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SUMMARY

The validation results of the polymcrase chain reaction.

(PCR) used for HIVI DNA dectection, in blood-derived
pharmaceutical products are presented. Repetibility and
specificity were evaluated as well as the use of different DNA
quantities of the positive control in order to know what DNA
level could be detected and amplified by PCR. Liquid
hybridization with HIVI specific probes was used as
detection method. It was concluded that PCR for HIV1
detection in blood derived products has a specificity about
100% and a sensivity of 100 pg of DNA, showing that PCR
can be used as quality control method.

RESUMEN

Se presentan los resultados de la validacién de la téenica de la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), emplcada para la
detecciéon de ADN de HIV1 en muestras de productos
farmacéuticos derivados de la sangre. Se evalia la repetibilidad
y especificidad del método, asi como el empleo de diferentes
cantidades de ADN (control positivo) con vistas a determinar
qué nivel puede ser detectado y amplificado por la PCR. El
método de deteccidn del producto amplificado, fue la
hibridacién Iiquida, utilizando sondas especificas para el HIV1.
La sonda empleada para la deteccién de HIV1 en este tipo de
productos resultd tener 100% de especificidad, logrando
detectar 100 pg de ADN, que fue el ditimo punto ensayado,
por lo que se concluyé que la PCR puede utilizarse como
técnica de Control de Calidad de hemoderivados.

INTRODUCCION

La PCR es un proceso enzimdtico in vitro a
través del cual un fragmento de dcido nucleico
sirve como molde en la reaccién, replicdndose
varias veces, para dar como resultado miles de
copias de esa secuencia (1). Este método ha sido
utilizado para el diagndstico de enfermedades
virales producidas por retrovirus, como el HIVI,
HIV2, HTLV1 y otros, debido a su gran
sensibilidad y especificidad (2).

Teniendo en cuenta que la sangre utilizada como
materia prima en la produccién de hemoderivados

cs liberada por técnicas que se basan en la deteccidn
de anticuerpos y que existen pacientes contaminados
que no picsentan anticuerpos (periodo de ventana),
se recurrid a la PCR para la deteccion de trazas de
ADN de HIV1 en este tipo de productos (2).

En la actualidad existen normas y regulaciones a

‘nivel internacional que establecen y hacen referencia

a la importancia de la validacién de los métodos
analiticos. Los formatos y guias para cl diseiio de las
validaciores han sido reportados previamente (3-7).

Estos protocolos establecen categorias generales
dentro de las cuales se ubican los métodos analiticos
(3) y en dependencia de esta ubicacion y del propdsito
de la técnica es que sc scleccionan los pardmetros a
evaluar. Las categorias propuestas son: métodos
cuantitatives para la determinacion del compuesto
activo (grupo A), métodos cuantitativos para
determinar impurezas (grupo B), métodos de
identificacion (grupo C) y métodos para determinar
¢l limite de impurezas (grupo D). La PCR para
detectar ADN de HIV1 pertenece al grupo C, de ahi
que ¢l pardmetro més importante a evaluar sca la
especificidad.

En ¢l presente trabajo se reporta ¢l estudio de
repetibilidad y especificidad de la PCR para la
deteccion de HIV1 en hemoderivados, y se hace
referencia a ia sensibilidad obtenida por el método,
o sea el limite de deteccidn. De esta forma se logra
garantizar la seguridad y calidad de los productos
derivados de la singre, que son evaluados por éste
método.

MATERIALES Y METODOS

A) Condiciones de reaccion

La reaccidn se realizé en solucién tampdn de Saiki sin gelatina
(0.5 M de KCI, 0.1 M de Tris-HCI pH 8.4y 0.025 M de MgCly). Se
emplearon 100 4M de dNTPs (Bochringer), 2 unidades de¢ Taq pol
(Heber Biotec) y 20 pM de oligonucledtidos cebadores
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Procedimiento para la determinacion de la
actividad de unién a receptores especificos de

membrana por radioreceptor (RRA)

Este cnsayo se utilizd para determinar de forma indirecta y cuantitativa
la actividad biolégica del FCE h-rec a través de un ensayo de unién a
receptores basado en una reaccién de competencia, que sc establece entre
la proteina marcada con radioistopo 1'% y la proteina no marcada, por los
sitios receptores de membrana situados en la superficie de las células A431
de carcinoma epidermoide de vulva (Macias et al., 1985).

