 Logs/7 hrs) de virus con propiedades fisico-
quimicas similares al PHV-2 (Fig. 33).

12
0 W Figura 33. Inactivacién del PVH-2 en &cido citrico

100 mM; pH 3, 4°C durante 7 hrs. Estas curvas
representan la media y € intervalo de confianza
67 para un 95 de probabilidad de tres réplicas. (o)
4 Titulo del control viral en las mismas condiciones
2 experimentales pero a pH neutro. (=) Media del
‘ titulo viral delas muestras experimental es tratadas a
o 10 1 2 3 4 5 6 7 pH &cido. El nimero 10 en & gex significa 10 min.

Titulo Viral (Logs

Tiempo (hrs)

—e— PVH-2, Control —— Promedio de las Muestras
Parvovirus canino
Laexposicion del PVC a unatemperatura de 4°C a pH fisiolégico durante 5 hrs no afect6 su infectividad,
pero € é&cido citrico 100 mM; pH 3 a 4°C inactivé 5.2+0.26 Logg/1 h (Fig. 34). Esto demuestra que €
método de obtencion del AcM CB.Hep-1 si tiene capacidad de inactivacion dd PVC y por ende de los
virus mas resistentes, parvovirus, que pueden contaminar la fuente biol6gica. Como se aprecia en lafigura
34 € nivel de inactivacion no aument6 significativamente en e tiempo después de la hora de incubacion
hasta 5 hrs. Posterior a este tiempo no se observo capacidad de inactivacion de este tampdn sobre el PVC.

Figura 34. Inactivacion del PVC en acido citrico 100
mM; pH 3, 4°C durante 7 hrs. Estas curvas representan
la media y d intervalo de confianza para un 95% de
probabilidad de tres réplicas. (e) Titulo del control
vira en las mismas condiciones experimentales pero a
pH neutro. (=) Media dd titulo vira de las muestras
experimentales tratadas a pH acido.

Titulo Viral (Logs

Tiempo (hrs)

—e— PVC, Control —— Promedio de las Muestras

Resumen de los experimentos de inactivacion en écido citrico 100 mM; pH 3 a4°C.

Los resultados coinciden con que 10s virus menos resistentes son los virus envueltos (sendai, VIH-1y €
VHS-1), mientras que la ausencia de envoltura hace més resistente a los virus ante los agentes fisico-
quimicos (PHV-2 y PVC). No obstante, la inactivacion del PVC puede considerarse un aspecto
importante para este disefio del méodo de purificacion, ya que este virus, a igual que € PVH-2 son los
gue menos se remueven en la cromatografia de afinidad debido a su pequefio tamafio. Estos resultados
demuestran también que la ausencia de envoltura no es una condicién necesaria para d andlisis de la
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resistencia de los virus ante los agentes fisico-quimicos, ya que se observo una diferencia de 4 Logs de
inactivacion entre ambos virus desnudos (Fig. 35).

C , desnud 5-é/1h . .
PVC (ARN, desnudo) : Figura 35. Resumen de la capacidad
de inactivacion de los virus model os

en acido citrico 100 mM; pH 3 a 4°C.
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4.13. Resultados de la deter minacion de la capacidad de inactivacion de virus modelos en Tris-HCI
20 mM/EDTA 3 mM/NaCl IM/KSCN 3M; pH 7.2 a60°C.

4.13.1. Recuper acion del AgsVHBTr durante el tratamiento térmico.

Teniendo en cuenta que durante la purificacion del AgsVHBr hay un paso de calentamiento de este

antigeno a 60°C durante 2 hrs en presencia de KSCN 3M, procedimos también a medir la capacidad de
inactivacion viral de este tratamiento. Los primeros experimentos de recuperacion del AgsVHBr se
realizaron en ausencia de virus modelos, donde los resultados demostraron una recuperacion de esta
molécula superior a 90% y una alta repetibilidad entre las réplicas experimentales. Posteriormente,
procedimos a andlisis de la influencia del inéculo viral en la recuperacion de AgsVHBr. Los resultados
aparecen de forma comparativa en la figura 36. Como se aprecia en la misma no hay diferencias
significativas en la recuperacion del AgsVHBr en presencia de los virus modelos empleados en este
ensayo de acuerdo a solapamiento de los intervalos de confianza de las medias y al andlisis de varianza
(ANOVA de simplefactor) para un 95% de confianza (p=0.7293).
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28: % Figura 36. Recuperacion del AgsVHBr en
70 4 presencia de virus modelos en € paso de
60 caentamiento en TrisHClI 20 mM/EDTA 3
50 - mM/NaCl 1IM/KSCN 3M; pH 7.2 a 60°C. Las

40 barras significan € porciento de recuperacion
30 promedio del AgsVHBr y d intervalo de

ig ] confianza para un 95% de probabilidad.

0 T T T
Sin Virus  Virus HIV-1 VHS-1 PVH-2 PVC
sendai

4.13.2. Virus envueltos (virus sendai, VIH-1y VHS-1)
virus sendai (virus de ARN)

Recobrado del AgsVHBr (%)
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Para verificar la capacidad de inactivacion del virus sendai que posee e tampon Tris-HCI 20 mM/EDTA
3 mM/NaCl 1IM/KSCN 3M; pH 7.2 a 60°C, se inocularon tres duatos de la cromatografia de
inmunoafinidad del méodo de purificacion del AgsVHBr con 7.2 Logs respectivamente. Los resultados
indican que a partir de los primeros 10 min no se observé muerte de los huevos embrionados de pollos
demostrando asi la inactivacion de este virus en este periodo de tiempo (7.2+0.21 Logs/10 min) (Fig. 37).
El tampon TrissHCl 20 mM/EDTA 3 mM; pH 7.2 empleado para medir € efecto citopatico no mostré
toxicidad en los huevos embrionados de pollos.

iy Figura 37. Inactivacion del virus sendai en Tris-HCI
= 61 20 mM/EDTA 3 mM/NaCl 1IM/KSCN 3M; pH 7.2 a
2 5 60°C durante 180 min. Estas curvas representan la
T 4, media y € intervalo de confianza para un 95% de
2 3 probabilidad. (e) Titulo del control viral en las mismas
2 24 condiciones experimentales sin KSCN 3M (=) Media
T ® ® ® de las muestras de virus tratadas con Tris-HCI 20
0 ‘ ‘ ‘ ‘ mM/EDTA 3 mM/NaCl 1IM/KSCN 3M; pH 7.2 a
0 10 60 120 180 60°C.
Tiempo (min)
—e— Sendai, Control —=— Promedio de las Muestras

Virus delainmunodeficiencia humanatipo 1 (virus de ARN)

La figura 38 presenta la estabilidad del VIH-1 en & tampdn TrissHCl 20 mM/EDTA 3mM/NaCl
IM/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 si a los 60 min (5.82+0.22 Logs). Posterior a este tiempo no se pudo demostrar un
nivel mayor de inactivacion. El tampén Tris-HCl 20 mM/EDTA 3mM; pH 7.2 no mostro toxicidad en la
cdulas MT4. Esto es un hallazgo novedoso, ya que no se espera que 10s virus envueltos, especificamente
los Retrovirus que son pocos resistentes a los agente quimicos puedan demostrar una capacidad de
resistencia superior alos 10 min.

Figura 38. Inactivacion del VIH-1 en TrissHCI 20
mM/EDTA 3 mM/NaCl 1IM/KSCN 3M; pH 7.2 a
60°C durante 180 min. Estas curvas representan la
media y € intervalo de confianza para un 95% de
probabilidad de tres réplicas. (e) Titulo del control
vira en las mismas condiciones experimentales sin
KSCN 3M. () Media de las muestras de virus
tratadas con TrisHClI 20 mM/EDTA 3 mM/NaCl
1IM/KSCN 3M; pH 7.2 a60°C.

Titulo Viral (Logs

Tiempo (min)

—e—V/IH-1, Control —— Promedio de las Muestras
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Virus her pes simple humano tipo-1 (virus de ADN)

La inactivacion VHS-1 provocada por @ calentamiento a 60°C en presencia de KSCN 3M fue de
6.96£0.29 Logs en los primeros 10 min de incubacion (Fig. 39). Estos resultados coinciden con los
obtenidos con los del virus sendai, |o que corrobora que la presencia de la envoltura hace poco resistente a
estos virus ante los agentes fisico-quimicos. El tampén Tris-HCl 20 mM/EDTA 3mM; pH 7.2 no mostro
toxicidad en la células Vero.

Figura 39. Inactivacion del VHS-1 en TrissHCI 20
mM/EDTA 3 mM/NaCl 1IM/KSCN 3M; pH 7.2 a
60°C durante 180 min. Estas curvas representan la
media y € intervalo de confianza para un 95% de
probabilidad de tres réplicas. (e) Titulo del control
vira en las mismas condiciones experimentales sin
KSCN 3M. () Media de las muestras de virus
tratadas con TrisHCl 20 mM/EDTA 3 mM/NaCl
1IM/KSCN 3M; pH 7.2 a60°C.

Titulo Viral (Logs

OFRPNWA OO
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hu
L
0 10 60 120
Tiempo (min)

—e—VHS-1, Control —=— Promedio de las M uestras

4.13.2. Virus desnudos (PHV-2, PVC)
Poliovir us humano tipo 2 (virus de ARN)
El PVH-2 se inactivd a 60°C en TrissHCI 20 mM/EDTA 3mM/NaCl 1IM/KSCN 3M; pH 7.2 desde los

primeros 10 min de incubacion (Fig. 40). Luego de dos horas de tratamiento térmico a 60°C en presencia
de KSCN 3M de los eluatos de la cromatografia de inmunoafinidad se logré una inactivacion del PVH-2
de 8.23+0.43 Logs. El tampo6n TrissHCI 20 mM/EDTA 3mM; pH 7.2 no mostro toxicidad en la células
Vero. Esto reviste particular importancia por la alta resistencia manifestada por este modelo viral ante €
&cido citrico 100 mM, pH 3.

¢

10 TTTTT—— Figura 40. Inactivacion del PVH-2 en Tris-HCl 20
mM/EDTA 3 mM/NaCl 1IM/KSCN 3M; pH 7.2 a
60°C durante 180 min. Estas curvas representan la
media y € intervalo de confianza para un 95% de
47 probabilidad de tres réplicas. (e) Titulo del control
2 - viral en las mismas condiciones experimentales pero
" " en TrisHCl 20 mM/EDTA 3 mM pH 7.2. (-) Media
0 10 60 120 180 de las muestras de virus tratadas con TrissHCI 20
mM/EDTA 3 mM/NaCl 1IM/KSCN 3M; pH 7.2 a

~rnor

-

Titulo Viral (Logs
[«2)

4 H
4t

Tiempo (min)

—e— PVH-2, Control —— Promedio de las Muestras

Parvovirus canino (virus de ADN)
El PVC seinactivl en 6.41+0.16 Logs a 60°C en Tris-HCI 20 mM/EDTA 3mM/NaCl IM/KSCN 3M; pH
7.2 alos 10 min de incubacion (Fig. 41). Por lo cual € tratamiento térmico a 60°C durante 2 hrs en
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presencia de KSCN 3M es también un paso de inactivacion robusto para los virus desnudos de
propiedades fisico-quimicas similares a PVC. El tampon TrissHCI 20 mM/EDTA 3 mM; pH 7.2 no
mostro toxicidad en la céulas LFBM.

Figura 41. Inactivacion del PVC en KSCN 3M a
60°C. Este gréfico representa la media y ©
intervalo de confianza para un 9% de
probabilidad de tres réplicas. (¢) Titulo de
control viral en las mismas condiciones
experimentales sin KSCN 3M. (-) Media de las
muestras de virus tratadas con TrissHCl 20
mM/EDTA 3 mM/NaCl 1IM/KSCN 3M; pH 7.2 a
60°C.

Titulo Viral (Logs

Tiempo (min)

—e— PVC, Control —— Promedio de las Muestras

Resumen de los resultados de la inactivaciéon de virus modelos con TrissHClI 20 mM/EDTA
3mM/NaCl IM/KSCN 3M; pH 7.2y 60°C.

El calentamiento a 60°C en presencia del agente caotropico KSCN 3M es & paso més robusto de los
estudiados en € método de obtencidén del AgsVHBr a partir de la fermentacion de la levadura Pichia
pastoris. La figura 42 muestra un resumen de los resultados de la inactivacion de los virus modelos
empleados bajo esta condicién. Todos los virus demostraron un ato nivel de sensibilidad a este
tratamiento. En €l caso del VIH-1 sblo se pudo demostrar 5.8 Logs de inactivacion producto del bajo
titulo de la cepa viral en e momento inicial del experimento. Este virus demostré un comportamiento
diferente al resto de los virus evaluados, pues selogré inactivar alos 60 min de tratamiento.

.3/10 min
PVC (ARN, desnuch) ) 03 0 ‘ Figura 42. Resumen de la capacidad de
PVH-2 (ADN, desnudo) J 9.710min  inactivacion de los virus modelos por
g L tratamiento térmico en TrisHCI 20
S VHS1(ADN,emuelto) ;) 6.710min | mM/EDTA 3mM/ KCSN 3M/ NaCl 1M;

pH 7.2 a60°C. Estos val ores representan
la media de tres réplicas experimentales
por cadamodelo viral.

VIH-1 (ARN, envuelto) ) 4210

J 7110min

0 2 4 6 8 10 12

Virus sendai (ARN, envuelto)

Capacidad de Inactivacion Viral (Logs)

4.14. Capacidad de eliminacion de los virus modelos del método de obtencién del AgsVHB a partir
de Pichia pastoris.
Como resumen del trabajo de validacion viroldgica, la Tabla 19 muestra la capacidad de eliminacion de

cada virus modelo. Por capacidad de eliminacién se entiende: la suma de las capacidades ortogonales de
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remocion y de inactivacién de cada virus modelo, no se incluye la capacidad de inactivacion aportada por
los procedimientos de higienizacion y almacenamiento de las matrices cromatogréficas. En todos los
casos la capacidad de diminacion fue superior a 14.4 Logs lo cual hace seguro a méodo de obtencién
dd ingrediente farmacéutico activo de la vacuna contra la Hepatitis B, cumpliendo asi con las exigencias
de las agencias regulatorias para este tipo de producto y con la hipétesis planteada para esta tesis. Los
mayores valores de eliminacion se observaron en los virus modelos envueltos. Para € VIH-1 que es un
virus envuelto se demostré una capacidad de eliminacion a nivel de los virus desnudos por € bajo titulo
delacepaviral al inicio de |os experimentos.

Tabla 19. Capacidad de diminacién de los virus model os empl eados en |os experimentos de validacion del método
de obtencion del ingrediente farmacéutico activo de la vacuna contra la Hepatitis B. ND sgnifica experimento no
realizado.

