Sanofi Pasteur

Vacuna antigripai tetravalente (virion fraccionado, inactivada)

Seccidn 3.
Validacién y/o evaluacion de

2222 Etapas6a8

La eliminacion de la neomicina durante las etapas 6, 7 y 8 se evalué calculando la disminucion

contenido de neomicina entre la etapa 6 (Hquido alantoideo crudo) y la etapa 8 (Hquido alantoideo
concentrado), Los resultados detallados en la Tabla 7 se ilustran en la Figura 4.

Tabla 7: Eliminacién de neomicina entre las etapas 6 y 8

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4
Cantidad de neomicina (U/mL) 17,4 16,1 144 14,9
Etapa 6 Volumen (mL) 2 550000 1738 000 3078 000 2 746 000
Cantidad total de neomicina (g) 63,38 41,15 65,18 60,17
Cantidad de neomicina (UI/mL) 9,37 9,80 10,80 7,80
Etapa 8 Volumen (mL) 156 400 126 500 183 700 175 300
Cantidad total de neomicina (g) 2,15 (1,82 2,92 2,01
Rendimiento de la eliminacidn entre las 26,7 95,6 95,5 96,6
etapas 6y 8

Figura 4: Contenido de neomicina en el lote durante las etapas de produccién 6y 8
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Sanofi Pasteunr ' Seccion 3
Vacuna antigripal tetravalente (virion fraccionado, inactivada) Validacidn y/o evaluacién de

Entre las etapas de produccién 6 y 8 del proceso de elaboracion, se elimina alrededor de] SRER

Ja neomicina. Los siguientes argumentos scfialan cudl es la etapa del proceso responsable de oty

eliminacion:

« Durante la cosecha (etapa 6), el liquido alantoideo se diluye con tampon de citrato trisodico,
lo que reduce la concentracion de neomicina en el Hquido (aunque sin cambiar la cantidad
total).

¢ Durante la etapa 7, el liquido diluido se clarifica mediante centrifugacion para eliminat
residuos, células, etc., que provienen del huevo. Este proceso no elimina la neomicing, que
esta disuelta en el liquido.

« Durante la etapa 8, el liquido clarificado se concentra aproximadamente 20 veces mediante
ultrafiltracién (corte de 1a membrana: 300 kDDa). Dado que el peso molecular del antibidtico
es de 0,7 kDa, pasa facilmente a través de la membrana en el ultrafiltrado. Asi, la etapa 8 es la
operacién que provoca una reduccién de la masa de neomicina en el producto de
aproximadamente un 96 %.

2.2.2.3 Etapas10y12

Desde la etapa 10 en adelante (cosechas de la primera ultracentrifugacién isopicnica), se observo
que la cantidad residual de neomicina se hallaba, de manera uniforme, por debajo del limite de
deteccion en todas las muestras analizadas hasta la Gltima etapa 21 (correspondiente al DS).

Se realizé un experimento de agregado en pequefias cantidades a fin de estimar la eliminacion de
neomicina de la etapa 10 en adelante.

Con este fin, se disolvieron 2000 g de sulfato de neomicina en 100 litros de citrato trisddico
0,125 M, lo que produjo una concentracion de 20 mg/mL. Los 100 litros se dividieron en cuatro
alicuotas de 25 litros. Cada fraceion se sometié al mismo proceso de purificacion utilizado
durante la primera ultracentrifugacién isopicnica de rutina de la elaboracién de la vacuna
antigtipal. Se recolectaron las siguientes muestras:

«  Control negativo: tampén de citrato trisédico antes de la adieion de sulfato de neomicina.

o Control positivo: tampén de citrato trisddico después de la adicion de sulfato de neomicina y
antes de la ultracentrifugacién isopicnica (es decir, la solucién que se va a purificar).

o  Agrupacion de la fraccién con un contenido de sacarosa >50 %.

e Agrupacién de la fraccion con un contenido de sacarosa del 50 % al 28 %.
¢ Agrupacién de la fraccion con un contenido de sacarosa <28 %.

e Agrupacién de efluentes (liquido recolectado eluido del gradiente).

