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RESUMEN

La validacién de la capacidad de aclaramiento viral de los procesos de fabricacién
de productos bioldgicos constituye un requisito regulatorio en Cuba. Se recomienda
introducir la pasteurizacién en los procesos de produccion de la albiumina como un
método capaz de inactivar virus; por ello, el objetivo del estudio fue validar la
capacidad de inactivacion viral de |la etapa de pasteurizacion del proceso de
produccién de la albimina humana al 20 y 25 %. Los modelos virales que abarcan
los posibles contaminantes de la materia prima, se diluyeron 1:10 en la albdmina
en sus 2 concentraciones y se sometieron a tratamiento térmico a 60 °C durante 10 h.
Se tomaron muestras a diferentes intervalos de tiempo para la confeccién de las
curvas de cinética de inactivacién. Se determind el factor de reduccion aportado por
la pasteurizacidon para cada virus. El tratamiento a 60 °C de la albimina al 20 y 25 %
disminuy¢ significativamente la carga viral inicial con que se retd la etapa, con
valores de p< 0,002 y p< 0,021, respectivamente, y se obtuvieron factores de
reduccién superiores a 4 log del titulo de todos los virus. La etapa de pasteurizacion
le aportd a la albumina humana al 20 y 25 % un adecuado nivel de seguridad.

Palabras clave: validacidon, pasteurizacién, factor de reduccién.
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ABSTRACT

The validation of the capacity of viral clearance in the manufacturing processes of
biopharmaceuticals is a regulatory requirement in Cuba. It is recommended to
introduce the pasteurization in the manufacturing processes of serum albumin as a
method of inactivating viruses. The objective of this study was to validate the
capacity of viral inactivation in the phase of pasteurization of the 20 % and 25 %
human albumin production process The viral models covering the possible
pollutants of the raw materials were diluted at 1:10 in albumin in 2 concentrations
and they were heat-treated at 60 °C for 10 h. Several samples at different time
intervals were taken to design the inactivation kinetic curves. The reduction factor
of pasteurization for each virus was estimated. The treatment of 20 % and 25 %
albumin at 60 °C decreased significantly the initial viral load in the stage, with
p< 0.002 and p< 0.021 respectively. The reduction factors exceeded 4 log of the
titers of all viruses. The stage of pasteurization gave adequate level of safety to the
20 % and 25 % human albumin.

Key words: validation, pasteurization, reduction factors.

INTRODUCCION

La albumina humana es un agente de uso terapéutico que se emplea también como
un estabilizador de otros productos medicinales. Este producto bioldgico se obtiene

a escala industrial mediante el procesamiento de grandes mezclas de plasma humano

por lo que constituye una posible fuente de transmisién de agentes infecciosos.

Los derivados de la sangre han sido responsables de numerosos casos de transmision
de infecciones virales a los receptores de los hemoderivados, como las que causan
las hepatitis A, B y C, el sida y otras.! Por tanto, durante todo el proceso se tienen
en cuenta una serie de elementos para disminuir el riesgo de contaminacién viral,
entre los que se encuentran la cuidadosa seleccion de los donantes y las materias
primas, el control de los lotes finales del producto bioldgico, la introduccion en el
proceso de produccidén de pasos especificos para el aclaramiento viral y la validacion
de estas etapas o del proceso de fabricacion completo, lo que le concede fortaleza
al disefio de obtencion del producto en relaciéon con su seguridad.

En la validacién viral, el proceso de produccion o las etapas de este con capacidad
para remover o inactivar virus son retadas con altas dosis infectivas de diferentes
modelos virales, representativos de una amplia gama de los posibles contaminantes
de la materia prima, por lo que proporciona informacién sobre la seguridad del
producto bioldgico y brinda confianza para su uso, porque demuestra que los agentes
virales que pudieran entrar al proceso de fabricacion es posible eliminarlos.!™

La pasteurizaciéon es un método fisico que emplea calor y es altamente confiable
para inactivar una gran variedad de virus, por lo que se recomienda por las
autoridades regulatorias su introduccién como una etapa robusta en los procesos de
produccién de las albiminas.*®

