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INFORME FINAL PROYECTO DE INVESTIGACION
RESULTADOS ALCANZADOS Y PRODUCCION CyT
Universidad Nacional de Moreno

DATOS BASICOS DEL PROYECTO

Clase y convocatoria:

PICYDT - CONVOCATORIA 2016 PARA LA PRESENTACION DE PROYECTOS DE INVESTIGA-
CION CIENTIFICA Y DESARROLLO TECNOLOGICO (PICYDT): DESARROLLO INTEGRAL CON
EQUIDAD DEL AREA METROPOLITANA BUENOS AIRES (AMBA)

Nombre completo del proyecto:

“Desarrollo de técnicas de downstream para la obtencion a escala de vectores virales re-
combinantes”.

Fecha de inicio y de finalizacidn:

01/04/18 al 30/03/19

Departamento/Centro/Carrera:

Ciencias Aplicadas y Tecnologia — Lic. En Biotecnologia.

Director del Proyecto:

Lic. Oscar Ramon Pérez

PALABRAS CLAVE: RABIA, VACUNA, BIOPROCESOS, ULTRAFILTRACION TANGENCIAL

PARTE |: INFORME FINAL DE LOS RESULTADOS DE LA INVESTIGACION PARA REPOSITO-
RIO UNM.

a). Presentacion del proyecto y desarrollo logrado

Las modernas tecnologias de produccidon de vacunas de segunda y tercera generacion,
involucran escalado de cultivo masivo de células animales y métodos de procesos aguas
abajo o downstream process. Estos son criticos a la hora de disponer biomoléculas de uso
terapéutico, no solo en lo referente a su grado de pureza sino también, en lo que ataie a
la productividad del proceso de elaboracidn elegido, para tal producto biolégico.
Tomando como modelo el desarrollo de vacunas contra el virus de la rabia y, en funcién
de lo expuesto, se propuso el proyecto en cuestion, para el cual se trazaron los siguientes
objetivos:

1). Puesta a punto de las condiciones necesarias para concentrar un volumen de antigeno
viral (en una primera etapa proveniente de vacunas de segunda generacién virus PV BHK y
en una segunda vector viral MVA recombinante) y un modelo de escalado de tales condi-
ciones. El método utilizado fue ultrafiltracién tangencial.

2). Puesta a punto de un método in vitro de titulacién de virus en cultivo celulares.




Este proyecto permitid la puesta a punto de una serie de técnicas que aun no se habian
aplicado en los protocolos de rutina de elaboracién de vacunas de segunda y tercera ge-
neracion. El método de concentracion mediante ultrafiltraciéon tangencial, ofrece una al-
ternativa satisfactoria en cuanto a su reproducibilidad y escalado.

Los ensayos de evaluacion in vitro aun deben se ajustados en cuanto a su correlacién con
los realizados in vivo.

b). Marco tedrico:

La rabia es una enfermedad zoondtica de evolucién aguda, habitualmente mortal. Es cau-
sada por el virus de la rabia (VR), que se transmite entre algunas especies de sangre ca-
liente y el hombre. Para su prevencion la principal herramienta es la vacunacion. Actual-
mente se utilizan vacunas basadas en virus rabico crecido sobre células e inactivado, don-
de su produccion requiere de laboratorios con altos niveles de bioseguridad porque se
manipulan grandes cantidades de un agente infeccioso que causa enfermedad (tanto para
los animales como para las personas). También, para evitar esta desventaja, existen desa-
rrollos de vacunas recombinantes que portan el gen de la glicoproteina del VR (RG), pro-
teina target contra la que se dirige la mayor respuesta inmunolégica en el huésped. Espe-
cificamente, como resultado de un trabajo en colaboracién entre el Servicio Vacuna Anti-
rrabica de la ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrdn” y el Instituto de Biotecnologia de INTA Caste-
lar, se desarrollé un vector recombinante virus vaccinia Ankara modificado (MVA) que
expresan la RG. Existen numerosos antecedentes que demuestran que estos vectores vira-
les no replican productivamente a mamiferos pero son capaces de expresar la proteina
foranea induciendo respuestas inmunes especificas.

Para mejorar la eficacia de ambos tipos de vacunas mediante concentracidén antigénica se
puede utilizar un método de ultrafiltracién tangencial que consiste en someter a cada sus-
pension vacunal a circular por presion a través de una membrana porosa, que segun el
tamano del poro y la magnitud de la presidon, entre otros factores, deja pasar solvente y
componentes de bajo peso molecular, de manera tal de concentrar y purificar el antigeno.

c). Resultados:

El VR utilizado para la produccidn del lote vacunal de segunda generacién fue cuantificado
por el método tradicional en ratones (10 78 DLso/mL) y por el nuevo disefio de titulacion
en células (10 & DICTso/mL). El disefio de esta titulacidn in vitro del virus se realizd sobre
células BHK-21 cultivadas en placas estériles multipocillo de 96 pocillos. Para ello, primero
se establecio el tiempo de cultivo éptimo y la densidad celular necesaria para realizar la
titulacién en un periodo de incubacién no mayor a 48 hs en las placas utilizadas. El uso de
una densidad inicial de 300.000 células/ml (30.000 células por pocillo de placa de 96 poci-
llos) asegura la formacién de una monocapa con 90/95% de confluencia celular a las 48hs
por sembrado. En este formato, el virus de la rabia logra un replicacién visible (efecto ci-



topatico) a las 48hs post-infeccidn, se realiza la titulacion viral mediante diluciones seria-
das al décimo y siembra de las mismas por octuplicado. El titulo se expresé como la canti-
dad de dosis que provocan 50% de efecto citopatico (muerte celular en la mitad de los
pocillos, cuatro de ocho pocillos infectados con la misma dilucién viral) por mililitro de
muestra (DCT50/ml). Si bien se pudo cuantificar el virus in vitro mediante este método
gue implica observacion directa al microscopio, los resultados obtenidos no resultan tan
sensibles como la titulacion in vivo a través del uso de ratones. En una etapa préxima se
plantea aumentar la sensibilidad del método in vitro mediante el empleo de una tincién
especifica con anticuerpos anti-virus de la rabia conjugados con enzimas o fluorocromos.
El lote final formulado (8L) se controld por el método NIH de potencia en modelo murino,
resultando un valor antigénico de 1,2 Ul/mL.

