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RESUMEN

En el presente trabajo se evaluan las principales propiedades
fisico-quimicas de un adyuvante de origen vegetal (AOV), el
Montanide 888 VG®, en sustitucion de su homélogo de origen
animal (AOA), el Montanide 888®, con el objetivo de ser empleado
como compuesto adyuvante durante la etapa de formulacion de
la vacuna Gavac®, la cual se utiliza para combatir la garrapata
Boophilus microplus. Se determinaron los principales parametros
de calidad de los lotes de vacuna obtenidos utilizando el
AQV, tales como estabilidad térmica, estabilidad mecanica,
tamafo de gota, viscosidad, plasticidad, inocuidad, potencia
y caracteristicas organolépticas, mediante la aplicacion de
procedimientos operacionales establecidos especificamente
por el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB)
para la vacuna Gavac®. De forma general, los lotes de vacuna
producidos utilizando el AOV mantuvieron una actividad bioldgica
similar a aquellos que emplearon el Montanide 888®, mientras
que todos los parametros de calidad estuvieron dentro del rango
establecido por el numero de parte NP 5054, para todos los lotes
de formulados obtenidos empleando el AOV. Se puede concluir
que, el compuesto Montanide 888 VG® puede ser utilizado como
adyuvante durante la formulacién de la vacuna Gavac®, sin
afectar la seguridad, potencia y eficacia del producto final. Para
obtener los correspondientes resultados estadisticos se empled
el software estadistico Statgraphics Plus® version 5.1.

Palabras clave: Adyuvantes; evaluacion; seguridad; eficacia;
Gavac®
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ABSTRACT

In the present work, the main physico-chemical properties of an
adjuvant of vegetal origin (AVO), the Montanide 888 VG®, were
evaluated, in substitution of its homologous of animal origin
(AAO), the Montanide 888®, with the aim of being used as an
adjuvant compound during the formulation stage of the Gavac®
vaccine, which is used to combat the Boophilus microplus tick. The
main quality parameters for the vaccine batches obtained using
the AVO were determined, such as thermal stability, mechanical
stability, drop size, viscosity, plasticity, innocuousness, potency
and organoleptic characteristics, by applying  operational
procedures specifically established by the Center of Genetic
Engineering and Biotechnology (CGEB) for Gavac vaccine®.
In general, the batches of vaccine produced using the AVO
maintained a biological activity similar to those that used the
Montanide 888®, while all the quality parameters were within the
range established by the standard NP 5054, for all batches of
formulations obtained using the AVO. It can be concluded that the
adjuvant Montanide 888 VG® can be used during the formulation
of the Gavac® vaccine, without affecting the safety, potency and
efficacy of the final product. To obtain the corresponding statistical
results, Statgraphics Plus® statistical software (version 5.1) was
used.
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INTRODUCCION

En la actualidad, la vacunacién es una de las intervenciones
médicas preventivas mas efectivas y seguras. Desde su
descubrimiento, son el mejor medio para prevenir enfermedades
y se consideran el mayor logro de la salud publica de todos los
tiempos.

Los adyuvantes son moléculas, compuestos o complejos
macromoleculares, que en combinacidon con los antigenos
favorecen la estimulacion del sistema inmunitario y aumentan la
efectividad de las vacunas. La palabra adyuvante proviene del
latin adjuvare, que significa “ayudar, asistir’ [14].

En la actualidad, los adyuvantes juegan un papel importante
en cuanto a la eficacia de las vacunas a medida que los
antigenos se purifican con mayor profundidad. En el campo de
la veterinaria, los adyuvantes deben incrementar la respuesta
inmune especifica (RIE) en contra de patdgenos y mejorar asi la
proteccion del hospedador. Estos deben ser estables y seguros
ya que los efectos secundarios pueden influir en el crecimiento,
la tasa de reproduccion y el confort del animal. Deben ser faciles
de usar, lo cual significa que el proceso de produccion de la
emulsién debera ser conveniente y efectivo desde el punto de
vista econdmico. El empleo de un adyuvante adecuado reduce la
dosis o la concentracion del antigeno a inyectar, decreciendo asi
el costo global de la vacuna [1, 16].

De forma general, las formulaciones del tipo agua-en-aceite
(W/O) son recomendadas para los bovinos (Bos primigenius),
pequefios rumiantes, aves de corral y peces cuando se necesita
inmunidad a largo plazo [1].

