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Formulaciones para lograr la estabilidad
de un preparado vacunal contra el sarampién
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RESUMEN. La forma liofilizada resulta la via mas estable para conservar por
largos periodos preparados vacunales contra el sarampién. Sin embargo, para
vencer el estrés que e] proceso representa sobre las particulas virales, se requie-
re la utilizacién de aditivos adecuados. Lios trabajos publicados al respecto, re-
portan el empleo de estabilizadores como el glutamato de sodie, la gelatina hi-
drolizada, el sorbitol ¥ algunos azicares conjuntamente con macromoléculas
que facilitan la liofilizacién. El objetivo del presente trabajo fue evaiuar el efec-
to de ocho formulaciones sobre 1a estabilidad del preparadc durante la liofiliza-
¢ién, asi como el efecto citotéxico de los aditivos sobre las células Vero. La for-
mulacidn compuesta por gelatina {,5 % + dextrana 0,3 % + iactosa 4 % +
glutamato de sodio 0,05 % + sorbitol 1,5 % retine las caracteristicas de presentar
buen aspectc y proteccion adecuada. La presencia de dextrana y gelatina, acom-
panadas de protectores como la lactosa, el sorbitol y el glutamato de sodio, con-
firieron buena proteccién al virus ante el estrés del proceso de liofilizacién. Se
 observé efecto citotdxico sobre las células Vero en las formulaciones de ge-
latina 2,5 % + sorbitol 5 %, gelatina 2,5 % + dextrana 2 % + sorbitol 5 %,
dextrana 4 %, lactosa 4 9% + peptona 5 %. En el resto de las formulaciones a
pesar de estar presente alguno de los compuestos anteriores, no se detecto
efecto toxiceo, probablemente debido a que se encontraban en menor pro-
porcién.

ABSTRACT. The freeze drying technique is usually employed to prepare vac-
cines in such a way that maximum infectivity and immunoclogical potency are
obtained, but the process may lead to loss of activity unless additives are present.
Such additives include proteinaceous material such as gelatin and a variety of
carbohydrates although the selection and concentrations of these are to some
extend arbitrary. The purpose of the work reported here was to study the effect
of eight formulations (Formulation 1: gelatin 2.5 % + sorbitol § %, Formulation
2: gelatin 2.5 % + dextran 2 % + sorbitel 5 %, Formulation 3: dextran 2 % +
glycine 2 %, Formulation 4: dextran 4 9, Formulation 5: saccharose 2.5 % +
sorbitol 5 %, Formulation §: lactose 4 % + peptone & %, Formulation 7: gelatin 2
% + sucrose 5 % + sodium glutamate 0.1 % + sorbito! 2 %, Formulation 8: gela-
tin 0.5 % +dextran 0.3 % + lactose 4 % + sodium glutamate 0.05 % + sorbitol 1.5
% )} on measles virus stability during freeze drying process and its cytotoxic
effect on Vero cells was studied. The results indicated that a formulation con-
taining dextran, lactose, sodium glutamate, gelatin and sorbitol comprising a
medium 199 for cell cuiture, used under conditions of this study, is an effective
stabilizer in the preparations of freeze dried measles virus suspensions. The
cytotoxic effect on Vero cells was observed when dexiran, peptone and Sorbitol
were present at specific rations of concentration, When the additive rations were
modified the toxic effect disappeared. The product aspect and high glass tran-
sition did not always correspond with the potency preservation. The similar
water adsorption was observed in all cases.

INTRODUCCION

Debido a la inestabilidad térmi-
ca de los preparados vacunales, es
necesario el emplec de agentes
estabilizantes. Dentro de las sustan-
cias de usc mas frecuente pars este
fin se encuentran: la gelatina hidro-
lizadz, carbohidratos como la lactosa
y sacarosa, aicoholes polihidroxila-
dos como el sorbitol, aminoécidos,
alblimina sérica humana y bovina,
casefna hidrolizada, glutamato de
sodio, entre otros.!®

La técnica de deshidratacién mds
frecuentemente empleada para los
virus es la liofilizacién. Sin embar-
gola efectividad de esta depende en
gran medida del medio estabilizante
empleado.*?

