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Validacion de la técnica de determinacion de proteinas totales por el
método microcoomassie a doble longitud de onda para la muestra de
producto terminado del antigeno de la nucleocapsida del virus de la
hepatitis C
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En el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia se obtuvo una formulacién para un candidato vacunal del
virus de la hepatitis C (VHC). Es un plasmido para la inmunizacién con ADN que contiene los genes de los tres
antigenos estructurales del virus, mezclado con una variante truncada recombinante de la nucleocapsida del
VHC como adyuvante molecular. Ambos compuestos se formularon en bulbos separados y se mezclaron en el
momento de la inmunizacién. En el laboratorio de Desarrollo Analitica se validé la técnica de determinacién de
proteinas totales por el método de microcoomassie para la muestra de producto terminado (PT) del antigeno de
la nucleocapsida del virus de la hepatitis C (HCcAg). Los parametros validados fueron: especificidad, linealidad,
rango, exactitud, precision y estabilidad de la muestra de PT, bajo dos condiciones diferentes de almacenamiento.
El método resulto ser especifico para la cuantificaciéon del HCcAg, sin interferencias del placebo de la muestra, a
diluciones superiores a 1:8. La curva del microcoomasie fue lineal en el rango de trabajo de 5-40 ug/mL. Se
demostré la exactitud del método (recuperaciéon 100 = 10%). En la evaluacién del sistema se cumplieron los
criterios de aceptacion establecidos para la precision: repetibilidad (CV < 5%) y precision intermedia (CV < 10%).
ElI PT es estable a (4 °C y 22-25 °C) durante los tiempos estudiados sin alteracion en la concentraciéon del HCcAg.
La validacion fue satisfactoria y el método fue adecuado para cuantificar proteinas en la muestra de PT. Este
resultado permite dar cumplimiento a las especificaciones establecidas para este producto.
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Introduccion Se concluyé de forma satisfactoria un estudio clinico Fase |
en pacientes cubanos crénicamente infectados con el VHC
de genotipo 1b, no respondedores a tratamientos previos
con interferén mas ribavirina (4).

La infeccién por el virus de la hepatitis C (VHC) es un
problema de salud en el ambito mundial (1). El virus causante
de la enfermedad fue identificado como un virus de ARN de
simple cadena positiva, perteneciente a la familia Flaviviridae.
El virién posee un didmetro entre 36 y 72 nm y es envuelto
con epicula (2).

Esta en curso un estudio clinico Fase Il, en escenario
terapéutico, y también se inicié un estudio Fase I/ll, en
escenario preventivo, en pacientes con insuficiencia renal
crénica. Teniendo en cuenta los requerimientos reguladores
N X g se validé la técnica de determinaciéon de proteinas totales
clonada la regidon estructural del genotipo 1b, principal por el método de microcoomassie (5) para la muestra de

circulante en Cuba, y esta es la base de los candidatos 54616 terminado (PT) del antigeno de la nucleocapsida
vacunales en desarrollo. El enfoque mas avanzado es una del virus de la hepatitis C (HCcAg)

formulacién vacunal basada en un plasmido para la
inmunizacién con ADN, que contiene los genes de los tres
antigenos estructurales del virus, mezclado con una variante
truncada recombinante de la proteina core del VHC, como
adyuvante molecular. Este candidato de vacuna de ADN
induce respuestas humoral y celular especificas, fuertes y
sostenidas en diferentes modelos animales, con marcada e hidrofébicas. Se realiza la determinacién de las
proteccién en ratones en un modelo de reto con virus sustituto. absorbancias de las muestras a dos longitudes de ondas:

Co_n esta.l formulacién vaf:l.JnaI se ha concluido 620 y 450 nm, respectivamente, lo cual mejora
satisfactoriamente la fase preclinica (3). considerablemente la sensibilidad y linealidad de la curva de

En el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia fue

Esta técnica consiste en un método colorimétrico basado en
la unién del colorante azul de Coomassie a la estructura de
la proteina, formando un complejo coloreado azul oscuro
después de adicionada la proteina, debido a la estabilizacion
de la forma aniénica del colorante por interacciones iénicas

* Licenciada en Tecnologia de la Salud, Especialista en Control Analitico.
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calibracion a pequenas concentraciones de proteinas. Este
resultado permite dar cumplimiento a las especificaciones
establecidas para el PT, ya que este método forma parte de
los cuatro procederes analiticos para la caracterizacién del
HCcAg.