Propiedadesy Pasos Validados Virus sendai VIH-1 VHS1 PVH-2 PvC
Genoma ARN ARN ADN ARN ARN
Envoltura Envuelto Envuelto Envuelto No envuelto  No envuelto
Tamafio (nm) 200 100-200 100-200 28-30 20-30
Cromatografia de Afinidad (Logs) 7.20 4.39 6.03 4.87 281
Etanol a 70% (Logs) ND 4.78/15 min 4.90/15 min 1.86/72 hrs 4.90/12 hrs
Etanol a 20% (Logs) ND 3.70/25 min 4.00/15 min 2.30/72 hrs 1.20/72 hrs
Acido citrico 100 mM; pH 3 (Logs) 7.40/1h 4.80/10 min 8.30/1h 0.10/7 hrs 5.20/1h

Tratamiento térmico del AgsVHBr (Logs) 7.10/20 min 5.80/1h 6.96/10min  8.23/10min  6.40/10 min

Capacidad de Eliminacion (L ogs) 21.60 14.99 21.29 14.96 14.41
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5. DISCUSION

5.1. Implementacién de un método eficiente y consistente de purificacion del AcM CB.Hep-1
empleado en la purificacién 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 & ingrediente activo de
las vacunas contra este virus, pues induce la formacién de anticuerpos neutralizantes que brindan
proteccion contra el VHB por un largo periodo de tiempo en humanos (Andre-FE, 1987; Lemon y Davis,
1997; Mahoney y Mark, 1999). La vacunacion contra esta patologia busca diminar la transmision del
VHB y prevenir las enfermedades asociadas con este virus (Barker, 1970; Davis, 1989). La posibilidad
potencial de producir grandes cantidades de esta proteina se hizo evidente en 1987 por lo cual la vacuna
contra la Hepatitis B constituy6 de hecho, la primera vacuna recombinante aprobada para uso en humanos
(Marquardt y cols., 1987).

Los procedimientos para € aislamiento del AgsVHBr producido por via recombinante han aprovechado
la experiencia en la purificacion de este antigeno a partir del plasma humano. Dentro de estos seincluyen:
la combinacién de técnicas de intercambio idnico y de exclusion molecular, combinaciones de
precipitacion y centrifugacion seguidas de ultrafiltracion y gradiente isopicnico, detergentes no-iénicos,
adsorcion a coloides de silice, didlisis, cromatografia de adsorcion empleando hidroxilapatita y la
ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa (Hitzeman y cols., 1983; van Wijnendadle y cals., 1987,
Hamada y cols., 1988; Gavilanes y cols.,, 1990; Wei Kuang y cols.,, 1994; Dgean y cols., 2004;
Desombere vy cals., 2006).

En 1989 se logré la expresion exitosa dd AgsVHBr en la levadura Pichia pastoris en € CIGB (Muzio y
cols., 1989). Este antigeno con fines vacunales se purifica mediante el empleo de la cromatografia de
inmunoafinidad con € AcM de raton CB.Hep-1. Este AcM se obtiene a partir de la produccion de ascitis
en ratones histocompatibles con e hibridoma CB.Hep-1, o cual e aporta grandes ventajas en términos de
productividad e integridad funcional de la molécula de AcM en comparacion con otros métodos, pero
también posee inconvenientes desde € punto de vista regulatorio, por la potencialidad del hibridoma, €
SFB, los ratones y la ascitis de contaminarse con agentes patégenos al hombre (O. M. S,, 1992).

Por lo antes expuesto nos propusimos como objetivo fundamental de esta tesis, la implementacion de un
método de purificacion efectivo, consistente y seguro virolégicamente del AcM CB.Hep-1 para purificar
el AgsVHBr y garantizar un alto grado de seguridad virol 6gica de la vacuna cubana contra la Hepatitis B.
Para dar solucién a este problema cientifico, llevamos a cabo en primer lugar, € establecimiento de un
método efectivo y consistente de purificacion del AcM CB.Hep-1 y en segundo lugar la validacion de la
capacidad de remocion e inactivacion de virus modelos del método de purificacion del AcM CB.Hep-1
combinado con €l tratamiento térmico en presencia de KSCN que se utiliza en e méodo de purificacion
del AgsVHBr. Por lo tanto, este trabajo es una contribucion para los productores de AcM empleados la
inmunopurificacion de biolégicos de uso en humanos sobre los parametros criticos para demostrar
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consistencia en la obtencion de AcMs y la validacién virolégica del método de obtencion del biol 6gico.
Desde los comienzos de la tecnologia de produccién 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 ascitico (Colwell y cals., 1986; Hoogenraad y Wright, 1986; Garrison y cols., 1986).
Este procedimiento fue bien considerado en aquellos tiempos debido a que los sistemas eficientes de
produccion in vitro no habian sido desarrollados aln. Entre las principales desventajas del método de
produccion de ascitis podemos citar que es un méodo muy doloroso debido ala inyeccion de la sustancia
irritante, peritonitis causadas por la irritacion, aumento de la tension abdominal y la evolucion del tumor
(Jackson y cols., 1999). La contaminacion potencial con virus propios del raton y la variabilidad en la
calidad entre los lotes de ascitis, lo cual dificulta mantener la consistencia del méodo de purificacion en
ocasi ones.

En tal sentido, la justificacion del uso masivo de animales para la produccién del AcM CB.Hep-1 esta4
dada por € hecho de que & hibridoma CB.Hep-1 es muy bajo productor de IgG in vitro. Se han realizado
varios experimentos con e objetivo de producir grandes cantidades del AcM CB.Hep-1 en & medio de
cultivo empleado en & aisamiento de este hibridoma en reactores de fibra hueca. Sin embargo, en
ninguno de los esfuerzos realizados se ha logrado una concentracion 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 proteinas donde la concentracion de AcM alcanzada es superior alos 2 g/L
lo cual pudiera abrir una alternativa real de estudio para optimizar dicho procedimiento con e objetivo de
reemplazar definitivamente los animales. De igual forma varios trabajos de expresion y produccion en
plantas transgénicas han progresado mucho con este AcM por |o cual ya se esté en |la fase de optimizacion
de una tecnol ogia consistente de produccion a escala industrial (Nadiay cals., 2003).

Esta establecido que toda vez que la decision de aislar € AcM de interés sea a partir de fuentes biol 6gicas
con riesgo potencial de virus patdgenos para d hombre, gemplo la ascitis, debe disefiarse un méodo de
purificacion con una alta capacidad de remover e inactivar estos agentes patogenos. El cumplimiento de
este objetivo conlleva obligatoriamente la demostracién previa de la consistencia del méodo de
purificacion en cuanto a los parametros criticos del método y la estabilidad de la molécula de interés, ya
que cualquier modificacion del método de purificacion posterior a la demostracion de la capacidad de
remocion einactivacion de virus invalida los resultados de esta demostracion.

Como elemento primario en la demostracion de la consistencia del método de obtencion del AcM
CB.Hep-1, se estudio la consistencia en la produccion de ascitis. Esto se llevd a cabo mediante la
inoculacion consecutiva de 20 grupos de 2000 ratones BALB/c con 1 millén de cdulas del hibridoma
CB.Hep-1 por via intraperitoneal. La calidad de un producto manufacturado esta sujeta a cierta variacion
fortuita. Las variaciones propias deé modelo son inevitables, pero las variaciones fuera de los limites que
explican € modelo tienen que ser identificadas y explicadas. El grafico de control es una herramienta
simple para identificar estas variaciones en procesos repetidos y su aplicacién supone e agjusta a una
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distribucion tedrica de frecuencia. Los criterios para declara un proceso controlado estadisticamente
aparecen descritos en Gershon, (1991). En este estudio se demostrd que la produccién de ascitis resultd
ser consistente en cuanto a la concentracion del AcM CB.Hep-1, ya que no se encontrd ningun valor fuera
de la zona +2DS, ni 9 valores consecutivos por encima o por debajo del valor promedio. El valor
promedio de concentracion fue 3.13 mg/mL con una desviaciéon estandar de 0.70 mg/mL, lo cual se
considera muy pequefia si se analiza la composicién de liquido ascitico y la influencia de esta en la
determinacion de 1gG mediante  méodo de ELISA. Sin embargo si se observo oscilacion de los valores
de concentracion alrededor del valor promedio. Las razones fundamentales estuvieron en e estado
alimenticio delos animales, ya que también se produjo un comportamiento similar en cuanto las proteinas
totales en la ascitis y en € procedimiento de extraccion de la ascitis, pues en ocasiones el contenido de
lipidos fue muy elevado.

Existen varios procedimientos de purificacion de AcM a partir de fluido ascitico (Langone, 1982; Jiskoot
y cols., 1989; Boi, 2006), pero a la gran mayoria no se le ha evaluado su capacidad de remocién e
inactivacion viral. La razon de esto es que € uso de esta fuente bioldgica ha quedado reducido al
diagnostico o algunos estudios preclinicos y clinicos que requieren de una rapida aprobacién. En general
se trata de que la fuente biologica del AcM de interés se cambie por sobrenadante de céulas de
mamiferos obtenido por procedimientos in vitro o por AcM recombinantes expresados en fuentes sin
riesgos de contaminacion con virus patdgenos al hombre (Balt y cols., 1995; Morrow, 2000; Sinacore 'y
cols., 2000).

El disefio de cualquier méodo de purificacion se basa en la aplicacion de la molécula de interés y la
fuente a partir de la cual seré extraida dicha molécula. Para alcanzar un resultado exitoso, la separacion de
la proteina de interés debe ser considerada desde € inicio de su purificacidn. Es tipico que la separacion
de AcMs se base en tres pasos principales, pasos de precipitacion, purificacién por cromatografia de
afinidad o de intercambio iénico y cambio de tampdn o incremento de la pureza mediante cromatografia
de exclusion molecular. El grado de pureza necesario estd determinado por €l propésito de la preparacion
final. Por gemplo, si e AcM es para uso en humano, la preparacion debe ser altamente pura, pero
tambi én debe estar libre de toxinas, pirgenos y material antigénico. Si e AcM va a ser almacenado por
largos periodos de tiempo, la preparacion final debe estar libre de cualquier actividad proteolitica.

La alta concentracion de AcMs (1-20 mg/mL) en la ascitis constituye una gran ventaja a los efectos de la
purificacion con alto recobrado y pureza. No obstante, la ascitis posee también varios contaminantes tales
como: proteinas, lipidos, ADN y debris celular. Las proteinas mayoritarias del hospedero (albimina,
transferrina e 1gs) son de hecho e principal problema. Estas tres proteinas poseen caracteristicas de
separacion diferentes; la albimina, la abundancia; la transferrina, su similitud en cuanto a la carga con las
Igsy las Igs del hospedero, su similitud con € AcM de interés. El otro problema de esta fuente es la
presencia de actividad proteolitica. Estas desventajas, junto con las consideraciones regulatorias sobre la
contaminacion potencial con virus patégenos a hombre hacen necesario € disefio de métodos de
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purificacion robustos.

En general, los AcMs poseen las mismas propiedades que € resto de las proteinas; carga molecular,
tamafio molecular, pH isodéctrico, estabilidad y cierto grado de hidrofobicidad. Todas estas
caracteristicas pueden ser utilizadas como ventgjas en pasos tales como la precipitacién salina. Por otro
lado, los AcMss son Unicos en el sentido de que poseen un fragmento denominado Fc € cual interactlia de
forma especifica pero reversible con la moléculas de Proteina A (S. aureus) o G (S. p-hemolytic)
(Richman y cols., 1982; Akerstrom y cols., 1985) las cuales se unen a una matriz cromatogréfica y
funcionan como soportes cromatograficos.

Cuando se combinan varias técnicas cromatogréficas, deben considerarse cuatro parametros a ser
optimizados: resolucion, productividad, recobrado y capacidad. Ellos estén todos interrelacionados por 1o
gue optimizar uno, puede mejorar o desfavorecer otro. La idea principal debe ser mantener un balance
entreellos.

Teniendo en cuenta este conocimiento, se disefio un méodo de purificacion del AcM CB.Hep-1
combinando dos precipitaciones salinas, clarificacion por centrifugacion, cromatografia de afinidad
basada en Protein A-Sepharose, incubacion a pH &cido, cromatografia de exclusion molecular,
ultrafiltracion y filtracion esterilizante. La hipétesis de esta tesis supone que este método de purificacion
en combinacion con el tratamiento térmico del AgsVHBTr, no solo permite la obtencion del AcM CB.Hep-
1 con alta eficiencia, consistenciay pureza sino ademas brinda una capacidad de remocidn e inactivacion
de virus de 6 Logs por encima del nivel de contaminacion viral de las fuentes biol dgicas.

Como requisito previo a la demostracion de la capacidad de remocion e inactivacion viral discutiremos
entonces los resultados obtenidos en cuanto a la eficienciay consistencia del método de purificacion del
AcM CB.Hep-1. La precipitacion salina trabaja sobre la diferencia en la solubilidad entre las moléculas.
La solubilidad a su vez, difiere de acuerdo al grado de hidrofobicidad por 1o cual € incremento de sales
puede aumentar las interacciones hidrofdbicas entre las proteinas y causar la precipitacion de estas. La
precipitacion con sulfato de amonio es e méodo mas usado para estos propositos debido a que este
reactivo es altamente soluble, estabiliza muchas proteinas en solucion, y ayuda a reducir € contenido de
lipidos y carga microbiana.

Este es un méodo eficiente para todos los tipos de Ig aportando no sdlo un poder importante de
concentracion sino también la reduccion de casi € 50% de los contaminantes, creando asi las condiciones
propicias para € subsiguiente paso cromatografico. Los resultados obtenidos en este estudio demostraron
un recobrado de 1gG promedio de 75.83+13.50%, lo cual esta en correspondencia con €l recobrado
informado para este tipo de precipitacion (Gagnon, 1996). Para obtener recobrados superiores en esta
técnica es necesario aplicar un méodo mas preciso como la precipitacion diferencial empezando por la
precipitacion de las proteinas més hidrofdbicas que e AcM, lo cua implica un aumento en la purezay €
recobrado de AcM en este paso, pero sacrifica la productividad del método de purificacion.

Como se menciona anteriormente € paso que aporta la mayor pureza es la cromatografia de afinidad
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debido ala especificidad de la Proteina A por laregion Fc delalg. La Proteina A es seleccionada a partir
del cultivo de S. aureus (Gagnon, 1996). Esta proteina tiene un peso molecular estimado por
electroforesis de 42 KDa y 6 sitios diferentes de unidn a las 1gG, 5 de los cuales, muestran una ata
afinidad por €l Fc delas1gG y 4 diferentes a estos 5 muestran afinidad también por e fragmento de union
al antigeno (Gagnon, 1996). Una molécula de Proteina A inmovilizada puede unir 2 moléculas de 1gG en
condiciones de saturacion (Frick y cols., 1992).

