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RESUMEN

En la actualidad los estudios de estabilidad térmica constituyen etapas fundamen-
tales dentro del desarrollo de procesos biotecnolégicos, ya que mediante ellos se
determinan las condiciones dptimas a tomar en cuenta durante el manejo y alma-
cenamiento de las diferentes vacunas obtenidas. En el presente trabajo se llevan
a cabo 2 estudios de estabilidad térmica sobre el Ingrediente Farmacéutico Activo
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(IFA) de la vacuna Gavac®, relacionados con: 1) Incremento del tiempo de
vigencia del IFA hasta un periodo de 30 dias a una temperatura entre 2 y
8°C, y 2) Establecimiento el ntimero de veces que el IFA se puede congelary
descongelar por un periodo de 90 dias a una temperatura de - 20°C, todo
ello sin afectar los pardmetros de calidad establecidos por el sistema de
Control de Calidad del Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB)
de Camagtliey. De acuerdo con los resultados obtenidos se puede concluir
que el IFA de la vacuna Gavac® es estable por un periodo de 30 dias a una
temperatura de 2 - 8°C, y que puede ser sometido a 5 congelaciones y
descongelaciones por un periodo de tiempo de 90 dias a - 20°C sin que se
afecten negativamente sus principales pardmetros de calidad.

ABSTRACT

Currently the thermal stability studies constitute fundamental stages during
the development of biotechnological processes, since through them the op-
timum conditions that must be taken into account during the storage and
handling of the different vaccines obtained are determined. In the present
work two thermal stability studies are carried out on the Active Pharmaceu-
tical Ingredient (API) of Gavac® vaccine, related with: 1) Increment of the va-
lidity time of the API to 30 days at a storage temperature of 2 - 8°C, and 2)
Implementation of the number of times that the API can be frozen/defrosted
over a time period of 90 days at a temperature of - 20°C, without affecting
the quality parameters established by the Quality Control system of the Cen-
ter of Genetic Engineering and Biotechnology of Camagtiey. According to the
results obtained it can be concluded that the API of Gavac® vaccine is stable
for 30 days at a temperature of 2 - 8°C, and that it can be subjected to 5
freezing/defrosting operations for a time period of 90 days at - 20°C of tem-
perature without affecting negatively its main quality parameters.

RESUMO

Hoje estudos de estabilidade térmica sdo elementos fundamentais para o
desenvolvimento de processos biotecnoldgicos, porque através deles as
condicées ideais estdo determinadas a ter em conta durante o manuseio
e armazenamento de diferentes vacinas obtidas. Neste trabalho realizado
dois estudos de estabilidade térmica do ingrediente farmactico activo (IFA)
da vacina Gavac® relacionada com: 1) aumentar a vida util da IFA até um
periodo de 30 dias a uma temperatura de 2 - 8°C, e 2) definir o nimero
de vezes que o IFA pode congelar e descongelar durante um periodo de 90
dias a uma temperatura de - 20°C, sem afectar todos os pardmetros de
qualidade estabelecidos pelo sistema de controle de qualidade de Centro de
Engenharia Genética e Biotecnologia (CIGB), em Camagtliey. De acordo com
os resultados pode concluirse que a IFA de vacina Gavac® es estdvel durante
um periodo de 30 dias a 2 - 8°C, e podem ser sujeitas a 5 congelamento e
descongelamento durante um periodo de tempo 90 dias - 20°C, sem afetar
negativamente seus principais parametros de qualidade.
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INTRODUCCION

Las vacunas constituyen productos biolégicos com-
plejos que pueden degradarse debido a su almacena-
miento bajo condiciones inadecuadas de temperatura,
lo cual se intensifica a menudo con la aplicaciéon de
altas temperaturas. Un nimero elevado de productos
farmacéuticos y biolégicos utilizados a nivel mundial -
tales como insulina, vacunas, agentes quimioterapéu-
ticos, antibidticos - son sensibles a la temperatura [1].

