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DESCRIPCION
Glicoles como agentes de inactivacion de patégenos
CAMPO DE LA INVENCION

La presente divulgacién se refiere a usos, métodos y composiciones para la inactivacion de patégenos en
composiciones bioldgicas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Es importante el uso de composiciones biolégicas para el desarrollo y la produccién de terapéuticos (por ejemplo, la
produccion de proteinas recombinantes). Las composiciones bioldgicas, tales como las composiciones de sangre,
salvan muchas vidas por la transfusién de sangre, por ejemplo, para pacientes que tienen una enfermedad de la
sangre, una hemorragia, 0 que se someten a un procedimiento quirdrgico. Sin embargo, la presencia de patégenos
en las composiciones bioldgicas presenta un riesgo significativo para la salud.

Se han desarrollado métodos de inactivacion de patégenos en composiciones biolégicas. Los métodos de inactivacion
de patoégenos clasicos incluyen enfoques basados en tratamiento térmico, tratamiento con disolvente y/o detergente,
irradiacion gamma, tratamiento UV y leucocitorreduccion. Sin embargo, la eficiencia y la eficacia de dichos métodos
varian debido a las diferentes sensibilidades de los patégenos e incompatibilidad de algunos métodos con
composiciones bioldgicas especificas. El documento de patente WO 95/02393 desvela un germicida biodegradable
hipocompatible no téxico que comprende un alcohol polihidroxilado.

Existe una necesidad de nuevos métodos y agentes de inactivacion de patégenos.
SUMARIO DE LA INVENCION

La presente divulgacion se refiere a usos, métodos, agentes y composiciones para la inactivacion de patégenos en
composiciones bioldgicas.

En un aspecto, la divulgacién se refiere al uso de un glicol como agente de inactivacion de patdégenos. En algunas
realizaciones, el glicol es propilenglicol.

En un aspecto, la divulgacién se refiere a métodos de inactivacién de un patégeno en una composicion bioldgica,
comprendiendo dicho método poner en contacto dicha composicion bioldgica con un glicol. En algunas realizaciones
de inactivacion de un patdégeno en una composicion bioldgica, el glicol es propilenglicol. En algunas realizaciones de
inactivacion de un patégeno en una composicion bioldgica, dicha composicidn biolégica es una composicion de sangre
0 una composicion de leche. En algunas realizaciones de inactivacion de un patégeno en una composicién bioldgica,
dicho patégeno se selecciona del grupo que consiste en virus, bacterias, hongos, protozoos, parasitos y priones. En
algunas realizaciones, dicho virus se selecciona del grupo que consiste en virus X-MuLV, PRV, BVDV y TGEV. En
algunas realizaciones de inactivacion de un patégeno en una composicion bioldgica, dicho método da como resultado
una eliminacién de patégenos igual o superior a 4log1oTCID (dosis infectiva en cultivos tisulares) segun los métodos
de Kérber y/o Spearman-Karber. En algunas realizaciones de inactivacion de un patégeno en una composicion
bioldgica, la concentracion de glicol después de la etapa de poner en contacto es entre 40 y 50 % (p/p) de la
composicion bioldgica. En algunas realizaciones de inactivacion de un patdégeno en una composicion biolégica, la
concentracién de glicol después de la etapa de poner en contacto es entre 40 y 50 % (v/v) de la composicion biolégica.
En algunas realizaciones de inactivacion de un patégeno en una composicion bioldgica, dicho método se realiza a una
temperatura entre 15y 25 °C. En algunas realizaciones de inactivacién de un patégeno en una composicion biologica,
dicho método se realiza a un pH entre 7,0 y 8,0.

En un aspecto, la divulgacion se refiere a una composicion biolégica que comprende un glicol, en donde dicha
composicion bioldgica se obtiene por cualquiera de los métodos descritos en el presente documento. En algunas
realizaciones, dicho glicol estd a una concentracion entre 40 y 50 %. En algunas realizaciones, dicho glicol es
propilenglicol. En algunas realizaciones, la composicion biolégica es una composicion de leche o una composicién de
sangre.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Los dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y estan incluidos para demostrar ademas ciertos aspectos
de la presente divulgacion. La divulgacion se puede entender mejor como referencia a uno o mas de estos dibujos en
combinacion con la descripcion detallada de realizaciones especificas presentadas en el presente documento. Las
figuras son ilustrativas solo y no se requieren para la habilitacién de la divulgacion.

La Figura 1 muestra la inactivaciéon de TEGV en un eluato de cromatografia de afinidad que contiene 45 % de
propilenglicol.

La Figura 2 muestra la inactivaciéon de BVDV en un eluato de cromatografia de afinidad que contiene 45 % de
propilenglicol.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En un aspecto, la divulgacion se refiere al uso de un glicol como agente de inactivacion de patégenos. En un aspecto,
la divulgacién se refiere a métodos de inactivacion de patdégenos en una composicion biolégica, comprendiendo dicho
método poner en contacto dicha composicién biolégica con un glicol. En un aspecto, la divulgacion se refiere a una
composicién biolégica que comprende glicol. En algunas realizaciones, dicha composicion biolégica que comprende
glicol se obtiene por cualquiera de los métodos descritos en el presente documento.

En algunas realizaciones de los usos, métodos y composiciones descritas en el presente documento, el glicol es glicol
vecinal. En algunas realizaciones, el glicol vecinal es propilenglicol o etilenglicol.

