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SUMMARY

We studied the stability of recombinant hepatitis B surface an-
tigen (HBsAg) in phosphate saline buffer when stored frozen
(-20°C and -70°C), refrigerated (4°C), closed to room tempera-
ture (28°C) and freeze dried. AgsHB is produced at the CIGB,
Cuba, by recombinani DNA techniques from Pichia pastoris
yeast. After a purification process, an antigen more than 95%
pure is obtained. AgsHB is used in the Cuban anti-hepatitis B
recombinant vaccine Heberbiovac HB.

Just after the production of HBsAg, we tested its antigenic
identity by immunoenzimatic assay (ELISA), the purity and de-
gradation level by electrophoresis and the particle size by gel
filtration in high performance chromatographic system. These
tests were assumed as zero or initial time. After that, we eva-
luated the samples stored at different conditions at each sub-
sequent test interval, comparing the results with those at the
initial time.

The time of the study was prolonged up to 16 months at 4°C
and up to 10 months at 28°C, frozen for, 3,5 months and freeze
dried for one month.

At the studied conditions HBsAg maintained its antigenic iden-
tity and there were not noticeable changes in its organoleptic
characteristics. Regularly it preserved its physico -chemical
characteristics, but we observed some structural changes when
the HBsAg was frozen or freeze dricd. We consider that the
HBsAg preserved invariably its characteristic at 4°C in the eva-
luated period.

RESUMEN

Se estudid la estabilidad del antigeno de superficie recombinante
del virus de la hepatitis B (AgsHB) en tampon fosfato, en condi-
ciones de congelacion (-20°C y -70°C), refrigeracion (4°C), tem-
peratura cercana a la ambiente (28°C) y en forma liofilizada. EI
AgsHB fue producido en el CIGB por via recombinante a partir
de levadura Pichia pastoris. Luego de un proceso de purificacion,

dicho antigeno se obtiene con mds del 95% de pureza. El AgsHB
se emplea en la formulacién de la vacuna cubana antihepatitis B
recombinante Heberbiovac HB.

El material se analizé inmediatamente después de su produccién
evaluando la identidad antigénica del AgsHB mediante ensayo
inmunoenzimitico tipo ELISA, su pureza ydegradacion por elec-
troforesis y el grado de particulaciéon por gel filtracion (cromato-
grafia de alta resolucidon) y microscopia electrénica. Estos anélisis
se tomaron como tiempo cero o inicial. Posteriormente se reali-
zaron los andlisis en diferentes in¢ervalos de tiempo a las muestras
almacenadas en las distintas condiciones y se compararon con los
resultados obtenidos en el tiempo inicial.

El tiempo de estudio se extendié hasta 16 meses a temperatura
de 4°C y hasta 10 meses a 28°C; en condiciones de congelacidén
hasta 3,5 meses y en forma liofilizada hasta un mes.

El AgsHB mantuvo su identidad antigénica y no se observaron
cambios en sus caracteristicas organolépticas en las diferentes
condiciones de estudio y en general conservé sus caracteristicas
fisico-quimicas y solo se observaron algunos cambios estructura-
les cuando el antigeno se congeld o se liofilizé.

A 4°C, el AgsHB se mantuvo estable durante todo el estudio.

INTRODUCCION

El propésito de los estudios de estabilidad es
determinar como la calidad de un producto varia
con el tiempo bajo la influencia de una variedad de
factores experimentales. La calidad de un producto
sc determina por su contenido de sustancia activa,
por su purcza (que los productos de degradacion y
contaminantes se encuentren dentro de los limites
especificados), y por sus propiedades organolépticas,
fisico-quimicas y microbioldgicas (The Rules
governing Medicinal Products in the Furopean
Community, 1987).
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Los andlisis que se realizan tienen como objetivo
obtener informacidén que permita proponer un tiempo
de vida util para un producto medicinal y recomendar
sus condiciones de almacenamiento. Como
conclusiones deben recomendarse las condiciones
mas apropiadas de almacenamiento y el periodo en
que se garantiza que el material cumple con las
especificaciones (Guideline for Submitting
Documentation for the Stability of Human Drugs and
Biologics, 1987)

Se ha reportado que el AgsHB tiene una estructura
molecular compleja pues en adicién a la proteina
existen carbohidratos y lipidos provenientes del
hospedero (Peterson et al., 1977, Steiner ef al., 1974,
Gavilanes et al., 1982). De los diferentes componentes
del AgsHB, las proteinas son las responsables de la
induccién de anticuerpos, (Dreesman et al., 1975; Shih
y Gerin, 1975; Shih et al., 1978; Sanchez et al., 1981).
Los lipidos, por su parte, desempefian un importante
papel pues mantienen la estructura y la actividad
antigénica del antigeno (Gavilanes ef al., 1990).