Los cultivos celulares son am-
pliamente utilizados en la Virologia
come soporte para que ocurra la
multiplicacién viral, produciendo
poco a poce carnbios morfoldgicos en
la monocapa celular que evidencian
la replicacién del virus. Por esta ra-
z6n, es necesario contar con células
de aspecto definido que brinden re-
sultados confiables.®

L.as vacunas virales estian cons-
tituidas por virus y otras sustancias
que les brindan estabilidad. Estas
sustancias estabilizadoras como son
la gelatina, la peptona, la sacarosa,
la lactosa, la dextrana y los arminoa-
cidos, protegen al virus de los cam-
bios bruscos gue tienen lugar duran-
te la congelacidon y el secado, pero
estas sustancias pueden ejercer efec-
to téxico sobre los cultivos celulares
utilizados en la determinacion de la
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potencia de la vacuna, lo que podria
conducir a obtener resultados falsos
positives.®

El objetivo de este trabajo consis-
116 en evaluar algunos egtabilizado-
res, estudiar sus caracteristicas
termofisicas, as{ como su toxicidad
sobre las ¢élulas VERO, para la pre-
paracién de una vacuna antisaram-
plonosa viva atenuada y Lofilizada
en Cuba.

MATERIALES Y METODOS
Preparacion de la suspension viral

Se fabricaron dos lotes de un pre-
parado vacunsal antisarampionoso,
empleando ¢elulas Vero como sustra-
to celular y la cepa vacunal Lenin-
grade 16 de procedencia rusa. Las
células se sembraron en frascos
Roux (175 em?®) a razdén de ochenta
millones de células por frasco en
medio 199 Base Hanks con 5 % de
suero fetal de ternera (SFT) y
suifato de neomicina (SN} como
antibiético. Degpués de formarse la
monocapa celular, se inoculé 1,5 mL
de la suspensidn viral con una
multiplicidad de infeccién de 1:100
vy se incubaron a (36 = 1) °C . Al
segundo dia, los frascos se lavaron
con regulador PBS para eliminar
el suero. Una vez aparecido el efec-
to ciiopéitico se realizaren las co-
sechas y su mezcla fue clarificada
por centrifugacién refrigerada a
1 300 r/min durante 15 min y pos-
teriormente conservada a -20 °C
hasta su uso.

Formulaciones empleadas

1. Gelatina 2,5 % + sorbitol 5 %.

2. Gelatina 2,5 % + dextrana 2% +
sorbitol 5 %.

. Dextrana 2 % + glicina 2 %.

. Dextrana 4 %.

. Sacarosa 2,5 % + sorbitol 3 %.

. Lactosa 4 % -+ peptona 5 %.

. Gelatina 2 % + sacarosa 5 % +
glutamato de sodio 0,1 % ~+
sorbitol 2 %.

8. Gelatina 0,5 %+ dextrana 0,3 % +
lactosa 4 96 + glutamato de sodio
0,05 % + sorbitol 1,5 %.

Cada estabilizador fue prepara-
do en agua destilada, ajustando el
pH de 7a 7,2. Fueron esterilizados
por filtracién todos los estabiliza-
dores excepto la peptona, 1a cual
fue tratada en autoclave a 121°Cy
101325 Pa{latm)por 15min. Una
vez preparados éstos, fueron mez-
clados en las proporciones corres-
pondientes de estabilizador y sus-
pensién viral para obtener las di-
ferentes formulaciones, las que
fueron almacenadas a -20°C hasta
su liofilizacidn.
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Efecto citotéxico de los estabiliza-
dores sobre las células VERO

Las células Vero se sembraron en
placas de 96 pozos a las que se le
adicionaron las mezclas de estabili-
zadores con medio 189 ¥ SN, Se in-
cubaron a (36 £ 1) “C durante 24 h.
Se determind el efecto citotdxico por
observacién al microscopioinvertido.

Infectividad viral

La infectividad del virus fue de-
terminada mediante la téenica de ti-
tulacién en microplaca utilizando
células Vero como sustrato de célu-
las, medio 198, STF y SN, e inocu-
lando las células con la suspensién
viral (0,1 mL/pozo), de acuerdo con
lo descrito en los requerimientos de
la OMS."® Los cidleulos se realizaron
empleandc el método de Dosis
Infectiva en Cultivo de Tejides al 50 %
{DICT, ) segtin Reed y Muench.*

Caracterizacién termofisica de las
diferentes formulaciones

La caracterizacidn termofisica de
las formulaciones se realizd en un
calorimetro diferencial de barrido
DSC-2 Perkin-Elmer. Para la deter-
minacién de la temperatura de tran-
sicién para las disoluciones se em-
pled unavelocidad de 5 K/min, mien-
tras que para los liofilizados la velo-
cidad fue de 10 K/min .
Liofilizacién

Laliofilizacién se realizé enun
equipo Telstar Crycdos, emplean-
do 0,5 mL de muestra en frascos
2R.

L.ias muestras se congelaron a
-70°C durante 2 h . El secado prima-
rio se efectué a — 40 °C durante 24 h
y el secado secundario se efectud
durante 24 h hasta que las platinas
alcanzaron la temperatura am-

biente. La presién de trabajc fue de
1Pa.

Determinacion de la humedad re-
sidual

Se efectud mediante el método de
Karl Fischier enun equipo Baird and
Tatlock (Inglaterra).