Los trabajos de revision mas recientes sobre adyuvantes,
se enfocan mas en aquellos inmunoestimuladores (saponinas-
QS21, oligonucledtidos CpG, lipopolisacaridos, monofosforil
lipido A, citoquinas), en los de naturaleza lipidica (liposomas,
virosomas, cochleates), en los llamados particulados (particulas
de polaxamero, semejantes a los virus), y las tradicionales sales
de aluminio [14].

Actualmente el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia
(CIGB) de Camagliey, Cuba produce una vacuna contra la
garrapata Boophilus microplus, conocida comercialmente como
Gavac® [2, 9, 17], la cual contiene 100 microgramos (ug) de la
proteina Bm86 por cada dosis de 2 mililitros (mL) de vacuna
formulada. La vacuna es una emulsién del tipo agua-en-aceite
(W/0O), y contiene un 36% de aceite mineral y un 4% del (AOA),
Montanide 888°.

Debido a que existe el riesgo potencial de transmision de
la Encefalitis Espongiforme Bovina (EEB), las autoridades
regulatorias internacionales desalientan el uso de sustancias de
origen animal durante la fabricacién de medicamentos y vacunas.
Por este motivo, en el aio 2007, la firma comercializadora Seppic
decidié retirar del mercado el Montanide 888® y reemplazarlo

por un AOV, denominado Montanide 888 VG®. A causa de este
cambio, fue necesario llevar a cabo la evaluacion del nuevo
compuesto: adyuvante (Montanide 888 VG®), a una escala
equivalente a la escala de produccion (20 litros -L-) durante
el proceso de formulacion de la vacuna Gavac®, con el fin de
caracterizar y estudiar sus propiedades mas importantes como
compuesto adyuvante, y comprobar que el nuevo formulado
obtenido cumple con las especificaciones de calidad vigentes,
manteniendo sus atributos de seguridad, efectividad y eficacia.

Son varios los autores que han evaluado diversos tipos
de adyuvantes para la formulaciéon efectiva de vacunas. De
esta manera, Rodriguez y col. [18] llevaron a cabo varios
experimentos para evaluar el efecto adyuvante de fracciones de
levadura recombinante Pichia pastoris en modelos de ratas (Mus
musculus) y ganado vacuno. Estos autores encontraron que, la
combinacién de membrana de levadura de P. pastoris junto con
saponina fue la formulacién mas efectiva a la hora de estimular
la respuesta inmune humoral (RIH) en ratas, provocando una
respuesta superior a aquella obtenida mediante el adyuvante
tradicional (Montanide 888). Raman y col. [15] evaluaron la
influencia de los adyuvantes saponina y Montanide ISA 50 en
la RIH de terneros ante el antigeno purificado de la garrapata B.
microplus. Li y col. [12] compararon la eficacia de dos vacunas
para cerdos (Sus scrofa) contra la fiebre aftosa, las cuales fueron
emulsificadas con dos tipos de adyuvantes: 1) Montanide ISA 201
y 2) Montanide ISA 206, respectivamente. Por ultimo, Khorasani
y col. [11] compararon la eficacia de dos vacunas contra la fiebre
aftosa en terneros, las cuales fueron formuladas con dos tipos de
adyuvantes: 1) Montanide ISA 61 VG mas saponina y 2) gel de
hidroxido de aluminio mas saponina, respectivamente.

El objetivo de este trabajo consistid en efectuar la evaluacion
de un compuesto AOV, el Montanide 888 VG®, en sustitucion
de su homologo animal, el Montanide 888®, durante la etapa de
formulacion de la vacuna Gavac®, con el fin de caracterizar las
propiedades fisico-quimicas mas importantes de las vacunas
obtenidas, asi como también la de realizar estudios, tanto de
efectividad como de eficacia de aquellos formulados obtenidos
utilizando este AOV.

MATERIALES Y METODOS

En la TABLA | se exponen las principales especificaciones de
calidad, tanto del adyuvante de origen animal como vegetal.

Proceso de fabricacion de la vacuna Gavac® empleando ambos
adyuvantes

Para llevar a cabo la evaluacion experimental del nuevo
compuesto se empled un reactor de 50 L de volumen total
(Chemap®), asi como también un emulsionador de acero
inoxidable (IKA®, SD41) y 3 tanques de 100 L de capacidad total
(Chemap®), todos ellos equipados con agitacion, ademas de todos
los equipos auxiliares normalmente utilizados en una operacion
de este tipo (bombas peristalticas, mangueras, valvulas, etc.).

421



Evaluacion Adyuvante Vacuna Gavac® Pimentel-Pérez, R. y col.

