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RESUMEN

La adsorcion de las proteinas alergénicas al gel de hidroxido de aluminio (GHA) es importante para la
seguridad y efectividad de las vacunas empleadas para la inmunoterapia alergeno-especifica. La adsorcion de
los alergenos del acaro del polvo Dermatophagoides siboney al GHA puede ser afectada por el tampdn fosfato
(PBS). El objetivo de este trabajo fue evaluar comparativamente cambios en la composicién de una vacuna en
fase de desarrollo en cuanto a reduccion de PBS, GHA y tiomersal, tanto a escala de laboratorio como piloto en
condiciones de Buenas Practicas de Fabricacidn. Se evalu6 el orden de adicion de los componentes y se empled
un disefio factorial para evaluar la influencia de las variables: contenido de PBS y GHA. A escala piloto se
formularon tres lotes de tres variantes con reduccion gradual de PBS (1 - 10 mmol/L) y GHA (0,5 - 2 mg/mL)
con respecto a la variante original. Se determiné la adsorciéon del alergeno principal Der s 1 y la actividad
alergénica total mediante ELISA y se realizd un estudio de estabilidad a 2 - 8 °C durante 24 meses. Los
resultados indicaron que la adsorcion de Der s 1 mejora considerablemente cuando el PBS se reduce o elimina.
Sin embargo, la variaciéon del GHA no ocasion6 una influencia de consideracién. Los cambios en cuanto a PBS
y GHA Yy la eliminacion del tiomersal no provocaron alteraciones en la estabilidad del producto. Los resultados
demostraron la consistencia del proceso de formulacion aséptica en todas las variantes, contribuyendo a definir
el espacio de disefo de la vacuna.
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ABSTRACT

Adsorption of allergenic proteins onto aluminum hydroxide gel (AHG) is important for the safety and efficacy
of vaccines used for allergen-specific immunotherapy. The adsorption of Dermatophagoides siboney dust mite
allergen to AHG can be hampered by phosphate buffer (PBS). The aim of this work was to assess changes of
product composition, in terms of reducing the content of PBS and AHG, as well as, removal of thiomersal, both
at laboratory and GMP pilot scale. A factorial design was used to evaluate the influence onto antigen
adsorption of two independent variables: PBS and AHG content. Three batches of three formulation variants
with gradual reduction of AHG (0,5 - 2 mg/mL) and PBS (1 - 10 mmol/L) content, together with a control
variant were prepared at pilot scale. The adsorption of Der s 1 allergen and total allergenic activity were
measured by ELISA and a real-time stability study was performed at 2 to 8 °C during 24 months. The results
indicate that Der s 1 adsorption considerably improves when the PBS is reduced or completely removed.
However, the variation of AHG showed no significant influence on Der s 1 adsorption. Changes regarding PBS
and AHG, and thiomersal removal did not cause alterations in product stability during 24 months. The results
demonstrated the consistency of aseptic formulation process for every variant, contributing to define the product
design space during pharmaceutical development.
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INTRODUCCION

Los 4caros del polvo doméstico del género Dermatophagoides son aeroalergenos muy comunes
asociados al asma y otras manifestaciones alérgicas respiratorias. En Cuba entre 70 y 85 % de
los asmaticos muestran sensibilizacion alérgica a la especie Dermatophagoides siboney." La
inmunoterapia alergeno-especifica (IT), modifica el curso natural de la alergia interfiriendo
con los mecanismos inmunoldgicos subyacentes y es el unico tratamiento con efectividad
duradera. En la actualidad, se intentan desarrollar nuevas vacunas terapéuticas antialérgicas
que permitan mejorar la eficacia de la IT en pacientes asmaticos.> Una de las tendencias
principales es el empleo de adyuvantes con el objetivo de modular el sistema inmunolégico
hacia un patron Thl y Treg y la induccion de anticuerpos bloqueadores, y asi obtener
vacunas mas eficaces y seguras con una dosis mas reducida de alergeno.**

A pesar de que los geles de sales de aluminio se caracterizan por inducir un patron de
respuesta inmune de tipo Th2, son ampliamente empleados en vacunas antialérgicas,
principalmente por el efecto de depdsito que provee la liberacion lenta del alergeno
reduciendo asi el riesgo de reacciones anafildcticas inmediatas, y también, porque refuerzan
la respuesta de anticuerpos protectores IgG. El gel de Hidroxido de aluminio constituye un
“sistema de entrega” dirigido a la fagocitosis del antigeno por las células presentadoras de
antigenos y permite la incorporacion en el mismo, de forma relativamente sencilla, no solo
de varios antigenos, sino también, de otros adyuvantes capaces de interactuar con receptores
de la inmunidad innata, entre ellos los llamados ligandos de TLRs (siglas en inglés, “ Toll-like
receptors”).>®

