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SUMMARY

A precise and rugged high performance size
exclusion chromatography method for the control of
purity and molecular homogeneity of recombinant
Hepatitis B surface antigen was developed and
validated on TSK G5000PW (7.5 x 600 mm). The
chromatographic method showed a good resolution
for the separation of the antigen particle (22-27 nm)
from antigen particles with smaller size. The precision
between runs and interlaboratories was under 1%. A
linear behavior in the range of 20 and up to 120 ug
of protein was obtained. This method was suitable for
the quality control of recombinant Hepatitis B surface
antigen used as active ingredient in the manufacturing
of recombinant anti Hepattis B vaccine and was
successfully applied to the stability study of this active
raw material,

RESUMEN

Se describe un método de cromatografia liquida de
alta eficacia en filtracion en gel para la determinacion
de pureza y homogeneidad molecular de la materia
prima activa del antigeno de superficie recombinante
del virus de la Hepatitis B recombinante (AgsHBr),
asi como una metodologia de validaciéon del
procedimiento analitico. Se logra separar con buena
resolucion la particula de antigeno (22-27 nm) de
otras posibles especies con mayor o menor estado de
agregaciéon mediante una columna TSK G5000PW.
Los resultados de la validacién mostraron que el
método es confiable y reproducible, con coeficientes
de variacién menores del 1% en estudios intra- €
interlaboratorios. Se evidencié un comportamiento
lineal entre 20 y. 120 ug de proteina. El método resulta
apropiado para el control de calidad y los estudios
de estabilidad de la materia prima activa del antigeno

de superficie recombinante del virus de la Hepatitis
B utilizado en la preparacién de la vacuna
recombinante contra la Hepatitis B.

INTRODUCCION

La hepatitis B es una de las enfermedades virales
que afecta a una gran parte de la poblaciéon mundial.
El antigeno de superficie resulta ser la proteina
estructural mas importante del virus (AgsHB) que se
agrega formando particulas de 22 nm de didmetro (3).
Se ha reportado la produccién del AgsHB en
microrganismos utilizando la tecnologia del ADN
recombinante (10). El material obtenido por esta via y
extensivamente purificado puede ser usado en la
formulacién de una vacuna muy efectiva contra la
enfermedad.

Los métodos de control analitico que se aplican al
preparado vacunal deben evaluar su identidad, pureza
y actividad. La cromatografia deHPLC en gel filtracion
es ampliamente utilizada en el estudio, desarrollo y
control de biomoléculas. Se caracteriza por ser un
método rapido, sencillo, confiable, facil de reproducir,
requiere de un equipamiento sencillo, las separaciones
cromatograficas muestran buena resolucidén y no
dependen fuertemente del pH, temperatura y
concentracion del analito (7).

En la actualidad no sc concibe un método
bioanalitico de control que no esté validado. El
proposito de la validacién de un procedimiento analitico
es demostrar y documentar la resolucién y confiabilidad
del método y por tanto confirmar la certeza del
resultado. Se ha establecido que todos los métodos
analiticos deben ser validados si los resultados son
usados como sustento para el registro de un nuevo
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producto farmaceitico (1). La seleccién de los
parametros a validar dependen de cada técnica y de sus
objetivos (5). En este trabajo se describe un método de
HPLC-GF para el control de la homogeneidad molecular
y pureza del AgsHBr asi como el procedimiento de
validacion de la técnica cromatogréfica teniendo en cuenta
los parametros de resolucion, reproducibilidad y limite de
deteccion.

MATERIALES Y METODOS

Equipo Se empled un cromatégrafo Iiquido de alta
resolucién equipado con una bomba modelo 2150 (LKB,
Suecia), un monitor de longitud de onda variable (KNAUER,
Alemania) acoplado a una computadora IBM compatibie a
través de una tarjeta de interfase BioCROM (CIGB, Cuba),
un desgasificador modelo ERC-3120 (ERMA, Japén). Las
corridas cromatogrdficas sc realizaron en una columna TSK
G5000PW (Ultropac, LKB), 7.5 x 600 mm de didmetro interno.

Reactivos
Juego de proteinas patrones para la calibracién cromatografica
en ¢l rango de 12500-45000 Da (Boehringer Mannheim),
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Fig 1. Microscopfia electrénica del patrén de AgsHB. Se observa
el cardcter particulado, particulas entre 22y 27 nm.

preparados en el tampdén de corrida a una concentracién de
2 mg/mL. Marcador de peso molecuiar azul dextrana (Pharmacia).