TABLA |
ESPECIFICACIONES DE CALIDAD PARA EL ADYUVANTE DE ORIGEN ANIMAL
(MONTANIDE 888%) Y PARA EL DE ORIGEN VEGETAL (MONTANIDE 888 VG®)

Parametro Montanide 888°

Montanide 888 VG®

Descripcion

Surfactante no iénico, anhidromanitol-
eteroctadecanoato de alta pureza perte-

Surfactante no iénico, anhidromanitol-eteroctadecanoato de
alta pureza perteneciente a la familia de los oleato-manide.

neciente a la familia de los oleato-manide. Es un liquido ambar con ligero olor a grasa y bajo contenido

Es un liquido ambar con ligero olor a

grasa.

Gravedad especifica a Alrededor de 0,97

20 °C
Viscosidad a 25 °C Alrededor de 350 mPa.s
Valor acido 1 max
(mg KOH/g)
Valor de saponificacion 140 - 150
(mg KOH/g)
Valor de hidroxilo (mg 90 - 105
KOH/g)
Contenido de agua (%) 0,7 %
Valor de lodo 58 - 69
(91/100 g)
Valor de peréxido 0.0-2,0
(mmoles/kg)

de agentes preservantes (timerosal).

Compuesto principal: Oleato de manide
Alrededor de 0,97

Alrededor de 350 mPa.s
1,1 max

140 - 150

90 - 105

0,7 %
58 — 69

0.0-2,0

Proceso de fabricacion de la vacuna Gavac® empleando ambos adyuvantes.

Las formulaciones de la vacuna Gavac® empleando ambos
componentes bajo estudio, fueron realizadas a una escala de
20 L, el cual constituye un volumen de trabajo equivalente al de
la escala de produccion. El proceso de formulacién consistio,
fundamentalmente, de todas las etapas tipicas comunmente
efectuadas para llevar a cabo un proceso de este tipo, es decir:
esterilizacion/higienizacién previa de todo el equipamiento ha
emplear en el proceso; produccién de las fases acuosa (FA) y
oleosa (FO) en tanques apartes; adicion de la FO formada hacia
el reactor; esterilizacion y enfriamiento de la FO dentro del propio
reactor; adicion del formaldehido a la FA formada, y medicién del
pH de la mezcla resultante; adicion del Ingrediente Farmacéutico
Activo (IFA) a la FA; filtracion y alimentacién continua de la
mezcla IFA-FA a la FO contenida dentro del reactor; formacién
de la emulsién del tipo W/O por medio del empleo del equipo
emulsionador, y por ultimo la realizacién de las pruebas de calidad
correspondientes al tipo de emulsion previamente obtenido [4].

Se elaboraron 3 lotes de formulacion, de 20 L cada uno,
empleando el Montanide 888° como adyuvante, mientras que
para evaluar la utilizacion del Montanide 888 VG® también se
produjeron 3 lotes utilizando ese mismo volumen de trabajo, para
un total de 6 lotes considerando ambos adyuvantes.

Para realizar todos los lotes de evaluacion se empleé el lote de
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IFA nimero 14.0701-3R. En la TABLA Il se muestra el consumo
de cada una de las materias primas empleadas para producir un
lote de la vacuna Gavac®, para ambos compuestos adyuvantes.

También se fabricé un lote de Placebo empleando el AOV,
pero con la diferencia de que se adicioné una solucién tampon
en lugar del IFA, con el objetivo de emplearlo durante el ensayo
de potencia para efectuar la dilucién de la vacuna.

Para el control de proceso se realizaron los ensayos de
estabilidad mecanica referidos en el Procedimiento Patron
de Operacion (PPO) 2.31.233.06 [3], mientras que el tipo de
emulsion se determiné utilizando el PPO 2.14.800.06 [4].

Alos 6 lotes totales efectuados se le realizaron pruebas Fisico-
Quimicas y Bioldgicas, referidas en el NP 5054 [8], exceptuando
el ensayo de Esterilidad y Volumen. El ambiente interno de la
cabina de flujo laminar (ICEM®, FX100 Faster) fue monitoreado
antes y durante el proceso de formulacion y llenado, aplicando
el Método de Placa Expuesta segun PPO 2.31.701.97 [5] En la
TABLA Il se muestra el esquema de muestreo seguido durante
la produccion de los lotes.

