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Introduccion. La terapia génica (TG), es una alternativa
que utiliza material genético especifico para modificar
las células, para reestablecer la funcion biolégica de un
gene defectuoso, o en otros casos, para sobreexpresar
una proteina terapéutica con el fin de tratar diversas
enfermedades”’. Una forma de realizar esta
modificacion es utilizando particulas virales como
vectores las cuales sean capaces de introducir el
material genético en la célula. Asi, el adenovirus ha sido
un vector ampliamente utilizado debido a la obtencion
de altos titulos virales, su amplio tropismo y su alta
capacidad de clonacion®. Debido a su creciente
aplicacion en TG, un punto critico es la cuantificacion de
los titulos virales obtenidos ya que esto es necesario
para la formulacion de las dosis correspondientes
convirtiéendose en una necesidad el desarrollo de
metodologias precisas, exactas y rapidas.

Por ello, en este trabajo se presenta la validacién de un
método para cuantificar particulas adenovirales totales
por cromatografia de liquidos de alta resolucién basado
en la norma mexicana NOM-177-SSA1-1998.
Metodologia. Se utilizé un detector UV-Vis marca
Perkin-Elmer, y una columna de intercambio anionico
Uno-Q Polishing Anion Exchange (BioRad). Fase mdvil:
Solucién de Hepes 0.25 M pH 7.5y NaCl 2M pH 7.5. Se
utilizé un estandar certificado de adenovirus tipo 5
(ATCC CR-1516). Se realizaron los ensayos
correspondientes para definir la selectividad, eficiencia,
exactitud, limite de deteccién y limite de cuantificacion,
reproducibilidad de acuerdo con la norma oficial NOM-
177-SSA1-1998.

Resultados y discusién. El método de cuantificacion
fue parcialmente validado con base en los parametros
de desempefio que marca la Norma oficial. Se evalud la
selectividad, comparando los cromatogramas de un
blanco, un estandar de referencia de adenovirus tipo 5 y
una muestra problema. La linealidad se evalué con el
coeficiente de correlacién obtenido por la inyeccion de
diferentes concentraciones de virus (Figura 1), el cual
fue de r’=0.999, y cuyo valor minimo permitido por la
Norma es de r’=0.98. Se determind la precisién con el

porcentaje del coeficiente de Variacion (%CV) calculado
a partir del promedio de las concentraciones
recuperadas en tres niveles de concentracion (alta,
media y baja) cuyos valores fueron; 1.68, 1.97 y 1.21
respectivamente. Estos cumplen con la Norma Oficial al
estar por debajo del 15%. Finalmente, la exactitud se
evalué con el Porcentaje de Desviacién Absoluta (DA%)
cuyos resultados para la concentracion alta, media y
baja (12, 12.5 y 13.5) fueron menores al 15%. También
se determinaron los limites de deteccién (LD=3.47X10°
PVT/mL) y cuantificacién (LC=4.46X10° PVT/mL).
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Fig. 1. Cromatogramas empalmados de la cuantificacion de
particulas adenovirales.

Conclusiones. Se logré la validacion parcial del método
analitico de cuantificacion de particulas adenovirales
totales por HPLC, bajo las condiciones de trabajo
establecidas durante el analisis y con base en lo
establecido por la NOM-177-SSA1-1998, ya que todos
los parametros obtenidos estuvieron dentro de la norma.
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