En la Empresa Productora de Sueros y Hemoderivados "Alberto Pessant" (EPSH),
para la obtencidn de las albuminas se utiliza la metodologia del fraccionamiento
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alcohdlico de las proteinas reportado por Cohn y tiene incorporado la pasteurizacion
en la formulacién final. El estudio previo de validacion de la capacidad de aclaracion
viral de este proceso demostrd que es seguro, porque es capaz de inactivar y de
remover agentes virales en lotes obtenidos a partir de 250 L de plasma.>®

Los cambios introducidos en el proceso de produccidon antes relacionados, necesitan
estudios de revalidacion para demostrar que no afectan la seguridad del producto,’
por lo que el objetivo de este trabajo es revalidar la capacidad para inactivar virus
de la etapa de pasteurizacion a que se somete la alblmina humana a 20 y 25 %.

METODOS
Escalado inverso del proceso industrial

La conformacion de los lotes de albumina se realiz6 en la EPSH, para lo cual los
donantes de sangre se seleccionaron segun la Regulacion 16/2006: Directrices
sobre las buenas practicas para la fabricacion de productos farmacéuticos. El
plasma se colectd si resultaba no reactivo para anticuerpos contra los virus de la
inmunodeficiencia humana tipos 1y 2 (VIH 1 y 2), virus de la hepatitis C (VHC),
negativo al antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (VHB) y negativo para
acido ribonucleico (ARN) de VIH y VHC.

La albumina se obtuvo a partir de 1 000 L de plasma mediante el método de
fraccionamiento alcohdlico de las proteinas que se alternd con periodos de
agitacién, reposo y centrifugacion para la separacion de los sobrenadantes y
precipitados. El precipitado final se purifico, liofilizé y formuld a las concentraciones
del 20 y 25 % de albumina. El producto se dosificd en frascos de 50 mL y se
sometid a 60 °C de temperatura durante 10 h. Posteriormente se almacené durante
14 d a una temperatura entre 25 y 32 °C hasta su liberacién por la autoridad
nacional reguladora.

Para la validacion en el laboratorio, el proceso productivo se sometié a un escalado
inverso de 0,08 %, por lo que para el estudio de la etapa de pasteurizacion se
analizaron 2 frascos de albumina equivalente al desescalado de la cantidad de
frascos que integran un lote final en la industria.

Seleccion de los modelos virales

Los modelos virales se seleccionaron de acuerdo con el grado de relevancia de
transmision por la sangre y por su resistencia a los agentes fisicos y quimicos (tabla 1).

El VIH-1 se replico en la linea de células continuas de linfoblastos de una leucemia
aguda infantil (CEM) en medio RPMI-1640 suplementado con 10 % de suero fetal
bovino (SFB), 2 mM de L-glutamina, 2 pg de polibrene/mL y 40 pug/mL de gentamicina.

El virus de la diarrea viral bovina (VDVB) y el parvovirus canino (PVC) se
multiplicaron en las lineas celulares de rindn bovino (MDBK) y de fibroblasto de
curiel (LFBC), respectivamente, mientras que el virus de la encefalomiocarditis
porcina (EMC) y el virus herpes porcino tipo 1 (VHP-1) se replicaron en la linea
celular de rifildn de mono verde africano clon 1008 (Vero 1008); todos se cultivaron
en medio MEM (Gibco) con 5 % SFB, 7,5 % de bicarbonato de sodio, L-glutamina y
gentamicina, en las concentraciones antes referidas.
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Tabla 1. Modelos virales seleccionados para el estudio de desafio viral de la etapa de
pasteurizacion de la albamina

Modelo Genoama

. . Enwvoltura | Resistencia Modelo de:
viral viral
) . Yirus ADMN envueltos
YHP-1 ADM Si Baja VHE
VDVE AR =i Medis Yirus ARMN envueltos
WHC
YIH-1 ARMN Si Baja Fetrovirus
EMC AR Mo Alta Yirus ARM no enwvueltos; YHA
Yirus ADM no envueltos;
PYC ADMN Mo Muy alta Parvovirus B19

YHP-1: virus herpes porcino tipo 1, ADMN: Scido desoxirribonucleico, WHEB: virus de |a hepatitis B,
VOB virus de la diarrea viral bovina, ARM: Acido ribonucleico, WYHC: virus de la hepatitis C,
WIH-1: virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1, EMC: virus de la encefalomiocarditis
porcina, WYHa: virus de la hepatitis &, PVC: parvoviris caninog,