Estudios de estabilidad de la vacuna

Durante la produccion de un lote de vacuna, los ensayos de
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TABLA Il
CONSUMO DE MATERIAS PRIMAS PARA PRODUCIR 1 LOTE DE VACUNA GAVAC®,
TOMANDO EN CUENTA AMBOS COMPUESTOS ADYUVANTES

Parametro Montanide 888° Montanide 888 VG®
Volumen del Granel (L): 20 20
Tamafo del lote (dosis): 8500 + 10000 8500 + 10000
Datos del I.LF.A
Lote de I.F.A 14.0701-3R 14.0701-3R
Concentracion de proteinas [Lowry] miligramos (mg)/ 4,25 4,25
mililitros (mL)
Volumen de solucién de I.F.A (L) 0,238 0,238
Cantidad de proteinas totales [gramos (g)] 1,01 1,01
Pureza (%) 98,75 98,75
Cantidad de |.F.A ajustada (g) 1,00 1,00
Datos generales del Formulado:
Volumen a Formular (L) 20,00 20,00
Tiempo de duracion [minutos (min)] 3 3
Preparacién de la Solucion Oleosa
Volumen de solucién oleosa (L) 8,00 8,00
Aceite Mineral (L) 7,20 7,20
Montanide 888 (L) 0,80 0,80
Preparacion del Tampoén Proteico
Masa total del Tampén proteico [kilogramos (kg)] 12,000 12,000
Masa de hidrégeno-fosfato de di-sodio [m_,,,0.] (9) 79,05 79,05
Masa de di-hidrégeno-fosfato de sodio dihidratado 4,86
[mNaH2P04'2H20] (g)
4,86
Masa de cloruro de sodio [m,_.] (9) 69,70 69,70
Masa de agua [m,,,.] (kg) 11,76 11,76
Volumen de formaldehido [HCHO] (mL) 11,60 11,60

Estabilidad Térmica y Mecanica deben ser realizados solamente
en el momento en que éste se produce, ya que la vacuna es una
emulsién del tipo W/O. Este tipo de emulsidn resulta inestable
desde el punto de vista termodinamico, por lo que las pruebas
aceleradas incrementan notablemente la entropia del sistema,
provocando un incremento del proceso de desnaturalizacion
(destruccién) de la emulsiéon. A causa de lo anterior, no tiene
sentido llevar a cabo estas pruebas de estabilidad en fecha
posterior a la de la produccion de la formulacion, ya que se estaria
sumando al tiempo real transcurrido el efecto de la temperatura
o el efecto gravitacional, segun corresponda, durante el ensayo
de estabilidad.

No obstante, se decidié efectuar un estudio de estabilidad de
las formulaciones obtenidas, empleando tanto el AOA como el
AOV, bajo dos temperaturas de trabajo: 56 y 37 °C. Lo anterior
se realizd con el fin de efectuarles un estudio de reto o desafio

a ambas formulaciones, para asi comparar los resultados
obtenidos con aquellos descritos en la literatura [13, 20], en la
cual se establece que una formulacion oleosa del tipo W/O que
se mantiene estable por 5 dias (d) a 56 °C, y por 15d a 37 °C
equivale a una estabilidad de 2 afos (a) a 4 °C.

De esta manera se colocaron frascos de ambas formulaciones
producidas con los dos componentes adyuvantes bajo
temperaturas de 56 y 37 °C por 5 y 15 d, respectivamente. La
estabilidad mecanica de los frascos fue determinada diariamente
segun PPO 2.31.233.06 [3].

Los valores obtenidos fueron procesados utilizando el
paquete estadistico Statgraphics Plus® 5.1 [19], realizando
transformaciones en los datos expresados en porcentaje %
por medio de la aplicacion del arcoseno de la raiz cuadrada del
numero, para realizar posteriormente una prueba t de Student.
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TABLA Il
MUESTREO REALIZADO EN LA PRODUCCION DE LOS LOTES OBTENIDOS
PARA LOS DOS COMPUESTOS ADYUVANTES BAJO ESTUDIO

Ensayo Tipo No. Bulbos
Caracteristicas Organolépticas Prueba 1
Estabilidad Térmica Prueba 4

Reprueba 2
Estabilidad Mecanica Prueba 2

Reprueba
Tamafio de Gotas Prueba 1

Reprueba 1
Comportamiento Reoldgico Prueba 3

Reprueba 1
Potencia Prueba 3

Reprueba 2
Seguridad General Prueba 3

Reprueba 3
TOTAL 27

TABLA IV
COMPARACION DE LO RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS CONTROLES A PROCESO REALIZADOS PARA
CADA UNO DE LOS LOTES DE FORMULADO OBTENIDOS, EMPLEANDO TANTO EL AOA COMO EL AOV
Muestras / Adyuvante Montanide 888° Montanide 888 VG®
Lote MA1 Lote MA2 Lote MA3 Lote MV1 Lote MV2 Lote MV3 Lote Placebo