Caracterizacion del material de
acuerdo ¢on la apariencia y tiem-
po de rehidratacion

Se analizé la compactacién, mo-
vilidad y color de cada producto lio-
filizado.

Para determinar el tiempo de
rehidratacién los bulbos se recons-
tituyeron en 0,5 ml. de agua destila-
da y se midid el tiempo en que de-
moraba la “pastilla” en disolverse
completamente,

Isotermas de adsorcion

Se expusieron las muestras
liofilizadas a humedades relativas de
11, 32, 43, 58, 75, 81, 97 % hasta que
llegaron al equilibrio, Posteriormen-
te, se determind el valor de hume-
dad aleanzado por cada muestra en
esta condicidén.

RESULTADOS Y DISCUSION

Todo parece indicar que la pre-
sencia de algunas sustancias como
el sorbitol (5 %), la gelatina (2,5 %),
la dextrana (2 v 4 %) ¥ la peptona (5 %)
en determinadas proporciones pro-
vocan dafio a las células (Tabla 1)

Se cbservé que en las formulacio-
nes 7y B al disminuir la concentra-
cidn de gelatinadeun2aun 0,5 %, la
de sorbitoldeun2aun 1,5%7vy lade
dextrana hasta un 0,3 %, permite la
desaparicion del efecto téxico. Este
aspecto debe tenerse en cuenta en
la formulacién de un preparado
vacunal para este tipo de virus debi-
do a la posibilidad de obtener resul-
tados erréneos.

Como se cbgerva las formulacio-
nes 3, 4 y 6 presentaban tg’ que per-
mitian la realizacidén del proceso de
liofilizacién convencional (Tabla 2).
Los productos liofilizados corres-
pondientes presentaron bien aspec-
to. Sin embargoe, no siempre se co-
rrespondid con una elevada poten-
cia, de hecho las formulaciones 3y 4
presentaron buen aspecto ¥ caidas
notables en la potencia, mientras
que la formulacién 7 presentd mal
aspecto y una aceptable potencia. Lo
anterior indica que noe es suficiente
la presencia de una macremolécula
¥ un aminodacido como la glicina
para la proteccién del virus durante
el proceso de desecacién. También
se confirmé que la presencia deuna
proteina y un alcohol pelihidroxi-
lado (formulacion 1) tampoco es su-
ficiente para la estabilizacidén, aun-
que en este caso, el bajo valor de la
tg’ pudiera haber contribuido a la
pérdida de potencia durante la liofi-
lizacidn.

FElmejor resuitado se obtuve con
la formulacién 8 gque cumplia en
cuanto a los resultados de infectivi-
dad viral alcanzados, asi como con
lo referido al aspecto del producto.
Todo parece indicar gue la presen-
cia combinada de sorbitol v lactosa,
en este caso, es necesaria para la pro-
teccién. El sorbitol por una parte,
protege la infectividad del virus du-
rante la liofilizacidon y la lactosa por
otra, disminuye la cohegion fisica de
la preparacidon. A lo anterior, se le
debe adicionar la cooperacion que
brindan las macromoléculas como
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sustancias de carga en el proceso de
licfilizacién y la presencia de ami-
noacidos, los cuales reaccionan
preferencialmente con los grupos
carboxilos del medio protegiende 2
las proteinas virales de su posible
desnaturalizacién por estos grupos.

Por otra parte, sélo las formula-
cicnes 2, 3, 6. 7Ty 8 cumplen con lo
recomendado por la OMS que refie-
re que el titulo infectivo no debe ser
menor de 1000 DICT, .

Resultados similares a los abte-
nidos para la formulaciéon 8, se ob-
servaron en una formulacién com-
puesta por lactosa 5 % + sacarcsa b %
+ D-sorbitol 1,8 % + glutamato de
sodio 0,1 % + gelatina 2 %2

Sedebe senalar que si bien la for-
mulacién 8 presenta un elevado va-
lor de tg, lo cual garantiza la rigidez
de la matriz liofilizada en el caso de

gue el producto se exponga tem-
poralmente a una elevada tempe-
ratura durante la transportacién y
distribucidén, esto no constituye
una seguridad absocluta, debide a
que la misma presenta en su com-
posicién una sustancia proteica
que podria experimentar cambio al
exponerse a determinadas condi-
ciones.

Se estudié de igual forma la ad-
sorcton del producto at exponerlo a
humedades relativas de equilibrio
prefijadas (Fig. 1).

Se aprecid gue las diferentes for-
mulacicnes tienen un comporta-
miente similar en cuanto a la adsor-
citn de agua, pudiendo estar funda-
mentalmente condicionado por la
presencia del medio 199, que es el
componente mayoritario de la for-
mulacidn. Esta informacidn permi-

Tabla 1. Efecto citotéxico scbre las células Verc de las formulaciones emplea-
das en la estabilizacién de ia cepa vacunal contra el sarampion.