Condiciones cromatograficas

El tamp6n de corrida consistié en tampdn fosfato salino a pH
7 conteniendo KH,PO, 1.7 mM, Na,HPO4 7.9 mM, KCI 2.7 mM,
y NaCl 0.25 M. Los andlisis se realizaron a un flujo de 0.2 mL/min
y la deteccidn se efectué a 280 nmde longitud de onda.

Patréon de laboratorio

Como patrén de laboratorio se utilizé una preparacién de MPA
de AgsHBr cuya pureza y composicién fueron determinadas por:

- determinacién de proteina por Lowry (4)

- determinacién de proteina por medicién de la absorbancia
a 280 nm

- determinacién de la concentracién de antigeno por ELISA (6)

- determinacién del tamafio de particula por microscopia
electrénica (figura 1)

- control de pureza por HPLC-GF (TSK G3000PW)

- control de pureza por SDS-PAGE (figura 2)

P . T it

1 2 3
Fig 2. Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE bajc
condiciones de reduccién. Tincidn con azul de Coomassie G-250.
Lineas 1 y 2 - Patron de laboratorio de AgsHB. Linea 3 - Patrén
de Peso Molecular (A-67, B-18 y C-14 KDa)
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Fig 3. Curva de calibracién para una mezcla de proteinas
patrones, 1- azul dextran 2000 2- ferritina 3- catalasa, 4- aldolasa,
S- Albumina de suero bovino 6- citocromo C

Cdlculos

Para la adquisicién y procesamiento de tos datos se empled el
programa BioCROM (CIGB, Cuba). El procesamiento
estadistico se realizd con ayuda del programa Statgraphics
versién 2.6 (Manugistics Inc, 1992). La curva de calibracién se
construyd usando el método de los minimos cuadrados.

RESULTADOS Y DISCUSION
Resolucion cromatogrifica

La columna TSK G5000PW (7.5 x 600 mm)
demostrd tener un rango de permeacion apropiado
para cl andlisis del AgsHBr. Al graficar el logaritmo
del peso molecular [In (PM)] coantra el tiempo de
retencion (tr) (figura 3) se obtuvo una curva de
calibracion lineal en el rango de 2000-68 kDa con
un coeficiente de corrclacion de 0.9908.

Al analizar una alicuota de 100 mg de proteina
del patrén de laboratorio se obtuvo cl perfil
cromatografico que aparece en la figura 4a. El pico
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Fig 4. Cromatograma tipico de una muestra de AgsHB, a-
Cromatograma del patrén de AgsHB en gel filtracién HPLC, b-
Cromatograma de un blanco

principal, con ticmpo de retencidn de 75.6 min cluye
primero que el azul dextrana, indicativo de una talla
molecular en el entorno de 2000 kDa, como cra de
esperar segin la talla molecular del AgsHBr
particulado.
Selectividad

La sclectividad es un parametro que sc emplea
para medir ¢l grado de interferencias cn una técnica
analitica dada (2). Un cromatograma de un blanco
(proceso de produccidn a partir de una fermentacion
que contenia ¢l plasmido sin inserto) aparece en la
figura 4b; no se obscrvan interferencias en el tiempo
de retencién del antigeno. El perfil cromatogrifico
no muestra ninguna senal. El cromatograma de una
muestra atipica de AgsHBr aparece en la figura 5,
se obticnen 2 sefales una a los 77 min (pico 1) y otra
a los 116 min (pico 2). Cada fraccion fue colectada
y analizada por ELISA y microscopia clectronica. El
pico 1 correspondid con el antigeno particulado
mostrando una respuesta positiva en ¢l ELISA y un
didmetro promedio de particulas en el intervalo de
22-26 nm. El material colectado en la segunda fraccién
mostré una scnal a nivel del fondo cuando fue
analizado por ELISA y un didmetro promedio de
particulas menor de 15 nm. EI pico 1 fue retenido y
cl pico 2 paséd a través de una membrana YM30
(tamano de poro 30000) lo que sugiere que el pico 2
se corresponde con antigeno de menor grado de
particulacion. Las condiciones cromatograficas
escogidas garantizan una bucna resolucién entre la
particula de antigeno y otras posibles especics de menor
o mayor estado de agregacion.