El término "glicol" (o "diol") se refiere a un compuesto quimico que contiene dos grupos hidroxilo (-OH). El término
"glicol vecinal" se refiere a un glicol con dos grupos hidroxilo unidos a atomos adyacentes (por ejemplo, en posicién
vecinal).

En algunas realizaciones, el glicol usado en los métodos y las composiciones descritas en el presente documento es
un glicol vecinal que comprende entre dos y seis carbonos y que tiene una formula quimica R1R2-(C-OH)2-R3R4, en
donde Ri, Rz, R3 y R4 pueden ser idénticos o diferentes y son cada uno o un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo,
en donde la combinacién de Ri, Rz, R3 y R4 contiene como maximo dos atomos de carbono. Los ejemplos de glicoles
vecinales son propilenglicol, etilenglicol, 1,2-butanodiol y 1,2-pentanodiol.

En algunas realizaciones de los usos, métodos y composiciones descritas en el presente documento, el glicol es
propilenglicol o etilenglicol.

El término "propilenglicol”, también denominado "1,2-dihidroxipropano" o "metilglicol", se refiere a propano-1,2-diol y
tiene la formula estructural (I) representada a continuacion.

El término "etilenglicol", también denominado "1,2-dihidroxietano", se refiere a etano-1,2-diol y tiene la féormula
estructural (Il) representada a continuacién.

HO™ Y OH
HO™
‘ OH o an
Propilenglicol Etilenglicol

En algunas realizaciones de los usos, métodos y composiciones descritas en el presente documento, el glicol es un
glicol geminal. Los glicoles geminales tienen dos grupos hidroxilo unidos al mismo atomo de carbono e incluyen 1,2-
metanodiol, 1,2-etanodiol y 1,2-propanodiol. En algunas realizaciones de los usos, métodos y composiciones descritas
en el presente documento, el glicol es un diol en donde los grupos hidroxilo no estan los mismos atomos de carbono
o atomos de carbono adyacentes. Los ejemplos de dichos glicoles son 1,3-butanodioles, 1,4-pentanodioles y 1,3-
bencenodiol.

En un aspecto, la divulgacion se refiere a agentes de inactivacién de patdégenos, composiciones que comprenden
dichos agentes y usos de los mismos.

El término "patdgeno” se refiere a cualquier agente bioldgico (por ejemplo, cualquier acido nucleico que contenga
agente o particula infecciosa proteinacea tal como un prién) que puede provocar enfermedad en un mamifero, tal como
un ser humano. El término patégeno incluye microorganismos unicelulares y multicelulares, con ADN o ARN como
material genético, en forma monocatenaria o bicatenaria. El término incluye particularmente virus, bacterias, hongos,
protozoos y priones. Los ejemplos de bacterias incluyen, pero no se limitan a, especies de Streptococcus, Escherichia
y Bacillus; los ejemplos de virus incluyen, pero no se limitan a, el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y otros
retrovirus, el virus del herpes, el paramixovirus, el poxvirus, el togavirus, el citomegalovirus y el virus de la hepatitis
(VHA, VHB, VHC); los ejemplos de parasitos incluyen, pero no se limitan a, parasitos de la malaria (especies de
Plasmodium) y parasitos de tripanosoma.

En algunas realizaciones de la divulgacién, dicho patégeno a inactivar se selecciona del grupo que consiste en virus,
bacterias, hongos, protozoos, parasitos y priones.

En algunas realizaciones, dicho patdgeno es un virus.
En algunas realizaciones, dicho virus es un virus envuelto o un virus no envuelto.

Los virus envueltos son virus que tienen una "envoltura” de tipo célula hospedadora e incluyen, por ejemplo, pero no
se limitan a, virus de la leucemia de mamifero o aviar, virus del herpes, poxvirus, hapadnavirus, flavivirus, togavirus,
coronavirus, virus de la hepatitis, retrovirus, ortomixovirus, paramixovirus, rabdovirus, bunyavirus, filovirus y reovirus.
Los virus no envueltos, también denominados virus envueltos, se conocen bien en la técnica e incluyen, pero no se
limitan a, adenovirus, norovirus, rotavirus y virus del papiloma humano.
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En algunas realizaciones, el virus es X-MuLV, PRV, TGEV o BVDV. El término "X-MuLV" de "virus xenotrdpico
relacionado con el virus de la leucemia murina" se refiere a un gammaretrovirus. El término "PRV" se refiere a un
pseudovirus de la rabia. El término "TGEV" de "coronavirus de la gastroenteritis transmisible" se refiere a una especie
de virus animal que pertenece a la familia de coronavirus. El término "BVDV" de "virus de la diarrea viral bovina" es un
pestivirus de la familia de flavivirus.

En un aspecto, la divulgacion se refiere a métodos de inactivacion de patégenos en una composicion biologica,
comprendiendo dicho método poner en contacto dicha composicién biolégica con un glicol.

Como se usa en el presente documento, el término "poner en contacto” se refiere a un proceso de poner en contacto
al menos dos composiciones 0 componentes distintos de forma que puedan interaccionar.

El término "composicion biolégica" se refiere a una composicion (o un material) que se origina a partir de un organismo
biolégico, que incluye mamiferos. Los ejemplos de composiciones bioldgicas incluyen, pero no se limitan a,
composiciones de sangre, leche (tal como leche de mamiferos transgénicos), muestras clinicas tales como orina,
sudor, esputo, heces y liquido cefalorraquideo, extractos celulares y tejidos, medio de cultivo celular, etc. Como se
usa en el presente documento, las composiciones bioldégicas también incluyen composiciones sintéticas que pueden
servir de composiciones biolégicas, tales como sucedaneos de la sangre, y composiciones que se han sometido a una
0 mas etapas de purificacion o de separacion.