Este trabajo aborda el desarrollo de la formulacion de una novedosa vacuna antialérgica
denominada PROLINEM-DS, que tiene como componentes: alergenos purificados del dcaro
Dermatophagoides siboney en calidad de ingrediente activo; el proteoliposoma (PL) de Neisseria
meningitidis B como adyuvante inmunomodulador y gel de hidroxido de aluminio (GHA)
como adyuvante de deposito y sistema de entrega. PROLINEM-DS persigue proveer un
tratamiento de la enfermedad alérgica con pocas inyecciones. Estudios previos han
evidenciado el efecto adyuvante antialérgico de la combinaciéon de PL y GHA en conjunto
con alergenos de 4acaros.” No obstante, lograr niveles éptimos de adsorcion al gel de aluminio
de los componentes de la vacuna es importante para su efectividad y seguridad. Uno de los
problemas identificados en estudios anteriores ha sido que no se lograban niveles 6ptimos de
adsorcion de Der s 1 (alergeno principal de D. siboney) al GHA, por interferencia de los iones
fosfato del tampon fosfato salino (PBS, siglas del inglés).® De ese modo, la reducciéon o
eliminacién del fosfato en la disolucién tampon ha sido propuesta como solucién. Por otra
parte, la reduccion del contenido de GHA pudiera también considerarse como una mejora en
términos de seguridad, al reducir la formacion indeseable de ndédulos subcutdneos en el sitio
de la inyeccion.’ Otro de los componentes del producto es el tiomersal, empleado como
preservo antimicrobiano, el cual, a pesar de ser ampliamente usado en vacunas, ha sido
cuestionado por su toxicidad, y acumulacion en el medio ambiente. De ese modo, una
tendencia actual en el desarrollo de vacunas es reducir o eliminar el tiomersal en las mismas.’

Estas modificaciones en la composicion vacunal pueden afectar potencialmente la estabilidad
del producto, aspecto que debe ser evaluado propiamente en estudios de estabilidad para el
periodo de validez propuesto.'®'? Por ultimo, el escalado del producto y su produccion de
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forma consistente en condiciones de Buenas Practicas de Fabricacién (BPF) constituye un
requisito para su evaluacién clinica. Es un reto para los desarrolladores conjugar el
cumplimiento de las BPF y disponer del espacio de flexibilidad necesario en esa etapa del
proceso de desarrollo que permita la optimizacidn de los procesos y los cambios necesarios. '
El objetivo del presente trabajo ha sido evaluar comparativamente a escala de laboratorio y
piloto en condiciones de BPF, cambios en la composiciéon de la vacuna Prolinem-DS que
pudieran constituir mejoras al producto en términos de calidad, eficacia y seguridad. En
particular, en cuanto a reduccion del contenido de los iones fosfatos y de GHA y la
eliminacién del tiomersal.

MATERIALES Y METODOS
Composicion del producto

La vacuna terapéutica antialérgica Prolinem-DS contiene como ingrediente activo una
fraccion de proteinas (DS), purificada a partir del extracto del acaro de Dermatophagoides
siboney (VALERGEN-DS, BIOCEN, Cuba)." La concentraciéon de Der s, alérgeno principal
en el producto final es 8 pg/mL. Ademas, incluye proteoliposoma de membrana externa de
Neisseria meningitidis serogrupo B (100 pg/mL), producido por Instituto Finlay, Cuba y gel de
hidréxido de aluminio 2 mg/mL (Brenntag Biosector A/S). Se emplean como excipientes:
disolucidn salina tamponada con fosfato PBS 0,01 mol/L (9 g/L; fosfato monoso6dico 0,32
g/L y fosfato disoédico 1,09 g/L) y como preservo, tiomersal 0,025 mg/mL. En este estudio
se empled también una variante de PBS con reducciéon a la mitad de la concentracion de
ambas sales de fosfato (es decir, 0,005 mol/L), manteniendo la concentracidén original de
cloruro de sodio a la que denominamos abreviadamente %2PBS.

Experimentos de variacion del orden de adicion de los componentes

Se realizaron a escala de laboratorio a un volumen final de 10 mL. Al gel de aluminio se le
adicionaron los componentes lentamente, con agitacién a 200 r/min durante 1 h a 4 °C para
cada paso de adicion. Se formularon cuatro variantes cambiando el orden de adicion de los
cuatro componentes. Variantes: 1 (orden: GHA, PBS, PL y DS); 2 (GHA, PL, DS y PBS); 3
(GHA, DS, PL y PBS) y 4 (GHA, Mezcla de PL+DS y PBS). De cada una de las variantes 2,
3 y 4 se formul6 una variante con tampén PBS completo y otra con 2PBS. Entre cada paso
de adicién, después de 1 h de agitacion, se tomaron muestras que se analizaron en cuanto a
absorbancia a A = 280 nm, contenido de proteinas totales y de Der s1.