La agrupacion de las fracciones de 50-28 % se diluy6 hasta un volumen final de 25 litros con
solucién PBS. Cada fraccion se sometié al mismo proceso de purificacién utilizado durante la
segunda ultracentrifugacion isopicnica de rutina. Se recolectaron las siguientes muestras:

s  Control positivo: agrupacién de las fracciones de 50-28 % diluida con PBS antes de {a
segunda ultracentrifugacién isopicnica.
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Sanofi Pastenr

Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada)

o  Agrupacién de la fraccién con un contenido de sacarosa >50 %.

«  Agrupacién de la fraccién con un contenido de sacarosa del 50 % al 35%.

+  Agrupacién de la fraccion con un contenido de sacarosa del 35% al 22%.

o  Agrupacién de la fraccién con un contenido de sacarosa <22%.

o  Agrupacién de efluentes (liquido recolectado eluido del gradiente).

El citrato trisddico 0,125 M no contenia una cantidad de sulfato de neomicina superior al limite de
deteccidn del método de titulacién. En la Tabla 8 se informan los resultados del analisis de
neomicina de las distintas muestras.

Tabla 8: Eliminacion de la neomicina durante las etapas 10 y 12: Determinacién de las

cantidades de antibidtico

Etapa de purificacidn Producto Con:;r;i::i)c(ii:asaljg;o de

Primera ultracentrifugacién isopicnica | Carga inicial total 1 847 500™*
Agrupacion de los efluentes 1874 257
Agrupacion de las facciones <28 % 69 954
Agrupacion de las fracciones de 50-28 % | 2902
Agrupacién de las fracciones >30 % 95

Segunda ultracentrifugacién isopieniea | Carga inicial ' 3419
Agrupacion de los efluentes 3258
Agrupacién de las fracciones <22 % 111
Agrupacion de las fracciones de 35-22% | 15
Agrupacion de las fracciones de 50-35% | 2
Agrupacion de las fracciones >50 % 1

La cantidad de antibittico afiadida inicialmente al tampaén de citrato (2 000 000 mg) se compard con la

cantidad de antibidtico determinada en el mismo tampén mediante un anélisis con Bacillus subtilis. Se
determind una recuperacion del 92 % (= 100 x (1 847 500/2 000 000).

Los calculos de equilibrio de masa para cada ciclo de purificacidn demostraron niveles de
recuperacion del 105 % y del 99 % en la primera y en la segunda ultracentrifugacion isopicnica,

respectivamente.

Los resultados muestran que la neomicina se recupera predominantemente en los efluentes y en
las fracciones de baja concentracion de sacarosa: v

o Los efluentes de la primera y de Ia segunda ultracentrifugacién isopicnica (etapas 10 y 12 dei
proceso de elaboracion) contenfan 101 % y 95 %, respectivamente, de la carga de neomicina
al comienzo de cada ciclo de ultracentrifugacion isopicnica. El resultado de 101 % se puede
explicar debido a pequefios errores analiticos y aproximaciones durante los célculos.

e El contenido de neomicina medido en las fracciones de interés cosechadas durante la primera
ultracentrifugacién isopicnica (que contienen el virus: 50--28 % de sacarosa) representaba
el 0,16 % de la carga total al comienzo de la ultracentrifugacién isopicnica.
~
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e Tl contenido de neomicina medido en las fracciones de interés cosechadas durante la se
ultracentrifugacién isopicnica (que contienen el virus: 50--35 % de sacarosa) representaba
el 0,06 % de la carga total al comienza de Ja segunda ultracentrifugacion isopicnica.

o Elcontenido de neomicina medido en las fracciones que serdn purificadas adicionalmente
durante un tercer paso de ultracentrifugacion isopicnica (es decir, 35-22 % de sacatosa,
cosechada durante la segunda ultracentrifugacién isopicnica) representaba el 0,4 % de la
carga total al comienzo de la segunda ultracentrifugacién isopicnica.