Consecuentemente, estos requieren condiciones
especiales de produccioén, almacenamiento, y trans-
porte para evitar su exposicion a factores medioam-
bientales inadecuados, con el fin de garantizar el
mantenimiento de su estabilidad en el tiempo [2]. De
esta manera, el establecimiento de los parametros
de estabilidad térmica de estos productos duran-
te su almacenamiento constituye un factor de gran
importancia para asegurar su eficacia a lo largo del
tiempo de vigencia establecido. El objetivo de un es-
tudio de estabilidad radica en suministrar evidencias
acerca de como varian ciertos parametros de cali-
dad de un Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA) o
de un Producto Farmacéutico Terminado (PFT) en el
tiempo, bajo la influencia de determinados factores
medioambientales tales como temperatura, hume-
dad y luz. El programa de estabilidad de una vacuna
también puede incluir la evaluacién de la interaccion
existente entre el IFA y determinados factores tales
como los excipientes y adyuvantes usados, los sis-
temas de sellado y cierre de los envases, asi como
también los materiales de empaque [2]. También se
puede evaluar la interaccion entre si de dos o mas
IFA contenidas en un mismo PFT. Como resultado
del estudio de estabilidad térmica se conoce la du-
rabilidad en el tiempo del PFT, asi como también las
condiciones de almacenamiento mas adecuadas [3].

En afnos recientes los estudios de estabilidad han es-
tado relacionados con el desarrollo de métodos para
extender la estabilidad de antigenos en vacunas. Esto
resulta especificamente importante en paises en vias
de desarrollo en los cuales el acceso a equipos y me-
dios de refrigeracidon adecuados no siempre resulta
factible. En la actualidad, tanto el personal médico
como los investigadores y cientificos se encuentran
desarrollando nuevas rutas o vias para prolongar la
estabilidad térmica y el tiempo de vida de las vacu-
nas, usualmente mediante la adicion de aditivos y
compuestos adyuvantes, entre los cuales se pueden

mencionar nanoparticulas de oro anidnicas y polieti-
Iénglicol en vacunas conteniendo adenovirus tipo 5
[4], o excipientes tales como L-leucina, lactosa-tre-
halosa y manitol/dextrana en vacunas conteniendo
el vector adenoviral humano recombinante tipo 5 [5].

La estabilidad térmica de vacunas ha sido evalua-
da por diferentes autores. Por ejemplo, se evalud la
termoestabilidad de la vacuna contra la fiebre ama-
rilla, tanto en su forma liofilizada como después de
la reconstitucion, exponiéndolas a temperaturas en
el rango de 8 a 45°C [6]. Por otro lado, emplearon el
ensayo de hemoaglutinaciéon para determinar la es-
tabilidad térmica a 36°C de las cepas Hitchner-B1
(B1), LaSota (L) y Komarov (K) de la vacuna contra la
enfermedad de Newcastle [7]. También estudiaron la
influencia de la humedad residual sobre la estabilidad
térmica de 61 lotes de la vacuna contra el Sarampion,
las Paperas y Rubeola, empleando un método acele-
rado consistente en mantener las vacunas a 37°C de
temperatura por 7 dias [8]. En otro estudio se eva-
lué la termoestabilidad del virus de la enfermedad
de Newcastle, a partir de la aplicacion de tres ciclos
de temperatura: 1) 25°C por 36 dias; 2) 37°C por 29
dias, y 3) 56°C por un periodo de tiempo oscilando
entre 5 minutos y 8 horas [9]. Por ultimo, efectuaron
estudios de estabilidad térmica acelerada (30°C por
7 dias) y en tiempo real (- 20°C por 24 meses) sobre
un candidato vacunal contra la malaria, obteniendo
como resultado que la misma era termoestable para
ambos estudios efectuados [10].

En la actualidad el Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia (CIGB) de Camagtiey produce el inmu-
nogeno Gavac® empleada para erradicar las especies
de garrapata (Boophilus microplus) presentes en el ga-
nado vacuno. A menudo se presentan contingencias
durante la ejecucion del plan de operaciones, lo cual
traia consigo paradas productivas que afectaban el
cumplimiento del cronograma de produccién del in-
munégeno Gavac®, derivandose de ello el incumpli-
miento del tiempo de vigencia del IFA Gavac®, tanto
en el nimero de descongelaciones, como en el tiem-
po de conservacion a 4°C (15 dias), incurriéndose en
no conformidades y por consiguiente en reensayos
de los lotes de IFA. Debido a esto se desea incre-
mentar el tiempo de vigencia del IFA de esta vacuna
desde los 15 dias actuales hasta 30 dias a una tem-
peratura de almacenamiento de 2 - 8°C, mientras
que también se desea conocer el nimero de veces
que el IFA puede ser congelado y descongelado por
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un periodo de tiempo de 90 dias a una temperatura
de almacenamiento de - 20°C. De esta forma, el pre-
sente trabajo tiene como objetivo principal mostrar
los resultados obtenidos con relacion a dos estudios
de estabilidad térmica efectuados sobre el IFA del in-
mundgeno Gavac®, consistentes en: 1) Incrementar
el tiempo de vigencia del IFA hasta un periodo de 30
dias a una temperatura de 2 - 8°C, y 2) Establecer
el nimero de veces que el IFA puede ser congelado
y descongelado sin afectar negativamente los pa-
rametros de calidad establecidos por el sistema de
Control de Calidad, para un periodo de tiempo de 90
dias y a una temperatura de - 20°C.