Materiales y Métodos

Muestras y soluciones empleadas

¢ Material de referencia: Bulbo con albumina de suero
bovino liofilizado (MR BSA 06-1109), suministrada por el
Grupo de Estabilidad de la Unidad de Control de Calidad
del CIGB.

e Producto terminado: Antigeno de la nucleocapsida
del virus de la hepatitis C (HCcAg) del lote experimental
CHC1101, suministrada por el Departamento de
Desarrollo de Purificaciéon del CIGB.

e Placebo de la muestra del PT: PBS 1X 0,2 mM; EDTA
6 mM; Tween 20 al 0,05%.

 Solucién de Coomassie 1X: Acido ortofosférico 10% v/
v; etanol absoluto 5% v/v; Coomassie G 250 0,01% m/v.

e Agua para inyeccion.

Parametros de validacién: Se evalGan la especificidad,
linealidad, rango, exactitud, precisién (6, 7) y estabilidad de
la muestra de PT bajo dos condiciones diferentes de
almacenamiento.

Especificidad: Se realizé la evaluacién de la interferencia
del placebo empleado en la formulacién de la muestra de PT.
Se aplicaron seis réplicas de diferentes diluciones del placebo
(desde puro hasta 1:256) y seis réplicas del control negativo
(agua) que se tomé como referencia. Se compararon los
valores medios de absorbancia obtenidos y la desviacion
estandar con la respuesta del blanco del ensayo mediante
una prueba F y prueba t de Student, para determinar si
existian diferencias significativas entre ellos, para una
probabilidad de 95%.

Linealidad y rango del sistema: Se realizaron tres
experimentos independientes y se determinaron los
parametros para evaluar la linealidad del sistema: Coeficiente
de determinacién (R?) (> 0,98), ANOVA de significacion de la
pendiente (P < 0,01) (8).

Para establecer el rango de trabajo se analiz6 la precisién
(repetibilidad y precision intermedia), y la exactitud de cada
uno de los puntos del rango lineal de la curva de regresion.
Se determiné la precisidon mediante el calculo del coeficiente
de variacion (CV) expresado en por ciento. Se consideré como
criterio de aceptacién para la repetibilidad (intraensayo) un
CV < 5%, calculado a partir de la concentracion media y
desviacion estandar de cada punto de la curva ensayada en
el mismo dia. Para la precisién intermedia (interensayo) se
consideré como criterio de aceptaciéon un CV < 10%. Se
calculé a partir de la concentracién media global de cada
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punto de la curva de calibracién entre dias diferentes. Para
evaluar la exactitud se calcul6 la recuperacion expresada en
por ciento (criterio de aceptacion 100+10%), y se aplicé la
prueba t de Student, para determinar si el valor medio
obtenido y el valor teérico esperado de la concentracion de
los puntos de la curva no diferian significativamente, para un
95% de confianza.

Exactitud: Se realizé mediante la evaluacion de la adicion
de patrén MR BSA 06-1109 a la muestra de PT (9). Teniendo
en cuenta los resultados del estudio de especificidad, la
muestra de PT se diluyé 1:13, la cual quedé preparada a una
concentracion tal que su absorbancia se correspondi6 con el
rango medio de la curva de calibracion. Se prepararon
muestras mezclas (Mm) adicionando a la muestra de PT
cantidades diferentes del MR de BSA, correspondientes a
los rangos RA (19), RM (11,3) y RB (7,1 ug/mL) de la curva de
calibracion. Se aplico tres réplicas independientes en cada
punto. A los valores de absorbancia obtenidos se les resté el
valor de la muestra de PT. Se obtuvieron los valores de
concentracién (valores experimentales u observados), los
cuales se compararon con los valores esperados. Se
analizaron los porcentajes de recuperacién de cada
preparacion. Se realizé la prueba G de Cochran para
determinar si existian diferencias significativas entre el valor
medio obtenido y el valor teérico esperado, para un 95% de
confianza. Se analiz6 la influencia en la variabilidad de los
resultados, calculando la media: D.E y (CV < 10%) de todas
las recuperaciones obtenidas.