El objetivo de este trabajo fue estudiar la
estabilidad del AgsHB, que se produce en ¢l CIGB
a partir de levadura, y se emplea como principio
activo en la formulacién de la vacuna cubana
antihepatitis B recombinante Heberbiovac HB. En
este trabajo se exponen los resultados de los andlisis
fisico-quimicos realizados al AgsHB almacenado en
las diferentes condiciones. Se observaron cambios
estructurales cuando el antigeno se congeld o se
liofilizd, pero hasta 16 meses de almacenado a 4°C y
a 28°C por 10 meses, mantuvo sus especificaciones de
calidad, lo cual evidencia su eclevada estabilidad.

MATERIALES Y METODOS

Antigeno de superficie de la hepatitis B (AgsHB),
condiciones de estudio

Se utiliz6 AgsH B en solucién tampdn que contiene 0.85 g/L
de NaH,POy, 1.39 g/L de Na,HPO,y 8 g/L de NaCla pH 7.0.
El material se envasé en recipientes de cristal limpios y es-
tériles. Se controld el procedimiento para este fin segln la
USP XXII (USP XXII, 1990).

Las muestras utilizadas en los estudios se tomaron de
lotes industriales. Su calidad, es decir concentraciéon de
AgsHB, pureza, y caracteristicas fisico-quimicas y
organolépticas fueron representativas de la produccion en
general. Los lotes de estudio se aprobaron por control de
calidad para su uso en la formulacién de la vacuna cubana
antihepatitis B en el momento de su produccidn.

La temperatura de almacenamiento en las diferentes
condiciones fue controlada y las variaciones no fueron

mayores de +1°C. Los experimentos presentados se

realizaron con tres lotes en cada condicién de almacenamiento

comominimo.

Determinaciones analiticas

Todos los andlisis se realizaron en los laboratorios de con-
trol de calidad, siguiendo los mismos procedimientos utiliza-
dos en el control de calidad de los lotes de AgsHB y por el
mismo personal. Las técnicas analiticas empleadas fueron va-
lidadas para identificar los cambios ocurridos y mostrar los
productos de degradacién. Se estudiaron las especificaciones
que son susceptibles de cambiar en el tiempo.

Ensayo Inmunoenzimitico tipo ELISA

Las concentraciones de AgsHB en las diferentes muestras
se determinaron por ELISA usando un anticuerpo policlonal
de carnero, obtenido contra antigeno natural. Para cada and-
lisis se tomaron tres muestras por lote (réplicas), calculdn-
dose luego los estadigrafos: media muestral, desviacién
estdndar y coeficiente de variacién. Los puntos para los cua-
les el coeficiente de variacion fue mayor que 20% se dese-
charon.

Cromatografia liquida de alta resolucién en gel
filtracion

Entrel00 y 150 pL de muestra se aplicaron a una columna
(TSK G5000PW, Japén) de 7.5 x 600 mm, con un flujo de 0.2
mL/min. La deteccidén se realizé a 280 nm.

El analisis de la muestra por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) en gel filtracidén verifica si el tiempo de
retencion del pico principal del antigeno se encuentra dentro
del intervalo establecido (73-78 min), lo que indica que el
tamaiio de las particulas es el adecuado (20 a 27 nm). Ademds,
permite detectar la existencia de agregacién o degradacién,
cuyas fracciones se separarian del pico principal presentando
tiempos de retencién menores o mayores, respectivamente.
Con este analisis se puede cuantificar, de forma relativa, la
cantidad porcentual que representa el pico principal del total
de especies en la muestra (pureza) y la cantidad relativa de
material degradado o agregado. Esto se hace calculando el
iarea bajo la curva para lo cual se emplea el programa
BioCROM (CIGB, Cuba).

Electroforesis

Se realizé en geles de poliacrilamida al 12.5% en
presencia de SDS. Las muestras se trataron con tampén de
tratamiento (Laemmli, 1971), calentdndose durante 10 min a
100°C. Se aplicaron 25 pg de proteinas en geles que
posteriormente se tifieron con Coomassie (Gel
Electroforesis of proteins, 198]). La cantidad porcentual
dec cada especie en las muestras se determiné por
densitometria, en un equipo Laser (LKB, Suecia, modelo
ULTROSCAN 2202).