Precision

Para conocer la variabilidad del método, 3 analistas
independientes efectuaron un andlisis diario durante 12 dias,
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Fig 5. Perfil cromatografico de una muestra de MPA atipica, pico
1: AgsHB particulado, pico 2: AgsHB con menor grado de
particulacién
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Tabla 1
Datos de tiempo de retencién en funcién del dia y el analista
TIEMPO DE RETENCION(min)

DIA
Al A2 A3
1 79.6 77.9 79.3
2 77.9 78.7 78.2
3 78.9 78.3 77.8
4 78.4 78.7 78.2
S 78.4 78.6 78.4
6 79.3 78.6 77.9
7 78.2 78.7 78.9
8 78.4 77.9 77.6
9 77.5 78.1 78.2
10 78.1 78.6 783
11 78.2 78.3 78.4
12 77.5 77.4 77.8

A: Analista

inyectando 200 uL del patrén de laboratorio de AgsHBr.
Los datos obtenidos (tabla 1) se someticron a un andlisis
de varianza con bloqueo simple (tabla 2). El método result6
ser reproducible, no existiendo diferencias significativas
debidas a los analistas y al dia.

El coeficiente de variacion del método es menor
del 1%, comparable con lo reportado en la literatura

Tabla 2
Andlisis de varianza para determinar la reproducibilidad del
método
FUENTE S[[J)I;;IA L MB[l:lA F
< ~ ., - N <
VARIGion | CUADRA| 8 [ cuADRA| EXP. | T TAB:
i DOS DOS
TOTAL 9.19 35 - - -
ANALISTA 0.101 2 0.051 0.231 2.56
DIA 4.251 11 0.386 1.757 1.90
ERROR 4.838 22 0.220 - -
Tabla 3
Resultados de precisién del laboratorio 2
DIA n tr(min) | media DS CV (%)
67.58
1 3 67.63 67.58 0.23 0.34
67.78
67.82
2 3 67.70 67.78 0.07 0.10
67.81
67.60
3 4 67.67 67.54 0.14 0.21
67.72
67.38

(9) para la variabilidad de métodos cromatograficos
analiticos.

Reproducibilidad interlaboratorio:

Para determinar la variabilidad interlaboratorio del
método se aplicaron a la columna 100 ug de proteina
en dos laboratorios independiente durante 3 dias. El
coeficiente de variacion para el tiempo de retencién
fue menor del 1% (tabla 3) confirmdndose la buena
precision del método.

Linealidad

En el intervalo de 20 a 120 ug de proteina, el
sistema mostrd un comportamiento lineal al graficar
el area bajo la curva contra cantidad de proteina
aplicada. La curva de calibracion (n-4 para cada
punto de la curva) mostré un coeficiene de
correlacién de 0.991.

Aplicaciéon

El método puede ser utilizado como una
herramienta muy util en los estudios de estabilidad y
conservacidon del AgsHB. Los cromatogramas de
muestras de AgsHB almacenadas a 3 temperaturas:
4°C, 45°C y 55°C durante 15 dias se muestran en la
figura 6. Se observan ligeros cambios en los perfiles
cromatograficos en dependencia de la temperatura
de exposicidn; cuando la muestra es almacenada a
55°C durante 15 dias aparece un pico a los 117 min
correspondiente con antigeno de menor estado de
agregacion. El hombro al inicio del pico principal
aumenta con la temperatura. Mediante el empleo del
HPLC-GF pueden detectarse variaciones en la
particula de antigeno en funcién del tiempo y la
temperatura de conservaciéon. Una carta de control
que refleja los resultados de los tiempos de retencién
de diferentes lotes de MPA empleados como
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Fig 6. Cromatogramas obtenidos al someter una MPA de AgsHB
a diferentes temperaturas durante 15 dias, a) 4¢C b) 45°C «c)
55eC
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Fig 7. Carta de Control de Calidad para diferentes lotes de MPA
de AgsHB

ingrediente activo en la produccién de la vacuna
cubana recombinante anti hepatitis B se muestra en
la figura 7. Este pardmetro oscilé de manera estable
alrededor de la media con un coeficiente de variacién
de lote a lote menor del 1.5% confirmandose la
consistencia del proceso de produccidn.

CONCLUSIONES

Se desarrolld y validé un método de HPLC-GF para
la determinaci6on de pureza y homogeneidad
molecular de la materia prima activa del antigeno de
superficie de la Hepatitis B que resulté ser selectivo
y preciso lo que permite utilizarlo en estudios de
estabilidad y en anélisis rutinarios de control de
calidad.
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