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RESUMEN: La validación de la capacidad de aclaramiento viral de los procesos de producción de
biológicos es necesaria para ofertar un producto con un adecuado nivel de seguridad y en su
realización se deben ajustar las condiciones que permitan asegurar la precisión del estudio. El
objetivo de este trabajo fue establecer el procedimiento de procesamiento de las muestras y
demostrar la factibilidad de uso de los modelos virales en la validación del proceso de producción
del SURFACEN®. Las muestras de las etapas del proceso de producción se diluyeron 1:5 y 1:10
en solución balanceada de sales, se realizaron diluciones seriadas y se seleccionó la dilución donde
la citotoxicidad fuera moderada. Para determinar la interferencia se utilizaron cinco modelos virales
que se diluyeron 1:10 en los lavados pulmonares, se tomó una muestra inicial y otra después de
1h. Se consideró que no había interferencia cuando la diferencia entre los títulos virales fue menor
de 2 log. En la dilución 1:5 del estudio de citotoxicidad las células mostraron cambios ligeros a
altos en la morfología, mientras en 1:10 fueron mínimos a moderados, por lo que se seleccionó
esta dilución para procesar las muestras. Los títulos de los modelos virales en presencia de los
lavados pulmonares disminuyeron en menos de 2 log sin diferencias significativas. Estos resultados
permitieron establecer la metodología para procesar las muestras y demostró la factibilidad de utilizar
estos modelos en los estudios de validación de la capacidad de aclaramiento viral del proceso de
producción del SURFACEN®.
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ADJUSTMENT OF PARAMETERS FOR THE STUDY OF VIRAL CHALLENGE IN THE
VALIDATION OF SURFACEN® PRODUCTION  PROCESS

ABSTRACT: Validation of  viral clearence capacity in biological manufacturing process is necessary
to offer a final product with an appropiated accurancy level and in this procedure should be ajusted
the conditions that allow the precision of the study. The aim of this paper was to stablish the
procedure of processing samples and to demostrate the feasibility of using viral models in validation
of SURFACEN® production process. The samples of the production steps were diluted 1:5 and 1:10
in buffer solution. Serial dilution were made and it was selected the dilution which citotoxicity was
moderate. Five viral models were diluted 1:10 in pulmonary washes in order to determine the
interference. It was taken an initial sample and a second one after one hour. None interference
was consider when the difference between viral tittles was less than 2 log. Morphology of cells
showed from light to high changes in 1:5 dilution, whereas in 1:10 dilution variation was minimun
to moderate during the citotoxicity study. The last one dilution was selected to process the samples.
The viral models tittles in presence of pulmonary washes decrease lower than 2 log, without
significant  differences. These results allowed to stablish the methodology for processing samples
and showed the feasibility of viral models in the validation of viral clearence capacity of the
SURFACEN® production process.
(Key works: SURFACEN®, viral validation, citotoxicity, interference)
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INTRODUCCIÓN

El SURFACEN® es un producto biológico cubano
de origen animal obtenido de lavados pulmonares
porcinos. Este medicamento se ha utilizado en todo el
país y ha contribuido a la reducción del índice de mor-
talidad infantil por el Síndrome de Dificultad Respirato-
rio del Recién Nacido (SDRN) (1, 2).

La mayoría de las especies animales destinadas a
la producción de biológicos pueden ser fuentes poten-
ciales de transmisión de microorganismos, los cuales
pueden estar presentes en la fuente de materia prima
o ser introducidos por malas prácticas de producción
por parte de los operadores. Para considerar que el
producto biológico es seguro se debe realizar una ade-
cuada selección de la materia prima y validar la capa-
cidad de aclaramiento viral de su proceso de produc-
ción (3, 4).

Los estudios de validación se han convertido en una
parte necesaria y fundamental en la industria
biofarmacéutica  y son una exigencia de las agencias
regulatorias para la comercialización, por otra parte,
es una obligación ética de cualquier productor de me-
dicamentos ofertar un producto eficaz y seguro (5, 6).

Previo a los estudios para determinar la capacidad
de aclaramiento viral de las etapas del proceso de pro-
ducción, se deben ajustar las condiciones que permi-
tan asegurar la precisión y validez del estudio. Es esen-
cial descartar la citotoxicidad e interferencia de las
muestras generadas durante el reto viral, ya que estas
pueden provocar problemas significativos en la titula-
ción de los virus (7, 8).

El propósito de este trabajo fue ajustar los
parámetros de procesamiento de las muestras y de-
mostrar la factibilidad de uso de los  modelos virales
para la validación de la capacidad de aclaramiento viral
del proceso de producción del SURFACEN®.