Segun la divulgacion, una composicion de sangre incluye, pero no se limita a, sangre completa y hemoderivados. El
término "hemoderivado” se refiere a uno 0 mas componentes que se pueden separar de la sangre completa, y engloba
componente de sangre celular (tal como eritrocitos o glébulos rojos, plaquetas, leucocitos y concentrados de los
mismos), proteinas de la sangre (tales como factores de coagulacion de la sangre, enzimas, albimina, plasminégeno,
inmunoglobulinas) y componentes liquidos de la sangre (tales como plasma, fracciones de plasma sanguineo y suero).
En algunas realizaciones, la composicion de sangre se leucocitorreduce (por ejemplo, se reduce en leucocitos).

En algunas realizaciones, la composicién de sangre que se va a tratar se selecciona del grupo que consiste en sangre
completa, concentrados de eritrocitos, concentrados de plaquetas, plasma y fracciones de plasma sanguineo.

En algunas realizaciones, la composicion biolégica es una composicion de leche. En algunas realizaciones, la
composicion de leche que se va a tratar se obtiene de leche de un animal transgénico que produce una proteina de
interés secretada en dicha leche.

En algunas realizaciones, el método se realiza en un eluato en un proceso de purificacion, tal como por cromatografia
de afinidad, de una composicién bioldgica, tal como una composicion de leche.

Los términos "inactivacién de patdgenos" o "inactivar patdgenos", como se usa en el presente documento, se refiere
a la supresién o inhibicién de la replicacion (o reproduccion) de dichos patégenos, y/o su destruccion o eliminacion.
Normalmente, un agente de inactivacién de patdgenos dificulta seriamente o al menos sustancialmente la capacidad
del patégeno para replicarse o reproducirse en condiciones apropiadas.

Se conocen bien en la técnica los métodos de determinacion de si un método particular da como resultado la supresién
o inhibicién de la replicacién de patdgenos. Normalmente, dichos métodos incluyen las etapas de determinar el nimero
de patégenos (activos) antes del tratamiento con un agente de inactivacion de patégenos y determinar el nimero de
patégenos (activos) después del tratamiento. EI método particular para determinar el nimero de patégenos activos
dependera de la naturaleza del patdgeno e incluye ensayos de formacion de colonias (para determinar el nimero de
bacterias activas) y ensayos infecciosos (para determinar el nimero de virus "activos"). Una medida del nimero de
virus activos es la dosis eficaz en cultivos tisulares (TCID), que se puede determinar, por ejemplo, por los métodos de
Kérber y/o Spearman-Karber (véase, por ejemplo, Karber, G. (1931). Arch. J. Exper. Path. u. pharmakol., 162, 480;
Spearman (1908). Brit. J. Psychol., 2:227-242)

En algunas realizaciones, los métodos de la divulgacion dan como resultado la eliminacion de patdégenos superior o
igual a 4 log1oTCID. La eliminaciéon de patégenos se puede calcular segun los métodos de Kéarber y/o Spearman-
Kérber como se explico en los ejemplos.

En algunas realizaciones, la composicién biologica, después de la etapa de poner en contacto, contendra una cantidad
de glicol suficiente para inactivar, eliminar o reducir la cantidad de patégeno, por ejemplo, por debajo de un nivel
deseado. En algunas realizaciones, la concentracién de glicol en la composicién bioldgica después de la etapa de
poner en contacto es entre 10 % y 75 % (p/p), entre 15 % y 70 % (p/p), entre 20 % y 65 % (p/p), entre 25 % y 60 %
(p/p), entre 30 % y 60 % (p/p), entre 35 % y 55 % (p/p), o entre 40 % y 50 % (p/p) de la composicién. En algunas
realizaciones, la concentracion de glicol en la composicion biolégica después de la etapa de poner en contacto es
entre 10 % y 75 % (v/v), entre 15 % y 70 % (v/v), entre 20 % y 65 % (v/v), entre 25 % y 60 % (v/v), entre 30 % y 60 %
(v/v), entre 35 % y 55 % (v/v), o entre 40 % y 50 % (v/v) de la composicion.

Aunque no se requiera, en general, se espera que la inactivaciéon de patdégenos aumente con la longitud de la
exposicion de la composicion bioldgica que comprende el patdgeno al glicol. En algunas realizaciones, la composicién
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biol6gica se pone en contacto con el glicol durante una duracién que permite una eliminacién de patégenos superior
o igual a 4log TCID (dosis infectiva en cultivos tisulares)

En algunas realizaciones, la composicion biologica se pone en contacto con el glicol durante al menos 10 minutos, al
menos 20 minutos, al menos 30 minutos, al menos 40 minutos, al menos 50 minutos, al menos 60 minutos, al menos
70 minutos, al menos 80 minutos, al menos 90 minutos, al menos 1200 minutos, al menos 150 minutos, al menos
180 minutos, al menos 210 minutos, al menos 240 minutos, al menos 300 minutos, al menos 360 minutos, al menos
2500 minutos, al menos 1000 minutos, 0 mas. En algunas realizaciones, la composicién biol6gica se pone en contacto
con el glicol durante una duracién entre 15y 360 minutos, entre 60 y 240 minutos, o entre 90y 180 minutos. En algunas
realizaciones, el glicol se retira de la composicién bioldgica después de que se haya alcanzado una cantidad especifica
de inactivacion de patégenos. En algunas realizaciones, el glicol sigue presente en la composicion biol6gica después
de la inactivacion del patogeno.