METODO

Estudio de estabilidad No. 1:
Incremento del tiempo de vigencia del IFA

Para llevar a cabo el estudio de estabilidad ndme-
ro 1 (EE1) se emplearon 3 lotes de IFA (14.1505-2,
14.1505-3 y 14.1505-4), a los cuales se les tomaron
9 muestras por lote de 10 mL cada una, durante la
etapa de Filtracion Estéril del proceso productivo.
Las muestras fueron vertidas en tubos roscados de
polipropileno de 15 mL de capacidad, y colocadas a
continuacién en una camara frigorifica a - 20°C de
temperatura por 30 dias. En el momento de comen-
zar el estudio, las muestras fueron colocadas en otra
camara frigorifica a una temperatura de 2 - 8°Cy,
una vez ubicadas alli, se procedié a tomar muestras a
los 15, 20y 30 dias. A las muestras tomadas en estos
dias se le realizaron los ensayos fisico-quimicos esta-
blecidos en la Especificacion de Calidad con Nimero
de Parte (NP) 4046 [11], tomando como tiempo cero
los ensayos de calidad realizados por el Departamen-
to de Control de Calidad durante el proceso de libe-
racién de los 3 lotes seleccionados.

Estudio de estabilidad No. 2:
Numero de veces que el IFA puede
ser congelado y descongelado

Los lotes de IFA 14.1505-5; 14.1505-6 y 14.1505-1
fueron los seleccionados para efectuar el estudio de
estabilidad nimero 2 (EE2). En este caso, y de for-
ma semejante al EE1, las muestras fueron colectadas
durante la etapa de Filtracion Estéril, tomandose 9
muestras de 150 mL por lote, las cuales fueron verti-

das en tubos roscados de 300 mL de capacidad. Una
vez tomadas, las muestras fueron ubicadas en una ca-
mara frigorifica a - 20°C de temperatura por un tiem-
po de 90 dias. Cumplido este tiempo, las muestras
presentes en esta cadmara frigorifica fueron colocadas
en otra camara frigorifica a una temperatura de 2 -
8°C 24 horas antes de comenzar el EE2, para proce-
der a su descongelamiento. Una vez descongeladas,
las muestras fueron homogenizadas con movimientos
suaves del tubo por parte del analista, antes de pro-
ceder a la toma de muestra para la realizacién de los
ensayos segun la Especificacion de Calidad NP 4046.
El EE2 fue efectuado por un periodo de tiempo de 90
dias, llevandose a cabo 5 congelaciones/descongela-
ciones en total durante ese lapso de tiempo, y toman-
do también como tiempo cero los ensayos realizados
por el Departamento de Control de Calidad durante
el proceso de liberacién de los 3 lotes seleccionados.

Parametros a controlar durante los estudios
de estabilidad

A cada una de las muestras tomadas en los dos es-
tudios de estabilidad efectuados se le realizaron los
siguientes ensayos fisico-quimicos de acuerdo con la
especificacion NP 4046:

e Concentracién de proteinas totales

e Pureza

e pH

e Concentraciéon de timerosal

e Caracteristicas organolépticas y de esterilidad

Determinacion de la concentracion
de proteinas totales

La concentracién de proteinas totales fue deter-
minada por el método de Lowry, seglin se describe
en el Procedimiento Patrén de Operacién (PPO)
4.09.002.91[12].

Determinacion de la pureza
La pureza de las muestras tomadas fue determinada

por densitometria SDS-Page, segln se describe en el
PPO 4.09.004.91 [13] y el PPO 4.09.005.91 [14].
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Determinacién del pH

Se toman 3 muestras de 10 mL
cada unay se les mide el valor de
pH en un medidor digital de pH
(Mettler Toledo®, modelo Seven
Compact PH/ION S220). El re-
sultado final se obtiene calculan-
do el promedio de los tres valores
de pH determinados [15].

Determinacion de la
concentracion de timerosal

La concentracion de timerosal fue
determinada mediante el PPO
2.31.226.11 [16].

Caracteristicas
organolépticas y esterilidad

Se determinan evaluando el co-
lor y el aspecto cualitativo del
Ingrediente Farmacéutico Acti-
vo del inmundgeno, el cual debe
comportarse como un liquido
transparente de color amarillo,
sin particulas o microorganismos
en suspensiéon que denoten cre-
cimiento microbiano.