Precisién: Se ensay6 la muestra de PT en los rangos alto,
medio y bajo de la curva de calibracién, con seis réplicas
independientes (10). Para estudiar la repetibilidad
(intraensayo), se realizé el ensayo bajo las mismas
condiciones de operacién por un analista en el mismo dia. Se
determiné la variabilidad de la concentracion media y la
desviacién estandar de la muestra en todos los rangos
(CV < 5%). Para el estudio de la precision intermedia
(interensayo) se realiz6 el ensayo anterior indistintamente
durante tres dias por dos analistas, bajo condiciones de
operacion y reactivos diferentes, en el mismo laboratorio. Se
determind la variabilidad por cada analista en dias diferentes
(CV<10%) (6, 8,9).

Estabilidad: Para analizar la influencia de la temperatura
en la estabilidad de la muestra respecto al contenido de
antigeno de la nucleocapsida del virus de la hepatitis C, se
disend un estudio preliminar de estabilidad en condiciones
aceleradas (4 °C y temperatura ambiente 22-25 °C). Se
determin6é el ANOVA de significacién de la pendiente
(P = 0,05).

Resultados y Discusion

La validacion de los métodos analiticos utilizados en las
actividades de control desempena un papel determinante,
pues de ellos depende la comprobaciéon confiable y
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Tabla 1. Resultados del ensayo de especificidad con el placebo de la muestra del PT.

Placebo Placebo Placebo Placebo Placebo Placebo Placebo Placebo Placebo

1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1128  1:256 heferencia

1,002 0922 0838 0805 0804 0807 0806 0795 0,801 0,808

1,148 0929 0,835 0807 0,805 0,795 0,807 0,800 0,807 0,804

1,060 0915 0841 0802 0,799 0,792 0,796 0,794 0,807 0,793

1,073 0919 0841 0818 0809 0805 0805 0,797 0816 0,808

1,085 0906 0830 0803 0803 0804 0808 0795 0,806 0,804

1,073 0898 0,836 0804 0801 0796 0801 0799 0816 0,793

Media 1,088 0915 0837 0807 0804 0,800 0,804 0,797 0,809 0,802
DE 0031 0011 0004 0006 0004 0006 0005 0002 0,006 0,007
CV 2863 1,227 0505 0728 0445 0,783 0,595 0,301 0,727 0,867

Aparecen sombreados los valores experimentales de la dilucidn a partir de la cual no se observé interferencias y los
valores experimentales de la referencia (blanco del ensayo).

reproducible de los indices de calidad de las materias primas
y productos, lo cual contribuye notablemente al
aseguramiento de la calidad, seguridad y eficiencia de los
mismos (10). Es importante contar con una técnica como la
validada en este trabajo, que sea sensible en la cuantificacién
del contenido de HCcAg y que permita evaluarlo en los
estudios de estabilidad.

El método analitico establecido se clasific6 como ensayo
cuantitativo, de acuerdo con la clasificacion de las agencias
reguladoras del uso de medicamentos (8, 9), por tratarse de
un ensayo destinado a cuantificar el PT HCcAg. El disefo de
la validacién empleado se realizé teniendo en cuenta la
clasificaciéon reguladora, por lo que se evaluaron los
parametros siguientes: especificidad, linealidad, rango del
sistema, precision (precision intraensayo e interensayos) y
exactitud (6, 8, 9).

Se estudio la especificidad del método mediante el analisis
de lainterferencia del placebo de la muestra de PT (Tabla 1).
Se observo que el placebo presenté interferencia, donde se
obtuvieron valores de absorbancia superiores al valor de la
referencia, pero estos disminuyeron al diluirlo. Con una
dilucién 1:8 es posible eliminar las interferencias del placebo,
ya que no existen diferencias significativas con relacién a la
referencia (blanco del ensayo) (p=0,36).