En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento se realizan a una temperatura entre 10 y
30 °C, entre 12y 28 °C, o entre 15y 25 °C.

En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento se realizanaun pHentre 4y 11, entre 5y
10,entre 6y 9, entre 6,5y 8,5, 0 entre 7 y 8. En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento
se realizan a un pH de alrededor 7,5. En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento se
realizan a un pH de 7,5. Un experto habitual en la técnica se puede basar en la bibliografia para determinar qué
intervalo de pH es aceptable para una composicién bioldgica particular.

En algunas realizaciones, los métodos comprenden una etapa adicional de eliminacién viral tal como nanofiltracién.

En algunas realizaciones, los métodos se realizan durante una fase de eluciéon en un proceso de purificacion, tal como
cromatografia de afinidad, de una composicion bioldgica. En algunas realizaciones, el glicol se afiade a un tampén de
elucion por afinidad. En algunas realizaciones, una tampén de elucion por afinidad comprende tris 50 mM, 45 % (p/p/)
de propilenglicol y NaCl 1,5 M y tiene un pH de 7,5. En algunas realizaciones, un tampdn de elucién por afinidad
comprende tris 50 mM, 45 % (v/v/) de propilenglicol y NaCl 1,5 My tiene un pH de 7,5.

En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento no comprenden una etapa de poner en
contacto la composicion bioldgica con aceite de crucifera o con arginina en una cantidad significativa.

Una cantidad significativa de arginina, como se usa en el presente documento, corresponde a una concentracion de
arginina de al menos 0,2 M, al menos 0,01 M, o al menos 0,001 M, después de la etapa de poner en contacto.

Una cantidad significativa de aceite de crucifera, como se usa en el presente documento, corresponde a una
concentracién de al menos 0,1 % de dicho aceite de crucifera, al menos 0,01 %, o al menos 0,001 %, después de la
etapa de poner en contacto.

En un aspecto, la divulgacién se refiere a una composicion bioldgica que comprende glicol de inactivacién de
patégenos, en donde dicha composicién biolégica se obtiene poniendo en contacto una composicion biolégica con un
glicol, tal como por cualquiera de los métodos descritos en el presente documento.

En algunas realizaciones, dicho glicol es propilenglicol o etilenglicol.

En algunas realizaciones, la concentraciéon de glicol en la composicién bioldgica es entre 10 % y 75 % (p/p), entre
15 %y 70 % (p/p), entre 20 % y 65 % (p/p), entre 25 % y 60 % (p/p), entre 30 % y 60 % (p/p), entre 35 % y 55 % (p/p),
o entre 40 % y 50 % (p/p) de la composicion. En algunas realizaciones, la concentracién de glicol en la composicién
biologica es entre 10 % y 75 % (v/v), entre 15 % y 70 % (v/v), entre 20 % y 65 % (v/v), entre 25 % y 60 % (v/v), entre
30 % y 60 % (v/v), entre 35 % y 55 % (v/v), o entre 40 % y 50 % (v/v) de la composicion.

En algunas realizaciones, la composicion biol6gica también comprende un detergente tal como TWEEN 20 o TWEEN
80. En algunas realizaciones, la composicion biolégica también comprende un disolvente tal como TNBP (fosfato de
tri-N-butilo). En algunas realizaciones, la composicidon biolégica comprendia un detergente antes de ponerse en
contacto con el glicol. En algunas realizaciones, la composicion biolégica se pone en contacto con un detergente antes
de ponerse en contacto con el glicol. En algunas realizaciones, la composicién biolégica se pone en contacto con un
detergente simultaneamente al ponerse en contacto con el glicol. En algunas realizaciones, la composicién bioldgica
se pone en contacto con un detergente después de ponerse en contacto con el glicol.

En algunas realizaciones, la composicién biolégica no comprende arginina en una cantidad significativa.
En algunas realizaciones, la composicién biolégica no comprende aceite de crucifera en una cantidad significativa.

En algunas realizaciones, la composicion biolégica no comprende ni arginina ni aceite de crucifera en una cantidad
significativa.



10

15

20

25

30

ES 2811526 T3

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos describen algunas realizaciones de preparacién y puesta en practica de los métodos y
composiciones de la divulgacion. Sin embargo, se debe entender que los ejemplos son para fines ilustrativos solo y
no pretenden limitar el alcance de la divulgacion.

Material y métodos

Se evalué la inactivacion de dos virus envueltos (TGEV y BVDV) por propilenglicol (PG) presente a 45 % (v/v) en un
eluato de cromatografia de afinidad. El eluato se generé durante la produccién de una proteina transgénica de interés
(en una composicién de leche derivada de un animal transgénico que produce dicha proteina, que es secretada en su
leche).

Citotoxicidad, interferencia viral y extincion.

Se determinaron los parametros de citotoxicidad, de interferencia viral y de extincién del material de partida (el eluato)
antes del ensayo de incubacién en presencia de PG. Los ensayos para determinar la citotoxicidad, la interferencia viral
y la extincion se hicieron en la muestra de eluato de una cromatografia de afinidad.