En general, € recobrado de los pasos del méodo de purificacion del AcM CB.Hep-1 se comport6 en
correspondencia con los resultados esperados para cada uno de estas técnicas de purificacion.
Contradictoriamente con lo informado, la cromatografia de exclusion molecular para € cambio tampon
resulté ser muy variable y funcionar por debajo de la eficiencia esperada. La causa principal parece estar
relacionada con problemas analiticos producidos por interferencia de |os tampones antes y después de esta
cromatografia, ya que después se vuelve a recuperar la cantidad de AcM purificada en la cromatografia de
afinidad.

Los resultados esperados resultan de la combinacion de los datos de la literatura y de los ensayos
preliminares a escala analitica (Gangnon, 1996). Como se observa € paso cromatogréfico de menor
recuperacion fue la cromatografia de afinidad. Sin embargo, esta demostrd 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 € méodo de purificacion puede purificar eficiente y
consistentemente e AcM CB.Hep-1 en una escala de 5-60 L de ascitis. El sistema posee una ata
productividad, lo cual esta en correspondencia con la cantidad de AcM presente en la ascitis, ya que con
este disefio es posible abtener entre 30-60 gramos del AcM CB.Hep-1 cada 30 hrs.

La consistencia de este método de purificacion quedd estadisticamente demostrada durante la evaluacion
del recobrado del AcM CB.Hep-1 en 20 purificaciones consecutivas. El recobrado de este AcM de todas
las purificaciones estudiadas quedo6 dentro de los limites establecidos como el promedio + 2DS. SAlo una
muestra superé € limite superior. Los resultados obtenidos por debajo del recobrado promedio (muestra
1) se corresponden con € uso de una matriz de Protein A-Sepharose con un nimero de ciclos de
purificacion superior a 100, momento en cual se produce una caida en la capacidad de adsorcion de 1gG
de esta matriz. En € resto de las muestras donde € recobrado fue inferior a la media se explica por
ineficiencia en € proceso de semipurificacion.

La otra etapa que posee una pérdida de AcM importante es la semipurificacion. 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 optimizacion de esta etapa, pues € balance costo-beneficio estaria desfavorecido. Sin
embargo trabajos posteriores de verificacion de este resultado de inmunomarcaje purificando
directamente en la cromatografia de afinidad con un sistema de tampones que aumenta la adsorcién de la
mol écula de 1gG 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 optimizacion de etapa de semipurificacién en d méodo de purificacion del
AcM CB.Hep-1.

La otra forma de evaluar la consistencia del método de purificacion fue caracterizando bioquimicamente
la molécula de AcM CB.Hep-1. La integridad molecular del AcM CB.Hep-1 obtenido mediante este
método de purificacion se evalué mediante varias técnicas analiticas. En todas las muestras analizadas por
electroforesis d valor de pureza fue superior a 90%. Este ensayo ademas brind6 un patrén de identidad
tipico para las 1gG de ratdn, una banda correspondi ente con la cadena pesada (50-55 kDa) y una con la
cadena ligera (25 kDa), mientras que en las condiciones no reductoras se observéd una banda mayoritaria
sobre los 150 kDa. De igual forma, la distribucion molecular medida por HPLC-exclusion molecular
demostr6 valores superiores a 95%, lo cual corresponde con € valor exigido para anticuerpos de uso
terapéuticos o para inmunopurificar biolégicos (O. M. S., 1992). El andlisis de isotipaje confirmo los
resultados de la actividad especifica, pues no se observo otra Ig contaminante a la IgG-2b cadena kappa,
lo cual es probable por la presencia de anticuerpos endogenos de ratén (Ey y cols., 1978) y por & hecho
de que la cromatografia de afinidad basada en Protein A-Sepharose es realmente una seudo-afinidad, ya
gue no discrimina entre anticuerpos de la misma subclase.

El mapeo triptico de ambas cadenas de la molécula de IgG demostro igual patron de digestion en tres
muestras consecutivas. Para este andlisis se purificaron previamente ambas cadenas y las modificaciones
en los péptidos de estas se determinaron por la aparicion de fracciones diferentes después de la digestion
o del corrimiento en € tiempo de retencion de los péptidos resultantes. Los resultados evidenciaron alta
consistencia en la homogeneidad de la molécula de 1gG obtenida con este méodo de purificacion. La
modificacion en la altura de un pico de la cadena ligera en la muestra 2, esta relacionada con las
imprecisiones del méodo cuando se mezclan la molécula de AcM y la enzima. En ocasiones no es muy
repetible este procedimiento, 1o cual provoca diferencias en la altura de las fracciones.

Para estudiar con més detalles si ocurrieron modificaciones en d reconocimiento del AcM CB.Hep-1 se
desarroll6 € ensayo de reconocimiento del epitopo, utilizando péptidos lineales del AgsVHBr de 12
aminoacidos y solapados en 6 aminoécidos. Este ensayo se disefié con péptidos lineales, ya que se habia
demostrado con anterioridad que este AcM reconoce un epitopo continuo dentro del determinante “a”’ del
AgsVHB. La secuencia reconocida por este AcM coincidio 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 secuencié 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 aminoécidos de la molécula. La determinacion de la
secuencia de la cadena ligera se considera suficiente, ya que su expresion implica la expresién previa de
la cadena pesada correcta.

La técnica de isoelectroenfoque es un méodo eectroforético que separa las proteinas de acuerdo a sus
puntos isoel éctricos, las proteinas son moléculas anfotéricas, 0 sea ellas pueden tener cargas positivas,
negativas o ser neutras dependiendo del pH en que se encuentren. En este trabajo se midié € pH
isoel éctrico de 5 muestras consecutivas del AcM CB.Hep-1 evidenciando un intervalo de pH isoel éctrico
entre 7.1-6.50 caracterizado por un patrén de bandeo de hasta 8 bandas, 6 de las cuales siempre se
observaron, 1o cual es altamente consistente y coincidente con € intervalo y e patron de bandeo
reportado por otros autores para AcM de raton (Fischer y cols., 1999). No obstante, una de las
limitaciones de esta técnica, es que en ocasiones las proteinas pueden asociarse con la anfolita,
adquiriendo un punto isoeléctrico diferente a de la proteina libre. Este fendmeno puede causar la
aparicion de una serie de bandas, ya que la anfolita por si misma no es una especie Unica, aunque este
fendbmeno ocurre con muy poco frecuencia. Los resultados de esta determinacion demuestran que durante
la purificacion del AcM CB.Hep-1 no se producen cambios en la estructura de la proteina en cuanto a la
carga ionica, alteracion del contenido de carbohidratos, desamidacion u otros cambios en la molécula que
pueden ocasionar modificaciones en €l patron de isoel ectroenfoque.

Otro demento importante de caracterizacion bioquimica es la determinacidn de la constante de afinidad
(Kaf) de la molécula. La Kaf de los AcMs ha sido estudiada por varios méodos incluyendo
radioinmunoensayo competitivo y ELISA (Katoh y cols., 1993; Sdigman, 1994; Winzor y Sawyer, 1996).
Para entender & impacto de la determinacion de la Kaf en un sistema de fase solida, es obligatorio hacer
un andlisis de curvas sigmoidales no competitivas, |0 que permite generar una ecuacion a partir de la ley
de accion de las masas que utiliza la cantidad total de AcM adicionado a la placa de ELISA (Betty y cals,,
1987). En esencia, este mé&odo compara la densidad dptica (50%) de 2 curvas sigmoidales de diluciones
seriadas del AcM aplicado a la placa con 2 concentraciones de antigeno diferentes. La estimacion de la
Kaf usando este ELISA no competitivo fue bastante consistente, rapida y confiable, ya que fue comparada
con otro mé&odo més exacto, Bioacore, que consiste en la determinacién de la Kaf de una molécula
bioldgica dada a un ligando inmovilizado. El promedio de la Kaf ddd AcM CB.Hep-1 medido en 7
muestras diferentes fue 7.61+6.9x10°M™, lo cual lo describe como un AcM de alta afinidad (nanomolar).
Este pardmetro es importante medirlo porque en funcion de la Kaf se seeccionan las condiciones de
adsorcién y de elucion en la cromatografia de inmunoafinidad. Como puede verse € valor de la Kaf no
cumple con las condiciones idedles para que este AcM sea empleado en la cromatografia de
inmunoafinidad, ya que este exige condiciones drasticas de eucion del antigeno. Sin embargo, la
especificidad de este AcM por un epitopo continuo beneficia de manera importante la seleccion de una
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preparacion de AgsVHBr con adecuadas propiedades para ser usado como ingrediente activo de la vacuna
contra la Hepatitis B.

La necesidad de medir impurezas criticas es también esencial para evaluar € método de purificacion y
para que € AcM pueda ser usado en la clinicay en otras aplicaciones. En tal sentido, € ADN de ratén es
considerado un contaminante critico por su carécter oncogénico (ter Avest, 1992). Debido a que e paso
principal de purificacion se basa en la interaccion especifica del Fc de la Ig con la Proteina A es 16gico
suponer que e nivel de ADN en d AcM CB.Hep-1 purificado sea bajo. Este nivel fue corroborado
mediante € empleo de un sistema de cuantificacion de ADN basado en oligonucledtidos sintéticos que
contienen secuencias homologas y conservadas del ADN ratén. En ninguna de las muestras evaluadas, €
nivel de contaminacion sobrepasd los 3.9 pg ADN/mg AcM. Es valido destacar que e nivel de aceptacion
de este contaminante por las agencias regulatorias es de 10 pg ADN/mg AcM, aunque también Lambert
informé un valor de 10 pg ADN/5 mg AcM (Lambert, 1989). A este resultado aport6 en gran en medida
el bajo nivel de contaminacién con ADN de ratdn presente en la ascitis como fuente del AcM CB.Hep-1,
por lo cual un especial cuidado debe prestarsele al procedimiento de separacion de células durante la
clarificacion de la ascitis, ya que e méodo de purificacion no ha sido validado para determinar € valor
tedrico maximo de eliminacién de ADN del hospedero.

El otro contaminante critico es la Proteina A (S. aureus) desprendida de la matriz de afinidad. Como se
menciona anteriormente, la cromatografia de afinidad basada en Protein A-Sepharose para la purificacion
de AcM es una herramienta muy poderosa para la purificacion a partir de cualquier fuente (Langone,
1982). No obstante, también posee varias desventgjas, entre las que tenemos e alto costo y €
desprendimiento de un ligando “toxico”. Las especies que pudieran desprenderse y contaminar e
producto final han demostrado ser altamente tdxicas en animales y humanos (Gagnon, 1996). Estas
especies son: Proteina A y/o sus fragmentos, complegos Proteina A y/o sus fragmentos-1g completas,
Proteina A-fragmentos de Ig (Balint, 1984; Besinger y cols., 1984; Bloom y cols., 1989). Por esta razon,
evidenciar bajos niveles de Proteina A en e AcM purificado es también otra muestra de la robustez del
método de purificacion.

El desarrollo de un sistema de cuantificacién de Proteina A tiende a ser altamente complegjo, debido al
reconocimiento del fragmento Fc de las Ig por la Proteina A, excluyendo solo las Ig de aves (Larsson y
cols., 1992). La otra razén es que generamente 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 Proteina A, donde muchos de estos son sistemas ELISA con
doble anticuerpos (Bloom y cols., 1989; Lucasy cals., 1988; Lucasy cols., 1991; Godfrey y cols., 1992;
Considiney cols., 1996).

Para medir e nivel de este contaminante en las preparaciones del AcM CB.Hep-1 se establecio y valido
un ELISA no competitivo con alta sensibilidad en presencia de 1gG. El coeficiente de variacién intra e
interensayo fue 4.36 y 8.63% respectivamente. Para diminar la interferencia de la 1gGs, las muestras se
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calentaron a 100°C durante 3 min, condicién en la cual la Proteina A fue estable. El contenido de Proteina
A determinado en varias muestras del AcM CB.Hep-1 nunca excedi6 los 2 ppm. Esta cantidad es muy
baja en comparacion con |os resultados obtenidos por otros autores quienes informaron val ores superiores
a 64 ppm (Lucas y cols., 1988; Bloom y cols., 1989). Por lo cual estos valores ademas de demostrar la
robustez de este méodo de purificacion de AcM, no constituyen niveles de contaminacién que pueden
inducir toxicidad.

En aras de ratificar la aplicabilidad de este mé&odo de purificacion del AcM CB.Hep-1 se considerd
importante también € andlisis de la estabilidad de la molécula del AcM purificada y de su capacidad de
purificacion del AgsVHBr, toda vez que este serd empleado como ligando en la cromatografia de
inmunoafinidad de este antigeno y de su estabilidad como inmunogel. Para estudiar la estabilidad de esta
mol écula se realiz6 un estudi o durante 25 meses almacenado € AcM CB.Hep-1 en Tris 20 mM/Na Cl 150
mM; pH 7.6 a4°Cy -20°C. El disefio de este estudio contempl6 el andlisis de la actividad especificay la
pureza dd AcM de tres muestras de AcM CB.Hep-1 purificadas independientemente. Ambos parametros
fueron evaluados mediante una prueba de significacion de la pendiente basada en la distribuci6n t-Student
para un nivel de significacion de 95%. Los resultados mostraron la conclusion de que durante este tiempo
el AcM CB.Hep-1 aimacenado a 4°C 6 -20°C no es degradado (>90%) y conserva su actividad especifica
por encima del valor preestabl ecido de 70%.

La cromatografia de inmunoafinidad es capaz de purificar con un alto recobrado biomoléculas en un solo
paso de purificacion (Yarmush y cols., 1994). Debido a que los AcMs son reactivos muy caros, la
aplicabilidad de este méodo depende del nimero de ciclos de purificacion de la columna cromatogréfica,
permitiendo que se distribuya el costo a lo largo del tiempo de uso de inmunogel. En cualquier caso, €
uso de estos geles de inmunoafinidad dependera ademas de la optimizacion del méodo de purificacion
donde € maximo de producto sea obtenido con € minimo de anticuerpo y de pasos adicionales de
purificacion. Esta técnica se considera bien establecida, cuando es capaz de brindar informacion sobre e
desprendimiento de ligando, inactivacion del ligando, vida media de la columna, capacidad de elucién y
pureza del antigeno duido. En tal sentido, es valido sefialar que la informacién sobre estos temas a escala
industrial es bastante escasa en la literatura por lo cual los resultados aqui expuestos pueden ser una
informacion de interés para los productores y usuarios de este tipo de geles cromatograficos.