Para el ensayo de competencia (efectuado en duplicado) se aftadieron en
tubos de poliestireno LP-3 en concentraciones crecientes, 50 4L del FCE
h-rec no marcado patrén (02, 05, 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100 ng/mL). En otra
serie de tubos fueron adicionados SO uL por duplicado de las diluciones de
las muestras a evaluar, seguidamente se anadieron a todos los tubos de
reaccion del ensayo 330 uL del tampén de ensayo (tampdn fosfato-salino
y BSA al 0.1%), 20 1L del 1'B FCE h-recy 100 4L de la suspensién celular
(células A431) para un volumen final de 500 L. Se prepararon controles
internos del ensayo para medir la radiactividad total, unién total y unién
no especifica. Se incubaron todos los tubos 45 minutos a temperatura
ambiente, se detuvo la reaccién y se ainadié 1 mL del tampén de ensayo
frio a cada uno de los tubos. Se centrifugaron los tubos a 45 000 rpm durante
15 minutos, se decantd el sobrenadante y se midid la actividad de unidn a
receptores en un contador Clinigamma (LKB, Suecia) (Rojo et al., 1990)
Se calcularon la pendiente y el intercepto, los que se utilizaron para el cdlculo
de la concentracion de las muestras evaluadas. Para demostrar la correlacién
de ambos métodos (RRA y ELISA) se evaluaron simultineamente
muestras representativas del proceso de produccion.

Determinacion de la concentracion de proteinas por

lectura de la absorbancia a 280 nm

Los valores de unidades de absorbancia obtenidos en el ensayo
por cada dilucién se dividieron por el coeficiente de extincidn
porcentual del FCE h-rec, que es 3.1, y posteriormente se
multiplicé por el factor de dilucién obtieniéndose el valor de
concentracién en mg/mL.

Control de la pureza del FCE h-rec (RP-HPLC)

Se utilizé una columna Octyl C8 WP (J. T Baker) de 4.6 mm de
didmetro interno y 100 mm de largo con un tamano de particula de
5 um, se mantuvo la temperatura en 50°C y el flujo se fijé en 2
mL/min. Para la elucién se utilizé solucién A (0.01% de 4cido
trifluoracético (TFA) en agua) y solucién B (0.05% de TFA en
acetonitrilo). Se utiliz6é un gradiente de 20 hasta 40% de B durante
14 minutos, la longitud de onda de trabajo fue 226 nm segin Moya
et al. (1992).

Control de la pureza por electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE)

En este método se utilizé una modificacién del sistema de
Laemmli (1970) propuesta por Schager y Von Jacow (1987) que
consistié en un gel separador de 16.5% de T (porciento total de
mondémeros) y 3% de C (porciento de concentracién de
entrecruzamiento relacionado con T). Para el tratamiento de las
muestras se empleS un tampén que contenfa SDS al 4% (calidad
para electroforesis, BDH) glicerol al 12%, tris SO mM, DTT (3 moles
por mol de cisteina) y azul de coomassie G-250 al 0.01%, pH 6.8;
con un tiempo de ebullicién de 10 minutos y un ajuste de voltaje
para la corrida de 90 v, luego se mantuvo el gel 30 minutos en
solucidn fijadora (50% de metanol y dcido acético al 10%; se tiii
durante 2 h con azul de coomassie G-250. Se destiid el gel con
acido acético al 10%.

Prueba:de esterilidad de la materia prima activa
del FCE h-rec

Se inoculd la muestra en medios de cultivo dc¢ caldo
tioglicolato y triptona-soya y sc¢ incubd a 35°C y 22°C
respectivamente, durante 14 dias segin United States
Pharmacopeia (USP XXII).

Ensayo de Inmuno dot para la cuantificacion
de contaminantes de la cepa hospedera

Se prepard una curva patrén de proteinas de la cepa hospedera
(5, 2.5, 1.5, 0.625, 0.312, 0.156, 0.078 y 0.039 ug) y las diluciones
de las muestras de FCE h-rec. Estas se aplicaron en un filtro de
nitrocelulosa y se colocaron en ¢l equipo de Ilibridot. Este filtro
se puso en contacto con la solucién de bloqueo (tampdn
Tris-salino (TBS) - leche deslipidizada al 5%) durante 90 minutos
a 42°C, con agitacién lenta. Para el reconocimicnto inmunoldgico
se colocd el filtro en la solucién de bloquco con el anticuerpo
especifico durante un periodo de incubacién de 90 minutos a
temperatura ambiente. Sc realizaron 4 lavados con TBS, de §
minutos cada uno, con agitacién lenta, y un lavado intermedio de
10 minutos con TBS y NP 40 al 0.1%. Por dltimo se aplicé el
revelador del ensayo (proteina A conjugada con oro coloidal)
hasta obtener las manchas ¢n la membrana de nitrocelulosa. La
cantidad de protefnas contaminantes presentes ¢n la muestra se
determiné por comparacion visual entre la sciial obtenida y la
sefal de los puntos de la curva patrén.