La diferencia en el contenido de neomicina residual relativo presente en las fracciones de interés
entre la primera y la segunda ultracentrifugacion isopicnica (0,16 % y 0,06 % de la carga inicial,
respectivamente) se explica por el hecho de que el rango de la cosecha de la segunda
ultracentrifugacion isopfenica es més acotado que el rango de la cosecha de la primera
ultracentrifugacién isopicnica (50-35 % de sacarosa y 30-28 % de sacarosa, tespectivamente).

En las condiciones de la prueba (una matriz de citrato trisédico 0,125 M con una concentracion de
sulfato de neomicina de 20 mg/mL), se puede calcular un factor de eliminacion total del
antibiético de la “primera y segunda ultracentrifugaciones isopicnicas” de la siguiente manera:

Factor de eliminacion = Carga de antibi6tico al comienzo del ptoceso de purificacién
Carga de antibi6tico en la cosecha de la 2.2 ultracentrifugacién isopfenica

(35-50 %)

i

1.256 300 000 UT
1480 Ul

Factor de eliminacion “de la primera y de la segunda ultracentrifugacion
isopicnica” = 8,49 x 10°= 5,9 logio

BT sonionide mixino de neomicina en el liqudo alantoideo al momento de Ja cosecha (etapa 0) es
de 60 pg/mL (en el caso més desfavorable; es decir, si no se eliminara la neomicina durante las
etapas de elaboracion anteriores). El factor de eliminacién calculado lleva este contenido de

60 pg/mL en la etapa 6 a 71 pg/mL en la suspension viral purificada en la etapa 14, Este altimo
valor es inferior al limite de deteccion del método de titulacion (método oficial descrito en el
método 1.0 2.7.2 “Analisis microbiolégico de los antibidticos” de la Ph. Eur., edicidn actual). El
estudio es aceptable.

233 Conclusién sobre la eliminacién de la neomicina

Teniendo en cuenta una carga de antibiético méxima de 600 ug de sulfato de neomicina por huevo
y un volumen de cosecha méximo de 10 mL de liquido alantoideo, la concentracion de sulfato de
neomicina podria alcanzar tedricamente los 60 ng/mL de liquido alantoideo en el momento de la
cosecha.

El factor de eliminacién de la neomicina para cada una de las etapas de elaboracion evaluadas se
caleulé como la proporcion:
Cantidad total del antibiotico que ingresa en la etapa de elaboracion
Cantidad total del antibidtico al final de la etapa de elaboracion

La cantidad de neomicina se redujo durante las etapas de elaboracion evaluadas:
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e por un factor de eliminacién del 50--70 % entre la etapa 3 y la etapa 5 y;
+ por un factor de eliminacion del 96 % entre las etapas 6 y 8;
« por un factor de eliminacién de 5,9 logjo entre las etapas 10y 12,

Ademas, con base en la cantidad de neomicina en la etapa 8 y el factor de eliminacion entre las
etapas 10 y 12, se determind un contenido medio de antibiotico residual de 2,1 picogramos pot
dosis de DS de 15 pg de antigeno HA en la etapa 15 del proceso. Por lo tanto, una dosis de QIV
contiene un maximo de 10,1 pg de antibidtico residual por dosis de 0,5 mL.

En conclusién, se demosttd la capacidad del proceso de purificacién para eliminar el sulfato de
neomicina. El contenido de neomicina por lote se reduce en mas del 99,9998 %.

2.3  Hidrocortisona

2.3.1 Validacion de la eliminacion de la hidrocortisona

2.3.1.1 Protocolo del estudio

El estudio de validacion de la eliminacién de la hidrocortisona se lleva a cabo con un minimo de
3 Jotes consecutivos de una cepa gripal. Como se ha presentado en la introduccion de la
validacién del proceso de purificacion, los resultados de este estudio son aplicables a las cuatro
cepas gripales.

Dutante el proceso de elaboracién de la cosecha monovalente concentrada, la hidrocortisona estd
presente en la solucién tampén del indeulo utilizada para diluir el WSL (vea la
seccidn 3.2.8.2.2 Multiplicacién y cosecha viral para obtensr mis datos),

La finalidad de este estudio consistfa en determinar la eliminacién de Ia hidrocortisona durante el
proceso de elaboracién, mediante su cuantificacion en varias etapas de produccion. Se analizaron
cuatro lotes en las siguientes etapas de produccion:

o Etapa 3: Preparacién del indculo con el lote de siembra de trabajo (WSL).
«  Etapa 7: Clarificacién mediante centrifugado y filtracion.