Experimentos de reduccion del contenido de tampon fosfato y GHA

El experimento se realizo a escala de laboratorio, 10 mL. Se emple6 un disefio factorial con
dos factores: concentracion de tampoén fosfato y de GHA. En el factor fosfato los niveles
fueron: 0 y 0,005 mol/L (corresponde a ausencia de fosfato, o sea, solo disolucién salina, y
12PBS, respectivamente). En el factor GHA se seleccionaron tres niveles de concentracion: 2,
1 y 0,5mg/mL. Se emple6 la tercera variante de orden de adicién de los componentes
evaluados en el experimento anterior.
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Proceso de formulacion a escala piloto

Fueron evaluadas cuatro variantes (Tabla 1). Se fabricaron tres lotes consecutivos de cada
variante, con tamafo de lote de 1 000 bulbos de 0,5 mL cada uno, empleando bulbos 2R de
vidrio calidad hidrolitica I y tapones de clorobutilo (COME]I, Italia). El orden de adicion de
los componentes de la formulacion fue el siguiente: GHA, Alergeno DS, PL, tiomersal y
finalmente PBS. Para cada componente se prepararon disoluciones concentradas estériles
(para GHA y PBS, esterilizada en autoclave, el resto por filtracion estéril 0,2 pm). Se
adiciond la cantidad necesaria de cada disolucion concentrada para alcanzar las
concentraciones finales respectivas (segun Tabla 1), lentamente, empleando un agitador
magnético a 200 r/min, para un volumen final de 800 mL. Por ultimo, se realiz6 el llenado
0,5 mL por bulbo. Todo el proceso se realizo en condiciones asépticas, en areas e
instalaciones calificadas de BIOCEN, Cuba, con cumplimiento de BPF. Los lotes fueron
liberados por la Direccion de Aseguramiento de la Calidad de esa institucion.

Tabla 1. Variantes de formulacion para la fase piloto y concentracion final de los
componentes.

Componentes Variantes

A B C D
GHA, mg/mL 2 2 2 1
PBS, mmol/L 10 5 0 5
Tiomersal, mg/mL 0,025 0 0 0

Meétodos analiticos

Determinacion del contenido de Der s 1. Se realiz6 mediante ELISA “sandwich” con
anticuerpos monoclonales especificos a ese alérgeno (BIOCEN, Cuba) segun se ha descrito
previamente.”> Se recubrieron placas de poliestireno con 100 pL/pozo del anticuerpo
monoclonal anti Der s1 5F7/H8 a 5 pg/mL en tampdn carbonato-bicarbonato de sodio, pH
9,6, durante toda la noche a 4 °C. El bloqueo se realizé durante una 1 h a 37°C con PBS-BSA
1 %. Posteriormente, se adicionaron 100 pL./pozo de las muestras en PBS-BSA 1 %. Se
emple6 como control positivo la Referencia Interna del extracto alergénico de
Dermatophagoides siboney (BIOCEN, Cuba). Las muestras se incubaron durante 1,5 h a 37 °C
con agitacion. Luego se anadid el anticuerpo monoclonal E10E10 biotinilado en una
dilucién 1/4 000 y se incub6 durante 1 h a 37 °C. Después se adiciond el conjugado
estreptavidina-peroxidasa (SIGMA, EE.UU.) dilucién 1/10 000 y se incub6 durante 0,5 h a
temperatura ambiente. Se aplicé como sustrato peroxido de hidrogeno 0,03 % y como agente
cromogeno Tetrametil-bencidina (TMB, SIGMA, EE.UU.) en tampdn citrato-fosfato pH 5.
Se esperd el desarrollo de la coloracion durante cinco minutos. La reaccion se detuvo con 50
uL/pozo de acido sulfarico 2,5 mol/L. Se determinoé la absorbancia a 450 nm en un lector de
placas ELISA (PR-521, TecnoSUMA, Cuba). Entre los pasos se realizaron lavados. La
adsorcion de Der s 1 se calculé como el cociente entre el contenido de Der sl en el
sobrenadante de la vacuna y el contenido de partida determinado en el IFA.

Proteinas totales. Se realizd6 mediante dos métodos: (i) Determinacion de la absorbancia o
Densidad Optica (DO) a 280 nm v (ii) por el Método de Bradford,' con un patrén de BSA en
el intervalo de 50 - 400 pg/mL y medicion de la absorbancia a 620 nm en un lector de placas.
La adsorcion de proteinas totales se calculd como el cociente entre los valores determinados
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en el sobrenadante de la vacuna y la suma de los valores de partida en el IFA y el adyuvante
PL.