La preparacion del inmunoadsorbente requiere de un soporte disponible y de una quimica de
acoplamiento apropiada para unir fuerte y efectivamente € ligando. En la actualidad existen varios tipos
de soportes que cumplen con caracteristicas tales como macroporosidad, estabilidad mecanica, facil
activacion, hidrofilicidad y baja capacidad de unién inespecifica. Las matrices de afinidad mas populares
son las de agarosa, un componente especia purificado del Agar (Wilchek y Miron, 1999). Por otro lado,
existen también muchos métodos de activacién de los soportes cromatograficos. Dichos métodos pueden
incluirse en dos categorias. aquellos que producen una inmovilizacién no orientada y los que producen
una inmovilizacion uniformemente orientada (Wilchek y Miron, 1999). El méodo del CNBr es d més
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popular dentro de los no orientados para la agarosa. Este méodo es reativamente simple y puede
desarrollarse enteramente en soluciones acuosas, ademas la ficiencia de su inmovilizacion es cercana a
100%. Una desventaja de este méodo es e desprendimiento del ligando en e tiempo debido a la
inestabilidad del enlace isourea a través del cual d ligando es inmovilizado. Ademés, este enlace posee
carga positiva a pH neutro imponiéndole cierto caréacter idnico ala matriz.

Los resultados de esta tesis muestran una eevada consistencia en cuanto al porciento de acoplamiento,
pureza, capacidad de €ucidon y desprendimiento de ligando. En todos los casos, la €ficiencia de
acoplamiento fue superior a 95% lo cual garantiza consistencia en la densidad de ligando que es un
parametro critico para € comportamiento de este tipo de inmunogel, sobre todo porque es un método de
inmovilizacién al azar.

En cuanto a la capacidad de €lucién, e valor obtenido estuvo en d intrevalo de 100 a 300 ug
AgsVHBr/mg AcM. No se domina bien la causa de esta diferencia. Los resultados mas recientes indican
gue esta varialbilidad parece estar muy asociada a la eficiencia del protocolo de ruptura de la levadura
Pichia pastoris, a porciento de saturacion de la columnay a la concentracion de AgsVHBr aplicada a la
matriz, pardmetro que tiene una gran variabilidad en € método de produccion de esta proteina.

La 1gG desprendida puede inducir una respuesta inmune no deseada o0 neutralizar parte del antigeno
utilizado para este proposito. La especificacion establecida para este producto es 3 ng 1gG/ug AgsVHBE.
En ninguna de las muestras evaluadas se obtuvo un valor superior a este limite, por lo cual los efectos
anteriormente mencionados no se producen. Para apoyar esto podemos afirmar que la administracion
xenogénicade AcM de ratén en humanos no ha resultado para muchos casos en una respuesta anti-1gG de
raton. La respuesta del humano ha ocurrido en valores cercanos a los 500 pg y hasta 1 gr de IgG de raton
y sobre todo cuando se administran dosis repetidas (Lambert, 1989). De acuerdo a nivel maximo de
contaminacion con 1gG de raton del AgsVHBr, 1o que podria recibir un adulto serian menos de 60 ng de
IgG por daosis, 1o cual representa un valor muy bajo con respecto a la dosis necesaria para inducir una
respuesta en humanos.

Como etapa final de la caracterizacion bioquimica de esta molécula, se abordd la estabilidad del
inmunogel CB.Hep-1. Para esto, se emplearon 3 inmunogeles independientes a los cuales se le midié su
capacidad de ducion y desprendimiento del ligando en un tiempo de almacenamiento de 20 meses en
tampdn PBS 150 mM, pH 7.6 a 4°C. El andlisis de los resultados evidencié que € inmunogel CB.Hep-1
es estable durante 12 meses, ya que se encontrd una disminucion significativa en la capacidad de elucion
del AgsVHBr en uno de los inmunogel es después de este tiempo de almacenamiento. El desprendimiento
deligando nunca excedi6 e valor de 3 nglgG/ug de AgsVHBr en los 20 meses de evaluacion.

Como conclusién de la implementacion de un méodo purificacion del AcM CB.Hep-1 consistente y de
los trabajos de caracterizacion bioquimica de la molécula de CB.Hep-1 se puede afirmar que este método
de purificacién permiti6 la obtencion efectiva 'y consistente de una mol écula del AcM CB.Hep-1 con alta
integridad molecular, estabilidad y capacidad de purificar e AgsVHBr, lo cual garantizé que se pudiera
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proceder a demostrar su capacidad de remocion e eliminacion de virus modelos para garantizar asi la
seguridad virol 6gica de la vacuna contra la Hepatitis B.

5.2. Demostracion de la capacidad de remocion e inactivacion de virus modelos del método de
purificacion del AcM CB.Hep-1y del tratamiento térmico del AgsVHBr.
La seguridad viral de los productos biol 6gicos para uso en humanos es de extrema importancia. Nuevos e

inesperados agentes aparecen ocasional mente en la produccion de bioldgicos tales como: € VHA (Linnen
y cals,, 1996), d parvovirus B19 (Azzi y cols, 1992) y € herpesvirus 8 (Moore y cols.,, 1996). La
estrategia para € control de estos agentes biol6gicos (Homberger y Thomann, 1994) ha sido desarrollada
para controlar las fuentes a partir de los cuales se origina € producto, ya que las céulas derivadas de
colonias no controladas de animales son la fuente habitual de contaminacién viral. En esta tesis se
emplearon varios méodos de deteccion de virus para investigar la presencia de estos agentes patégenos
en la linea celular, ratones y ascitis. Todas las técnicas empleadas fueron seleccionadas de acuerdo a los
métodos recomendados para estos propositos (O. M. S, 1987; O. M. S, 1992; |. C. H., 1997; F. D .A,,
2001).

Estas técnicas fueron: microscopia electrénica de transmision, ensayos de foco ampliado S+L- y de placa
XC para caracterizar Retrovirus, aislamiento de virus en lineas celulares sensible a replicacion viral y
deteccion de virus en modelos animales tales como: huevos embrionados, ratones adultos, cobayos y
ratones lactantes; ensayos de serologia para evaluar € estatus microbioldgico de las colonia de ratones, la
prueba de MAP y la deteccidn de virus adventicios en células sensibles areplicacion viral.

La premisa basica de la discusién de esta tesis es que todos |os virus no deseados y agentes infecciosos en
general puedan ser excluidos del producto final. Existen numerosas razones para adoptar este punto de
vista. La més importante es que |0s ensayos para detectar agentes virales conocidos son muy especificos y
por lo tanto estan dirigidos a la deteccion de virus cuyas propiedades fisico-quimicas no estan muy
generalizadas dentro un amplio nimero de virus (Anexo 24).

Los Retrovirus tipo A que han sido identificado en las céulas de mamiferos carecen de las proteinas de la
envoltura por lo cua no pueden atravesar la membrana citoplasmatica (Herr y Spell, 1985). Por esta
razon, estas particulas virales no estan asociadas con la patogenicidad de estos virus, aunque si se ha
demostrado que poseen secuencias gendmicas transponibles que pueden activar oncogenes en las células
hospederas. La determinacion de Retrovirus por e método de microscopia el ectrénica de transmision en
el hibridoma CB.Hep-1 demostré ausencia de particulas retrovirales tipo A, por lo que debido a la
incapacidad de este tipo de virus de transmitirse verticalmente no puede esperarse presencia de dichas
particulas en las células de este hibridoma.

Weiss reportd en 1982 que la linea celular NS-1 contenia e evados niveles de particulas retrovirales tipo
A, pero que también liberaban otro tipo de particulas retrovirales, las denominadas tipo C. Algunas de
estas particulas posefan capacidad infectiva para cdulas humanas in vitro. Estudios posteriores
demostraron que al menos € 20% de las lineas celulares de hibridomas expresan un alto nivel de estas
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particulas (Lubiniecki, 1989).

En este trabajo se demostro a través de la técnica de microscopia electronica de transmisién que e
hibridoma CB.Hep-1 presenta particulas parecidas a Retrovirus tipo C. Debido a que estas particulas se
observaron también en e mieloma parental es 16gico suponer € origen de las mismas en € hibridoma
aungue no se descarta otro. Una estrategia para lograr la eliminacion de las particulas retrovirales en los
hibridomas seria la utilizacion de un mieloma parental que no aporte este tipo de virus. Sin embargo, la
secuencia de los Retrovirus esta codificada en todos los cromosomas por o cual es dificil suponer que
pueda obtenerse un mieloma parental carente de dicha informacion génica.

Para caracterizar ain més estas particulas parecidas a Retrovirus presentes en e hibridoma CB.Hep-1 se
procedi6 a desarrollar las técnicas de foco ampliado S+L- y de placas XC. El ensayo de focos S+L- tiene
el propésito de determinar Retrovirus tipo C xenotrdpicos, 0 sea €S un ensayo que consta de la
especificidad requerida para demostrar infeccidn retroviral en células heterdlogas a las de ratdn (Peebles,
1975). Ya que la infeccidn in vitro con € virus de la leucemia murina xenotrépica no induce cambios
morfol 6gicos, se utilizd una linea celular de vison (MiCl;. ATCC CCL 64.1), la cual contiene e genoma
defectivo del virus del sarcoma murino. Como resultado, una super-infeccion de esta linea celular con el
virus de la leucemia murina reconstituye la replicacion del virus del sarcoma murino y la formacion de
focos, por lo que los especialistas la consideran una medicion indirecta de Retrovirus tipo C.

La ausencia de focos en e andlisis de las muestras de este hibridoma evidencié que a pesar de que la
microscopia el ectrénica de transmisién muestra particul as parecidas a los Retrovirus tipo C atravesando la
membrana plasmética, 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 afirmacion no puede ser absoluta por las
limitaciones con la sensibilidad de la técnica, ya que otros autores han informado que solo una particula
Retroviral dentro de un millén tiene capacidad de formar focos en este tipo de ensayo (Adamson, 1998).

El otro ensayo de caracterizacion de Retrovirus empleado fue € de placas XC € cual es especifico para
detectar infeccion de Retrovirus de raton pero solo con capacidad para infectar lineas celulares de ratas o
raton (Rowey cals, 1970). En este ensayo se utilizé como indicador la linea celular (SC-1) la cual carece
de restriccion Fv-1, y es capaz de detectar d virus de la leucemia murina ecotrépico. Esta linea celular es
también altamente susceptible a la infeccidn del virus de la leucemia murina pero esta infeccién es no
citopética, por lo que en aras de detectar la presencia de este virus, la monocapa de células SC-1 se cubrid
con células susceptibles XC. Los resultados de la determinacidn de este tipo de virus en d hibridoma
CB.Hep-1 fueron también negativos, o cual evidencia que las particulas parecidas a Retrovirus que se
ven atravesando la membrana citoplasmatica de las células de este hibridoma no son capaces de replicarse
tampoco en células del mismo origen. Esta observacion coincide con lo informado por otros autores
(Lubiniecki y May, 1985), aunque la causa por la cual estas particulas parecidas a virus por su morfol ogia
y localizacién, detectadas por la técnica de microscopia electronica de transmision, han perdido su
carécter infectivo no esta esclarecida aln.
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Existen otros virus que pueden estar presentes en las lineas celulares. Por giemplo, las células pueden
tener infecciones latentes o persistentes de herpesvirus, los cuales pueden ser transmitidos verticalmente
de una célula a su generacion, ya que e genoma viral persiste en su genomacelular (1. C. H., 1997). Tales
virus pueden ser expresados constitutiva o inesperadamente. Estos virus pueden ser introducidos en las
lineas celulares por diferentes rutas como la generacion de una linea celular a partir de un animal
previamente infectado, € uso de reactivos bioldgicos contaminados como € SFB o componentes del
mismo Yy por contaminacién durante la manipulacion de las cdulas.

El SFB es una via de contaminacién viral que esta directamente relacionada con e sustrato celular. Por
gemplo, € uso del SFB en los cultivos agrega la posibilidad de contaminacion con d virus de la
rinotraqueitis bovina, virus de parainfluenza bovina y virus de la diarrea bovina (Harbour y Woohouse,
1990). Més recientemente € descubrimiento de la encefalopatia espongiforme bovina en € ganado
bovino en e Reino Unido incrementd la presion sobre € tema (Harbour y Woohouse, 1990). Se discute
mucho también sobre la dificil 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 replicacion en células en cultivo y porque casi todos los suplementos del cultivo celular de
origen bovino estan contaminados con un nivel casi indetectable de este tipo de virus (Collet y coals.,
1989). En esta tesis no se realiz6 la caracterizacion adicional de esta fuente potencial de contaminacion
viral, ya que no contamos con sistemas validados de cuantificacion o deteccion de este tipo de virus, sin
embargo todos los SFB utilizados poseen certificados del fabricante de ausencia de virus bovinos, €
origen es de paises sin incidencia de encefalomielitis espongiforme bovina y ademas no se evidencio
efecto citopatico de ningun tipo en el hibridoma CB.Hep-1 (Anexo 3).

La otra fuente potencial de contaminacion viral estd dada por € empleo de virus que pueden ser
introducidos durante €l proceso de obtencion del AcM o por € uso de excipientes contaminados durante
la formulacion. En la literatura no aparece informacién detallada sobre la presencia de estos virus en
lineas 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 contaminacion a igual que la endégena deben ser considerados en e disefio del método
general de obtencidn del bioldgico con un énfasis particular en los esquemas de purificacion.

El Anexo 24 muestra de forma resumida los ensayos més empleados y sus limitaciones para la deteccion
de virus adventicios. En resumen, € monitoreo del hibridoma CB.Hep-1 no demostrd expresion de virus
adventicios seguin los resultados de la prueba de MPA e inoculacién en céulas sensibles a replicacion
viral, inoculacion 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
endégenos por los méodos de ensayos serolégicos y MAP respectivamente. El listado de los virus
evaluados aparece en los Anexos 14 y 15. En ninguna de las muestras evaluadas se observé presencia de
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anticuerpos especificos para estos virus por |o cua se puede concluir que estos virus no estan presentes en
las muestras evaluadas. Este resultado respalda la utilizacion de estas fuentes biol 6gicas para la obtencion
del AcM CB.Hep-1y del AgsVHBr, ingrediente activo de la vacuna contra la Hepatitis B.

Sin embargo, esta afirmacidn no es absoluta porque Shek, (1987) sugirid que este ensayo es sdlo aplicable
para 13 virus, ya que € resto de los virus (coriomeningitis linfocitica, citomegal ovirus de raton, rotavirus
de ratdn, virus elevador de la lactato deshidrogenasa y e virus timico) no necesariamente inducen la
formacion de anticuerpos.

Por estas razones es imprescindible demostrar la capacidad de remocidn e inactivacion del méodo de
purificacion del AcM CB.Hep-1y del AgsVHBr para garantizar la seguridad virolégica de la vacuna
contra la Hepatitis B. Esto permitir& evidenciar que é método de purificacion del AgsVHBr removerd y/o
inactivara los virus que se conocen gque contaminan la materia prima o que pudieran hacerlo durante el
proceso de obtencién del bioldgico y que ademés el méodo eiminard o inactivard nuevos o predecibles
contaminantes virales.