+ Ftapa 8: Conceniracion por ultracentrifugacion.

o Etapas 10 a 13: Etapas de purificacién.

o FBtapas 15y 18; Estandarizacién a un ADO.

s [Etapa21: Etapa de DS.

Adems de este estudio, como la concentracién de hidrocortisona no se podia cuantificar, se llevo
a cabo un experimento de agregado para estimar la eliminacién de la hidrocottisona en cada paso
del proceso de purificacién (etapas 10 a 12 y 13). Este experimento se realizd con medios de
simulacién. Con este fin, se disolvieron 50 g de hidrocortisona en 400 litros de solucion PBS, con
lo que se obtuvo una concentracion de 125 pg/mL, que corresponde a 3 veces la concentracion de
hidrocortisona en ¢l tampén del indculo.

-
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fracciones durante cada ultracentrifugacion isopicnica:

Solucion de simulacién que se iba a purificar (= producto de entrada).
¢ Agrupacién de las fracciones pesadas del gradiente que por lo general se descartan (sacarosa

> 50 %).
s Agrupacién de fracciones cosechadas, seglin la etapa;

e  50-28 % para la primera ultracentrifugacion isopicnica (Z1).

o 50-35 %y 35-22 % para la segunda ultracentrifugacion isopicnica (Z2).

s 50-35 % para la tercera ultracentrifugacion isopicnica (Z3).
¢ Agrupacién de las fracciones livianas del gradiente que por lo general se descartan (<22, 28 o

35 % de sacarosa, segin ¢l ciclo).
o Los efluentes (liquido recolectado eluido del gradiente).

El estudio se consideraba exitoso si el contenido de hidrocortisona que podria estar presente en
una dosis de vacuna se reducia hasta cantidades vestigiales.

'2.3.1.2 Resultados

La validacidn de la eliminacidn de Ia hidrocortisona se Hevé a cabo con 4 lotes consecutivos de
DS de la cepa B/Brisbane/60/2008 producidos en agosto de 2009: lotes FA357981, FA357981,
FA357983 y FA357984,

2.3.12.1 Cuantificacion de la hidrocortisona durante la incubacién y la clarificacion
(etapas 3 a 7) ‘

La eliminaci6n de la hidrocortisona durante la incubacion de los huevos (etapa 5) se evaluo
calculando la disminucién de la concentracidn de hidrocortisona entre la etapa 3 (inoculacién
de 120 uL a 150 pL de tampén del indeulo por huevo, correspondiente a entre 5 pg y 6 ug de
hidrocortisona por huevo) y la etapa 7 (clarificacion del liquido alantoideo).

Los resultados del analisis en la etapa 7 del proceso mostraron que, a partir de esta etapa, el
contenido de hidrocortisona era menor que ¢l limite de deteccidn validado de 15 ppb, es decit,

15 pg/L. Esta etapa se encuentra muy cerca del principio del proceso de elaboracion del antigeno,
dado que constituye la primera etapa de la fase previa a la purificacién.

Por este motivo, no se ha realizado una cuantificacidn de la hidrocortisona mas adelante

Los resultados correspondientes se presentan en la Tabla 9.
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Tabla 9: Contenido de hidrocortisona

Etapa Concentracion de hidrocortisona
FA357981 FA357982 FA357983 FA357984
tampon con indeulo 31 pg/mL (= ppm)
Etapa 3: inoculacion 32,5 pg/mL (=ppm) | 31,3 pg/mL (=ppm) { 32 ug/mL (= ppm)} 31 pug/mL (= ppm)
Etapa 7: Clarificacion <15 pg/L (= ppb) <15 ug/L (= ppb) <15 ug/L (= ppb) <15 pg/L (= pph)

Estos resultados muestran que durante el periodo comprendido entre la incubacion de los huevos y
su almacenamiento en una camara frigorifica, se elimina la hidrocortisona. Esto esta ligado a la
difusién y absorcion de la hidrocortisona en los huevos durante la incubacion.