Tipo de emulsion W/O W/O W/O W/O W/O W/O W/O
Estabilidad mecanica (Hu/H )" 0,97 0,98 0,96 0,98 0,98 0,97 0,97

“Hu — altura de la columna emulsificada; H, — altura de la columna de emulsion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Comparacién de las caracteristicas fisico-quimicas entre el AOA
y el AOV

Las especificaciones fisico-quimicas tomadas en cuenta
durante el estudio son iguales entre si para ambos componentes,
segun se puede observar en la TABLA L.

Comparacion de los resultados obtenidos para los ensayos tipo
de emulsién y estabilidad mecanica en el control del proceso de
las formulaciones obtenidas, utilizando tanto el AOA como el AOV

Los controles de calidad realizados a los lotes formulados
utilizando los dos adyuvantes bajo estudio, estuvieron dentro
de los parametros establecidos, segun se puede observar en la
TABLAIV.
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En la TABLA V se muestra el comportamiento de las
caracteristicas de calidad de todos los lotes de formulado
obtenidos empleando ambos adyuvantes.

Segun se puede apreciar en la TABLA 'V, todos los parametros
de calidad registrados para cada uno de los lotes de formulacion
obtenidos empleando el AOV, se comportaron de manera similar
a aquellos resultados obtenidos utilizando el AOA. De esta
manera se observa el cumplimiento de las especificaciones
de calidad descritas para la vacuna Gavac®, segin NP 5054
[8]. La TABLA VI resume los resultados estadisticos obtenidos
(tomando en cuenta un 95% de intervalos de confianza) para
cada uno de los parametros de calidad considerados de acuerdo
con NP 5054, con relacion a ambos adyuvantes estudiados,
mientras que en la FIG. 1 se muestran los graficos de Caja y
Bigotes obtenidos como resultado de la aplicacion del paquete
estadistico Statgraphics Plus® 5.1 [19], también para cada uno de
los parametros de calidad considerados.
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TABLAV
COMPORTAMIENTO DE LOS PRINCIPALES PARAMETROS DE CALIDAD PARA TODOS LOS LOTES DE FORMULADO
OBTENIDOS DE VACUNA GAVAC®, EMPLEANDO TANTO EL AOA COMO EL AOV

Montanide 888° Montanide 888 VG® Placebo Criterios de
Lote MA1 Lote MA2 Lote MA3 Lote MV1  Lote MV2  Lote MV3 aceptacion
Estabilidad 0,97 0,95 0,96 0,97 0,98 0,97 0,96 20,90
Térmica (Hu/Ho)
Estabilidad 0,86 0,86 0,88 0,97 0,97 0,96 0,97 >20,80
Mecanica (Hu/Ho)
Tamano de gota 100 100 100 100 100 100 100 280
(%< 5um°)
Viscosidad (mPa.s$) 471,28 554,04 476,91 1020,32 814,71 822,16 670,65 <1500
Plasticidad 0,789 0,757 0,795 0,728 0,757 0,756 0,772 <1
Inocuidad Pasa la Pasa la Pasa la Pasa la Pasa la Pasa la Pasa la Pasa la
prueba prueba prueba prueba prueba prueba prueba prueba
Potencia 0,791 0,754 0,963 0,978 0,509 0,638 - <1
(DES50B, ug¢)
Caracteristicas Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
organolépticas

*micrémetros; SmiliPascal.segundo; FDE — Dosis de inmundgeno a la que se seroconvierten el 50 % de los animales; *microgramos.

e _

e) 05 08 oI o0 03

FIGURA 1. GRAFICOS DE CAJA Y BIGOTES OBTENIDOS
PARA CADA UNO DE LOS PARAMETROS DE CALIDAD
CONSIDERADOS, APLICANDO EL PAQUETE ESTADISTICO
STATGRAPHICS PLUS® 5.1.

a) ESTABILIDAD TERMICA
b) ESTABILIDAD MECANICA
c) VISCOSIDAD

d) PLASTICIDAD

e) POTENCIA

Estabilidad térmica

De acuerdo con los resultados mostrados en la TABLA VI y
en la FIG. 1, se puede observar que no existen diferencias
significativas con respecto a la variable Estabilidad Térmica para
dos formulaciones obtenidas (P < 0,05).