El otro ensayo empleado para detectar virus adventicios en las ascitis fue la inoculacion en céulas
sensibles a replicacion viral (Anexo 23). En este caso se utilizaron dos lineas celulares de primates (Vero
ATCC 81, cdulas de rifibn de monos Rhesus, y A9 ATCC 171, células humanas diploides de pulmon)
para confirmar que cualquier virus que se haya identificado mediante los ensayos especificos o que fuese
introducido de forma adventicia no posee capacidad de infectar estas lineas cdulares. Los resultados
tampoco evidenciaron efecto citopético en las muestra de ascitis analizadas.

Para demostrar la capacidad de remocién e inactivacion de virus, varios pasos dd método de purificacion
son desafiados con cantidades deliberadas de virus modelos (Darling y Spaltro, 1996). Por varias razones
incluyendo la escala, los experimentos de remocién e inactivacion viral no pueden hacerse en e sistema
de purificacién en e cual se obtiene € bioldgico de interés (Berthold y cals., 1992). Por ende, un
elemento critico en este tipo de experimento es € desescalado del méodo de purificacion, aspecto que
debe ser demostrado antes de comenzar |os experimentos de desafio con virus model os.

El nivel de purificacion de la version desescalada del méodo de purificacion debe ser 1o més cercano
posible a de la escala real de produccion. En tal sentido, los factores a considerar para validar €
desescalado fueron detallados por Sofer, (1996). Entre los més importantes se pueden citar: concentracion
de proteinas en la muestra aplicada a las columnas cromatogréficas, temperatura, flujo lineal, tiempo de
residencia para @ caso de la cromatografia de afinidad, contenido de sales de |os tampones, longitud de la
tuberias que unen las columnas cromatograficas con los sistemas de deteccion, € material de las celdas
cromatogréficasy €l tipo de material de las mangueras.

La validez del desescalado del méodo purificacion del AcM CB.Hep-1 qued6 demostrada para la
cromatografia de afinidad. Este méodo se disefié para que cumpliera con e 1% de la escala real de
purificacion o sea una escala 1/100 para cubrir un volumen de 5 a 60 L de ascitis como volumen inicial en
la purificacion del AcM CB.Hep-1. Los criterios més importantes que se tuvieron en cuenta fueron: Tr
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constante, la razon de carga, volumen inicial, pH y conductividad de los tampones, volumen del inéculo
viral, temperaturay € flujo lineal. De estos e més importante fue mantener constante el Tr en €l paso que
més aporta alapureza del AcM CB.Hep-1, la cromatografia de afini dad 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 produccién. La pureza del AcM CB.Hep-1 fue superior al
90%, mientras que la actividad especifica fue también superior a la especificacion aprobada de 70%. El
rendimiento del méodo de purificacion oscil6 entre 1-2 mg/mL demostrando que € desescalado brindd
un AcM CB.Hep-1 con la misma integridad molecular que € méodo de purificacion a escala real. El
andlisis estadistico no demostré diferencias significativas entre estas variables seglin la prueba de
comparacion de medias basada en la distribucién t-Student para un 95% de confianza.

Los resultados de la actividad especifica, pureza 'y rendimiento del AcM CB.Hep-1 tampoco se afectaron
cuando se valido € desescalado en presencia de cada virus modelo porque en ningn caso los valores
obtenidos para estos pardmetros fueron inferiores a los establecidos como especificacion de calidad. No
obstante, se demostro diferencias significativas en la actividad especifica del AcM CB.Hep-1 (p=0.0176)
en d experimento de desescalado en presencia del virus sendai; diferencias significativas en la pureza del
AcM purificado cuando se desescalé en presencia del virus sendai y del PVC (p=0.0289). En cuanto al
rendimiento, las diferencias significativas se observaron en |os experimentos desarrollados con € VHS-1
y e PVH-2 (p=0.0341). Estos resultados demuestran un comportamiento diferente de cada modelo viral
en la cromatografia de afinidad, 1o cual est&4 dado por sus propiedades de poseer proteinas que pueden
interactuar de forma inespecifica con la matriz cromatogréfica y tener diferencias en d tamafio.

Ante la gran heterogeneidad viral (Anexo 25), unos de los aspectos més polémicos es la seleccion del
virus modelo para validar. La cantidad de virus a utilizar depende de la profundidad con que se quiera
caracterizar d método de purificacion y sobre todo del nimero de contaminantes virales presente en la
fuente biolégica. No obstante, debido a la potencialidad del sistema de presentar virus de cualquier tipo,
los virus model os se han agrupado de la siguiente forma para los estudi os de validacion: 1) virus de ADN
con envoltura, 2) ADN sin envoltura, 3) ARN con envolturay 4) ARN sin envoltura. También se trata de
escoger virus con diferencias en su capacidad de resistencia ante |0s agentes fisico-quimicos y diferencias
en & tamafio. Entre otras consideraciones que deben tenerse en cuenta para seleccionar los virus modelos
estd que alcancen altos titulos en cultivo y que exista un sistema confiable de cuantificacién para la
deteccion en cada paso del sistema de purificacion.

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 fisico-quimicas. En dlos se encuentran
virus pequefios, grandes, envueltos, desnudos, de ARN y ADN. También su resistencia ante |os agentes
fisico-quimicos es diversa, desde virus muy sensibles o poco resistentes como € virus sendai, € VIH-1y
el VHS-1 hasta virus muy resistentes como € PVH-2y & PVC.

Levy y cols., publicaron en 1984 que la purificacion de AcM a partir de ascitis mediante la cromatografia
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de afinidad basada en Protein A-Sepharose eliminé completamente todo € virus de la leucemia murina 'y
su &cido nucleico, aln cuando este se adiciond en cantidades superiores a las normalmente encontradas.
La OMS fue € primer Organo internacional en tomar la iniciativa de facilitar la estandarizacion y
aceptacion de las lineas cdulares como sustratos para la produccion continua de bioldgicos con la
aprobacion de la vacuna contra d virus de la poliomielitis en la década del 80 (O. M. S,, 1987). Esta
estandarizacion aparece también muy bien desarrollada en e trabajo relacionado con € proceso y
aprobacion regulatoria del activador tisular del plasminégeno (Builder y cols., 1989). Builder demostro6 4
Logs de remocion en cada uno de los pasos desafiados del método de purificacién (intercambio idnico,
cromatografia de afinidad en Protein A-Sepharose y cromatografia de exclusién molecular) siendo €
factor de eliminacion total devirus 12 Logs.

Crawfold y cols., 1987) describieron un método de purificacién del AcM UCHD4 especifico para €
antigeno RhD de eritrocitos humanos, producido por un clon de células B inmortalizadas con € virus de
Epstein-Barr. Este méodo removio € virus de Epstein-Barr y € ADN hasta € limite de deteccion. El
esquema de purificacion implico: la filtracion desde 0.22 um hasta 0.1 um, tratamiento con ADNasa y
cromatografia de inmunoafinidad usando un AcM anti-lgG humana. Tanto este trabajo como €
informado por Mannucci y cols., (1989) donde se purificod € Factor VIII para su uso a escala industrial
demostraron la alta capacidad de remocidn que ofrece la cromatografia de inmunopurificacion.

El objetivo principal de nuestro estudio de remocion fue demostrar entre 3-5 Logs de remocion, ya que
estos son |os resultados informados para este tipo de cromatografia de afinidad (Martin, 1985; Harbour y
Woodhouse, 1990). La cromatografia de afinidad basada en Protein A—Sepharose demostrd una alta
capacidad de remocion para todos los virus evaluados excepto para é PVC. Los virus envuetos
evaluados (sendai, VIH-1 y VHS-1) no mostraron afinidad por e soporte cromatografico, ya que
esencialmente todos los virus infecciosos se encontraron en la fraccion no adsorbida. Esto evidencio la
ausencia de interacciones fuertes entre las proteinas de la envolturay la matriz cromatografica en nuestras
condiciones de adsorcion del AcM CB.Hep-1. Probablemente este efecto de asociacion del virus con la
matriz se minimizo por la presencia de grandes cantidades de 1gG que saturan tanto €l interior como el
exterior de las perlas, ya que la 1gG manifiesta una alta afinidad por la Proteina A. Otros de los posibles
factores relacionados puede ser la baja fuerzaionica del tampon de adsorcion del AcM CB.Hep-1.

Con & PVH-2 se observo interaccion con la matriz cromatogréfica, provocando que la capacidad de
remocion fuera solo de 4.9 Logs de los 9.2 Logs aplicados. Estos resultados coinciden con los resultados
de otros autores que han demastrado que determinados virus pequefios muestran afinidad por e medio
cromatografico (O' Neil y Balkovic, 1993). Para € caso del PVC solo se puedo demostrar 2.81 Logs de
remocion. En cierto modo estos resultados estan también en correspondencia con lo descrito por otros
autores, ya que lo que se recomienda para remover este tipo de virus es la cromatografia de intercambio
ionico (Camerony cols, 1997).

En general, la presencia de envoltura parece incrementar la afinidad que los virus poseen por |os soportes
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cromatograficos donde e mecanismo de interaccion se basa en interacciones electrostética debido a la
presencia de glicoproteinas cargadas positivamente en la membrana plasmética. Pero esto no descarta que
este tipo de interaccién se pueda producir también con proteinas de la nucleocdpsida de los virus
desnudos. Ademés se especula que puede ocurrir cierto grado de agregacion de las particulas virales,
dificultando asi su remocién de los gel es cromatograficos.

En esta tesis,  PVH-2 y d PVC, ambos virus desnudos y de muy pequefio tamafio tuvieron un
comportamiento diferente a de los virus envueltos en la cromatografia de afinidad. Estos virus
demostraron un 65.2% y un 47.5% de interaccion con la matriz respectivamente. Producto de que estos
son virus desnudos para los cuales no se ha informado interaccion con los soportes cromatogréaficos, la
explicacion que justifica este tipo de retencion es e pequefio tamafio de los mismos con respecto a los
demas virus evaluados. Esta caracteristica fisica le permite una mejor accesibilidad al interior de las
perlas, provocando un retardo considerable de los mismos dentro del lecho cromatografico.

En resumen la cromatografia de afinidad en Protein A-Sepharose bgjo las condiciones de adsorcion
evaluadas es muy adecuada para la iminacién de altos niveles de contaminacion de virus envueltos de
mediano y gran tamario y virus con propiedades similares al PVH-2, mientras que para los virus desnudos
y de pequefio tamafio como € PVC no funciona eficientemente. Por esta razon es mandatorio evaluar la
capacidad de inactivacion de los procedimientos de higienizacion y de almacenamiento de este gel
cromatografico y los procedimientos de inactivacion viral para aumentar asi la capacidad de inactivacion
viral del método de obtencion del AgsVHBE.

En tal sentido, e etanol es uno de los solventes habitualmente recomendado para los pasos de
higienizacion y almacenamiento de los geles cromatogréficos, pero esta recomendacion se basa en la
excelente capacidad del etanol para inactivar bacterias gram-positivas y gram-negativas, Mycobacterium
tuberculosis y varios hongos. Varios virus lipofilicos como € VHS y @ VIH son susceptibles también a
los alcoholes. Otra razon que justifica su uso como agente higienizante es la estabilidad de la Proteina A
en este solvente organico. Sin embargo, otros virus (desnudos) suelen ser menos sensibles a la accién del
etanol.

Existen varios trabajos publicados sobre € efecto del etanol en la inactivacion viral (Sekura, 1991,
Ruibal, 1999) pero € porciento empleado de etanol suele ser muy elevados o los tiempos de incubacion
prolongados, lo cual atenta contra € recobrado y la estabilidad de la molécula de interés.

La demostracién de la capacidad de inactivacion de virus retenidos en € interior de las matrices
cromatograficas completan los datos requeridos para proponer e uso de este solvente organico en los
métodos de purificacion de moléculas para uso en humanos. En esta tesis € etanol se utilizé al 70% para
higienizar la matriz Protein A-Sepharose, mientras que para almacenarla se utilizé a 20%. Teniendo en
cuenta que € méodo de remocidn de virus desnudos, en especial € PVC, no resultd ser todo lo eficiente
gue se necesita, y que los solventes organicos desnaturalizan con facilidad determinadas proteinas,
procedimos a evaluar la capacidad de inactivacion del etanol a 70y al 20% del VHS-1, VIH-1, PVH-2y
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el PVC. La importancia de estos experimentos radica en que acumulaciones sucesivas de virus en 1os
geles cromatograficos afectan la capacidad de uni 6n de los mismos y modifica su capacidad de remocion,
por lo que no considerar este elemento, nos puede llevar a una sobreestimacion de la capacidad de
remocion del método de purificacion.

Los experimentos desarrollados poseen novedad metodoldgica ya que usualmente los experimentos de
inactivacion se realizan desafiando determinado volumen del solvente organico que se desee con altas
cantidades de virus, pero no consideran d efecto que puede tener la interaccion virus-matriz
cromatogréafica sobre € poder inactivador de un solvente dado.

Teniendo en cuenta este importante factor, procedimos a mezclar los virus modelos con la matriz
cromatogréfica y con @ etanol y no e virus modelo con € etanol solamente. En contra de este
procedimiento se puede plantear que siempre habrd cierta cantidad de virus que no podra cuantificarse por
quedar incluida dentro del gel, especial mente para los virus pequefios.

Los resultados evidenciaron que € etanol a 70% inactivo 4.7-4.9 Logs parad VIH-1, VHS-1y d PVC
respectivamente. Atendiendo a estos resultados puede concluirse que e empleo de etanol al 70% como
agente higienizante de la matriz de afinidad es un paso robusto de inactivacion viral, ya que provoca més
de 4 Logs de inactivacion. La segunda conclusion es que su poder de inactivacion bajo las condiciones
experimental es evaluadas es relativamente independiente de la presencia de envoltura, ya que se demostré
4.9 Logg/12 hrs de inactivacion para e PVC € cual es d virus de mayor resistencia informada entre los
evaluados. Sin embargo, s se analiza detalladamente los resultados se concluye que e PVH-2 es muy
resistente, 0 sea que sélo se pudo inactivar & 50% del PVC aplicado y en no menos de 12 hrs, mientras
queparae VIH-1y d VHS-1 (virus envueltos) la capacidad de inactivacion se observo en sdlo 15 min.
Los resultados obtenidos para d PVC, reprodujeron los hallazgos de Harris y cols., (1974) donde se
demostré mas de 5.7 Logs en varias sustancias quimicas. De lo anterior se deduce que la presencia de
matriz cromatogréfica no afecto la capacidad de inactivacion del etanol sobre este virus en comparacion
con el sistema virus y solvente organico solo.