Teniendo en cuenta una carga méaxima de corticoide de 5 a 6 pug de hidrocortisona por huevo y un
volumen méaximo de cosecha de 10 mL de liquido alantoideo, la concentracién de hidrocortisona
podria, en teorfa, llegar a ser de hasta 600 ng/mL de liquido alantoideo al momento de la cosecha.

Por lo tanto, en la hipdtesis mas desfavorable segtin la cual la concentracion de hidrocortisona en
la etapa 7 es de 15 ppb (igual al limite de deteccion del método), el factor de reduceidn in ovo de
la concentracion de hidrocortisona (es decir, durante el cultivo viral, etapa 5) seria

600/15 = 40 veces.

En conclusidn, los resultados establecen que a partir de la etapa 7 del proceso de elaboracion del
antigeno gripal, la concentracién de hidrocortisona es menor que el limite validado de deteccidn
pata este estudio, es decit, <15 ppb (15 ng/mL).

2.3.1.2.2 Eliminacion de la hidrocortisona durante el proceso de purificacién {etapas 10
a13)

Se realiz6 un experimento de agregado a fin de estimar la eliminacién de la hidrocortisona de la
etapa 10 en adelante.

Este experimento se llevo a cabo con un medio de simulacidn en el que la concentracién de
hidrocortisona de 125 pg/ml era mucho mayor que la concentracién evaluada en el liquido
alantoideo (3 veces).

Las condiciones operativas eran las mismas que se aplican de rutina para el DS, salvo que el
medio de simulacion se introdujo en cada etapa a fin de crear las condiciones mas desfavorables.
La operacidn se repitié 3 veces en cada stapa. Se tomaron muestras por duplicado para el anélisis
de hidrocortisona.

En la Tabla 10 se presentan los resultados para las distintas muestras.

RA_(920053 Informacion confidencial/propietaria o~
Pagina 22 de 95

[
ROXAN WMILONE
DIRECTE A TECNICA
AR
SANOFI RAKIEUR . A
\

)







Za
SO o«
- = p
- Z o
$6 9P £7 swByy 2otz
wuzjadoadyjeIsuapyuod yeRENLIOFU] €500760 VY e
™
(17>) BOIA2933p 3p SUW)] 8 IOLIQJUE S92 BUOSIUCOCIPTY 2] UGIDRIN0U0D 8] 30D eh "ope[ofed ON -JN e .m\mm\h
0 -2, -
TO0NAP P N> (T T> _“\ <515
/rllfl\\A ] =
uomEgnjLIuasEN N o =
©] 9p BYD2s00 2] op 10ugyuy sped L] 7 BY29S0D) - UQISESTLIuSIRIn 2 3P BYoaseD g] op souadns ayed (7 BY02507) - U0130npold ] vied 2usimAlols SRpRZIIIN SLUOZ (BYDIS0] oa
o

"21qeaTIde 3 ON V/N

-gprIapIsues edela 7] eied EpERUS 5P BSEW B (U0 BOUIYSY By 3p  2E1e0 9p USUIN]OA,, {3 OpUERO] ‘Bsews v] ap siyed ¢ opeinsies ugIsonpal 9p 103984