MATERIALES Y MÉTODOS

Citotoxicidad

En el estudio de citotoxicidad se utilizaron las si-
guientes muestras provenientes del proceso a escala
industrial: lavados pulmonares, concentrado de lava-
dos pulmonares, precipitado pulmonar diluido en mez-
cla metanol-cloroformo, fase metanólica, fosfolípidos
en cloroformo y fosfolípidos  en acetona. Las muestras
se diluyeron 1:5 y 1:10 en solución balanceada de sa-
les (PBS) pH 7.2 con 80 µg/mL de gentamicina, se
realizaron ocho réplicas de diluciones seriadas en base
4 en placas de 96 pozos y posteriormente se adicionó
2 x 105 células por mL.

Se emplearon las líneas celulares de riñón de mono
verde (Vero C-1008) (ECACC-36132), riñón bovino
(MDBK) (ATCC CCL-22) y fibroblasto de curiel (LFBC)
(IMV CU 22165 A1) las cuales se cultivaron en medio
mínimo esencial (MEM) (Gibco) suplementado con 5
% de suero fetal bovino (PAA Laboratorios), 1 % L-
glutamina 2  mM (Sigma), gentamicina 80 µg/mL
(Sigma) y bicarbonato de sodio 2 g/L (Merck).

En cada ensayo se incluyó un control celular sin la
muestra. Los cultivos se incubaron a 37°C  en atmós-
fera húmeda con 5% de CO2 durante cinco días. El
estudio se realizó por triplicado.

Al quinto día los cultivos se observaron al micros-
copio invertido y se determinó la dilución final donde
ocurrieron cambios en la morfología, viabilidad y ca-
racterísticas de cada cultivo al compararlos  con el
control celular. La citotoxicidad se clasificó en:

· Toxicidad mínima: hasta la dilución 1:4.

· Toxicidad ligera: hasta la dilución 1:16.

· Toxicidad moderada: hasta la dilución 1:64.

· Toxicidad alta: de la dilución 1:256 en adelante.

Se seleccionó para procesar las muestras la dilu-
ción donde la citotoxicidad de las mismas fuera 1:64,
es decir, una citotoxicidad moderada.

Interferencia

Para el estudio de interferencia viral se utilizaron la-
vados pulmonares de cerdos, materia prima inicial del
proceso de producción del  SURFACEN® y los modelos
virales con título viral conocido: virus herpes simple hu-
mano tipo 1 cepa autóctona No. 7/89 (VHS-1), parvovirus
canino cepa autóctona No. 7164, virus de la parainflueza
bovina tipo 3 cepa autóctona (PI-3B), virus de la diarrea
viral bovina cepa NADL (VDVB) y el virus de la
encefalomiocarditis porcina cepa autóctona (EMC).

Cada modelo viral se diluyó en los lavados
pulmonares en proporción 1:10, se tomó una muestra
inicial (M1) y se tomó una muestra después de 1h de
contacto a temperatura ambiente (M2).

Todas las muestras se procesaron teniendo en cuenta
los resultados del estudio de citotoxicidad y se titula-
ron por el método de microtitulación en placas de 96
pozos (9). Se realizaron ocho réplicas de diluciones
seriadas en base 4 y se le adicionó la suspensión celular
(Tabla 1) a una concentración de 2x105 células/mL.

En el estudio se incluyó como control el virus dilui-
do 1:10 en medio suplementado (CV1) el cual se
monitoreó de igual forma. Este estudio se realizó por
triplicado.
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El cálculo de las dosis infectivas medias en cultivo
de células (DICC50/mL) se realizó por el método de
Reed y Muench (10), basado en la lectura del efecto
citopático (ECP).

Para demostrar que el procedimiento seleccionado
para disminuir la citotoxicidad no influyó sobre los títu-
los se realizó una comparación entre los títulos de los
modelos virales utilizados en el estudio y los del con-
trol viral inicial.

Para determinar si existía interferencia para cada
modelo viral se compararon los títulos virales de M1
con los de M2 y los títulos virales de M2 con los del
control viral inicial.

Se consideró que una muestra no interfería la
replicación de los modelos virales cuando las diferen-
cias entre los títulos comparados no fueran mayores
de 2 log, además se empleó la prueba de la t de Student
para datos pareados para determinar si existían dife-
rencias significativas entre los títulos de los controles
virales y las muestras del estudio de interferencia viral.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Citotoxicidad. Los resultados del estudio de
citotoxicidad se observan en la Tabla 2. Los tres
sustratos celulares mostraron cambios ligeros a altos
frente a las muestras diluidas 1:5 en PBS con relación
al control, mientras fueron mínimos a moderados con
la dilución 1:10.