Actividad alergénica no adsorbida. Se determin6 mediante el ELISA de inhibicion de IgE.
Se recubrieron microplacas de poliestireno con Extracto Alergénico de Referencia Interna
(RI). Se bloquearon los sitios de unidén inespecifica de la placa con PBS-BSA 1 %. A
continuacion se realizd la inhibicion de la IgE sérica de la mezcla de sueros humanos,
mediante la incubacién del suero con cantidades crecientes de las muestras y de la RI, en
paralelo. Después de efectuar el procedimiento de lavado, se realiz6 la deteccion de la IgE
unida al alergeno fijado a la placa, mediante un conjugado anti-IgE-Peroxidasa (Sigma,
USA) dilucién 1/2 000. El revelado se realizé mediante la adicioén del sustrato peréxido de
hidrogeno 0,03 % y como agente cromogeno TMB en tampon citrato-fosfato pH 5. Se
determiné la absorbancia a 450 nm en el lector de placas ELISA. La interpretacion de los
resultados del ensayo se realiz6 mediante el método de las rectas paralelas. Se construyeron
curvas de inhibicion para la RI y las muestras respectivamente. Se llevo a cabo una regresion
lineal con los valores de Absorbancia en funcion del % de inhibicidén, para comprobar el
paralelismo (prueba de Student, p < 0,05) de cada muestra con la RI y se calcul6 la potencia
relativa como el antilogaritmo de la distancia horizontal entre las rectas paralelas.

Aluminio. Se realizé mediante valoracion quimica. A 1 mL de muestra, se anadié 1 mL de
acido sulfarico y 125 pL de &cido nitrico 65 %. Se calent6é a 100 °C durante 10 min y se dejo
enfriar a temperatura ambiente. Se afiadieron dos gotas de la disolucién indicadora
anaranjado de metilo 0,04 %. Se adicion6 lentamente disolucion de hidroxido de sodio 50 %
hasta tomar coloracidon amarilla. Se adicionaron 25 mL de agua destilada, 10 mL de
disolucién de EDTA sal dis6dica 0,01 N y 5 mL de disolucion reguladora de acetato. Se
sometio a ebullicién durante tres min. Se afiadié 1 mL de disolucion indicadora de 1-piridil-
2-azonaftol 0,1 %. Se valor6 en caliente con sulfato de cobre II 0,01 mol/L hasta que se
tornd rojo purpura. Se procedid a calcular el contenido de GHA por el volumen
consumido."’

Tiomersal. A 0,36 mL de muestra se adicionaron 0,2 mL de disolucién de acido sulftrico 1
N; 3,44 mL de etanol absoluto (95 %) diluido en agua 1:2 y 2 mL de disolucion de ditizona
0,3 mg/mL. Se determino la absorbancia de la disolucion de referencia y de la muestra a una
longitud de onda de 482 nm."

Seguridad General y Esterilidad. Se realizaron estos ensayos a los lotes a escala piloto segiin
la Farmacopea Estadounidense. '*%

Estudio de Estabilidad

Se realiz6 segiin metodologia de ICH,' con una duracién de dos afios, a temperatura de 2 a
8 °C, con bulbos en posiciébn normal e invertida. Se evaluaron tres lotes consecutivos
producidos en condiciones de BPF a escala piloto. Se realizaron los ensayos cada tres meses
para los siguientes parametros: caracteristicas organolépticas, pH, contenido de GHA,
contenido de tiomersal, adsorcion de Der s 1, adsorcién de proteinas y actividad alergénica
no adsorbida. El ensayo de esterilidad se realizo solo al inicio y final del estudio.'® !
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Métodos estadisticos

Se realiz6 mediante el programa Statistica 8.0 (StatSoft Inc., EE.UU.). A escala de
laboratorio se emple6 un disefio experimental factorial completo de tipo mixto de 2 y 3
niveles, segun Connor and Young,*' con los factores: concentracion de tampon fosfato
(niveles: 0 y 5 mmol/L) y concentracién de GHA (niveles: 0,5; 1 y 2 mg/mL) para evaluar la
influencia de estos en la adsorcidon del alérgeno Der s 1 y de las proteinas totales al GHA. En
otros experimentos, para la comparacion entre variantes, asi como entre diferentes pasos del
proceso, se emple6 ANOVA simple (complementado con test de Tukey) o de dos vias,
complementado con test de Bonferroni (GraphPad Prism v5.03, GraphPad Software, EE.
UU). Para la evaluacion de tendencias y estimacion del periodo de validez en el estudio de
estabilidad se empleo regresion lineal con el mismo software estadistico.

RESULTADOS
Influencia del orden de adicion de los componentes en la adsorcion

En un primer experimento donde se vari6 el orden de adicién de los componentes, los
valores finales de adsorcion de Der s 1, fueron superiores al 95 % mientras que la adsorcién
de proteinas, determinada por DO a 280 nm fue algo inferior con valores entre 89,7 y 95,1 %.
La primera variante en la que se adiciona el tampon PBS antes que el alergeno y el PL, fue la
de peores resultados tanto en cuanto a adsorcion de Der s 1 como de proteinas totales. En
cambio, el valor promedio de las otras tres variantes, en las cuales el PBS se adicion6 al final
fue claramente superior. La diferencia entre la variante 1 y el resto fue significativa, mientras
que no lo fue entre las variantes 2, 3 y 4 (ANOVA, p < 0,05) (Fig. 1). Por otra parte, el
control intermedio practicado durante el proceso de formulacidén permitié evidenciar que el
paso de adicion del tampon PBS al final, provocod en las variantes 2, 3 y 4 la reduccion
significativa, tanto de la adsorciéon de Der s 1, como de proteinas, sin diferencias
significativas entre estas tres variantes para ambas variables (ANOVA de dos vias p = 0,05)

(Fig. 1).