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los requerimientos nccesarios para
las formulaciones farmaceiticas que contienen FCE
h-rec como principio activo, se estableciecron las
especificaciones de calidad para esta sustancia en el
momento de liberaciéon como materia prima activa.
En la tabla 1 aparecen los limites de aceptacion para
cada técnica segin OMS (1992).

Ensayo inmunoenzimatico

Por la importancia del producto desde el punto de
vista clinico se hace necesaria una técnica analitica
confiable que constituya un importante criterio de
potencia en la evaluacion y liberacion del FCE h-rec,
como materia prima activa y como producto
terminado. En la figura 1 se muestra una curva de
calibracion tipica del método. A partir de los valores
de concentracién de la muestra control en 26 ensayos
se estimaron parametros de validacién como la
precision y la linealidad. Para la precisién se halld
que el coeficiente de variacidn intra ¢ interensayo fue
7.91 y 9.9% respectivamente; la linealidad fue
evaluada a través del valor de potencia de correlacion
(r?) obtenido en el procesamiento de los datos de
las curvas de calibracién de estos ensayos y del
valor del coeficiente de correlacidn del ensayo de
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Tabla 1
Especificaciones de calidad del principio activo (FCE h-rec)

Pruebas Requerimientos

Limite de aceptacién:
0.25 mg/mL
Método de ELISA
Iimite de aceptacién:

Ensayo de unién a
receptores

Inmunoidentificacién

0.25 mg/mL
Andlisis de absorbancia a Limite de aceptacién:
280 nm 0.25 mg/mL
G i Dos especies mayoritarias
Cromatografia liquida de de FCE h-rec

alta resolucidén en fase

inversa (RP-HPLC) correspondiente al FCE 52

y 51 aminodcidos

Determinacién de la pureza
por Inmuno-dot (ng de
proteinas contaminantes de
levadura/ ig de FCE h-rec)

Limite de aceptacidn:
<50 ng/ug de FCE h-rec

Pureza por electroforesis
en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) limite de
aceptacién: =95% banda
mayoritaria de 6000 Da
Esterilidad Pasa la prueba

pH *6.0-70

Determinacién de pureza
por electroforesis en gel
de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

Condiciones de almacenamiento: 2 - 8°C

recobrado. Enel estudio de recobrado se obtuvo un
111.86% de recuperaciéon promedio que se
corresponde con la exactitud del método. Para su
liberacion los lotes de materia prima activa deben
tener una concentracién superior a 0.25 mg/mL
(tabla 2) debido a consideraciones del proceso
tecnoldgico en la produccién de la forma terminada
HEBERMIN segiin registro sanitario.

1 Valores de Absorbancia.
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Fig. 1 Curva de calibracién del método ELISA

Tabla 2
Resultados de lotes de materia prima activa liberados por
ELISA para la produccién de HEBERMIN

Conc.(mg/m ELISA
Lote L) ELISA Lote conc.()mg/mL
E0292 0.272 E0592 0.500
E0392 0.406 E0692 0.312
E0492 0.450 E0792 0.579

Ensayos de determinacion de la actividad de
union a receptores de membrana (RRA)

Dentro del control de calidad que se realiza al
producto, que comprende varias técnicas de anélisis,
solamente el ensayo de unidn a receptores ofrece la
ventaja de medir una propiedad directamente
relacionada con la actividad biolégica del FCE h-rec,
por lo que su medicién constituye un criterio de
potencia de importancia en la liberacion de los lotes
finales de materia prima activa para la produccion de
la crema HEBERMIN. En la figura 2 se muestra una
curva tipica de un ensayo de radioreceptor. Los
resultados obtenidos en este ensayo de la curva
patrén no cumplen un comportamiento lineal; por
ello se hace una transformacién Logit de los datos
y se plotea el Logit Y contra el logaritmo de la
concentracién, donde Y es el porciento de unidn.

; Y
Logit Y=In Too—y

El valor de concentracién por este método
coincidié con el valor de concentracién obtenido
por el método de ELISA (tabla.3) indicando que
el FCE h-rec como principio activo es
biolégicamente activo y puede ser incorporado a

la forma terminada.

. Logit.
A g

O O A |

Lot L1 TR N R AT 1

-3 L
0.1 1 10 100 1000

Ln Con. ng/ml.

Fig. 2 Transformacién Logit de los datos de la-curva patrén del
RRA.
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Tabla 3
Comparacién de los valores de concentracién de FCE h-rec por
RRA y ELISA en lotes finales de materia prima activa

Lote RRA (conc. ELISA
mg/mL) (conc. mg/mL)
E0191 0.290 0.320
E0391 0.480 0.484
E0491 0.389 0.385
E0591 0.431 0.400

Determinacion de la concentracion de
proteinas por lectura de la absorbancia a 280 nm.