Citotoxicidad. Se evaluaron los parametros de citotoxicidad del material de partida usando las condiciones en la Tabla
I:

Tabla I. Muestras para la evaluacion de la citotoxicidad y las diluciones probadas.

Muestra a Intervalo de dilucion Células y virus asociados Observacion posterior a
inocular la inoculacion
ST (testiculo porcino)
Dia +3/6
Matrizde | Sin diluir hasta 1/243 TGEV
partida (eluato) | (intervalo de 3) MDBK (rinon bovino de Madin-Darby)
Dia +3/6
BVDV

La concentracion no citotoxica de la matriz de muestra se define como la primera dilucién de la matriz de muestra que
no implica ninguna destruccion del glucocaliz de células incubadas en la matriz.

Se usaron los parametros de citotoxicidad obtenidos en el dia +3 en este ensayo para determinar las condiciones de
interferencia viral y se confirmaron en el dia +6.

Control de interferencia viral y extincion de muestras. Se determinaron simultdneamente los parametros de
interferencia viral y de extincion de muestras.

Se evaluaron los parametros de interferencia viral de una muestra para el sistema de valoracion. El ensayo consiste
en una valoracion por dilucién de los virus BVDV y TGEC en una matriz de muestra (primer punto de diluciéon: matriz
no citotdxica, como se determina anteriormente) en comparacion con una valoracion en un medio de cultivo. Antes de
determinar las diluciones apropiadas de los virus, se realizé un periodo de incubacién de 30 minutos a 4 °C para imitar
el entorno del ensayo, ya que el ensayo real tiene tiempos de latencia de 15-30 minutos antes de la valoracién de las
fracciones a TO, T5 y T15.

Se evalud la posible interferencia de la matriz con ambos sistemas de valoracién (células ST y MDBK) segun las
condiciones de operacion mostradas en la Tabla Il.

Tabla Il: Condiciones de operacion de interferencia.

Células | Virus | Diluyente Intervalo de dilucion del diluyente Observacion
post-inoculacion

MDBK | BVDV | Matriz de partida (eluato) a | 12 momento de tiempo: matriz no citotdxica + otros | D+6
la concentracién no téxica 3 puntos de dilucion (crecientes) a un intervalo de
3.

Medio de cultivo Sin diluir D+6
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Células | Virus | Diluyente Intervalo de dilucion del diluyente Observacion
post-inoculacion
ST TGEV | Matriz de partida (eluato) a | 12 momento de tiempo: matriz no citotéxica + otros | D+6
la concentracién no téxica 3 puntos de dilucion (crecientes) a un intervalo de
3.
Medio de cultivo Sin diluir D+6

Se determiné que la interferencia viral/extincion por la matriz era significativa si se observé una diferencia > 1,0 log1o
TCIDso/mL entre la valoracion en la matriz de muestra (el eluato) y la valoracién en el medio de cultivo.

Proceso

Condiciones de operacion. Se evalué la cinética de la inactivacion de virus envueltos (TGEV y BVDV) por propilenglicol
(PG) poniendo en contacto los virus durante seis horas a 20 °C (+ 5 °C) con el eluato de la cromatografia de afinidad
que contenia 45 % (v/v) de PG como se obtuvo durante el proceso de purificacion de la proteina transgénica. El virus
se anadi6 a la muestra a una concentracion de 5 % (v/v). Para cada virus, el ensayo se realiz6 por duplicado.

Material. El material de partida fue un eluato de cromatografia de afinidad. El material de partida se enriqueci6 con
virus al 5 % (v/v).

Las condiciones de las suspensiones virales de TGEV y BVDV usadas en este ensayo se describen en la Tabla IlI
(TEGV) y la Tabla IV (BVDV).

Tabla Ill. TGEV anadido.

Virus usado TEGV (sobrenadante clarificado)
Medio Medio de cultivo celular ST
Alicuotas 5x5mL, 4x1 mL, 81 x 80 pL
Titulo 8,53 log1o TCIDso/mL + 0,5log10
Almacenamiento <-65 °C

Tabla IV. BVDV anadido.

Virus usado BVDV (sobrenadante clarificado)
Medio Medio de cultivo celular MDBK
Alicuotas 10x3mL,1x11mL, 81 x0,2mL
Titulo 6,08 log1o TCIDso/mL + 0,5log10
Almacenamiento <-65 °C

Se usaron medios de cultivo celular respectivos (para células ST y MDBK) durante la etapa de neutralizacién. Esta
neutralizacién se realizé a concentraciones determinadas en los ensayos de citotoxicidad, interferencia viral y extincién
de matrices.

Ensayo.

Se dispuso un vaso de precipitados en un dispositivo de calentamiento a 20 °C + 5 °C. Se dispuso el vaso de
precipitados en un agitador magnético y se mantuvo a 20 °C £ 5 °C antes del tratamiento.

Para cada ensayo, se descongeld una alicuota de material de partida (20 mL) en un bafo de agua a 20 °C = 5 °C.
Después de descongelarse, se comprobd la temperatura.

Se descongelé a temperatura ambiente cada alicuota (= 1 mL) de suspension viral. Se almacen6 una alicuota de
aproximadamente 0,1 mL a una temperatura inferior a -65 °C. Se usé la suspension viral para crear una muestra del
material de partida que contenia 5 % de virus.
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El tratamiento consistié en enriquecer 1 mL (5 %) de suspension viral en 19 mL de matriz que contenia 45 % de PG
(obtenido del eluato de la cromatografia de afinidad).