Por otra parte, la evaluacion de la concentracidon de proteinas no absorbidas mediante el
ensayo de Bradford arrojé valores por debajo del limite de cuantificacién del ensayo (10
pg/mL), indicativo de una adsorcidon mayor de 90,7 % de las mismas en todos los casos, si se
toma en cuenta que los valores iniciales se encontraban entre 107,5 y 118,1 mg/mL.

De ese modo, el orden de adicion de los ingredientes no resulté un factor importante,
excepto en el caso del tampdn, que cuando se afiadié al inicio produjo niveles claramente
inferiores de adsorcion. Asi, se seleccioné la variante 3 (adicion de Der s 1, seguido de PL y
finalmente tampon) para el siguiente experimento en que se evaluo la reduccion de fosfatos y
aluminio.

Influencia de la reduccion del contenido de GHA y del tampon PBS en la adsorcion

En un segundo experimento a escala de laboratorio se evalu6 la adsorcidn del alergeno Der s
1 y de las proteinas totales en dependencia del contenido de tampén y de GHA, a partir de
un disefio factorial (Fig.2). De modo general, la reduccion del tampon resulté en un
incremento de la adsorcién de Der s 1, y dicho efecto fue significativo (p < 0,05). El valor
maximo (99,8 %) se alcanzo en ausencia de tampon. En contraste, la variacién del contenido
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de GHA en el intervalo de 0,5 a 2 mg/mL mostré6 menor influencia sobre la adsorcion de
Der s 1. En el modelo lineal, dicho factor no fue significativo (p > 0,05) y en el modelo con
efecto cuadratico alcanzo solo por escaso margen la significacion estadistica (p = 0,03).

La adsorcion de las proteinas totales determinada por DO a 280 nm mostré un
comportamiento similar, aunque ninguno de los dos factores resultd estadisticamente
significativo, lo cual obedece a una mayor dispersion de los datos. Los valores de adsorcion
de proteinas oscilaron entre 92,1 y 96,2 %, para un promedio de 94,1 % (IC95%: * 0,8 %).
Por otra parte, con el empleo del método analitico alternativo (Bradford), los valores de
concentracion de proteinas en el sobrenadante resultaron inferiores al limite de deteccion del

ensayo (10 pg/mL) indicando una adsorcidn superior a 91,4 % en todos los casos, relativa a
los valores iniciales situados en el intervalo de 116,3 a 119,4 mg/mL.
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Figura 1. Valores de adsorcidon de Der s 1 al GHA en dependencia del orden de adicidén. Orden 1: PBS seguido

de alergeno y PL; Orden 2: alergeno, PL y PBS; Orden 3: PL, alergeno y PBS; Orden 4: mezcla de alergeno
mas PL y PBS. Las barras verticales indican IC95 %.
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Figura 2. Grafico de superficie del disefio factorial que describe la dependencia de la adsorcion de Der s 1 de la
concentracion de tampon fosfato y de gel de hidréxido de aluminio (GHA). Izquierda: teniendo en cuenta solo
efectos lineales, resulto significativo solamente el factor fosfato (p < 0,001). Ecuacion: z = 99,61 + 0,172x —

0,410y; 7= 0,949. Derecha: efectos cuadraticos. Resultaron significativos ambos factores, fosfato (p < 0,001) y
GHA (p = 0,03). Ecuacion: z = 100,49 - 1,65x + 0,709 x?- 0,410y; #=0,973.
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Resultado del escalado y estudio de estabilidad

A partir de los resultados a escala de laboratorio se seleccionaron cuatro variantes de
formulacién (denominadas A, B, C y D, Tabla 1) para su evaluacion a escala piloto en
condiciones de BPF. La variante A se corresponde con la formulacién original del producto.
Se obtuvieron 12 lotes, en total, tres por cada variante con rendimientos entre 799 y 1 044
bulbos, para un promedio de 874,1 y CV de 9,5 %, sin diferencias significativas entre
variantes (ANOVA, p > 0,05).