Mediante el andlisis de la corrida electroforética
puede observarse si existen bandas de degradacién. Ademds
puede compararse si la migracion del antigeno en el gel es
similar, en las muestras sometidas a los diferentes
tratamientos y en la muestra patrén. También se puede
determinar el porcentaje relativo que representan las
bandas de degradacién y las especies de mayor talla
molecular. La cantidad, en por ciento, que representa el
AgsHB se reporta como pureza.

Observacién al microscopio electrénico

Se realizé por el método de tincién negativa. Las
microfotografias fueron tomadas con un aumento de X40 K.
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Mediante la observacién al microscopio electrénico, pueden
compararse las particulas de las muestras sometidas a
tratamientos, detectando la presencia de especies de morfologia
diferente.

Observacion de las caracteristicas organolépticas

Cada muestra tomada se observd para determinar si sus
caracteristicas de color, transparencia, y ausencia de precipitado,
entre otras, se mantienen con respecto a las muestras que no han
sido sometidas a ningun tratamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

La estabilidad a 4°C del AgsHB recombinante en
solucidn, antes de la adsorciéon en gel de hidréxido
de aluminio se estudié hasta 16 meses después de su
produccion. Los resultados de los andlisis realizados
inmediatamente después de producido cada lote y al
final del estudio se muestran en la tabla 1.

Los resultados de los analisis en los tiempos inter-
medios son similares a los que se reportan en la tabla.
No existidé tendencia a la disminucion de la concen-
tracion en el tiempo, es decir, se corroboré mediante
ensayo inmunoenzimatico la identidad antigénica del
AgsHB. El nivel de pureza determinado por electro-
foresis se mantuvo hasta el final del estudio y el perfil
cromatografico en gel filtracidon no tuvo cambios sig-
nificativos. Como se muestra en la tabla 1, el compor-
tamiento de los parametros estudiados fue similar
para los diferentes lotes. Los resultados demostraron
la estabilidad del antigeno almacenado a 4°C.

Para comprobar los resultados obtenidos en los es-
tudios de estabilidad, se preparé una vacuna con
AgsHB proveniente de los lotes de produccién alma-
cenados por 16 meses.

Tanto los andlisis fisico-quimicos como la potencia
de la vacuna preparada fueron satisfactorios (tabla 2),
teniendo en cuenta que las especificaciones de cali-
dad de la potencia relativa de las vacunas se basan en
limites inferiores, lo que se sustenta fundamentalmente

en los resultados de los estudios clinicos realizados
en humanos. Para la vacuna cubana antihepatitis B se
establece que la potencia debe ser superior a 0,5. La
variabilidad encontrada en los resultados es aceptable
para este tipo de pruebas en las que se utilizan ani-
males, y ademas, técnicas inmunoquimicas para la
cuantificacion de anticuerpos (Ferguson ef al., 1989
y 1990; Peetermans 1987).

En ningun lote se observé degradacion del AgsHB al
almacenarlo a 28°C durante 10 meses. Para cada lote
la variacion de la pureza en el transcuso del tiempo de

Tabla 1
Estudio del AgsHB almacenado a 4°C.
Tiempo C Tiem
de ¢ (:;ce:: Pureza ! dne P® | Pureza
Lote plmacena| o' (%) 8.5 (%)
. (g/mL) retencion
miento (B) . C (D)
(meses) (mitmg (C)
9201-02 0 561 99.2 77.3 96
10 533 99.7 77.0 98
9205-11R 0 439 98.4 75.3 97
15 693 99.1 78.0 97
9148R 0 528 100 77.0 94
15 830 99.6 75.8 99
9149 0 398 100 77.7 94
15 555 99.6 76.6 99
9143-44 0 466 100 77.8 95
16 368 100 76.8 97
9145-46 0 355 100 77.6 94
16 484 100 76.1 95
i:'e’};t‘j:lgs . >97% | 73-78min | (97+3)%

(A) Determinada por ensayo inmunoenzimatico tipo ELISA.
(B) Determinada por cromatografia de gel filtracion de alta
resoluciéon (HPLC). (C) Se refiere al tiempo de retencion de la
fraccién mayoritaria en la cromatografia de gel filtracién de alta
resolucion. (D) Determinada por densitometria a partir de
electroforesis en gel de poliacrilamida.