9l'e 10°¢ £0°€ 9L 901 86 oSt 061 0s1 S05°0 SOL0 059°0 | £7 sopused s0zZRYIY
€T v¥'T LE'T Sov oom S9p 051 341 0S| 00LT | GOTE 001°¢ €2 8409507 .:b_.qu:nw.
£0°0- 00— OO0 | 095911 | OvbrTi 0096 iZal Lerrd 0Z71 | 000°v6 | 000701 000°08 | £Z SOUPIAT} SOZEYIY of
VIN| VN VAN | 000601 | 000601 | Q00601 0061 G001 0001 | 000°60T | 000°601 | 000601 | £Z OPEIIRd UAWMOA ‘ex edeay
ON ON ON ON ON ON | 008 008 094 aqr= a1> 7> | 7Z sopesad sezeyosy
fAR L'y 0y <81 981 SST 059 oF9 089 <8T'Q 062G SLEQ TZ HZ ¥Y29s0)
9z’ 8C'E ¥t S8¥1 ST GICH L1182 oSy 05 Qot'e 05T ! 00s°¢ TZ L7 eq23so)
STT 81°C 9T $STEL [AYTA cospl | 0sgl Qo€T § OT¥I | 00€°1D | 00TC1 00501 { TZ SOURIAI] SOZBYOFY uE._S.EN_m
€00~ £0°0- 40°0 | 0899Z6€ | 0SpL06T | 09891ET | OLTST | 9S8y | 99rST | 000911 | 000°LIT 000°16 gZawangg | oL
V/IN VIN /N | 000SZLT | 000STLT | O0OSZLT §  OGOST |  OO0ST | OG0ST | 000601 | 000°GOL | 000°6OT | TZ OPedIed HawmoA 1 edery
ON ON 9% ON ON 09 078 074 008 a7 dr= §L0°0 | 1Z sopesad sozeyoay
¥s'e A ¥ 6LL 918 Z8L | 086 056 076 $6L°0 0580 0580 {7 BYI3s0])
127 e 1z LEB9T 08%0T OfLiz | 06p1 0091 osst | o0g1i ] Q08TL 005°€1 | IZ SOUBIAT| SOZRUDIY | uyyyy50p h_m
00 z00 10°0 | 00S8GYT | £1H0Z9C | SITG99T | C86PT | $955T SPeYT | 000°001 | 0057201 | 000°LOT ['Z auangyg |
VIN VIN v | oooszez | oooszez | ooosziz ] 000Sz | 060ST | 00GST | 600'601 | 000'6D1 | 00060 | 1Z OPEARD UINOA 01 edexy
€ 4 I € T 1 € - I € z [ eqanig
egandj | vgonisy | wgonisg | eqomag ] sqanig | ¥OIMAd | QIR | TQURLY | BQRALY | EQINI | sqImig
_ edeyyg
(01801 ugINpas Ip 101IBY (3rl) euos1.I030ap1Y 2P ESERY — camw..-.“.wu — -/l wa Nmmm_tauc.ﬁi_

monesyund g uemp opeiaade ajueIpdul DT 2P SISI[PUE ‘Sopniq s038(] 01 BIqelL

053304 PP UCEMEAD O/L LOEPHE A {EpEAIEE] ‘0PEN0IIIE) UOLIA) JJUI[EARINI) [edLISHUE BUNdEA
STSTE UG anR)se ] Jouey






Sanofi Pasteur Seccién .3.
Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada) VYalidacién y/o evaluacién del

La concentracion de hidrocortisona obtenida en 1a fraccién de cosecha de la etapa 10 (prime
ultracentrifugacién Z1) permite calcular un factor de reduccion promedio de 3,54 log)o durante
esta primera etapa de purificacion.

La concentracién de hidrocortisona obtenida en la fraccidn cosechada en la etapa 12 (segunda
ultracentrifugacién Z2) permite calcular un factor de reduccion medio de:

e 4,12 logo en la cosecha denominada isopicnica superior (que no se somete a ninguna otra
purificacion).

e 3.3 logio en la cosecha denominada de zona inferior (que se vuelve a purificar durante la
etapa 13).

La concentracién de hidrocortisona obtenida en la fraccion cosechada en la etapa 13 (tercera y
fitima ultracentrifugacién Z3) permite calcular un factor de reduccion promedio de 2,41 logio
durante esta Gltima etapa de purificacién.

Estos datos permiten caleular un factor de reduccién de la concentracion de hidrocortisona durante
el proceso completo de purificacion:

o 3,54 (Z1) + 4,12 (parte supetior Z2) = 7,66 log10 para la parte superior de centrifugacion
zonal cosechada en Z2, que no se somete a purificacién posterior;

o 3,54 (Z1)+3,3 (parte inferior Z2) + 2,41 (Z3) = 9,25 logl0 para la fraccidn cosechada en la
parte inferior zonal en Z2, que posteriormente se purifica en Z3.