El promedio de los valores de pH fue de 6,98 + 0,06 sin diferencias significativas entre
variantes, a pesar de la reduccion o eliminacién del tampdn en la variante C. Por otra parte,
de las tres variables que miden los niveles de adsorcion, la de proteinas totales fue como
promedio 98,6 * 2,6 %, sin diferencias significativas entre variantes. La actividad alergénica
residual result6 como promedio 8,7 + 1,4 % indicando que el 91,3 % de los componentes
alergénicos fueron adsorbidos, tampoco sin diferencias significativas entre variantes. En
contraste, el contenido del alergeno Der s 1, el cual contribuye de forma importante a la
actividad alergénica total, si mostr6 diferencias entre variantes con menores valores para la
variante A (PBS 10 mmol/L) y B (PBS 5 mmol/L) con respecto a C (sin PBS) (Fig. 3). Estas
diferencias fueron significativas (ANOVA, p < 0,05).

Desde el punto de vista del control de calidad, todos los ensayos realizados al producto
terminado se encontraron dentro de los limites propuestos en el proyecto de especificacién de
calidad. Especificamente, los niveles de adsorcién de Der s 1 fueron superiores a 90 %, la
actividad residual no adsorbida fue menor de 20 % (o sea, mas de 80 % de adsorcién) y la
adsorcion de las proteinas totales fue mayor del 80 %. En general, el proceso demostro
consistencia, con valores relativamente bajos de dispersion en las variables principales;
especificamente, el CV promedio en las tres variables que indican adsorcion fue de 2,3 %.

o
<

Adsorcion (%)
NN
<

N
<

0

Actividad alergénica Ders1

Figura 3. Comparacion entre las variantes de formulacidn a escala piloto en cuanto a las variables que reflejan
adsorcion de la actividad alergénica total y del alergeno Der s 1. Las barras verticales indican el IC95 %. Las
variantes A y B mostraron diferencias significativas (ANOVA 2 vias, p < 0,05) en cuanto a adsorcion de Der s 1
con respecto a Cy D.
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Muestras de los lotes pilotos fueron sometidas a un estudio de estabilidad en tiempo real a
temperatura de 2 - 8 °C, evaluando todos los parametros de la especificaciéon de calidad.
Después de 24 meses de conservacion todas las variables se encontraban dentro de los limites
establecidos. En el andlisis de tendencia de las variables consideradas como mas susceptibles
de ser afectadas por los cambios en la formulaciéon: adsorcién de Der s 1, actividad alergénica
total no adsorbida y pH (Fig 4), los resultados fueron similares entre la posicién normal e
invertida, lo cual evidencia la no influencia del contacto con el tapon de clorobutilo sobre la
estabilidad del producto (Fig.4).

Las variables actividad alergénica total y pH no mostraron diferencias significativas entre
variantes de formulacion. En contraste, la adsorciéon de Der s 1 mostrd6 una tendencia
creciente en el tiempo (es decir en sentido positivo) para las variantes A (PBS 10 mmol/L) y
B (PBS 5 mmol/L), acercando sus valores promedios a los de las variantes C y D. En este
caso, las diferencias entre las variantes A-B con C y D, en cuanto a pendientes de regresion,
fueron significativas (ANOVA, p < 0,05). A partir del limite extremo del intervalo del 95 %
de confianza de la pendiente se calculd el periodo de validez como la intercepcién de la recta
con el limite de especificacién. De acuerdo a los resultados de esta estimacion para las
variables seleccionadas (Tabla 2), la actividad alergénica no adsorbida arrojé el menor valor:
28.3 meses, en el caso de la variante A en posicién invertida. En general, todas las
estimaciones fueron mucho mayores que el periodo evaluado: 24 meses y ninguna de las
variantes de formulacidon mostro claras ventajas sobre otras.

El ensayo de esterilidad realizado al final del estudio evidencié la preservacion de este
parametro importante para un producto inyectable, lo cual demuestra la integridad del
sistema de envase-cierre y la posibilidad de prescindir del preservo tiomersal (variantes B, Cy
D) sin afectar la calidad microbioldgica.

DISCUSION

Evaluar posibles mejoras en el proceso de formulacion que contribuyan a incrementar la
adsorcion del alergeno Der s 1 al GHA, y con ello contribuir a mejorar, eventualmente, la
seguridad y eficacia de la vacuna terapéutica, es el proposito de este trabajo. Los resultados
demostraron que el orden de adicidén de los componentes no constituyd un factor importante
para la adsorcién de Der s 1, a excepcidn de la variante donde se agrego6 el tampon PBS al
inicio, en la cual se alcanzaron niveles claramente inferiores de adsorcion. Este resultado
concuerda con lo obtenido en estudios anteriores sobre la influencia negativa del contenido
de iones fosfato sobre la adsorcion de Der s1 al GHA; probablemente, porque los mismos
compiten con el alergeno por la union al gel.® El efecto negativo del fosfato fue confirmado
en este trabajo cuando se redujo a la mitad o se eliminé completamente el contenido de sales
de fosfatos en tres variantes de formulacion, obteniéndose, valores cercanos al 100 % de
adsorcion, tanto a escala de laboratorio como en lotes pilotos en condiciones de BPF.