Dicho lote de segunda generacion formulado fue sometido a un ensayo de concentracién
por ultracidn tangencial. La puesta a punto de dicha metodologia se describe a continua-
cioén.

Se trabajé con dos potencias de bomba: 2,1% y 5%. Estos porcentajes correspondieron
con caudales totales de 700 y 1200 mL/min, respectivamente. Para una potencia de bom-
ba de 2,1% con agua purificada, se registraron los siguientes parametros.

Pin Pt | AP | TMP Fp Jp
(psig) | (psig) | (psig) | (psig) | (mi/min) | (LMH)
55 4 15 | 475 | 125 |68,18
8 6,5 15 | 725 | 189 [103,09
12 11 1 115 | 3435 [187,36
16 15 1 155 | 50,1 |27327
20 19 1 195 | 70,6 [385,09

Luego de equilibrar la membrana con PBS, con una potencia de bomba también de 2,1%,
para un volumen de 400 mL de muestra se registraron las siguientes variables:

Pin | Pout | DeltaP | TMP Fp Jp
(psig) | (psig) | (psig) | (psig) | (ml/min) | (LMH)
65 | 4 25 | 525 | 831 | 4533
10 | 85 15 | 925 | 138 | 7527
14 | 12 2 13 | 16,89 | 92,13
18 | 145 | 35 | 1625 | 16,62 | 90,65
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Comparando ambos resultados mediante un grafico de Jp en funcién de la TMP:
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Dada la buena performance de la membrana, se decidio realizar la concentracién a con un
mayor flujo total aumentando la potencia de la bomba al 5%. Los resultados obtenidos,
para una concentracion progresiva, fueron los siguientes:

Pin Pout | DeltaP | TMP Fp Jp

(psig) | (psig) | (psig) | (psig) | (ml/min) | (LMH)
8,5 2 6,5 5,25 8,16 44,51
10,5 5 5,5 7,75 12,9 70,36
1X 14 9 5 11,5 16,8 91,64
18 13,5 4,5 15,75 19,4 105,82
22 17,5 4,5 19,75 20,4 111,27
14 9 5 11,5 14,6 79,64
18 13,5 4,5 15,75 17,7 96,55
14 11,5 2,5 12,75 12,4 67,64
4X 17 15 2 16 14 76,36
21 19 2 20 14,7 80,18

Muestra

2X




Con un nuevo grafico de Jp en funcién de la TMP podemos comparar la performance de la
membrana para cada caso:
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Como resultado final, se concentrd un volumen de antigeno de aproximadamente 950 mL
a 240 mL (concentracién 4X). El resultado se analizé mediante un SDS-Page en gel de poli-
acrilamida 12.5% revelado con Coomasie Blue R-250.

Muesta P1 CC B P1 CC B P P2 P2
Reductor ~ SI S| SI NO NO NO NO NO NO

Por el método de Bradford, resultaron concentraciones proteicas de 0,73 mg/mL en el bulk,
2,26 mg/mL en el concentrado y 0,11 mg/mL en el permeado



Ensayo Western Blot

MUESTRA P B cC P1 B CC P1
REDUCTOR NO  SI S| S| NO NO NO

La realizaciéon de este ensayo confirma la especificidad del antigeno concentrado, ya que la
glicoproteina del VR tiene un peso de 60 Kd.

Ensayo de potencia. Comparacion entre Bulk y Concentrado

Se realizé el ensayo de potencia en el modelo murino, segin método NIH, evaluando tanto
la vacuna sin concentrar (Bulk) y el producto obtenido luego de la ultrafiltracién (Concen-
trado). Los resultados fueron 1,1y 1,9 Ul/mL, respectivamente. Esta comparacion no mues-
tra una certera correlaciéon con el grado de concentracién antigénica obtenida, pero si
indica un aumento de la eficacia de la vacuna.

Escalado

Del grafico de Jp en funcién de la TMP, mediante el calculo de la integral del drea debajo de cada
curva, se establecen los siguientes pardmetros para el escalado del proceso:

V=5 litros / Cf=4x A (cm2) t (hr)
T™MP Integral t=60min [t=90min |[t=120min |A=110cm2 |A=220cm2
12 psi 9,10E-03 455,00 303,33 227,50] 4,14 2,07
15,75 psi 7,60E-03 380,00 253,33 190,00 3,45 1,73

e). Conclusiones:

El proyecto ha concluido en cuanto a la puesta a punto de los métodos mencionados, prin-
cipalmente el de ultrafiltracién tangencial (bioproceso de aguas abajo). Se advierte que aun
se deben ajustar etapas posteriores para generar un proceso integral de produccién cerra-
do, que garantice la esterilidad del producto. Por otra parte si bien el proceso es reproduci-



ble se estan repitiendo ensayos con volumenes mayores de antigenos recombinantes, a fin
de alcanzar consistencia de lote para este tipo de bioldgico.

Aun se debe continuar con el ajuste de la técnica de evaluacion in vitro.