Se evalué la linealidad del sistema que result6 satisfactoria
(Tabla 2). Se observé que los resultados de los analisis
estadisticos en todos los casos cumplieron con el criterio de
aceptacion propuestos para cada prueba: R2 = 0,99,
probabilidad asociada al valor de F para la ANOVA de
significacion de la pendiente (P < 0,01. El Rango de trabajo
establecido fue de 5 a 40 ug/mL. Los cinco puntos de la curva
de calibracién tuvieron una precision (repetibilidad y precision

intermedia) y exactitud aceptadas. Para la precision
intraensayo e interensayo se cumplié con el criterio de
aceptacién establecido respectivamente: CV < 5% y
CV < 10% (Tabla 3). Se observé para la exactitud un por
ciento de recuperacién entre 100+10% entre el valor
calculadoy el esperado. Segun los resultados obtenidos todos
los puntos de la curva cumplieron con el criterio de aceptacion
establecido (Tcalc = Tteo) para un 95% de confianza (6, 8, 9).
Se estudio la exactitud sobre la muestra de PT.

Concluimos que el factor concentracién no tiene influencia
en la variabilidad de los resultados (p=0,87) (Tabla 4). Se
determinaron los porcentajes de recuperacién de cada
preparacién. Se obtuvo el valor medio de 99%, no existiendo
diferencias significativas entre este valor y el 100% (para la
muestra de PT). EI CV global fue de 9,4%. Se calcularon los
intervalos de confianza para el por ciento de recuperaciéon
medio, encontrandose entre 92% y 106%, los cuales incluyen
el 100%, por lo que se cumple con el criterio de aceptacion
para esta prueba.

La evaluacion de la precision del sistema se realiz6 sobre la
muestra de PT. En los resultados obtenidos en la repetibilidad
se observa que cada uno de los rangos cumplié con el criterio
de aceptacioén para esta prueba (CV < 5%) (Tabla 5). La
variabilidad del valor de concentracion al diluir la muestra se
encuentra en los limites establecidos (CV global = 4%) donde
se obtuvo un valor medio de 177,3 ug/mL. Los resultados
obtenidos para la precision intermedia se muestran en la
Tabla 6. El mayor CV obtenido fue de 9,4%. Lo que indica que
en todos los casos, hay cumplimiento del criterio de
aceptacion en todo el rango estudiado (CV < 10%) (6, 8, 9).

Se analiz6 un estudio de estabilidad preliminar de la muestra
de PT, exponiendo un bulbo a 4 °C y T.A con una frecuencia

Tabla 2. Resultados del estudio de linealidad con la curva de calibracion del MR BSA 06-1109 pertenecientes a dos analistas.

p Analista 1 Analista 2

Parametros

Ensayo1 Ensayo2 Ensayo3 Ensayoi1 Ensayo2 Ensayo3
Pendiente de la Ec. Recta (m) 0,023 0,028 0,028 0,028 0,027 0,023
Intercepto de la Ec. Recta (b) 0,019 0,010 -0,024 -0,007 -0,001 0,078
Coef. de determinacion (R2) 0,997 0,998 0,998 0,997 0,997 0,997
Probabilidad asociada a F es
menor que 0,01 (para la 1,54E-17 9,59E-18 3,04E-19 1,48E-18  8,93E-18 5,17E-18

significacion de la pendiente)
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Tabla 3. Resultados experimentales del analisis de precision intermedia y exactitud en el rango de trabajo en tres ensayos

pertenecientes a dos analistas.

Analista 1
Ensayo1 Ensayo2 Ensayo3 C.M.Glob. Desv.Est. CV.Glob. Recup. Tteo T. tcalc
C.E C.M. C.M. C.M. - (ug/mL) (%) (%) - -
40 40,3 40,2 40,0 40,2 0,2 0,4 100 4,30 1,82
20 19,8 19,6 20,3 19,9 0,3 1,7 100 - 0,38
15 13,9 15,2 14,9 14,6 0,7 4.6 98 - 0,90
10 10,6 9,5 9,4 9,8 0,7 7,0 98 - 0,50
5 4,8 5,4 5,5 5,2 0,4 7,5 104 - 0,91
Analista 2
Ensayo1 Ensayo2 Ensayo3 C.M.Glob. Desv.Est. CV Glob. Recup. Tteo T.tcalc
C.E C.M. C.M. C.M. - (ug/mL) (%) (%) - -
40 40,0 39,9 40,1 40,0 0,1 0,2 100 4,30 0,64
20 20,4 19,8 19,6 19,9 0,3 1,6 100 - 0,31
15 14,9 15,7 15,3 15,3 0,3 21 102 - 1,56
10 9,3 10,1 10,0 9,8 0,4 3,7 98 - 0,98
5 55 4,5 5,0 5,0 0,4 7,7 100 - 0,00

La concentracién esta expresada en ug/mL. C.E.: concentracién esperada. C.M.: concentracién media calculada
de las tres réplicas de cada ensayo. C.M. Global: concentracién media entre los tres ensayos.
Recup.: recuperacion entre el valor medio obtenido y el valor tedrico expresado en por ciento.