Estabilidad mecanica

Los resultados de estabilidad mecanica (EM) obtenidos para
cada uno de los lotes de formulados producidos, empleando el
AOA, se comportaron de manera inusual, ya que, de acuerdo con
el historial de datos disponibles para esta variable a lo largo de
todos los lotes de produccién obtenidos, el valor medio de esta
caracteristica se encuentra alrededor de 0,965; sin embargo,
segun se puede apreciar en la TABLA'V, su valor no superé 0,89
para todos los lotes estudiados. De esta manera se considera
que pudo haber existido un error en el momento de realizar la
técnica analitica, pues en este caso el comportamiento obtenido
durante los estudios de estabilidad reflejo que la EM se encontrd
por encima de 0,92 para todos los puntos considerados, y que
ademas los resultados obtenidos durante el control de proceso
(TABLA 1V) reflejaron valores superiores a los determinados por
el Departamento de Control de la Calidad (TABLA V).

Por el contrario, el comportamiento de las formulaciones
obtenidas empleando el AOV tuvo buen desempefio,
correspondiéndose con los valores medios histéricos obtenidos
para aquellas formulaciones que emplean AOA. Los resultados
obtenidos fueron superiores a los descritos en la especificacion
de calidad lo cual indica que el producto se comporté de forma
estable en este sentido.
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TABLA VI
RESUMEN DE LOS RESULTADOS ESTADISTICOS PARA CADA UNA DE LAS VARIABLES DE CALIDAD

Parametro / Adyuvante Frecuencia Media Mediana

Desviacion

Maximo Asimetria Estadistico Valor
tipica t P

Minimo

Estabilidad Térmica

Montanide 888°® 3 78,5226 78,463 1,47428 77,049 80,0258 0,128376 -2,01714 0,1139
Montanide 888 VG® 3 80,6405 80,0258 1,0647 80,0258 81,8699  1,22474
Estabilidad Mecanica
Montanide 888® 3 68,5955 68,0272 0,984301 68,0272 69,7321 1,22474 -14,1513 0,0001
Montanide 888 VG® 3 79,5049 80,0258 0,902247 78,463 80,0258  -1,22474
Viscosidad
Montanide 888® 3 500,743 476,91 46,242 471,28 554,04 1,20435 -5,31534 0,0060
Montanide 888 VG® 3 885,73 822,16 116,618 814,71 1020,32  1,21912
Plasticidad de la emulsion
Montanide 888® 3 0,78133 0,789 0,0204287 0,757 0,795 -1,10696 2,20059 0,0926
Montanide 888 VG® 3 0,747 0,756 0,0164621 0,728 0,757 -1,21966
Potencia
Montanide 888® 3 0,836 0,791 0,11153 0,754 0,963 1,07485 0,829055 0,4537
Montanide 888 VG® 3 0,70833 0,638 0,242282 0,509 0,978 0,845873

El analisis estadistico relacionado con el comportamiento de
la EM para ambas formulaciones (TABLA VI y FIG. 1) dio como
resultado diferencias significativas, probablemente influenciado
por dificultades en la ejecucion del método de ensayo efectuado
sobre las muestras de Montanide 888.

Tamaiio de gota

La distribucion del tamafio de gota en la fase dispersa de una
emulsién inyectable esta fuertemente relacionada con la estabi-
lidad de la misma, por lo que obtener una emulsion en la cual la
mayoria de los glébulos sean inferiores o iguales a 2 milimicras
(um), es considerado en la practica industrial como una emulsién
fina [10, 20]. De acuerdo con los valores mostrados en la TABLA
VI, se puede decir que el comportamiento de esta variable para
ambas formulaciones estudiadas fue similar, obteniéndose en
todos los lotes producidos, empleando tanto el Montanide 888°
como el Montanide 888 VG®, resultados donde mas del 97% de
las gotas contenidas en la fase dispersa presentan una tamafio
inferior a los 2 ym, lo cual cumple con el criterio de aceptacion
especificado, el cual indica que el 80% o mas de las gotas obte-
nidas deben tener un tamafo de gota <5 ym (TABLA V).