Figura 1. Resultados de la concentracién de proteinas totales para los lotes evaluados durante el EE1.

RESULTADOS

Resultados del Estudio
de Estabilidad No. 1

Concentracion de Proteinas To-
tales. En la figura 1 se muestran
los resultados obtenidos durante
la determinacién de la Concen-
tracion de Proteinas Totales (CPT)
para los lotes empleados, asi como
también el criterio de aceptacion
aprobado para este parametro
segln norma NP 4046. Segun se
puede observar en esta figura,
desde el tiempo cero y hasta los
30 dias, la CPT se mantuvo siem-
pre por encima del valor minimo
establecido segiin norma (1 mg/
mL), lo cual es un indicativo de
que la vacuna puede permanecer
por 30 dias a una temperatura en-
tre 2 - 8°C sin que se afecte nega-
tivamente la CPT.

A los valores de CPT obtenidos
para cada lote en los diferentes
tiempos del estudio, se les de-
termind la Desviacion Estandar
Promedio, obteniéndose de esta
manera la dispersién de los valo-

res determinados de este parame-
tro con respecto a la media. Como
se puede observar en el cuadro 1,
la dispersion de los valores obte-
nidos es muy pequena, por lo que
se puede decir que hubo consis-
tencia en los valores de CPT ob-
tenidos a lo largo del estudio de
estabilidad efectuado.

Pureza. En la Figura 2 se mues-
tran los resultados obtenidos
por SDS-PAGE para el parametro
Pureza, los cuales demuestran
que todos los lotes evaluados
cumplen con el requisito de cali-
dad especificado segln Especifi-
cacion de Calidad NP 4046 para
este parametro, es decir, banda
de 89 kDa = 85% de pureza. Se
comprueba que durante todo el

Cuadro 1. Resultados del Promedio y
la Desviacién Estandar Media de los
valores obtenidos de CPT para los lotes
evaluados en el EE1.

PROMEDIO

Lote i DESVEST.M
14.1505-2 3,433 0,06761841
14.1505-3 2,666 0,04261455
14.1505-4 4,183 0,06344026

Concentracion de proteinas totales de los lotes evaluados durante el EE1

Tiempo de estudio
™
o

to

o
[

Concentracion de proteinas (mg/mL)

® Criterio de aceptacion
= 1415054
® 1415053
® 1415052

wn
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Resultados de la pureza para los lotes evaluados en el EE1.

Figura 2

Tiempo del estudio

30 dias

20 dias

15 dias

Lotes en

10

estud

14.1505-2
|

14.1505-3
|

14.1505-4
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estudio de estabilidad, se mantuvo la presencia de la
banda de la proteina Bm86, mientras que la pureza se
mantuvo superior al 85 %. Lo anterior indica que la
pureza del IFA no se afecta al ser almacenada esta por
espacio de 30 dias a una temperatura entre 2y 8°C.

pH y concentracion de timerosal. Segin se puede
observar en las Figura 3y 4, tanto el pH como la con-
centracion de timerosal se mantuvieron dentro del
rango establecido de acuerdo con la especificacion
de calidad vigente (NP 4046), la cual es 7,80 - 8,50
para el pH y menor que 0,05 mg/mL para la concen-
tracion de timerosal. De acuerdo con estos resulta-
dos, se puede concluir que el almacenamiento del IFA
entre 2 y 8°C por 30 dias no afecta negativamente
tanto el pH como la concentracién de timerosal.

Caracteristicas organolépticas y esterilidad. Duran-

te todo el EE1, las muestras tomadas presentaron las
caracteristicas organolépticas y de esterilidad exigi-

Figura 3. Resultados pH para los lotes evaluados durante el EE1.

pH de los lotes evaluados durante el EE1
8,60 8,50
8,40
% 820
L]
°
@ 800
5 7,80
S 7,80
7,60
740 7
Limite 1415052  15.1505-3 1415054 | .
inferior superior
Lotes en estudio
Hto Etl5 wt20 Wt30

Figura 4. Influencia del tiempo sobre la concentracion de
timerosal para los lotes evaluados durante el EE1.

Concentracién de timerosal de los lotes evaluados durante el EE1

to t15 t20 t30

Tiempo (dias)
® 14.1505-2  ® 14.1505-3

0,025
0,02
0,015
0,01
0,005

Concentracion de timerosal (mg/mL)

w 14.1505-4

das por la norma NP 4046, es decir, mostraron un
aspecto de liquido transparente de color amarillo ho-
mogéneo sin particulas en suspension que denoten
crecimiento microbiano, por lo que se puede decir
que el almacenamiento entre 2 y 8°C por 30 dias del
IFA de la vacuna Gavac no afectaran tanto sus carac-
teristicas organolépticas como de esterilidad.