La variación de la citotoxicidad estuvo  relacionada
con la concentración del material orgánico. En las
muestras con alta concentración de materia orgánica
(lavados y concentrado de lavados pulmonares) se
observó una citotoxicidad de moderada a alta en la
dilución 1:5 y ligera en la dilución 1:10, este resultado
coincide con el estudio realizado a muestras con simi-
lares características (11).

El tipo de solvente influyó en la citotoxicidad, las
muestras que contenían metanol resultaron menos tóxi-
cas para los sustratos celulares que las que contenían
cloroformo y acetona que además presentaban una
alta concentración de material orgánico.

Para disminuir la citotoxicidad de las muestras se
pueden aplicar diferentes procedimientos como diálisis,
diluciones u otros; la selección del mismo está en de-
pendencia de las características de  las muestras (con-
centración de proteínas y composición). Los métodos
utilizados para disminuir  la citotoxicidad aseguran que
la muerte celular no ocurre por el material de la etapa
sino por la acción de los modelos virales sobre los
sustratos celulares por lo que permiten obtener resul-
tados más confiables y precisos en los estudios de
validación de un producto biológico (3, 12, 13).

TABLA 1. Sustratos celulares empleados para la 
replicación de los modelos virales./ Cellular substrates  
used for replication of viral models 
 

Sustrato celular Modelo viral 
Vero 1008 VHS-1 

EMC 
LFBC Parvovirus canino 
MDBK VDVB 

PI-3B 
 

TABLA 2. Resultados del estudio de citotoxicidad de las muestras en los sustratos celulares./ Results of the cytotoxicity 
studies of the samples in the cellular substrates 
 

Toxicidad a los sustratos celulares  Muestras Diluciones en 
PBS Vero 1008 LFBC MDBK 
1:5 alta moderada moderada Lavados pulmonares 
1:10 ligera ligera ligera 
1:5 alta moderada alta Concentrado de lavados pulmonares 
1:10 ligera ligera ligera 
1:5 moderada ligera ligera Precipitado pulmonar diluido en mezcla 

metanol-cloroformo 1:10 ligera ligera mínima 
1:5 ligera ligera ligera Fase metanólica 
1:10 mínima mínima mínima 
1:5 moderada moderada moderada Fosfolípidos en cloroformo 
1:10 ligera ligera moderada 
1:5 alta moderada moderada Fosfolípidos diluidos en acetona 
1:10 moderada ligera moderada 
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Los resultados obtenidos permitieron seleccionar
como procedimiento para el procesamiento de las
muestras la dilución de las mismas 1:10 en PBS, este
procedimiento asegura que al incrementar adecuada-
mente el volumen total de la muestra no disminuye la
capacidad de detectar niveles bajos de virus.

Interferencia

En la Tabla 3 se muestra los resultados de la inter-
ferencia de los lavados pulmonares sobre la replicación
de los cinco modelos virales, al comparar los títulos
del CV1 y los modelos virales se observó que estos no
disminuyen en más de 0.21 log por lo que quedó de-
mostrado que el procedimiento seleccionado para dis-
minuir la citotoxicidad no influye en el título viral.

Para todos los modelos virales diluidos en los lava-
dos pulmonares la disminución de los títulos iniciales
y después de 1h de contacto a temperatura ambiente
no fue superior a 2 log (Tabla 3) sin diferencias
estadísticamente significativas, lo cual demuestra que
esta materia prima no interfiere la replicación de los
modelos virales estudiados. Se considera que una
muestra es capaz de interferir la replicación de los
modelos virales si se demuestra que los títulos virales
de las muestras disminuyen en más de 2 log (7,14).

Al comparar los títulos del CV1 y M2 se demostró
que después de 1h de contacto a temperatura am-
biente el título viral no disminuyó en más de 2 log,
con lo cual se corroboró que los lavados pulmonares
no interfieren la replicación de los modelos virales se-
leccionados.

Los estudios de interferencia viral son necesarios
para demostrar que la materia prima del producto no
interfiere la replicación de los modelos virales; por lo
que en los estudios de validación se deben tener en
cuenta para no sobrevalorar el nivel de aclaramiento
viral de una etapa (3, 14, 15).

Estos resultados demostraron que el lavado

pulmonar, materia prima empleada en el proceso de
obtención del SURFACEN®, no interfiere en la
replicación de los cinco modelos virales, por lo que
estos pueden ser empleados en la validación de la
capacidad de aclaramiento viral del proceso de pro-
ducción de este producto.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permitieron establecer el
procesamiento de las muestras y demostró que los
modelos virales seleccionados pueden ser utilizados
para realizar los estudios de validación de la capaci-
dad de aclaramiento viral del proceso de producción
del SURFACEN®.
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