Viscosidad

La viscosidad de una emulsidon es un elemento de suma
importancia, el cual permite evaluar la calidad de la vacuna
obtenida desde el punto de vista fisico. En el rango de viscosidad
especificado, éste es directamente proporcional a la estabilidad
del formulado, aunque con el incremento de la viscosidad se
hace mas dificil su aplicacién. El analisis estadistico realizado
sobre los resultados de viscosidad obtenidos (TABLA VI y FIG.
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1c), muestra que existen diferencias significativas entre las dos
formulaciones obtenidas, aunque los valores reportados para
los lotes de formulado se comportaron de manera satisfactoria,
estando siempre por debajo de los 1500 mPa.s, valor que cumple
con el criterio de aceptacion vigente para la vacuna Gavac®,
segun NP 5054. El comportamiento reolégico de un sistema
disperso depende de la viscosidad y concentracién del medio
de dispersion; de la forma y tamafio de las particulas; de la
naturaleza de las interacciones existentes entre las particulas,
asi como también de la interaccion de estas con el medio de
dispersion.

Para abordar la discusion de los resultados obtenidos se
procedié a tomar en cuenta por separado cada uno de los
factores que intervienen en el comportamiento reoldgico.

=  Viscosidad del medio de dispersion

De acuerdo con los Certificados de Calidad emitidos para
cada uno de los adyuvantes utilizados, la diferencia existente
entre los valores obtenidos de viscosidad a 25°C para ambos es
minima, siendo de 290 centipoises (cP) para el Montanide 888°
y 286 cP para el Montanide 888 VG®, por lo que el incremento
en la viscosidad de la formulacién obtenida utilizando el AOV
no se debe al cambio del emulgente. Ademas, segun se puede
observar en la TABLA |V, la formulacién obtenida con el lote de
Placebo alcanzé un valor de viscosidad de 670,65 mPa.s, la cual
es muy cercana a los valores obtenidos empleando el AOA.

= Tamafnio de las particulas

Como se puede apreciar en la TABLA VIl la distribuciéon del
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DISTRIBUCION DEL TAMANO DE GOT1/'\£II_EI;\\I \ﬁIAS FORMULACIONES PRODUCIDAS

Tamaiio de gota MA1 MA2 MA3 mMv1 Mv2 Mv3
A Menores o iguales a 1um 52,9% 98,7% 100% 51,0% 100% 100%
B Mayores de 1 hasta menores o iguales a 2 ym 45,9% 1,3% 0,0% 48,0% 0,0% 0,0%
(o) Mayores de 2 hasta menores o iguales a 3 ym 1,2% 0,0% 0,0% 1,0% 0,0% 0,0%
D Mayores de 3 hasta menores o iguales a 4 ym 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
E Mayores de 4 hasta menores o iguales a 5 ym 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
F Mayores de 5 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%

H = (A+B+C+D+E / A+B+C+D+E+F)*100 = % de gotas < 5um Doénde: MA — Montanide Animal

tamano de gota obtenida en la formulacién obtenida con el AOV,
estuvieron mayormente distribuidas en las menores e iguales a
1um, lo que indica que es una emulsion fina. Lo anterior revela la
posible existencia de particulas muy pequefias insertadas dentro
de la formulacién, las cuales estén provocando un aumento de
la viscosidad, a causa del incremento de la homogeneidad de la
emulsion [7, 10].

= Interacciones existentes entre las particulas, y entre éstas
con el medio de dispersion

La existencia de un numero elevado de particulas pequefas
en las formulaciones obtenidas con el Montanide 888 VG®, tiene
como efecto el aumento de la viscosidad de la dispersion, a causa
de la inmovilizaciéon de la fase continua o debido a la interaccién
entre las fases. La viscosidad de una emulsiéon aumenta a medida
que la distancia entre las gotas y particulas disminuye, lo cual se
traduce en un incremento de la concentracion de la misma [10,
20].

Plasticidad

En los resultados que se muestran en la TABLA VI y FIG. 1d
referente a la variable Plasticidad, se puede apreciar que las dos
formulaciones obtenidas se comportan como un fluido del tipo
pseudoplastico, segun criterio establecido en PPO 2.31.274.14
[71, lo cual indica que su punto de ruptura tiene un valor tan bajo
que no es apreciable, y que su viscosidad diferencial disminuye
continuamente con la fuerza de cizalla. La media de los valores
obtenidos fue similar, siendo de 0,781 para el AOA y 0,747 para
el AOV, lo cual indica que no existen diferencias significativas
desde para ambas formulaciones obtenidas con respecto a esta
variable de calidad.