Tabla 2
Evaluacidon de lotes experimentales de vacuna antihepatitis B producidos a partir de AgsHB almacenado en diferentes condiciones
AgsHB Vacuna experimental
Desadsorcion del - e
Lote Condiciones de Lote Potencia Relativa AgsHB del gel de g:":l::)(;:ls:::::
i almacenamiento (E) Al(OH)3 g &p
F ((')
(F)
9143-44 4°C por 16 meses 1/93 3.56 Satisfactorio Satisfactorio
9145-46 4°C por 16 meses 2/93 3.63 Satisfactorio Satisfactorio
9200 4°C por 3.5 meses 10/93 15.50 Satisfactorio Satisfactorio
9200 -70°C por 3.5 meses 8/93 12.10 Satisfactorio Satisfactorio
Limites de aceptaciéon > 0.5 Satisfactorio Satisfactorio

(E) Se determind segln lo reportado por Izquierdo M. et al, 1993 (11).
(F) El método para evaluar el AgsHB desadsorbido del adyuvante (gel de AI(OH)3) fue descrito por Izquierdo M. et al, 1993 (12).

(G) Se evalua por observacién. Si la vacuna se presenta como una suspension blanco grisicea que se separa en dos fases, una liquida y
otra en forma de gel, después de un tiempo de sedimentacién, que al agitar se resuspende ficilmente, el resultado de esta especificacion
se da como satisfactorio.
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Fig. 1. Electroforesis de las muestras almacenadas a 4°C y 28°C. 1: Tiempo inicial, A: Muestra inicial, B: Patrén de antigeno; C:
Patrones de pesos moleculares; 2: 10 meses, D: Patrén de antigeno: Banda mayoritaria, mondmero 24 kDa, Dimero 43 kDa, E: Muestra
almacenada a 4°C, F: Muestra almacenada a 28°C, G: Patrones de pesos moleculares;: Albiimina de suero bovino: 67kDa, Interferén

alfa recombinante: 18 kDa..

estudio se encontré6 dentro de la variabilidad propia
del método de determinacion. En la figura 1 se mues-
tra el andlisis por electroforésis de uno de los lotes
estudiados. En este caso, la pureza de la muestra ini-
cial fue de 96t 3% y después de 10 meses de almace-
namiento se obtuvo 98+ 3% para el control a 4°C y
97+ 3% a 28°C, sin apreciarse bandas de degradacioén en
ninguna de las muestras.

En todos los casos, el tamaiio de las particulas, deter-
minado por microscopia electronica, oscildé en un rango
de 20 a 27 nm de didmetro, tanto en el tiempo inicial
como después de almacenado el AgsHB a 4°C y a 28°C hasta
10 meses.

El perfil cromatografico de las muestras, después del
almacenamiento, corrobord los resultados obtenidos por
electroforesis. E1 AgsHB que se mantuvo a 4°C y 28°C mostr6
una fraccidon mayoritaria de tiempo de retencién 77 min como
promedio en los diferentes lotes, que se corresponde con
antigeno adecuadamente particulado. Esto puede afirmarse
porque el tiempo de retencidn de esta especie en la columna
se encontrd dentro de los limites establecidos para este
pardmetro: de 73 a 78 min (figura 2).

o]
]
-
A
o
000 191,16
Q
«®
-
B
[°]
0.00 191,16
o)
x
-
C
-]
0.00 191. 16

Fig. 2. Perlil cromatogrifico del AgsHB almacenado a 4°C y 28°C,
A: Muestra inicial, 4°C; Tiempo de retencién: 77,3 min; Pureza: 99,2;
B: Muestra almacenada por 10 meses a 4°C; Tiempo de retencidn:
77,0 min; Pureza: 99,7, C: Muestra almacenada por 10 meses a
28°C;, Tiempo de retencion: 76,6 min; Pureza: 99,4% Eje X: Tiempo
de corrida (min); Eje Y: Absorbancia a 280 nm (mV)

BIOTECNGLO GIA APLICADA VOL. 11, No.3, 1995 258




M. Vega et al.

E1 AgsHB que se congeld mostrd, ademas, una frac-
cion de menor tiempo de retenciéon que la fraccion
principal (figura 3), que corresponde a particulas con
mayor estado de agregacion. La fracciéon de AgsHB
agregado en ningin lote fue mayor del 1% después
de 3,5 meses a -70°C, pero llegd a representar el 4%
del total, como mdximo en los lotes estudiados, para
las muestras almacenadas a -20°C el mismo tiempo.
A -20°C pueden quedar elementos de la solucién que
no se congelen completamente, a consecuencia de lo
cual el pH puede variar drdsticamente, por tal razdn,
para conservar proteinas es mejor emplear tempera-
turas inferiores a -25°C. La verdadera solidificacién
que ocurre a -70°C minimiza la desnaturalizaciéon de
las proteinas (Scope, 1987, Franks, 1992).