Después de una rapida homogenizacién y una comprobacién de la temperatura de la mezcla, se tomé una alicuota de
muestra (1 mL) y se extinguid con medio de cultivo (medio de cultivo de células ST o medio de cultivo de células
MDBK, dependiendo de la linea celular usada). El volumen afiadido de medio de cultivo celular dependié de los datos
obtenidos en el estudio de citotoxicidad, de interferencia y de extincion viral. Esta muestra constituy6 "T0".

Se incubd el material enriquecido en virus (que contenia PG a 45 % (v/v)) durante seis horas a 20 °C = 5 °C del mismo
modo que para la muestra "T0", se tomaron alicuotas de muestra de 1 mL (y se diluyeron inmediatamente) después
de periodos de incubacién de: T= 5 min, T= 15 min, T= 60 min, T= 180 min, T= 360 min.

Las muestras recogidas durante los diferentes ensayos de incubacion de la matriz del eluato "FVII Select" (que
contenian PG al 45 %) se resumen en la Tabla V.

Tabla V: Designacion de las muestras recogidas durante los ensayos.

Tratamiento con TGEV Tratamiento con BVDV
Fracciones
Ensayo A Ensayo B Ensayo A Ensayo B
Enriquecimiento Enriquecimiento A Enriquecimiento B Enriquecimiento A | Enriquecimiento B
a TEGV TEGV BVDV BVDV

Incubacion T= 0 min TOA TGEV TOB TGEV TOA BVDV TOB BVDV

Incub. T= 5 min T5A TGEV T5B TGEV T5A BVDV T5B BVDV
Incub. T= 15 min T15A TGEV T15B TGEV T15A BVDV T15B BVDV
Incub. T= 60 min T60A TGEV T60B TGEV T60A BVDV T60B BVDV
Incub. T= 180 min T180A TGEV T180B TGEV T180A BVDV T180B BVDV
Incub. T= 360 min T360A TGEV T360B TGEV T360A BVDV T360B BVDV

Las muestras, después de la valoracién, se conservaron a una temperatura inferior a -65 °C. Ademas, se generaron
controles con carga viral baja, promedio y alta, por enriquecimiento de la matriz diluida en una concentraciéon no
citotoxica y no interferente con el virus TGEV y BVDV.

Se consideraron satisfactorios los ensayos de incubacion de la matriz que contenia 45 % de PG si se cumplieron las
siguientes condiciones:

. una temperatura de 20 °C = 5 °C y un periodo de incubacion de 6 horas,

. toma de las alicuotas de muestra segun lo planeado.

Valoracion de las muestras del proceso.

Se hizo el mismo dia la valoracién de las muestras generadas durante los ensayos anteriormente descritos.

Protocolo de valoracion. Se realiz6 la valoracion de los virus de las muestras mostradas en la Tabla lll segun el estudio
L-50 para TGEV y L-319 para BVDV.

La valoracion se hizo en tres etapas: siembra de las placas de 96 pocillos, infecciéon de dichas placas en valoracion
estandar o LVP (siembra de gran volumen) y determinacién del titulo.

Las condiciones de siembra de las placas de 96 pocillos para la valoracién de cada uno de los virus se describen en
la Tabla VI.
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Tabla VI. Condiciones de siembra de las placas de 96 pocillos para la valoracion de BVDV y TGEV.

Caracteristicas de siembra BVDV TGEV

Soporte Placas de 96 pocillos
Células MDBK ST

Numero de células/pocillo 1000 3000

Volumen de células/pocillo 100 pL

Medio de cultivo DMEM + 2 % de HS + OptiMEM +5 % de SVF + P/S + NEAA +
P/S + NEAA piruvato de Na
Periodo de incubacién de placas 18 horas + 6 horas (durante la noche)

Para cada virus:
. se valoraron primero las muestras obtenidas por la primera serie (Tabla V) por el protocolo estandar,

. se analizaron las fracciones obtenidas por la primera serie para la que no se detect6 virus con el protocolo
estandar en siembra de gran volumen (LPV) similar a las muestras obtenidas por la segunda serie,

. si no se detecto virus en el protocolo estandar, se valoraron minimamente la primera muestra y la Gltima muestra
(muestra recogida después de 6 horas de incubacién) usando LVP.

Las valoraciones se realizaron inmediatamente después de los ensayos de tratamiento; sin congelacion de las
muestras.

Valoracion estandar. Se retir6 el sobrenadante de cultivo y se sustituy6 por 20 pL de la muestra a valorar.

Después de una incubaciéon de una hora a 37 °C, se anadieron 130 pL de medio de cultivo a cada pocillo. La
propagacion viral produjo una destruccion total o parcial del glucocaliz.

Para cada dilucion, se realizaron 12 replicados de infeccion para permitir un analisis estadistico segun los métodos de
Kérber y/o Spearman-Karber (véase, por ejemplo, el Capitulo 5 de "Virology Labfax", Bios Publishers (mas Academic
Press (EE. UU.), o Blackwell no EE. UU., 1993; Karber, G. (1931). Arch. J. Exper. Path. u. pharmakol., 162, 480;
Spearman (1908). Brit. J. Psychol., 2:227-242).