Potencia

Los resultados estadisticos obtenidos de esta variable (ver
TABLA VI y FIG. 1e) para cada uno de los formulados obtenidos
mostraron que no existen diferencias significativas de este
parametro para las dos formulaciones estudiadas. Lo anterior
indica que la formulaciéon obtenida con el Montanide 888 VG®
tendra una eficacia similar a la que presenta la formulacion
obtenida empleando Montanide 888°, ya que a nivel del organismo

MV — Montanide Vegetal

modelo (Mus musculus), hubo un satisfactorio desarrollo de
anticuerpos para ambas formulaciones aplicadas, de acuerdo
con el procedimiento descrito en PPO 4.09.092.06 [6].

Caracteristicas organolépticas

Las dos formulaciones tuvieron un comportamiento similar
respecto a esta variable, cumpliéndose en ambos casos el NP
5054.

Seguridad general

Los dos formulados tuvieron un comportamiento satisfactorio
durante los ensayos de Seguridad General efectuados. Este
comportamiento es de vital importancia ya que el mismo
esta directamente relacionado con la seguridad de la vacuna
formulada.

Resultados de estabilidad mecanica acelerada a 55°C

Enla FIG. 2 se muestran los resultados para las formulaciones
obtenidas, aplicando tanto el AOA como el AOV, las cuales
fueron sometidas a un estudio de estabilidad acelerada a 55 °C

Comparacién del comportamiento de la establlidad
a 55 °C para los dos adyuvantes bajo estudic
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FIGURA 2. COMPARACION DEL COMPORTAMIENTO DE LA
ESTABILIDAD MECANICA ACELERADA A 55 °C PARA LOS
DOS ADYUVANTES BAJO ESTUDIO.
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De acuerdo con los resultados mostrados en el FIG. 2, se
puede apreciar que las dos formulaciones presentaron un
comportamiento similar en el tiempo al analizar el parametro EM,
obteniendo mejores resultados la formulacion que utilizé el AOV
como adyuvante. En ninguna de las dos formulaciones obtenidas
se observa una disminucién de la relacion Hu/Ho en el tiempo.
De esta manera, durante los 5 d de ensayo las dos formulaciones
mantuvieron valores de EM de acuerdo con los criterios de
aceptacion establecidos para la vacuna Gavac®, segun NP 5054.

Resultados de estabilidad mecanica (EM) acelerada a 37°C

En la FIG. 3 se muestra la comparacién entre los resultados
obtenidos para cada uno de los estudios de EM acelerada
realizados a 37°C de temperatura, para ambas formulaciones
consideradas

Comparacion del comportamiento de la estabilidad

a 37 °C para los dos adyuvantes bajo estudio
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FIGURA 3. COMPARACION DEL COMPORTAMIENTO DE
LA ESTABILIDAD MECANICA ACELERADA A 37 °C PARA
AMBOS ADYUVANTES ESTUDIADOS

En el primer punto de la FIG. 3, correspondiente a los
datos obtenidos para el Montanide 888%°, se observé un
comportamiento diferente de la EM con respecto al resto de los
valores generados, debido, quizas, a dificultades introducidas
durante el procedimiento de ensayo. Sin embargo, a partir del
segundo dia se obtuvieron valores de EM de acuerdo con el
comportamiento normal registrado para este tipo de formulacion.
Todos los resultados obtenidos de los ensayos efectuados para
las dos formulaciones se encuentran dentro de los valores
especificados segun norma NP 5054, derivandose de esta forma
la futura estabilidad del producto en el tiempo. Segun se puede
observar en la FIG. 3, la mayoria de los valores obtenidos de
Hu/Ho para la formulacién producida con Montanide 888 VG®
fueron superiores en comparacion con aquellos alcanzados para
el Montanide 888°. De esta manera, se infiere que la utilizacién
del AOV no afectara la estabilidad de la vacuna en el tiempo.

CONCLUSIONES

Las formulaciones obtenidas con el AOA (Montanide 888°)
y el AOV (Montanide 888 VG®) tuvieron un comportamiento
similar en cuanto al cumplimiento de las especificaciones de
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calidad de la vacuna formulada. La vacuna obtenida utilizando
AOV mantiene una actividad biolégica similar a la que emplea
AOA, indicando asi que no se afectara su eficacia. El ensayo
de seguridad general evidencio que la vacuna formulada con el
AOV es segura. Lo mismo sucede con aquellas formulaciones
obtenidas empleando el AOA. Las dos formulaciones en estudio
son estables 5 d a 55°C y 15 d a 37°C, desde el punto de vista
gravitacional, lo que evidencia que no se afectara el periodo de
validez establecido para el producto actual. EI AOV Montanide
888 VG® puede ser utilizado durante el proceso de formulacion
de la vacuna Gavac®, sin que ocurran variaciones en la seguridad
y eficacia del producto final.
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