Estabilizador 24 48 72 120
h

AL DL Al DI AL DI. AL DL
1 + + + + + + + +
2 - - + - + -+ 4 +
3 ~ ~ ~ B _ i B -
4 + + + - - + + +
5 _ _ - - _ - - -
g + + + - + + + +
. _ B _ _ _ ~ _ _
8 - - - _ - - _ _

ALy DL Antes y después de licfilizar.

Hurneelad
%)

o B & & B

" 32 43 5 75 21 7
HR {%)

1 K542 B3 K4 F— 7§

Fig. 1. Influencia de la humedad relati-
va en la adsorcion de agua de las mues-
tras ligfilizadas.

tié ealcular los valores de monocapa
de agua adsorbida.

En todas las formulaciones los
contenidos de humedad de la
monocapa se encontraren entre un
5y 10 %, lo que indica que a los va-
lores de humedad residual obtenidos
después de la liofilizacién, son poco
probables las reaccicnes de deteric-
ro del producto por efecto de 1a hu-
medad, al no existir agua disponible
para movilizar las sustancias reacti-
vas. Se debe senalar que debidoa la
presencia de aziicares en las formu-
laciones pueden ocurrir cambios en
los valeres de la tg del producto lio-
filizado al variar ligeramente el con-
tenido de humedad residual.*?

CONCLUSIONES

La presencia de algunos aditivos
en las formulaciones como peptona,
dextrana y sorbitol, puede provocear
citotoxicidad sobre las células Vero
a determinadas proporciones.

Se comprobéd que no es suficien-
te la presencia de macromeoléculas
como la dextrana, que elevan latg’
v facilitan la liofilizacion, sinc que
también es necesaria la contribucion
de ciras sustancias como azticares,

Tabla 2. Temperaturas de transicién vitrea de la disolucion congelada y el licfilizado (tg’, tg) y titulos expresados como
Log DICT,, . del preparado vacunal contra el sarampion.

Formulacién  Humedad residual Log,,DICT,, Disolucién
(56) (s)
AL DL

1 2.0 -50 28 45 a7 Malo 5

2 1.8 —44 37 45 30 Regular

3 15 -25 50 45 2.8 Bueno 4

4 2.2 -26 58 4.4 1,7 Bueno 3

5 26 —49 40 45 3.0 Malo 10

8 2,6 43 6 45 30 Regular 4

7 2.5 -43 54 45 35 Malo 5

8 2.5 40 49 4.8 3.7 Bueno d

ALy DL Antes y después de lofilizar.
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: - Electroencefaldgrafo digital de 32 amplifi-

Medlcld cadores, 24 de ellos monopolares con ga-

- nancias programables y 8 bipolares que tie-

nen posidilidad de conexiéon monopolar

para formar hasta 32 canales con referen-

cia comln. Permite realizar por software

ta mayoria de las combinaciones de men-

taje que se acostumbran a utilizar en los
poligrafos de papel.

Los amplificadores bipolares estan es-
pecialmente concebidos para la conexién
de sensores o transductores para la me-
dicién de senales biofisicas (esfuerzo res-
piratorio abdominalftoracico, flujo aéreo
nasal/bucal, etc.) cuando se efectlan re-
gistros poligraficos.

Posee un doble aislamiento que garan-
tiza la proteccién del operador y et pa-
ciente contra shock eléctrico accidental y
. | posibilita su empleo en cualquier tipo de

) 1 | instatacidn hospitalaria.
Potencia y flexibilidad. / Con él pueden explotarse otras apli-

f .
Equipos para electroencefalografia digital. /f caciones tales como:

WTrackWa]ker: Sistema basico de EEG
digital. Puede incluir ademas, EEG
EEG CUANTITATIVO Y MAPEO CE EB cuantitativo y mapeo cerebral y Videa
VIDEO EEG EEG
CLASIFICACION AUTOMATICA DE ETAPA v Bralnside: Sistema para el monitorec
MONITOREQ INTRAOPERATOR[O of iraoperatorio ¢e) EEC.
Y DE CUIDADOS INTENSIVOS
POTENC!ALES PROYOCADOS SENSORIALES Y COGNITIVOS

¥/ DreamHunter- Sistema para estudios
de suedio.

¥ MindTracer: Sistema para el estudio
de potenciales evocados relacionados
a eventos.

Teléfonos: (537) 33 6568; 21 7442; 21 7390. Fax: (537) 33 6707. Correo electrénico. neursnici@cneuro.edu.cu
Apartado Postal 16041, Avenida 25y 158, Playa, Ciudad de La Habana, Cuba.
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