Tabla 4. Resultados estadisticos del estudio de exactitud
por el método de adicién de patrén a la muestra de PT.

V. Esperado V. Observado
(ug/mL) (ug/mL) % de R
- - 7,7 108
RB 7,1 7,8 109
- - 6,9 97
- - 11,3 100
RM 11,3 11,9 105
- - 12,0 107
- - 15,7 82
RA 19 18,4 96
- - 17,1 89

RA: rango alto; RM: rango medio; RB: rango bajo.

de 0, 1, 3, 7,15 dias. Se evidencié que la concentracién del
HCcAg no se afect6é durante el almacenamiento en todo el
tiempo de estudio (Fig. 1). Los valores de concentracion
obtenidos del PT se encuentran dentro del criterio de
aceptacion del producto (entre 0,15-0,25 mg/mL) y no existe
significacién de la pendiente a4 °C (P=0,45) y aTA (P=0,82),
por lo que la caracteristica medida es estable durante todo el
tiempo de estudio.

Los resultados de la validaciéon del método demostraron que
es apropiado para la cuantificacién de HCcAg en la muestra
de PT, al cumplir con los requisitos analiticos para ser
empleado en el control de la calidad de este producto. Este
método es uno de los cuatro procederes analiticos validados
para el control de la proteina del Core de HC en muestras de
producto terminado. También ha constituido una valiosa
herramienta para los estudios de estabilidad y la liberacion
de lotes utilizados en la clinica.
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Tabla 5. Resultados del ensayo de repetibilidad con la
muestra del PT en todos los rangos de la curva de calibracion.

Muestra PT HCcAg

Conc Cal. Media Conc. Real
Rangos _ (ug/mL) (ug/mL) D.E CV (%) (mg/mL)
17,8 - - - 176,2
17,7 - - - 184,3
R.A 16,5 17,32 0,72 4 180,5
18,3 - - - 177 ,1
16,9 - - - 179,0
16,7 - - - 182,0
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RM 11,6 11,17 0,57 5 185,1
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Conc Cal. es la concentracion obtenida en los diferentes rangos sin
asumir el factor dilucién, expresada en ug/mL.
Conc Real es la concentracién observada correg
dilucién, expresada en ug/mL

ida por el factor

Tabla 6. Resultados del ensayo de precision intermedia del
método con la muestra del PT entre los dos analistas, tres
dias diferentes.
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Validation of the technique of determination of total proteins by microcoomassie
method to double wave longitude for the sample of Finished Product of hepatitis C
core antigen

Abstract

A formulation was obtained for a vaccinal candidate of hepatitis C virus (VHC) in the CIGB. It is a plasmid for the
immunization with DNA contianing the genes of the three structural antigens of the virus, blended with a recombinant
truncated variant of the protein of the core of the VHC, as molecular adjuvant. Both compounds were formulated
in separate vials and were mixed at the moment of the immunization. In the laboratory of Development-analytic
the technique of determination of total proteins was validated by the microcoomassie method for the sample of
Finished Product (FP) of Hepatitis C core antigen (HCVcoreAg). The validated parameters were: Specificity,
Linearity and Range, Accuracy, Precision, Stability of the FP sample under two different conditions of storage. The
method was specific for the quantification of the HCcAg without interferences of sample placebo of FP to superior
dilutions at 1:8. The curve of the microcoomassie for the FP was lineal in the range of work of 5-40 ug/mL. It
demonstrated the accuracy of the method (100+10% recovery). In the evaluation of the system, the established
acceptance criteria were completed for Precision: Repeatability (CV <5%) and Intermediate Precision (CV <10%).
Temperatures studied in stability did not cause alteration in HCcAg concentration, and the FP can be stored for 15
days. Validation was satisfactory. The method is adequate to quantify the sample of the FP. This result allows us to
comply with the specifications established for this product.

Key words: hepatitis C, Microomasie, validation.
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