Otro objetivo fue evaluar la posible reduccion del contenido de GHA, el cual tiene un doble
rol en la vacuna: en la seguridad, para la disminucion del riesgo de reacciones anafilacticas
mediadas por IgE, y también en la efectividad, como potenciador de la respuesta de
anticuerpos IgG. El grado de adsorcion de los antigenos es importante en ambos roles. En
particular, en la vacuna Prolinem-DS el GHA sirve como sistema de entrega que permitiria
la presentacion antigénica mediante macropinocitosis y, por lo tanto, la presentacién
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simultanea del antigeno y el ligando TLR (o sea el PL) en el mismo fagosoma, factor que se

considera importante para la efectividad del adyuvante inmunomodulador.”**
Adsorcion Der s 1 Adsorcién Der s 1 (pos. invertida)
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Figura 4. Analisis de regresion lineal de la estabilidad de las variables seleccionadas: adsorcién de Der sl,
actividad alergénica no adsorbida y pH, para los bulbos en posicién normal (izquierda) e invertida (derecha) a
partir del promedio de los tres lotes de cada variante de formulacion.
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Tabla 2. Resumen del analisis de regresion de las variables principales del estudio de estabilidad, indicando el
signo y la significacion estadistica (p < 0,05) de la pendiente promedio para cada variante de formulacion, por
separado para los bulbos conservados en posicion normal (N) o invertida (I), y la prediccion del tiempo de
validez.

Ensayos Variables Variantes de formulacion

A B C D

N 1 N 1 N I N I
Adsorcion Pendiente >0 >0 >0 >0 n.s n.s <0 n.s.
Ders 1 Tiempo de validez

(meses) 0 ) ) o ) 0 60,9 90,5

AICtiV,id_ad Pendiente n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. >0 n.s. n.s.
30ergen1ca Tiempo de validez
adsorbida (meses) 31,5 28,3 o0 0 346 334 40,1 47,0
prH Pendiente >0 n.s. >0 >0 n.s. >0 n.s. n.s.

Tiempo de validez

61,4 58,6 46,5 40,5 41,5 34,3 86,8 83,4
(meses)

Como aspecto negativo ligado al uso del GHA se encuentra la formacién de ndédulos en el
sitio de la inyeccion,” que provocan malestar y dolor en el paciente. Los resultados
mostraron que la reduccién de este componente en la formulacion, de 2 a 0,5 mg/mL, no
influye negativamente en la adsorcion de Der s 1 y del resto de las proteinas al gel. De ese
modo, al menos desde el punto de vista estrictamente del desarrollo farmacéutico de la
formulacidn, esta reduccion seria factible. Se necesitaria un estudio de inmunogenicidad en
modelos animales para evaluar el efecto de esta reduccidon en cuanto a efecto farmacologico.

El escalado del proceso de formulacién de los productos biofarmacéuticos para uso
inyectable supone retos importantes desde el punto de vista de su procesamiento aséptico
para mantener su esterilidad. De ese modo, es necesaria la produccion de lotes a escala piloto
en instalaciones con cumplimiento de las BPF, con vistas a establecer los parametros de
proceso y evaluar la estabilidad en conservacion. Los resultados demostraron la posibilidad
del escalado de las variantes de laboratorio, ya que los principales parametros evaluados
como adsorcion de Der sl, actividad alergénica, y proteinas totales mostraron resultados
similares entre ambas escalas dentro del rango de variabilidad de los métodos analiticos
empleados.” La consistencia de los parametros de calidad entre lotes es un requisito esencial
de las BPF.?"*® Los resultados de los tres lotes de cada variante por separado y del conjunto
de los lotes producidos evidenciaron el cumplimiento consistente de los limites de calidad
propuestos y una variabilidad aceptable desde el punto de vista regulatorio, con vistas al uso
de los productos en ensayos no clinicos que requieran BPF y en ensayos clinicos tempranos,
Fase Iy II.

Otro aspecto evaluado en la fase de escala piloto fue la reduccion o eliminacion del
tiomersal, empleado como agente antimicrobiano. El uso de preservos es requerido para
productos inyectables con contenedores multiuso, pero es posible su eliminacion en vacunas
en presentacion monodosis, si se asegura su esterilidad durante el proceso de formulacién y
llenado aséptico, lo cual es muy dependiente de las instalaciones y equipamientos. Los
resultados demostraron, precisamente, que las variantes sin tiomersal (B, C y D)
mantuvieron el requisito de esterilidad durante el proceso, en el producto terminado y al final
del estudio de estabilidad de 24 meses. La eliminacion del tiomersal propuesta aqui sigue la
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tendencia mundial en vacunas®® y permite obtener un producto mas seguro al evitar el
peligro potencial de neurotoxicidad y la bioacumulacién en el ambiente.