Por consiguiente, en comparacién con el factor de reduccién de 7,66 log10, el factor de
eliminacion de 9,25 log10, que da lugar a la proporcion de hidrocortisona informada durante el
resto del proceso por la fraccién del lote tratado en 23, se puede considerar despreciable.

En la Figura 5 se ilustra el factor de reduccion durante el proceso de purificacién completo.

Este factor de reduccion se caleuléd tomando en cuenta solo Ja fraccion cosechada que no se
somete a una nueva purificacion para que representara el caso mas desfavorable.

3,54 (Z1) + 4,12 (parte superior Z2) = 7,66 logio
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Figura 5: Resultados de la eliminacién obtenidos durante las etapas de purificacién
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Asi, 1a eliminacién de hidrocortisona mediante ultracentrifugacion isépicnica permite una
reduccion de 7,6 logio (es decir, 39,8 10° veces) de la carga inicial de hidrocortisona.

Ademas, los datos reales combinados obtenidos en las secciones anteriores se pueden utilizar para
caleular la cantidad méxima tedrica de hidrocortisona en la dosis de la vacuna QIV. Resulté ser de
aproximadamente 7 % 10" g de hidrocortisona/pig antigeno HA, lo que corresponde a una
cantidad de hidrocortisona que no es superior a 51 ag por dosis de QIV.

Se validé la eliminacion de la hidrocortisona durante €l proceso de elaboracion del antigeno
gripal, y se demostré que las cantidades de hidrocortisona que podrian estar presentes en una dosis
de QIV se reducen hasta cantidades vestigiales. El estudio es aceptable.

2.3.2 Validacién de la ausencia de efecto de la hidrocortisona sobre los atributos criticos
de calidad

A fin de demostrar que la adicién de hidrocortisona al proceso de elaboracién no tiene efecto
sobre 1os atributos criticos de calidad del DS (eficacia, calidad v seguridad), se llevé a cabo uha
evaluacion adicional para mostzar que la adicion de hidrocortisona no afecta el proceso y, en
particulat, los pasos de purificacion. Se analizé el contenido de los siguientes elementos:

¢ contenido de ovoalbiimina (impureza relacionada con el producto);
¢ contenido de octoxinol 9 (impureza relacionada con el proceso);

o contenido de formaldehido (impureza relacionada con el proceso);
s contenido proteico total,

s Contenido de carga microbiana;.

o contenido de endotoxinas.
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Con este fin, se elaboraron 4 lotes de DS de B/Brisbane/60/2008 (lotes FA357981, FA357982
FA357983 y FA357984) con hidrocortisona afiadida al tampén del indeulo (concentracién
objetivo de 40 pg/mL). Se comparé el contenido de ovoalbiimina, octoxinol, formaldehido,
proteinas totales, endotoxinas y la carga microbiana con el contenido de impurezas de 4 DS
elaborados con un proceso de elaboracion sin hidrocortisona.

El estudio se consideraba exitoso si la presencia de hidrocortisona no provocaba un cambio en ¢l
perfil de impurezas responsable de incrementar ¢l nivel de riesgo de incumplimiento de la vacuna,
con respecto a la Ph. Eur. 0158, edicion actual.

2.3.2.1 Protocolo

La cosecha monovalente concentrada se purifica mediante ultracentrifugacién isopicnica en
gradientes de sacarosa, Esta técnica permite separar las particulas virales de las moléculas de
menor peso molecular, tales como la ovoalbimina.

Se evalué la eficiencia del proceso de purificacion en los lotes de uniformidad (con hidrocortisona
y sin hidrocortisona) cuantificando el contenido de ovoalblimina (proteina de huevo) en las etapas
siguientes: clarificacién por centrifugacién y filtracién (etapa 7), concentracion de la cosecha
monovalente (etapa 8), éstandarizacién en ADQO (etapas 15 y 18).

El octoxinol 9 se afiade a una suspension viral estandarizada de cosecha purificada y diluida
(ADO = 7,5) a fin de fragmentar las particulas virales (etapa 16). El contenido de octoxinol 9 en el
DS debfa ser <560 ng/mL (correspondiente a la especificacion de octoxinol 9 para el DS de la
TIV. Para el DS de la QIV, la especificacion se define como €800 jig/mL ). La diafiltracion en la
etapa 17 permite elitninar este reactivo hasta llegar a esta especificacion.