Valoracion de LVP. El método de valoracion viral "Siembra de volumen grande” en "n" duplicados permite un aumento
en el volumen de muestra probado y asi un aumento en el limite de deteccién. El protocolo es idéntico a la valoracién
estandar, excepto que el andlisis se hizo usando solo una diluciéon de muestra, dispuesta en todos los pocillos de una
0 mas placas de 96 pocillos. El analisis estadistico se hizo segun el método de Spearman-Karber.

Controles. En paralelo con la valoracion de la muestra, se realizaron los siguientes controles:

. Se usé un control negativo para cada serie de valoracion. Este control consiste en una valoracion del medio de
cultivo (usado en la serie de valoracién) con las condiciones usadas en la valoracién de muestras.

. También se usé un control positivo para cada serie de valoracién. En este estudio, se usaron BVDB y TGEV
como control positivo. El titulo de estos controles positivos fue 6,08 logio TCIDso/mL y 6,41 logio TCIDso/mL + 0,5
log1o TCIDso/mL.

Validez de un ensayo de valoracion. Se consider6 valido un ensayo de valoracion si:

. No se observé destruccion del glucocaliz con el control negativo.

. La valoracion de muestra presenta una tasa de pocillos positivos entre 0 y 100 % durante al menos tres diluciones
sucesivas.

. Para al menos la ultima dilucién de la muestra, se reconoce una tasa de pocillos positiva igual al 0 %.

Calculo de titulos, cargas y factor de reduccion. Después de un periodo de incubacion de seis dias (para cada uno de
los virus), para cada pocillo de cada una de las diluciones, se cuantificé el numero de células que tuvo una destruccién
total o parcial del glucocaliz (con un microscopio al tamafio x 40 y/o x 100). Se determind el titulo de virus en cada
pocillo segun la férmula de Kérber, expresada en TCIDso/mL (en log1o).

9
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Se calcul6 el titulo de suspensién viral segun el método de Kérber. La valoracion de un virus se dio con una
incertidumbre de + 0,5 log1o TCIDso/mL y se calculé con la férmula:

f (p,xq,)
CI(u=5%)i 1,9 x 2 —Z———-—
(n=1)

en donde: pies la tasa de pocillos positivos en la dilucion i.
gi es la tasa de pocillos negativos en la dilucion .

Sin embargo, si el virus solo se observo en la primera dilucion probada de la muestra, y su tasa de infeccion fue inferior
a 100 %, se calculé la concentracién logaritmica de virus en TCIDso/mL segun la férmula del método de Spearman
Karber:

. logk,(‘ )
LogioC = loglo| ——"—"2

en donde C es la concentracion de virus en TCIDso/mL,
v es el volumen de inéculo por pocillo

nes el nimero de pocillos inoculados para cada diluciéon
r es el nimero de pocillos infectados.

Con los titulos y las cargas virales expresados aqui en valor decimal, se calculd la carga viral total en una muestra con
el titulo y el volumen de muestra segln esta formula:

Carga viral total = titulo x volumen de muestra (mL).
Se calculd el factor de reduccién (RF) en comparacién con la carga viral en la muestra « TO ».
RF = (carga viral total en "T0")/(carga viral total en la muestra tomada en un momento posterior).
Resultados
Estudio de TGEV en el eluato de cromatografia de afinidad (en presencia de 45 % de PG).

Los resultados se describen en la Tabla VIl y se ilustran en la Figura 1.

Tabla VIII.
Momento de | Volumen Titulo Correccion Log10 | Factor de Factor de | Valoracion
tiempo (mL) (log1o (citotoxicidad) | TICD50 | reduccion | eliminacion
Muestra TCIDso/mL) (log) (log)
TGEV - Serie 1
Enriquecimiento 1 7,45 N/A 7,45 NA NA Patron
T=0 Muestra de 20 5,12 9 7,38 NA 0,07 Patrén
carga
T=5 20 3,95 9 621 1,17 1,24 Patron
T=15 20 2,78 9 5,04 2,34 2,41 Patron
T=60 20 1,32 9 3,58 3,8 3,87 Patron
T=180 20 0,8 9 3,06 4,32 4,39 Patron
T=360 20 <0,8 9 <3,06 >4,32 >4,39 Patrén

10
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TGEV - Serie 2
Enriquecimiento 1 7,62 N/A 7,62 NA NA Patrén
T=0 Muestra de 20 528 9 7,54 NA 0,08 Patréon
carga
T=5 20 428 9 6,54 1 108 Patron
T=15 20 3,2 9 5,46 2,08 2,16 Patron
T=60 20 0,8 9 3,06 4,48 4,56 Patron
T=180 20 -0,12 9 2,14 54 5,48 1 LVP (96
pocillos)
T=360 20 <-0,12 9 <2,14 >5,40 >5,48 1LVP (96
pocillos)
Estudio de BVDV en el eluato de cromatografia de afinidad (en presencia de 45 % de PG).
Los resultados se describen en la Tabla IX y se ilustran en la Figura 2.
Tabla IX.