Con respecto al PVH-2, se evidenci6 solo 1.9 Logs de inactivacion en presencia del etanol a 70% en 72
hrs (Fig. 24A, 26). Estos resultados estan en concordancia con otros trabajos donde se informa la baja
capacidad del etanol paralainactivacion de virus desnudos. La capacidad de inactivacion de este solvente
se potencia cuando se combina con un gran contenido de agua, con altas temperaturas o con otras
sustancias quimicas de gran capacidad de inactivacion de virus (Hodde y Hiles, 2002). Para inactivar €
PVH-2 recomendamos € uso de NaOH, ya que Cameron y colaboradores., (1997) informaron mas de 8
Logs de inactivacion en sdlo 20 min a 20°C con NaOH 1M. Esto implicaria hacer un estudio de
estabilidad de la Protein A-Sepharose bajo estas condiciones para corroborar su estabilidad.

En e estudio con € etanol al 20% bajo las condiciones habitual es de almacenamiento de la matriz Protein
A-Sepharose se obtuvo un nivel apreciable de inactivacion de virus envueltos en 15 min (VIH-1, 3.7 Logs
y VHS-1, 4.0 Logs). Por € contrario, no se demostré inactivacion importante de 10s virus desnudos <2.3
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Logs en 72 hrs, por lo cual podemos resumir que e amacenamiento de la matriz en etanol a 20% no
aporta una capacidad importante de inactivacion de virus desnudos. Una recomendacion de este trabajo
puede ser estudiar otros solventes o sustancias quimicas que ofrezcan un mayor nivel de inactivacion de
virus modelos en presencia de la matriz de afinidad Protein A-Sepharose.

Como queda demostrado la cromatografia de afinidad basada en Protein-A Sepharose no es suficiente por
si sola para garantizar méas de 6 Logs de remocion de virus por encima del nivel de contaminacién de la
fuente bioldgica. Por esta razon decidimos evaluar la capacidad de inactivacion viral de otros dos pasos
del méodo de purificacion de AcM CB.Hep-1 y del AgsHVBr. En general se recomienda que los
procesos de inactivacion viral tengan lugar después de los pasos de remocién, o sea cuando € producto
final ha sido envasado para que no ocurra ninguna contaminacion 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 formulacion final, no resisten las condiciones de inactivacion necesarias.

Las guias de las agencias regulatorias recomiendan la incorporacion de méodos de inactivacion quimica
durante la obtencion de los AcMs, aln cuando estos puedan reducir € recobrado final, pues algunos
pueden disminuir la actividad biolégica o modificar la estructura de la molécula de interés (1. C. H.,
1997). En resumen las estrategias de inactivacion pueden ser divididas en dos grandes categorias. La
categoria que involucra los méodos fisicos y la que invol ucra los méodos quimicos.

Martin demostré en 1985 que los Retrovirus murinos son particularmente sensibles a pH écidos y sobre
todo a la reduccion brusca del pH. Encontré una reduccion de 4.0 Logs a pH 3.5 y que la cromatografia
de afinidad puede tener carécter dual, es decir, de remocién y de inactivacion, ya que se combinan ambos
efectos, e provocado por d intervalo de exclusién de la matriz y por e uso de tampones acidos para
disociar € AcM de la Protein A-Sepharose.

Aunque no existen muchos datos relevantes en la literatura en cuanto a la inactivacion de virus en los
procesos de obtencion de AcMs, si existe suficiente informacion sobre la inactivacién viral en los
procesos de produccién de vacunas. Jiang y colaborados., (1986) informaron que € recobrado del
antigeno D del poliovirus fue significativamente mayor cuando este virus se inactivé con formalina en
vez de B-propiolactona. En otro estudio se demostré que la B-propiolactona requiere menos tiempo parala
inactivacion viral y por consiguiente la pérdida del antigeno también es menor (Le Grippo, 1960). La -
propiolactona demostré ser efectiva para inactivar un amplio rango de virus, entre dlos: € virus de la
encefalomiocarditis, virus de la hidrofobia, herpesvirus, sarampion o rubéola, parotiditis, influenza (A y
B) y hepatitis (Le Grippo y Hartmant, 1955).

Posterior a estos estudios se ha investigagdo més sobre los procedimientos de inactivacion viral
relacionados con € fraccionamiento del plasma. Existe ya un enorme cuerpo de datos referidos a la
inactivacion viral en los métodos de purificacion de productos obtenidos a partir de la sangre (Horowitz,
1985; Horowitz, 1988; Borovec y cols., 1998; Ruibal y cols., 1999). La pasteurizacion ha sido adoptada
para la inactivacion del VHB en preparaciones de albdmina (60°C durante 10 hrs). Todos los productos
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que han recibido este tratamiento tienen una estadistica exceente en cuanto a la no aparicion de agentes
infecciosos de tipo viral. Pero desafortunadamente este méodo no es exitoso para inactivar particulas
virales en productos l&biles como las Ig. Como consecuencia, se han desarrollado un nimero de
estrategias nuevas de inactivacion para prevenir la transmision viral en los hemoderivados. Estas
estrategias incluyen:

a). Méodos fisicos 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 agitacion en presencia de un N-heptano, calentamiento con vapor, calentamiento en
presencia de estabilizadores con diferentes tipo de azlcares y glicina, modificaciones de los protocolos de
pasteurizacion (Helderbrant y cols., 1985; Horowitz y cols., 1985; Levy y cols., 1985; Petricciani y cols.,
1985; Quinnany cals., 1985; Smithy cols., 1985).

b). Tratamientos quimicos tale como: tratamiento en solucidén con mezclas de solventes y detergentes;
tratamiento en solucidn con B-propiolactona con o sin radiaciones ultravioleta (Le Grippo y cols., 1964;
Stephan y Kotitschk, 1987; Horowitz y cals., 1988; Mannucci y Colombo, 1988).

La mayoria de estos procedi mientos son muy eficientes para inactivar € VIH pero no totalmente efectivos
para inactivar d 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 inactivacién empleada en este trabajo se revisd la capacidad de
resistencia de los virus murinos a los agentes fisico-quimicos. El Anexo 26 presenta una informacion
resumida de la capacidad de resistencia de 1os virus murinos. De este resumen se extrae, que hay 7 virus
sensibles al pH é&cido, 3 virus sensibles al pH bésico, 12 virus sensibles a los diversos solventes organicos
y 16 virus sensibles a la temperatura (hasta 60°C). Los otros aspectos que se consideraron para d disefio
de la estrategia de inactivacion viral fueron: las propiedades del AcM CB.Hep-1 0 sea, su capacidad de
resistencia a los diversos agentes fisico-quimicos y cuales de estos agentes quimicos estan aprobados para
Su uso en humanos.

Est4d demostrado que los virus envueltos son los mas sensibles a los diferentes procedimientos de
inactivacion. De dlos los Retrovirus, que revisten particular importancia para nuestro trabajo, ya que son
los virus que parecen estar presentes en nuestra linea celular, son especialmente sensibles a pH &cidos o0 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 &cido decidimos evaluar primero la capacidad de inactivacion del
tampon &cido citrico 200 mM; pH 3a4°C.

Para abordar este estudio se evalué la capacidad del AcM CB.Hep-1 de mantener € reconocimiento del
AgsVHBr bajo estas condiciones. Los resultados ratificaron que en ausencia de virus, e AcM CB.Hep-1
model 0s es capaz de mantener & 80% de su capacidad de reconocimiento del AgsVHBr durante 7 hrs, lo
cual brinda un amplio intervalo de tiempo para los experimentos de inactivacién viral. La comparacion
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estadistica del pardmetro de actividad especifica del AcM CB.Hep-1 en &cido citrico 100 mM; pH 3 en
presencia de los virus modelos no mostro diferencias significativas para un 95% de confianza segun e
andlisis de varianza de simple factor (p=0.7600), lo cual evidencia la no influencia de estos virus en €
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 bgjo esta condicion. Estos resultados son esperados, pues la presencia de envoltura aporta
poca resistencia ante |os agentes fisico-quimicos, ya sea por los cambios conformacional es producidos en
las proteinas fusogénicas virales o por afectacion directa de la estabilidad de la envoltura

Por € contrario, el PVH-2 demostro alta resistencia a esta condicion experimental, pues solo se demostré
0.1 Logs de inactivacion 1o que se considera despreciable por la sensibilidad del método de medicion del
titulo viral. Se ha planteado que la alta estabilidad de este tipo de virus se debe a la presencia de una
cépsida de gran didmetro, incluso en ocasiones se postula la presencia de dos cépsidas lo cual los hace
muy resistente a las condiciones gastrointestinales (Whitey cols., 1991).

Se demostrd un factor de inactivacion muy alto parad PVC en tampon (5.2 Logs /1 h). Estos resultados
coinciden con los informados por otros autores, ya que se informa que € virus diminuto de ratén
(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 devadas temperaturas.
Este virus mantiene un elevado porciento de su infectividad a pH 2 durante 7 dias a una temperatura de
4°C (Harris y cols., 1974). Este resultado garantiza que € méodo de purificacion del AcM CB.Hep-1 no
permite que este tipo de virus pase con capacidad infectiva ala purificacion del AgsVHBE, alin en caso de
estuvieran presente en la fuente biolégicay no fuera eiminado durante la cromatografia de afinidad.
Resumiendo los resultados obtenidos a nivel del método de purificacién ddd AcM CB.Hep-1 podemos
afirmar que solo para uno entre todos los virus modelos evaluados, no fue posible demostrar un nivel de
remocion e inactivacion superior a 6 Logs por encima de la fuente bioldgica, € PVH-2. La suma de la
capacidad de remocidn e inactivacion durante la purificacion del AcM CB.Hep-1 llega a5 Logs para este
virus.

Procedimos entonces a evaluar otro paso de purificacién pero en este caso dentro del méodo de
purificacion del AgsVHBr. Este tipo de andlisis es valido porque a partir del afio 2001 la FDA aprobd
considerar ambos métodos de purificacion del biologico para la demostracion de la capacidad de
remocion einactivacion total devirus modelos (F. D. A., 2001).

Como se explica en el Anexo 26 hay varias opciones de inactivacion de estos dos virus resistentes. Sin
embargo, las sustancias quimicas cominmente empleadas para inactivar virus de este tipo (formalinay -
propiolactona) resultan de poco interés para € método de purificacion del AgsVHBTr, ya que en € mismo
existen varios pasos con un alto potencial para eiminar virus como la propia inmunocromatografia y e
calentamiento a 60°C del AgsVHBr en presencia del agente caotrépico KSCN 3M. Introducir nuevos
pasos implicaria entre otros aspectos validar métodos de determinacion de estas sustancias introducidas
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en el proceso.

La desnaturalizacion térmica tiene aplicaciones industriales y biosanitarias importantes, como la
esterilizacion del material o la conservacion de alimentos. Las proteinas también se desnaturalizan como
consecuencia de su exposicion a los agentes caotrépicos. Estos agentes interfieren con los enlaces no
covalentes que mantienen la estructura tridimensional de la proteina, y provocan su desorganizacion por
transicion a un estado conformacional desordenado. En esta tesis se estudio la capacidad de inactivacion
del paso de incubacion del AgsVHBr en TrissHCI 20 mM/EDTA 3 mM/NaCl IM/KCSN 3 M; pH 7.2 a
60°C durante 2 hrs. Este estudio de inactivacion a nivel de la obtencién de este antigeno es muy
importante por los resultados obtenidos durante la evaluacion del método de purificacion del AcM
CB.Hep-1 paralos virus desnudos, ya que los mismos pudieran estar presentes en altos titulos en la fuente
biol 6gica.

Los experimentos de recuperacion del AgsVHBr bgjo estas condiciones en presencia de los diferentes
virus model os reprodujeron los resultados de la obtencion del AgsVHBr propiamente dicho. En todos los
casos el AgsVHBr fue recuperado en més del 90% en 180 min de incubacién. El andlisis estadistico
empleando un ANOVA de simple factor para un nivel de confianza de 95% demostro la ausencia de
significacion (p=0.7293), corroborando € hecho de que la presencia de grandes cantidades de virus en
este tratamiento no afectd la recuperacion del AgsVHBr.

Sin embargo, para € caso de los virus modelos empleados, esta combinacion de factores evidencio un
potente efecto inactivador. En general todos los virus evaluados fueron completamente inactivados a los
10 min de tratamiento. Esta evaluacién, constituye € primer informe de inactivacién viral bajo estas
condiciones de trabajo. Siempre que la proteina de interés sea resistente al agente caotropico KSCN 3 M a
60°C este podria ser utilizado como potente agente inactivador viral.

Interesantemente, € VIH-1 necesito 1 h paralograr su inactivacion completa, demostrando asi un nivel de
resistencia superior a los virus desnudos evaluados. Esto puede deberse al nivel de carbohidratos de la
proteina de la envoltura gp 120. Smale y colaboradores, (2000) demostraron que las altas temperaturas
inhiben la hidrdlisis de los azucares en glucosa y fructosa para favorecer la formacién de un estructura
llamada Glyoxal en compafiia de otros azucares libres. Estos azucares libres tiene un alto poder reactivo
con los grupos aminos libres de las proteinas, 1o cual provoca una oligomerizacion importante de las
proteinas mediante un mecanismo basado en € intercambio de grupos tioles-disulfitos. Estas estructuras
suelen ser muy resistentes al calor.

Finalmente, los resultados presentados en esta tesis sobre la implementacion de un método de purificacion
del AcM CB.Hep-1 que combinado con € tratamiento térmico del AgsVHBr obtenido a partir de la
levadura Pichia pastoris apoyan la justificacion cientifica de la utilizacion de este AcM en la
cromatografia de inmunoafinidad del proceso de obtencion del ingrediente activo de la vacuna contra la
Hepatitis B, ya que le brinda un ato grado de selectividad, recobrado, factor de concentracion y
originalidad con respecto a otros méodos de obtencion de este antigeno. Ademéas se demostro la ata
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capacidad de remocion y/o inactivacion de virus >6 Logs (virus sendai: 21.6 Logs, VIH-1: 14.99 Logs,
VHS-1: 21.29 Logs, PVH-2: 14.96 Logsy PVC: 14.41 Logs) por encimadel nivel de contaminacion dela
fuente bioldgica, 1o cual permite afirmar la seguridad virol 6gica de la vacuna contra la Hepatitis B.
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6. CONCLUSIONES

1. El método de purificacion del AcM CB.Hep-1 es efectivo, consistente y permite obtener una
preparacion de anticuerpo estable, de ata pureza y bajo nivel de contaminacién de ADN de raton y
Proteina A, lo cual permite a su vez, obtener inmunogeles con la calidad y estabilidad requeridas para
la purificacion del AgsVHBr.