Mediante los resultados obtenidos por esta
técnica en lotes finales de materia prima activa de
FCE h-rec para la produccién de la crema
HEBERMIN, se tiene un criterio mas exacto del
valor de potencia que se¢ le adjudica al lote,
debido a que ¢l coeficiente de variaciéon entre
este método y el ELISA es <10% (tabla 4).

Ensayo de Cromatografia (RP-HPLC)

Esta técnica constituye un criterio de purcza
debido a que es capaz de resolver diferentes
especies moleculares del FCE h-rec.

Un cromatograma tipico se muestra en la figura 3,
donde se observan 2 especies mayoritarias
correpondientes al FCE h-rec de 51 aminoacidos
en su estrucura primaria (pico 2) y FCE h-rec
de 52 aminoécidos (pico 4). Ademds aparecen
dos especies minoritarias que se corresponden
al FCE h-rec de 51 aminodacidos oxidado (pico 1)
y FCE h-rec de 52 aminodcidos oxidado (pico 3)
segin Besada et al. (1990).

U

Fig. 3. Perfil cromatografico de la proteina. Los picos 2 y 4
corresponden al FCE h-rec de 51 aminodcidos y el FCE h-rec de
52 aminodcidos respectivamente. El pico | corresponde al FCE
h-rec de 51 aminodcidos con la metionina oxidada y ¢l pico 3 al
FCE h-rec de 52 aminodcidos con la metionina oxidada

- AJ
& E——

Tabla 4
Comparacién de los valores de concentracién de protefna
obtenidos por andlisis de absorbancia a 280 nm y ELISA para
la determinacién de FCE h-rec y valor del cocficiente de
variacién (CV %) inter-técnica por lote final.

Técnicas analiticas

Analisis de
Lotes  Absorbancia| ELISA CV (%)

a 280 nm (mg/mL)

(mg/mL) | FCE h-rec

FCE h-rec
E0292 0.286 0.272 3.54
£0392 0.383 0.406 4.12
E0492 0.470 0.450 3.07
E0592 0.473 0.500 3.92
E0692 0.272 0.312 9.68
E0792 0.627 0.579 5.62

Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS
Este método resulta de gran importancia
criterio de purcza cn las preparaciones finales que
contienen ¢l principio activo antes de ser formulado,
observandose una Gnica banda a nivel de 6000 Da que es

como

CO~NOOD OGN —

.
]
12 . |

Fig. 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) del
FCE h-rec. Las bandas 1, 2, 3, 4, 7, 8, 10, 11, 12 y 13 corresponden
al producto final de diferentes lotes de produccién de la proteina.
Las bandas 5y 6 corresponden a marcadores de peso molecular y
la banda 9 se corresponde con el patrén de FCE h-rec.
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comparada a su vez con dos patrones de peso
molecular que son cadenas A y B de Insulina (3000
Da) y el citocromo C (12 000 Da). Para el control
electroforético se aplica en cada ensayo una mucstra
patrén de FCE h-rec (figura 4)

Prueba de esterilidad del FCE h-rec

Esta prueba resultd de gran importancia en el
testaje del producto, porque pudo darse una alta
probilidad de seguridad de la no existencia de
microorganismos contaminantes dentro del lote.
Transcurridos los 14 dias de inoculacién se revisaron
los medios donde fue sembrada la muestra
observandose ausencia total de turbidez en el medio.

Fig. 5. Inmuno dot. Curva patrén de proteinas (10, 5, 2.5, 1.5,
0.625, 0.312, 0.156, 0.078 y 0.039 ug) de la cepa hospedera.
En correspondencia con los resultados que se
obtengan se puede evaluar la ausencia dc
microorganismos viables y saber si ¢l producto es
esteril, segun USP XXII.

Inmuno dot antiproteinas contaminantes de la
cepa hospedera. ;

Este ensayo se utilizd como criterio de pureza para
la determinacion de proteinas contaminantes de la
cepa hospedera en lotes finales de materia primié
activa utilizada en formulaciones farmacéuticas. La
concentracién de proteinas contaminantes no debe
ser mayor o igual a 50 ng/ug de FCE h-rec (figura 5).

CONCLUSIONES

Se describié una metodologia para el control
analitico del FCE h-rec como materia prima activa
en formulaciones farmaceiticas, integrado por un
conjunto de técnicas de andlisis precisas,
reproducibles y de ficil ejecucidon que permiten
garantizar la calidad del producto para su aplicacion
clinica.

Se establecieron las especificaciones de calid:d del
FCE h-rec acorde con ias normas y reglamentaciones
internacionales para este tipo de sustancia que
garantizan la liberacion y posterior comercializacion
de nuestro producto como principio activo o producto
terminado.
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