Resultados del Estudio de Estabilidad No. 2

Concentracion de Proteinas Totales. En la figura 5 se
observan los resultados obtenidos de Concentracién
de Proteinas Totales (CPT) para los lotes selecciona-
dos en este estudio, asi como también el criterio de
aceptacion aprobado de acuerdo con la especificacion
NP 4046. Segln se puede apreciar, las 5 congelacio-
nes /descongelaciones (C/D) efectuadas no afectaron
la CPT, obteniéndose siempre valores de CPT por en-
cima del limite minimo exigido (1 mg/mL). Cuadro 2

A los valores de CPT obtenidos para cada lote en los
diferentes puntos de C/D realizados se les calculd
la Desviacion Estandar Promedio, a partir de la cual
se obtuvo la dispersion de los valores obtenidos con
respecto a la media. Como se puede observar en el
cuadro 1, la dispersién resultante es muy pequena,
por lo que se puede decir que hubo consistencia en
los valores de CPT obtenidos a lo largo del EE2.

Comportamiento de la pureza. Los resultados de
control por SDS-PAGE obtenidos muestran que to-
dos los lotes cumplen con el requisito de calidad
especificado en el NP 4046, es decir banda de 89
kDa = 85% de pureza, lo cual puede corroborarse a
través de la Figura 6. En la misma se puede observar
la elevada pureza del IFA obtenido en los lotes en es-
tudio, donde el porciento de pureza estuvo en todos
los casos por encima del 95%. Todo esto indica que
no hay afectacion de la pureza del IFA al efectuarle 5
congelaciones/ descongelaciones a una temperatura
de - 20°C por un periodo de tiempo de 90 dias.

Cuadro 2. Resultados del Promedio y la Desviacién Estandar
Media de los valores obtenidos de CPT para los lotes
evaluados en el EE2.

Lote PROMEDIO (mg/mL) DESVEST.M
14.1505-5 3,494 0,041643730
14.1505-6 3,109 0,081769187
14.1506-1 3,496 0,032634338

64



Rutdali M. Segura Silva

Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 16 No 2 - Julio - Diciembre 2018

Figura 5. Efecto del tiempo sobre la concentracion de
proteinas para los lotes evaluados en el EE2.

Figura 8. Influencia del tiempo sobre la concentracién de
timerosal para los lotes evaluados en el EE2.

Concentracion de proteinas totales de los
lotes evaluados durante el EE2
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Figura 6. Efecto del tiempo sobre el % de pureza para los lotes

evaluados en el EE2.
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Figura 7. Influencia del tiempo sobre el valor de pH para los
lotes evaluados en el EE2.
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pH y concentracion de timerosal. De acuerdo con
lo mostrado en las figuras 7 y 8, tanto el pH como
la concentracion de timerosal estuvieron dentro del
intervalo establecido por la norma NP 4046 (rango
de 7,80 - 8,50 para el pH y menor de 0,05 mg/mL
para la concentracién de timerosal). De esta manera
se puede establecer como conclusién que la esta-
bilidad del IFA en cuanto a pH y concentraciéon de
timerosal no se afecta al realizarle 5 procedimientos
de congelacion/descongelacién durante 90 dias de
almacenamiento a - 20°C de temperatura.

Caracteristicas organolépticas y esterilidad. Duran-
te todo el EE2, las caracteristicas organolépticas y
de esterilidad exigidas por la especificacion NP 4046
fueron cumplidas, comportandose siempre las mues-
tras tomadas como un liquido transparente de color
amarillo homogéneo, sin particulas en suspension ni
indicios de crecimiento microbiano. De esta manera
se puede concluir que la realizacién de 5 congela-
ciones/descongelacién del IFA por un tiempo de 90
dias no afecta las caracteristicas organolépticas y de
esterilidad exigidas por las normas de calidad para un
producto de este tipo.

Los resultados mostrados en este trabajo concuer-
dan con los reportados por Canales y colaborado-
res [17] con respecto a la estabilidad térmica de la
vacuna Gavac®.
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CONCLUSIONES

El Ingrediente Farmacéutico Activo de la vacuna Ga-
vac® es estable por un periodo de tiempo de 30 dias
a una temperatura de 2 a 8°C. El Ingrediente Farma-
céutico Activo de la vacuna Gavac® es estable por un
periodo de 90 dias a -20°C sometido a 5 congelacio-
nes y descongelaciones.
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