La estabilidad de las vacunas y otros productos biofarmacéuticos basados en proteinas suele
ser muy limitada. Entre los factores criticos que influyen en la velocidad de degradacion de
las proteinas se encuentran la temperatura, el pH, la presencia de microorganismos, asi
como, la interaccidon con excipientes y el sistema de envase-cierre, en este caso vidrio de
calidad hidrolitica I y tapones de clorobutilo.'® Para evaluar apropiadamente la estabilidad en
conservacion de este tipo de producto son requeridos estudios de estabilidad en tiempo real
en las condiciones de conservacidon propuestas, en este caso, en refrigeracion de 2 - 8 °C.
Aunque, como es usual, el estudio de estabilidad evalua todos los atributos de calidad
establecidos en las especificaciones, este trabajo se enfoca en las variables que miden la
adsorcion de los alergenos (Der sl y actividad alergénica no adsorbida), precisamente a partir
de las diferencias apreciadas entre variantes en este sentido y por su importancia para la
efectividad y seguridad del producto.

Por otra parte, la reduccion o eliminacioén de las sales del tampodn fosfato pudiera afectar el
comportamiento del pH a largo plazo, factor importante para la estabilidad de las proteinas.
Ademas, el pH en un producto inyectable debe encontrarse cerca del rango fisiologico.** Sin
embargo, los resultados del estudio de los lotes pilotos evidenciaron la estabilidad de las
cuatro variantes de formulacion en todos los atributos de calidad. La adsorcion de Der s 1
fue la unica variable que mostrd claramente una tendencia significativa en el tiempo, aunque
en sentido positivo, pues se incrementd en las variantes que tenian valores de partida
inferiores (las variantes con menos contenido de PBS). Este incremento pudiera realmente
obedecer a un incremento de la adsorcion del Der s 1 debido a procesos de modificacion
quimica comunes en las proteinas, o también, a una mayor degradacion del antigeno en
disolucion con respecto al adsorbido, teniendo en cuenta la cinética mayor de las reacciones
en medio acuoso. Estudios de la estructura del antigeno arrojarian mas luz en ese sentido.

Por otra parte, no se apreciaron cambios de consideracion en el pH, incluso en la variante sin
tampon fosfato. Una posible explicacion puede ser la presencia residual de sales del tampon
provenientes del IFA, cuya concentracion en el producto final seria 10 % del nivel usual del
PBS, o sea, 1 mmol/L. Es conocido que dicha disminucion del contenido de tampon
conlleva reduccion de su capacidad amortiguadora, no obstante, el efecto no fue apreciable
en este trabajo.

La prediccion estadistica del periodo de validez super6 los 50 meses, 1o cual ofrece un amplio
margen sobre el periodo de validez propuesto de 24 meses. Este periodo se considera
apropiado para la comercializaciéon y coincide con el establecido para otras vacunas
disponibles actualmente en el mercado con igual periodo de validez.*® Por otra parte, los
resultados sugieren la posibilidad de evaluar la extension de este periodo mas alla de los 24
meses, lo cual pudiera ser conveniente para cadenas logisticas en paises subdesarrollados.

En general, el presente trabajo evalu6 un rango de valores en cuanto al contenido de
componentes de una formulacion vacunal (fosfatos, GHA, tiomersal), su impacto en los
principales atributos de calidad del producto durante su escalado en condiciones de BPF y su
estabilidad en conservacién en tiempo real. El método y los resultados alcanzados son
congruentes con el concepto regulatorio de “Espacio de Disefio”, introducido por las guias
ICH Q8 sobre desarrollo farmacéutico. * Este concepto plantea que el trabajo dentro de un
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rango de valores de las variables de diseflo, determinado previamente mediante
experimentacion, no se considera como “cambio” en la formulacion, en el sentido
regulatorio de este término, aspecto que sin dudas representa una ventaja para la futura etapa
productiva del producto y para su sistema de aseguramiento de la calidad.

CONCLUSIONES

La adsorcion optima del alergeno Der s 1 al gel de hidréxido de aluminio se obtiene con un
nivel igual o inferior a 1 mmol/L de tampo6n fosfato y tanto la reduccidn de fosfatos como de
gel de aluminio constituyen mejoras farmacéuticas factibles respecto a la formulacion inicial
de la vacuna antialérgica PROLINEM-DS. Para elevar la adsorcion de Der sl es conveniente
reducir el contenido de fosfato y adicionar este al final del proceso de formulacion. Asi, el
espacio de disefio del producto queda definido en cuanto a rangos de variacion de tampon
fosfato (1 a 10 mmol/L), GHA (0,5 a 2 mg/mL) y tiomersal (0 a 0,025 mg/mL), con
evidencias experimentales a escala de laboratorio y piloto, incluyendo la evaluacion de la
estabilidad durante 24 meses entre 2 y 8 °C. Los resultados han demostrado la consistencia
del proceso, segin lo requerido para la produccién con destino a ensayos clinicos Fase I y II.
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