Momento de | Volum Titulo Correccion Log10TIC | Factor de Factor de Valora-
tiempo en (log1o (citotoxicidad) D50 reduccion | eliminacion cion
Muestra (mL) TCIDso/mL) (log) (log)

BVDV - Serie 1
Enriquecimient 1 6,28 NA 6,28 NA NA Patrén
0
T=0 Muestra 20 3,12 27 5,85 NA 0,43 Patrén
de carga
T=5 20 19 27 4,63 1,22 1,65 Patron
T=15 20 225 27 4,98 0,87 13 Patron
T=60 20 225 27 4,98 0,87 13 Patron
T=110 20 2,25 27 4,98 0,87 13 Patron
T=360 20 0,8 27 3,53 >4,32 2,75 Patrén
BVDV - Serie 2
Enriquecimient 1 62 NA 6,20 NA NA Patron
0

T=0 Muestra 20 3,03 27 5,76 NA 0,44 Patréon

de carga
T=5 20 1,59 27 4,32 1,44 1,88 Patron
T=15 20 132 27 4,05 1,71 2,6 Patron
T=60 20 159 27 4,32 1,44 1,88 Patron
T=180 20 <0,8 27 <3,53 >2,23 >2,67 Patron
T=360 20 <-0,12 27 <2,61 >3,15 >3,59 1LVP

Estudios de X-MuLV y PRV sobre el eluato de cromatografia de afinidad (en presencia de 45 % de PG).

11
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Se hizo un estudio similar en una cromatografia de afinidad eluida con 45 % de PG usando el virus X-MulV y PRV y
que incluye la determinacion de las desviaciones estandar.

Los resultados se describen en las Tablas X'y XI.

Tabla X. Estudio de X-MuLV.

Muestra Titulo Volumen Correccion de Carga
(TCID50/mL) (mL) volumen viral
(log10)
Enriquecimiento Control positivo 8,03 £ 0,36 - - -

Carga teodrica (5 % de enriquecimiento) 6,71 £ 0,36 20 - 8,01 £ 0,36
Control T=0 h (sin DE) 4,80 + 0,42 20 10 7,10 £ 0,42
Control T=6 h (sin DE) 0,59 + 0,91 20 10 2,89 + 0,91

T=0h (+DE) <0,78* 20 100 <4,08

T=1h (+DE) <0,78* 20 100 <4,08

T=3h (+DE) <0,78* 20 100 <4,08

T=6h (+DE) (Valoracion del patrén) <0,78* 20 100 <4,08

T=6h (+DE) (LVP) <-1,13* 20 100 <2,17

T=6h (+DE) (LVP + ST) <-1,13* 20 100 <2,17

Tabla XI. Estudio de PRV.

Muestra Titulo Volumen Correccion de Carga viral

(TCID50/mL) (mL) volumen (log10)

Enriquecimiento Control positivo 8,64 +£0,32 - - -

Carga tedrica (5 % de enriquecimiento) 7,32 £0,32 20 - 8,62 £ 0,32
Control T=0h (sin DE) 2,17 £ 0,30 20 10 4,47 £ 0,30

Control T=6h (sin DE) <0,78* 20 10 < 3,08

T=0h (+DE) <1,48* 20 10 <3,78

T=1h (+DE) <1,48* 20 10 <3,78

T=3h (+DE) <1,48* 20 10 <3,78

T=6h (+DE) (Valoracion del patrén) <1,48" 20 10 <3,78

T=6h (+DE) (LVP) > 20 10 NA

Se considera que la anterior memoria descriptiva descrita es suficiente para permitir que un experto en la técnica
ponga en préactica la invencion. La presente invencion no se debe limitar en alcance por los ejemplos proporcionados.

12
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un glicol como agente de inactivacion de patégenos en una composicién biologica, en donde dicha
composicién bioldgica es una composicién de sangre, una composicion de leche, una muestra clinica de orina, sudor,
esputo, heces o liquido cefalorraquideo, o extractos celulares o de tejido, y en donde el glicol no se combina con
arginina.

2. Uso de la reivindicacion 1, en donde dicho glicol es propilenglicol.

3. Un método de inactivacion de un patégeno en una composicion bioldgica, comprendiendo dicho método poner en
contacto dicha composicién bioldégica con un glicol como agente de inactivacion de patdégenos, en donde dicha
composicidn bioldgica es una composicién de sangre, una composicion de leche, una muestra clinica de orina, sudor,
esputo, heces o liquido cefalorraquideo, o extractos celulares o de tejido, y en donde el glicol no se combina con
arginina.

4. El método de la reivindicacion 3, en donde dicho glicol es propilenglicol.

5. El método de la reivindicacién 3 o 4, en donde dicho patégeno se selecciona del grupo que consiste en virus,
bacterias, hongos, protozoos, parasitos y priones.

6. El método de la reivindicacion 5, en donde dicho virus se selecciona del grupo que consiste en virus XMuLV, PRV,
BVDVy TGEV.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, en donde dicho método da como resultado una
eliminacion de patdgenos igual o superior a 4 log10TCID (dosis infectiva en cultivos tisulares), en donde la TCID es
segun los métodos de Kéarber y/o Spearman-Kérber.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7, en donde la concentracion de glicol después de la etapa
de poner en contacto es entre 40 y 50 % (v/v) de la composicién bioldgica.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 8, en donde dicho método se realiza a una temperatura
entre 15y 25 °C.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 9, en donde dicho método se realiza a un pH entre 7,0 y
8,0.

11. Una composicién bioldgica para su uso en producir un terapéutico que comprende glicol como agente de
inactivacion de patégenos, en donde la composicion biolégica es una composiciéon de sangre, una composicion de
leche, una muestra clinica de orina, sudor, esputo, heces o liquido cefalorraquideo, o extractos celulares o de tejido,
en donde la concentracion de glicol es entre 40 y 50 % (v/v), y en donde el glicol no se combina con arginina.

12. La composicién biolégica de la reivindicacién 11, en donde dicho glicol es propilenglicol.
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