2. El hibridoma de raton CB.Hep-1(48/1/5/4), los ratones BALB/c y la ascitis pueden ser empleados
para la obtencion del AcM CB.Hep-1, ya que no presentan contaminacion con virus patodgenos al
hombre.

3. El desescalado de la cromatografia de afinidad basada en Protein A-Sepharose, empleando como
criterio e tiempo de residencia constante, permite reproducir las especificaciones de calidad exigidas
a AcM CB.Hep-1 purificado a escala industrial.

4. El méodo de purificacion del AcM CB.Hep-1 brinda un alto grado de remocion e inactivacion de los
virus envueltos y e parvovirus canino. Por € contrario, este mé&odo posee un bajo nivel de
inactivacion del poliovirus humanos tipo 2.

5. El méodo de higienizacion de la matriz Protein A-Sepharose con Etanol 70% es efectivo para
inactivar virus envueltos y también virus desnudos con propiedades fisico-quimicas similares al
parvovirus canino, pero no es efectivo para inactivar € poliovirus humano tipo 2.

6. El almacenamiento de geles cromatogréficos con Etanol 20% durante 72 hrs es ef ectivo para inactivar
virus envueltos, pero no parainactivar virus desnudos.

7. El tratamiento térmico del AgsVHBr en presencia del KSCN es un paso robusto de inactivacion de
virus envueltos y desnudos en solo 1 h de tratamiento.

8. El méodo de obtencién del AgsVHBr, componente activo de la vacuna contra la Hepatitis B, tiene

una capacidad de eliminacion de virus envueltos y desnudos mayor de 14.4 Logs, lo cual asegura que
no |leguen patdgenos virales al hombre.
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7. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda la optimizacion la etapa de semipurificacion del méodo de purificacion € AcM
CB.Hep-1.

2. Serecomienda la validacion de la capacidad del método de purificacion ddd AcM CB.Hep-1 para
eliminar ADN deraton.

3. Serecomienda la caracterizacion mas detallada las particulas esféricas de 100-200 nm parecidas a
Retrovirus tipo C detectadas por microscopia el ectronica de transmisién en e hibridoma CB.Hep-1
para definir sus propiedades biol gicas.

4. Se recomienda redlizar estudios que demuestren e nivel de retencion de virus desnudos de las
matrices cromatogréficas después de sucesivos ciclos de purificacion de materiales contaminados con
cantidades deliberadas de virus model os.

5. Serecomienda la evaluacidn de otros agentes higienizantes (NaOH 1M) de matrices para inactivar
virus desnudos con propiedades parecidas a poliovirus humano tipo 2 asi como condiciones de
higienizacion y almacenamiento més robustas para inactivar virus desnudos en general.
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OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES
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Raton BALB/c mostrando la distencién abdominal producto del tumor ascitico. 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.


http://www.nal.usda.gov/awic/newsletters/v8n3/8n3mcard.htm�
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—— ~ :‘fé'. £ T SPY3sp
- gnn - Fan
Certificate of Analysis =
HyClone
et 1 e SOt
Product Fetal Bovine Serum
Triple 0.1 um Sterile Filtered
Lot #: AHAT694 Catalog #: SH30088 Expiration Date: Jan 2003
Test/(Method) Specification Units Results
Endotoxin For Information Only EU/ml 50
(Limulus Amebocyte Lysate-
Gel Clot
~ )
Hemoglobin For Information Only mg/dl 40
(O-Tolidine)
Sterility Testing
Bacteria and Fungi No Growth No Growth
(USP 3111)
Virus Testing (9CFR 113.53)
Fluorescent Antibody
Bluetongue Not Detected Not Detected
Bovine Adenovirus Not Detected Not Detected
Bovine Parvovirus Not Detected Not Detected
Bovine Respiratory Syncytial Virus Not Detected Not Detected
Bovine Virus Diarrhea Not Detected Not Detected
Rabies Not Detected Not Detected
Reovirus Not Detected Not Detected
~, Cytopathogenic Agents -e.g. IBR Not Detected Not Detected
Hemadsorbing Agents -e.g. PI3 Not Detected Not Detected
Mycoplasma
(Large Volume, Direct Culture) Not Detected Not Detected
(Fluorescent Antibody) Not Detected Not Detected
(Hoechst DNA Stain) Not Detected Not Detected

This product was manufactured from Fetal Bovine blood collected in USDA inspected abattoirs located in the
United States. Collection and processing are done only by HyClone employees. This product has not come from
cattle born, raised, shipped through, or slaughtered in countries where BSE 1s known to.exist.

Sstphen Kotk

Quality Control Department

8974295 S80175

1725 South HyClone Road, Logan, Utah B4321 e (np U.§. Call 1-800-HYCLONE, Outside U.S. Call 435-753-4584

Certificado de Andlisis del Suero Fetal Bovino empleado en € cultivo delas lineas celular es
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la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RCP) con buenos

SID
vx- b
Laborstorio de Investigaciones -

ded SIDA
Carretera de Tapumste y 8 vias Sam José de las Lajus

CERTIFICADO DE CEPAS

La cepa VIH -1 IIIB utilizada para los estudios de validacién fue donada
por el Dr. Mark A. Wainberg del Centro de SIDA McGills, Montreal,
Canad, en Abril de 1992, y ha sido utilizada en nuestro centro para
estudios de susceptibilidad y resistencia a AZT y como control positivo en

resultados.

Se ha extraido ADN de lineas celulares infectadas con esta cepa que se ha
empleado como controles en estudios de secuenciacién gendémica en
nuestro Centro y en el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia.

_--—":‘m-"-."' -~
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Lincas celulares utilizadas en el ensayo de validacion de

hemoderivados.

¢ MT4 donada por ¢l Dr Mark Wainberg de la Universidad Mc Gill —
Canada.1992.

« Vera procedentes de la ATCC. 1989.

e MDBK procedentes de la ATCC.1990.

e LFBC donada por el Laboratorio de Diagnostico Veterinario, Cudad de la
Habana, Cuba .1993.

[as células se mantuvieron en congelacion a -196 "C Después de

descongeladas tuvieron una rapida recuperacion, durante el tiempo que se

utilizaron en 2l estudio mantuvieron la viabilidad celular entre 95%-100%.

I.as pruebas de esterilidad realizadas resultaron negativas a microorganismos.

no mostraron contaminacion cruzada con otras lineas celulares. Los estudios

realizados no mostraron variaciones con respecto a las celulas originales

recibidas.

No se detectd presencia de VIH en la linea celular MT4. por ensayo de ELISA

de captura de antigeno p24 y microscopia electronica

l.as lineas celulares se mantuvieron y trabajaron con medios de cultive.

cuplementos y reactivos certificados, los cuales se comprobaron que estaban

libres de agentes contaminantes y que no resultaban toxicos para cl crecimiente

v mantenimiento de las células.

Di
Regina 7. Martin C;
Subdirectora CICDC.

Dr! cla
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& CENTRO MACIONAL DE SANIDAD AGROPECUARIA  Cacreters de Vapaste v Autopisls Naciemal, San losé de Las Lajas

y Apartade 10, L2 Habang
e . Telélono: 089 — 3383 3l 90 . Teles 056-119
cENSA ’

CERTIFICADO DE CEPA VIRAL

Por este medio certifico que las cepas STHENDAL del HERPES VIRUS
( Enfermedad de Aujezsky) y NADL del virus de la Diarrea Viral Bovina
( BVD-V), proceden del Instituto de Veterinaria de Hungria y del Instituto
Zooprofilactico de Piamonte, Italia respectivamente.

Estas cepas han sido utilizadas como referencia en diferentes técnicas de

diagnésticos como seroneutralizacién, PCR, entre otras con buenos resul-
tados.

-/

Maria Teresa Frias
Dr. M, Dr. en C. Vet.
Jefe Grupo Virologia
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B INSTITUTO "PEDRO KOURI"
MINISTERIO DE SALUD PUBLICA

CENTRO COLABORADOR DE LA "QMS"

PARA EL ADIESTRAMIENTO E INVESTIGACIONES EN MALACOLOGIA MEDICA
¥ CONTROL BIOLOGICO DE VECTORES Y HOSPEDEROS INTERMEDIARIOS

CENTRO COLABORADOR DE LA "OMS"
PARA ENFEAMEDADES VIRICAS

CERTIFICADO DE CEPA VIRAL

Se entrega cepa de Poliovirus tipa 2 (cepa Sabin) recibida
agel Nationmal Institute for Biological Standards and control de
inglaterra den fecha 13 de marzo 1992. La cepa vino acompanada de
una carta en gue dice textualmente:

Ampoules of Sabin Il (so+3) code number 71/302. En el 1Pk
e le han dado 4-5 pases @ primero en Hep Il v el resto en Vero,

S ;>
7
o
Dr. ro Mas Lago
J' Laboratorio de Enterovirus [PK

DIRECCION: AUTOPISTA NOVIA DEL MEDIODIA KM 6 E/ AUTOFISTA NACIONAL ¥ CARRETERA CENTRAL
(N251). LISA-HABANA-CUBA. DIRECCION POSTAL: APARTADO 601, MARIANAO 13-HABANA-CUBA.
TELEF.: 53-7-204810 AL 2§ ¥ 53-7-336051. TELEX: CU-IPK 511902 ¥ 512341. FAX: 53-7-215857 Y 53-7-316051
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Anexo 10

p { 1#1
SCREENING FOR RODENT VIRUS INFECT. J8 HENAGBLUTINAT 10N ENZYNE-LINKED INNUNOSORBENT ASSAY
INHIBITION CWI) (ELISA)
ICLAS Reference Centre for Rodent Viruses ° ole
Institute of Medical Microbiology ole o 2]2191¢ »
University of Nijmegen zle - HEIF] >
Geert Grooteplein Zuid 24 HE 212 #[m|z m 5|58 e/
. = > B m. - 5
€525 GA Nijmegen _ i<l | UB|B HE m & AN AL {
Tel: +31 24 3615433  PAX: +31 24 3540216 212135 | [B|E HERE THRE M
DATE OF | SPECIES | STRAIN AGE | NUMBER OF | zowe of | ¥ | numeer oF 2 m m m M m [ w = m 3 m .m m m « MDTW m
5 5 2 B 2|8l¢ Z
SAMPLE ] SENDER ORIGIN mz.___sm__wmln mmmumummmmm: mmmum .Lun
M\L\ : i N«\N-lm@ “.
- L gg =
Lo i =
2 sn»..«...,nmn.: | TlT o ol bl el i HHF .
¥ A.W_IN-UI
<228
o u..P
Gm.ﬁ.u W [N Vv ARARAEAETR 2RI WV ViV
To be filled estatar Laboratory comments: s cr juoc ?..\JMHN.,H.V.‘.«..H. fin .
2-barrior U SERA . COLLECTED. | 4. PAYS, . AATER ... ...
Sera are diluted 1:5 yes/no HB_..E_EQ.E m.\. SRR Co lleCTED. . .NMN DAY S, . LATER 1orreive n CLISAIFT
. . N I " 1= Borderline reaction
mmsnon:m.vﬁi.k.ﬂha‘ﬁﬁ«%n\ e Cowmec Lusien £ Mo £V DENCE FOR .. |, yemative
G GB L CHAVRYAR, QYRGB e ComTMET AT EA .+« 10s Non-Specitic reaction
i ion: ——— " A = Eerum agplutinates
Required examination: /7 RP - TEST ) mnn._nuw..qa_,.\w.m! 95 .\.U oo cette
nﬁv...vm . _N:&.Ov %m\. P w.m,w.qm.nﬂh&htkm_..r_wm 1a|||M WT= Lack of serum
Date: . ... _ bmaeﬂémf Dr. J. van dey Logt o = Oniy on apectal
L2508 g2 Med. Microbiclogie g oY on-Lavl
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Academisch Ziekenhuis Mijmegen €
AR
wE.

MEDICAL MICROBIOLOGY N Y__
St Radboud
4. CRITERIA
The te - r2d valld if virus-induced cyhtopathogenic

s
ERIs

g=s and/or h dsorprion are observed in the pbs_tive
controls and not in the negative control The test sample
is considered positive when cyvtopathogenic changass and/or
hemadsorption are found.

.-

5. RESULTS AND CONCLUSION

Date initiatcicn study :E*“‘y%b AL Uﬁﬁé
-
Date completion study : Dephemimar 3 40} \«:\qu_i:
Study director . De. T.leessem.
o~
The oo che
expe c X £ i
— culitul ‘ faste Zavirus A T tive
hemadscrg n. No cytopathegenic effecte or ¢ =]
hemadeorpticn obserwvad in the negative con cultures
and test mpls cultures. The result indicates the test
sample d not contain viruses which can produce
cytopathogenic effects or hemadsorption in any of the tissue
cultures used.
Head of Laboratory for Tissue Culture and
Antigen Freparation.
‘\ﬂ&\.«.\ eatnn ,Date_Sq:&gy_s_g,;__\‘j thh \qq6
.f/ ".—--‘1
§. REFERENCES .
—_ - Lennette, B.H., and Schmidt, N.J., 1972, Diagnostic
_ procedures for viral, rickettsial and chlamydial
infections. 5th edition, American Public Health
— Association, Washington.
7. RECORD MAINTENANCE

Prctoceol, data sheet and a copy of the fimnal report and all
correspondence between the ICLAS laboratory and the clienc
will be maintained within a central file in the laboratory.
These records will be retained for a period of ten years
following submission of the final report to the client.
Responsahility r maintaining samples of the test sample
rests solely with the client.

=

Page 3/4

isolation assay in tissue cultures

Certficado del Ensayo de deteccion de virus en células sensibles a replicacion viral del hibridoma CB.Hep-1.
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Anexo 12
Academisch Ziekenhuis Nli]meg'en ﬂr
MEDIC
AL MICROBIOLOGY St Radboud
BIOSAFETY TESTING
final report
isolation assay in embryonated eggs
Client: ,
7 QB HRVANE CwuBA PR NEVS, T PRRRA
BDE eqpeR : D A9L 4
"1t sample designation
(as provided by the client):
HEP ) 2V : H;i‘?é‘ CBECEIvEN [0 fra o 65 &
Laboratory-code: ’ HEP 1 70 jigsd
Report date: /A NELY

Test results:
MO L wDICRT e S FOR  ThE  PArvcasis o4
UelRuses B ETAE N Lo b LA Tipa cr ~ell SR,
0 [

Certificado del Ensayo de deteccidn de virus en huevos embrionados de pollos del hybridoma
CB.Hep-1
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Katholicke ersiteir Nijmegen

T Directoraat Faculteit

CENTRAL ANIMAL LABORATORY e

Wetenschappen
Date : October 23, 1996, Centraal
To - Dr. ). v.d. Logt Dierantaboratorium
From : J.J.G.W. Hendriks / ].P. Koopman
Copy to ! B, v.d. Weem
Concerning  : Results "in vivo biosafety test’.
ons kenmerk datum

In reference to the in vivo safety test, for the material HEP1 1.V. 11996, offered by
your Cuban relation, I hereby send you the results.