Sistema virus-células
Ensayo de infectividad

Para la titulacidon de cada indculo viral se realizaron diluciones seriadas de base
4 (6 réplicas) en placas de 96 pozos, a las cuales se afladieron 5 x 10° células
CEM/mL y 2 x 10° células/mL para el resto de los sustratos celulares y se
incubaron a 37 °C en atmédsfera hiumeda con 5 % de CO,; se incluyé ademas un
control celular sin virus. Los virus se cuantificaron mediante determinacién de la
dilucidn final en la que se visualizé el efecto citopatico (ECP); en el caso del VIH se
calculd la cantidad de proteina 24 (p24) en el sobrenadante del cultivo libre de
células por el sistema ELISA de captura de antigeno (DAVIH Ag p24, DAVIHLAB,
Cuba), segun las instrucciones del fabricante. Las dosis infectivas medias en cultivo
de células (DICCso/mL) se determinaron por el método de Reed y Muench. Cada
cepa viral se utilizé a una multiplicidad de infeccién de 0,3 (MOI= 0,3) El ensayo
tiene un limite de deteccién de 10*-3®! DICCso/mL.5 0

Desafio viral

Cada modelo viral se diluyd en una proporcién 1:10 con alblmina 20 o 25 %. Se
incluy6 siempre un control viral (KV) que se diluyd de igual forma a la mencionada,
pero en el medio de cultivo especifico para cada virus. La mezcla se homogenizd y
se tomd una muestra inicial para determinar la carga viral inicial (CVi).
Posteriormente se puso en bafo termostatado a 60 °C con un control interno de
temperatura; cuando las muestras alcanzaron 60 °C se colecté una alicuota para
calcular la carga viral (CV) en tiempo cero (CV,). Se monitoreé ademas a los 0,5;
1; 2; 4; 7 y 10 h para determinar la CV final (CVf) y establecer la cinética de
inactivacion de la etapa de pasteurizacion para cada virus. Cada reto se realizd por
duplicado.
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Todas las muestras se titularon mediante el ensayo de inefectividad antes referido y
en las que se detectd virus infectivo al nivel del limite de deteccion del ensayo se
les realizaron 3 pases ciegos; para ello, los sustratos celulares se cultivaron en
placas de 24 pozos, a las 48 h se elimind el sobrenadante y se afiadié 0,2 mL del
sobrenadante libre de células procedente del ensayo de reto viral y 1,8 mL de
medio de cultivo, segun el tipo de células. Al séptimo dia se titularon como se
sefialé antes.

Anaélisis de los resultados

Los factores de reduccién (FR) para cada virus se expresaron en logioy se
calcularon segun la formula:

W1 ow Cui
W2 ow Cyf

FFR=

Para comparar los valores de la CVi y la CVf a las 0,5 h del reto de la pasteurizacién
de la albumina para cada virus, se realizé prueba t de Student y U Mann- Witney
para datos pareados y no pareados, con un intervalo de confianza de 95 %; se
utilizé el programa Statistica versién 6.0.

RESULTADOS

En la tabla 2 se muestran los FR obtenidos después de la pasteurizacién y el tiempo
en que se inactivo totalmente la CV de cada modelo. Los FR fueron superiores a 5 log,

independientemente de las concentraciones de la albiumina. Como se aprecia, tanto
para los modelos envueltos como no envueltos no se detectd virus infectivo incluso

antes de culminar el ciclo completo de pasteurizacion. El mas termolabil resultd ser
el VHP-1, porque después de 1 h de tratamiento de la albumina al 20 y 25 % a 60 °C,

no se detectd virus infectivo.