g
A
o
G.00 150.02
o
N
-
B
~
o
0.00 150.02
g
C
x
o
0.00 150.02

Fig. 3. Perfiles cromatogrificos del AgsHB sometido a condiciones
de congelacion. A: Muestra control; Tiempo de almacenamiento
3,5 meses, 4°C; B:Tiempo de almacenamiento 3.5 meses, -70°C;
C: Tiempo de almacenamiento 3.5 meses, -20°C.La flecha sefiala
la fraccién de mayor estado de agregacién en cada caso.

Mediante microscopia electrdnica no se detectaron
diferencias entre las particulas que componen las
muestras sometidas a diferentes condiciones de
congelacidn (figura 4), cuyo tamaiio fue similar al de
las muestras de 4°C (20-27 nm).

El AgsHB fue reconocido por el anticuerpo
policlonal en el ensayo ELISA, lo que demuestra que
las particulas no perdieron su identidad antigénica a
causa de ser congeladas. La potencia de la vacuna
preparada a partir del AgsHB congelado a -70°C por
3,5 meses, fue satisfactoria. Los resultados se
muestran en la tabla 2.

(‘gnu h i
44888 BKY

]

Kig. 4. Microfotografia electronica de las muestras congeladas.
A: Muestra control; Tiempo de almacenamiento 3,5 meses, 4°C;
B: Tiempo de almacenamiento 3,5 meses, -70°C;

C:Tiempo dec almacenamiento 3,5 meses, -20°C.
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Fig. 5. Perfiles cromatograficos del HBsAg antes y después de
liofilizado

(A): antes de liofilizar

(B): después de liofilizar.

Eje X: Tiempo de corrida (min)

Eje Y: Absorbancia a 280 nm (mV)

En las muestras de AgsHB que se almacenaron
por un mes en forma liofilizada también se observo
una fraccion de menor tiempo de retencidon que la
fraccidn principal, pero en mayor cantidad. Como
promedio, entre los diferentes lotes liofilizados la
fraccion de menor tiempo de retencion contiene el
18% del AgsHB total de la muestra.

En general el proceso de liofilizacidn produjo una
disminucién significativa en el reconocimiento del
AgsHB por el anticuerpo policlonal del ELISA, lo
cual evidencid que este proceso le produjo cambios
que afectaron su reconocimiento por los anticuer-
pos empleados en el ensayo inmunoenzimatico.

Aunque la liofilizacién se prefiere cada vez mds
en la industria farmacéutica, a pesar del alto costo
y tiempo de procesamicnto que implica este método
(Pikal, 1991, partes I y II), sc¢ ha reportado que la
actividad de las proteinas tiende a bajar sustancial-
mente durante el proceso (Franks ef al,, 1991).

La apariencia de las muestras no cambio al ser
sometidas a los distintos tratamientos; no varié su
coloracidn ni se afecté6 su transparencia, no
aparecieron precipitados ni evidencias de cambio
de viscosidad, ni otra alteracion de las
caracteristicas organolépticas.

CONCLUSIONES

El antigeno de superficie del virus de la hepatitis
B purificado en el CIGB puede almacenarse a 4°C
durante 12 meses, en condiciones estériles. En este
tiempo se garantiza la estabilidad, pues los estudios
se extendieron hasta 16 meses a esta temperatura,
satisfactoriamente.

La cromatografia de gel filtracién en sistema de
alta eficacia sirve para verificar los cambios estructu-
rales que se producen en el antigeno cuando este se
congela o se liofiliza.

La temperatura de -20°C no es adecuada para el
almacenamiento del AgsHB, pero a -70°C hasta 3,5 me-
ses no se detectaron cambios significativos. La lio-
filizacion, ademds, afectd el reconocimiento del
AgsHB por el anticuerpo policlonal del ensayo
ELISA.

Aunque la temperatura de 28°C no es recomenda-
ble para el almacenamiento del producto, por su pro-
pia naturaleza, no se encontraron cambios
estructurales cuando fue sometido a estas condiciones
hasta 10 meses, lo que muestra su alta estabilidad.
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