In the tests with both the guinea-pigs and the adult mice, no particular clinical signs are
noticed between the moment of injection (sept. Sth) and that of cuthanasia (oct. 14th),

Besides, we included three litters of suckling mice in the test, of which twe litters
comprised over ten animals: 9, 12 and 16 young ones. The litters of 9 and 12 were
born (and injected) at september 8th, the other one day later. In this part of the test we
have to remark that within the litter of 12 sucklings, a high diversity in growth was
observed. . Both extreme large and small animals were found (6:6). Although the
difference in size was striking, no signs of illness or weakness were observed. After
consultating our veterinarian, there was decided not to perform obduction. Not one of
the suckling mice died within the period of six weeks observation. The animal supplier,
Harlan Netherland B.V., responded that nothing mentioned above was ever observed in
their production colony.

I hope that this is enough information for now and I leave the drawing of conclusions
and further decissions up 10 you and your relation.

With kind regards,

- ,_»"‘"

. Commrer ™
J. Hendriks, . J.P. Koopman,
Head dept. Small Animals, Vetcrmanan
bijlage(n)
Telefoon (024) 361 35 57 Posta&res: o ,,..Bezmkadr;:. T
Y Fax (024) 2¢1 5375 Postbus 8101 Geert Grooteplein 29
@ [ 6500 HB Nijmegen Mijmegen

centraal dierenlaboratorium

Certificado del Ensayo de deteccidn de virus en ratones y cobayos del hybridoma CB.Hep-1
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Anexo 14

SCREENING FOR RODENT VIRUS INFECTLUNS . HENAGGLUTIMATION | . ENZNE-LINKED TmoSORBEY ASSAr - - - [ flEFT
. © - [IRWIBITION (HI) K : (ELISR) .
ICLAS Reference Centre for Rodent Viruses T
Institute of Medical Microbiology ole dele(ele [ ®]°
University of Nijmegen “ @ 4|3 ul
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_Q +——Ke g4 230 e
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S92% == o R O N 8 Y s ot - |_l- L
oA [~1= b p—| =11 ==l - = |—1 = ==
ooy [=]- [ ey S I I Y S o i
cgas |-~ S [ o e o I ) iy
7
. CODE . .
> be 11 24 1=isolator Laboratory comments: MicE inocw laTeD mﬁ. I
: Hisolota L, JVCE INecie s SRR LA
Sera are diluted 1:5 3=convent fonel A sERA .ﬂe%m%ﬂ TED... .. PRYS .. ﬁ..ﬁm .................
_ Yes/no b 2) SERA. QO LLECTED. . 28 DRYS. . LATER botvive In BLISMIFT
Sender:_,,. . _ Y o R e R * Borderli .
BOC~/wrernarionntf [ £ do Euinance (Fer .. L O

L CEGB S HAvRNA ~CunB . ... ,__,muow.m. iy U CO M TAITERATIEA -+ 1o Hon-Specitic raaction
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-MENITSGFLGPLB 20.TTSTGPCKTCTTB
-GFLGPLLVLQAGB 21 .CKTCTTPAQGNSB
-LVLQAGFFLLTRB 22 _PAQGNSMFPSCCB
_.FFLLTRILTIPQB 23 _.MFPSCCCTKPTDB
- ILTIPQSLDSWWB 24 _CTKPTDGNCTCIB
-.SLDSWWTSLNFLB 25 _GNCTCIPIPSSWB
. TSLNFLGGSPVCB 26 .PIPSSWAFAKYLB
-.GGSPVCLGQNSQB 27 . AFAKYLWEWASVB
-LGQNSQSPTSNHB 28 .WEWASVRFSWLSB
10.SPTSNHSPTSCPB 29 RESWLSLLVPEVB
11.SPTSCPPICPGYB  30.LLVPFVQWFVGLB
12 _PICPGYRWMCLRB 31 QWFVGLSPTVWLB
13.RWMCLRRFIIFLB 32 SPTVWLSAIWMMB
14 _.RFIIFLFILLLCB 33 SATWMMWYWGPSB
15.FILLLCLIFLLVB 34 WYWGPSLYSIVSB
16.LIFLLVLLDYQGB  35_LYSIVSPFIPLLB

17.LLDYQGMLPVCPB  36_PFIPLLPIFFCLB
18 .MLPVCPLIPGSTB 37 LLPIEECLWVYIB

19_LIPGSTTTSTGPB

©Coo~NOOOUODWNE

Péptidos lineales del AgsVHB solapados en 6 aminoacidos para el ensayo de reconocimiento del epitopo del AcM
CB.Hep-1
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Ascitis

Virus (dil. 1:10)
virus sendai

v

Filtracion Esterilizante

Precipitacion Salina

Centrifugacion

Precipitacion Salina

Centrifugacion

Virui(ltii'I_. 11: 10) Cromatogr afia de Exclusion Molecular
VHS1 >
PVH-2
Pve Cromatogr afia de Afinidad

Cromatograiia de Exclusion Molecular

Ultrafiltracion

Filtracion Esteril

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

Etanol al 70% 6 20%

[
>

Virus (dil. 1:10)

Protein A-Sepharose
Etanol

[
>

Protein A-Sepharose
Etanol
10 min

Protein A-Sepharose
Etanol
15 min

v

Centrifugacion

y
Didlisis

Protein A-Sephar ose
Etanol

30 min

v

Centrifugacion

y
Didlisis

Protein A-Sepharose
Etanol
1h

v

Centrifugacion

y
Didlisis

Protein A-Sephar ose
Etanol
2hrs

v

Centrifugacion

y
Didlisis

Protein A-Sepharose
Etanol
24 hrs

v

Centrifugacion

y
Didlisis

Protein A-Sepharose
Etanol
48 hrs

v

Centrifugacion

y
Didlisis

Protein A-Sepharose
Etanol
72hrs

v

Centrifugacion

y
Didlisis

v

Centrifugacion

y
Didlisis

Protocolo para demostrar la capacidad deinactivacion viral del Etanol al 70% y al 20%.
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AcM CB.Hep-1

Cambio de Tampén

AjusteapH 3

Virus (dil. 1:10)

v

AcM CB.Hep-1+Virus

Neutralizacion

n
>

Incubacién a 4°C, 1 h

Neutralizacion

[
»

Incubacién a 4°C, 2 hrs

Neutralizacion

n
>

Incubacién a 4°C, 3 hrs

Neutralizacion >

Incubacién a 4°C, 4 hrs

Neutralizacion

n
>

Incubacién a 4°C,5hrs

Neutralizacion

[
»

Incubacién a 4°C, 6 hrs

Neutralizacion >

Incubacién'a4°C, 7 hrs

v

Neutralizacion

Protocolo para demostrar la capacidad deinactivacion de virus modelos en écido citrico 100 mM pH 3, 4°C.
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Eluato de | nmunoafinidad

Ajuste de la concentracion con
Tris20mM/EDTA 3mM/NaCl IM/KSCN 3M; pH 7.2

Virus (dil. 1:10)

[
>

Calentamiento a60°C
durante 30 min

Enfriamiento hasta 20°C
Exclusion Molecular en

PBS 150 mM; pH 7.2

A 4

Calentamiento a60°C

durante 60 min

Enfriamiento

hasta 20°C Exclusién Molecular en
PBS 150 mM; pH 7.2

v

Calentamiento a60°C

durante 90 min

Enfriamiento
hasta 20°C

Exclusion Molecular en
PBS 150 mM; pH 7.2

v

Calentamiento a60°C

durante 120 min

Enfriamiento

hasta 20°C

Exclusién molecular en
PBS 150 mM; pH 7.2

A\ 4

Calentamiento a60°C
durante 180 min

Enfriamiento

hasta 20°C Exclusion molecular en

PBS 150 mM; pH 7.2

v

Protocolo para demostrar la capacidad deinactivacion viral en Tris20mM/EDTA 3 mM/NaCL 1IM/KSCN 3M pH 7.2,
a60°C.
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FINAL REPORT

Q-ONE BIOTECH PROTOCOL # 37014

TITLE : S*L" Focus Assay:
In Vitro Detection of Infectious Murine Xenotropic Retroviruses

SPONSOR : Swiss Federal Institute of Technology,
Laboratorium fur Biochemie 1,
ETH-Zentrum,
CH-8092, Zdurich,

SWITZERLAND.
CONTACT : Dr. R. Valdes
$~ SPONSOR SAMPLE DESIGNATION : €8.-Mep-1 {5 L assay) =
Q-ONE BIOTECH ACCESSION NUMBER : 691313
REPORT DATE : 10th January 1997
STUDY DIRECTOR : Dr. Carol McLean
TEST RESULTS : S'L focus forming virus was not detected in the test article.

Certificado del Ensayo de car acterizacion de Retrovirus S+L- a hibridoma CB.Hep-1
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FINAL REPORT

Q-ONE BIOTECH PROTOCOL # 37015

TITLE : XC Plaque Assay:

In Vitro Detection of Infectious Murine Ecotropic Retroviruses.

SPONSOR : Swiss Federal Institute of Technology,
Laboratorium fir Biochemie 1,

ETH-Zentrum,
CH-8092 Zurich,
SWITZERLAND.

CONTACT : Dr. R. Vaides

SPONSOR SAMPLE DESIGNATION

Q-ONE BIOTECH ACCESSION NUMBER

REPORT DATE : 22nd January 1997
STUDY DIRECTOR : Dr. Carol McLean
TEST RESULTS : XC plague forming virus

CB. Hep-I (XC assayk

691303

was not detected in the test article.

™

Certificado del Ensayo de caracterizacion de Retrovirus XC al hibridoma CB.Hep-1
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Certificado del ensayo de deter minacion de vir us en muestras de ascitis en células sensibles aréplicacion viral
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Ensayos par a detectar virusy suslimitaciones.
M aterial Capacidad
Ensayos a de Limitaciones del Ensayo
Evaluar Deteccion
Serol 6gicos Suero delos Antigeno virales Dependiente del tipo de virus, del tipo de antigeno y
animaes especificos de larespuesta de anticuerpo
Produccion de Lisado de células Antigeno virales Agentes infecciosos parad animal empleado en €
anticuerpos Medio de cultivo especificos sistema de pesquisge
Ascitis
Anticuerpo puro
In vivo Lisado de células Rango ampliodevirus  Agente que no se replica o produce enfermedad en
Ratones adultos Medio de cultivo patégenosa humano  animaes
Ratones lactantes
Caobayos
Huevos embrionados
Células Rango amplio devirus  Agente que no se replica o produce efecto citopatico
In vitro Lisados de cdulas patogenosa humano  en el sistema seleccionado
Medio de cultivo
Microscopia Electronica Células viables Virusy particulas Ensayo cualitativo
de Transmision Sobrenadante libre seme antes avirus
de cdulas
Reverso transcriptasa Sobrenadante libre Retrovirus S6lo detectala enzima activa

de cdulas Interpretacion con dificultad por € fondo que se

Ensayo de infectividad
para Retrovirus
Reaccion dela

polimerasa en cadena

Sobrenadante libre
de cdulas
Céulas, fluidos de
cultivoy otros
materiales

Retrovirus infecciosos

Secuencia especificade
virus

produce debido ala presencia de enzimas celulares

Retrovirus que no se replican en placas o focos en €l
sistema seleccionado

Noindicasi € virus esinfectivo y se necesitan sondas
especificas para cada virus
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Clasificacion de los vrius murinos segin su capacidad deinfectar primatesin vitro o in vivo.

VirusMurinos Familia Sistemas Grupos segin (OMS)
Coriomeningitis linfocitica Arenaviridae Hematopoyético |
Hantaan Bunyaviridae Multiples |
Reovirustipo 3 Reoviridae Digestivo |
Rotavirus Reoviridae Digestivo |
Sendai Paramyxoviridae Respiratorio |
Pneumonia Togaviridae Respiratorio 1l
Citomegal ovirus Herpesviridae Digestivo 1l
LDH Togaviridae Hematopoyético 1l
Tumores de mama Retroviridae Dermd Il
Timico Herpesviridae Digestivo 1l
Parvovirus Parvoviridae Digestivo 1l
Theiler Picornaviridae Nervioso Il
Ectromelia Poxvirus Multiple 1l
Hepatitis Coronaviridae Multiple 1l
Diminuto de ratén Parvoviridae Multiple 1l
Adenovirus Adenoviridae Multiple Il
Poliomavirus Papoviridae Multiple 1l
Retrovirus Retroviridae Hematopoyético 1l




Anexo 26

R.Valdés. Tesis Doctoral.

Resistencia de los virus murinos ante los agentes fisico-quimicos.

Virus Genoma Envoltura Resistenciaala Resistencia Resistencia a los Solventes
Temperatura a pH Organicos
Hantaan ARN Senshle37°C SenshlepH 5 No reportado
Sendai ARN Sensible 37°C SenshlepH 5 Sensble a solventes lipidicos
LCMV ARN No informado SensblepH 55y 8.5 Sens ble a solventes lipidicos
Reovirus 3 ARN No 60°C 30 min Resistente Resistente
Rotavirus de Rata ARN No 56°C 30 min SenshlepH 3 Resistente al eter
Retrovirus ARN Si Sensibleala SenshlepH 5 Sensble a solventes lipidicos
temperatura
Diminuto ADN Si 80°C 2hrs ResistentehastapH 12 Resistente a cloroformo, eter y alcohol
Ectromelia ADN Si 60°C 30 min No reportado Senshled hipoclorito de sodio
(100 pg/ mL) y formoaldehido
K ADN No 70°C 3 hrs Resistente No reportado
Polioma ADN No Altaresstencia Altaresstencia Altaresstencia
Thymic ADN 56°C 30 min No reportado 20% eter 2h/2°C
Pneumoniaderatén ARN 56°C 30 min No reportado No reportado
LDH ARN Si 4°C Sensible pH &cido Sensble a solventes lipidicos
Rotavirus deratén ARN No Inestable de 24 a37°C  SenshblepH 3 Resistente al eter
Adenovirus ADN No 56°C 15 min Resistente Resistente a eter
Hepatitis deraton ARN i 56°C 30 min Resistente Sensble a solventes lipidicos
Theiler ARN 50-55°C 30 min No reportado Sensible 50% al cohol y acetona
Citomegal ovirus ADN 50-55°C 30 min Sensible pH &cido Sensble a solventes lipidicos
Toolan (Kilham) ADN No 80°C 2 hrs ResistentehastapH 12 Resistente a cloroformo, éter y alcohol
Siaodacryoadenitis ARN Si 56°C 30 min No reportado Sensble a solventes lipidicos
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