Tabla 2. Fesultados de los factores de reduccion y tiempo en que se alcanzd la
inactivacion total de los modelos virales en la etapa de pasteurizacian de la alblimina

albdmina 20% albimina 25%
rModelo _ . . . . . . .
viral FR Tiempo de inactivacian FR Tiempo de inactivacian
completa de la CWi {haras) completa de la CWi {haras)

WHP-1 6,24 1 L9 1

YDYE 5,8 4 5,76 4

YIH-1 6,2 2 7,91 2

EMC 6,68 4 6,57 4

PYC 7,46 4 7,41 4

FR: factores de reduccidn, Cvi: carga viral inicial, WHP-1: virus herpes porcinog tipo 1, YDWVEB:
virus de la diarrea viral bovino, WIH-1: virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1, EMC: virus
de |la encefalomiocarditis porcina, PYC: parvoviris canino.,
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En la figura aparecen las curvas de la cinética de inactivacion de cada modelo viral
durante la pasteurizacién del hemoderivado en sus 2 concentraciones. Los virus
envueltos como los no envueltos tuvieron una cinética con comportamiento bifasico
después de ser sometidos a 60 °C durante 10 h, con caidas bruscas de los titulos
virales iniciales, que se mantuvieron a bajos niveles por poco tiempo,
independiente de la concentracién de la albumina.
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VIH-1: virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1, VDVB: virus de la diarrea viral
bovino, EMC: virus de la encefalomiocarditis porcina, WVHP-1: virus herpes porcino
tipo 1, PVC: parvovirus canino

Fig. Cinética de inactivacion de virus con genomas de &cido ribonucleico (ARN) y
acido desoxirribonucleico (ADN) en la pasteurizacion de las albaminas.

A la 0,5 h de pasteurizacion se obtuvo una disminucién significativa de la CV para
todos los modelos virales, con valores muy significativos de p< 0,002 y
significativos de p< 0,021 para las albuminas al 20 y 25 %, respectivamente. Los
titulos de los KV mostraron una caida mas rapida que las muestras estudiadas,
excepto el VHP-1, cuya cinética coincidio con la curva de pasteurizacion de la
albumina 25 %.

En los pases ciegos no se detecto virus infectivo para todos los modelos virales.
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DISCUSION

El comportamiento de los modelos virales esta relacionado con la mayor o menor
resistencia a los métodos de inactivacion. Las caracteristicas del VHP-1 como
modelo altamente sensible se correspondieron con la rapida y total pérdida de la
infectividad después de la primera hora de tratamiento con calor.®

El virus de la EMC, considerado de alta resistencia, se inactivd por completo en
igual periodo que el VDVB de resistencia media; Sofer y otros (2003) sefialan que
este Ultimo se estabiliza ligeramente con las proteinas de la albamina y resiste mas
el tratamiento con calor.'*?

El VIH-1, a pesar de ser de baja resistencia al igual que el VHP-1, mostré una
inactivacion mas lenta independiente de la concentracion de la albumina. Este
hallazgo pudiera estar relacionado con el método de deteccion de Ag p24 utilizado
para la cuantificacién de la carga viral. Patton y otros, asi como Cimeran y otros
reportan que el antigeno p24 es una proteina termorresistente que se degrada a
temperaturas superiores a 100 °C'*** y en el estudio se sometid a 60 °C durante
un periodo de tiempo largo. Aunque se logra una disminucion significativa de la CV
de este retrovirus a la media hora de pasteurizacion, otros autores refieren la
inactivacion de titulos virales superiores a los 20 min de tratamiento a 60 °C.'!2

El comportamiento del parvovirus pudiera atribuirse a caracteristicas propias de la
capsida viral de la cepa utilizada en el estudio.’!* Resultados diferentes
encontraron Hattori y otros, asi como Yunoki y otros, quienes con un régimen
similar de tratamiento térmico de la seroalbumina humana no alcanzaron a
inactivar completamente este virus. Los parvovirus animales son agentes menos
sensibles al calor que el parvovirus B19, por lo que se recomiendan como modelos
de este posible contaminante de la sangre.”

Los resultados mostrados coinciden con los publicados por Ruibal y otros para la
pasteurizacién de la albimina 20 %, pero obtenidos a partir de lotes de plasmas de
250 L; ellos demostraron la capacidad del proceso de produccién para inactivar los
posibles contaminantes virales del hemoderivado.® Por tanto, el aumento del
tamanfo del lote de materia prima introducido en el proceso de produccién no
compromete la seguridad del producto.

Al aportar mas de 5 logs de FR de los titulos de los virus envueltos y no envueltos
analizados, el tratamiento a 60 °C por 10 h a que es sometida la albumina
constituye una etapa segura.’
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