El formaldehido se afiade a una suspensién estandarizada diluida de particulas fragmentadas
(ADO =2,5) a fin de inactivar el virus (etapa 19).

También se realizaron andlisis de masa de nitrégeno proteico, carga microbiana y contenido de
endotoxinas.

2.3.2.2 Resultados

2.3.2.2.1 Ovoalbimina

Los resultados obtenidos en distintos pasos bajo la forma de masa media de ovoalbumina
(calculada basandose en el volumen y en el analisis de ovoalbimina en cada etapa, los datos
brutos se presentan en la Tabla 11) se muestran ¢n Ja Figura 6. La curva azul corresponde a los
lotes con hidrocortisona y la curva roja a los lotes de referencia. Debido a los cambios en la masa
de ovoalbiimina ocurridos durante el proceso, se utiliza una escala logarftmica para el eje de la
masa de ovoalbtmina a fin de que los datos resulten mdés claros.

RA_0920053 Informacion confidencial/profictaria
Pigina 26 de 95 \







Sanofi Pasteur : Seccidn 3.
Vacuna antigripal tetravalente (viridn fraccionado, inactivada) VYaliidacién y/o evaluacién del

Figura 6: Eliminacion de masa de ovoalbiimina (g) durante los pasos del proceso
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La adicién de hidrocortisona no tiene un efecto negativo sobre la eliminacién de la ovoalbiimina
durante el proceso de purificacion.

Sin embargo, la cantidad de ovoalbimina fue menor en el liquido alantoideo (citratado, etapa 7 y
concentrado, etapa 8), dado que en ambas etapas la masa promedio de ovoalblimina fue
aproximadamente un 50 % menor que la que contenian los lotes de referencia. Esta diferencia
también se observo en la etapa de DS (etapa 21).

Esta reduccion se puede explicar por una mayor absorcidn de ovoalblmina en los embriones,
durante el cultivo viral en presencia de hidrocortisona. De hecho, 1a ovoalblmina es absorbida
naturalmente por los embriones durante la embriogénesis y la hidrocortisona puede acentuar este
fenomeno afectando el metabolismo embtionario,

Como la presencia de hidrocortisona no induce un incremento de la ovoalbliimina en el producto,
1o aumenta el riesgo de incumplimiento debido a un exceso de esta impureza en la vacuna
(especificacion <100 ng/mL en el producto terminado). Por ¢l contrario, el uso de hidrocortisona
parece reducir significativamente la coticentracién de esta impureza, lo que es positivo pata el
producto; dado que la ovoalbimina es un alérgeno potente, una mayor reduccién de su
concentracion en una dosis de la vacuna mejora el producto.
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2.3.2.2.2 Octoxinol 9
Este detergente se utiliza para fragmentar las particulas virales durante la etapa 16 y siempre se
afiade a la suspension viral estandarizada en la misma proporcion volumen/volumen (0,5 % v/v).

El octoxinol 9 se considera una impureza y su concentracién en el DS estaba sujeta a un limite de
especificacion (<560 pg/mL™); el objetivo de la etapa de diafiltracion (etapa 17) del proceso
consiste en reducir la concentracion de octoxinol 9 de modo que los lotes cumplan esta
especificacion. -

Los resultados del anélisis de octoxinol 9 en la etapa 21 (DS) se presentan en la Figura 7 y en
la Tabla 12.
Figura 7: Analisis de octoxinol 9 (ug/mL) en el DS
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Triton content

La linea de la mediana representa el valor medio de un grupo. Los diamantes representan el

intervalo de confianza del 95 % de la media y las marcas de traslape trazadas en +042C172) 4
ambos lados de esta linea permiten evaluar si existe (o no) una diferencia significativa entre las
medias de los grupos.

Estos resultados mostraron que la hidrocortisona no redujo [a eliminacién del octoxinol 9 dado
que el resultado promedio de los lotes tratados con hidrocortisona fue un 2 % menor que el
resultado medio de los lotes de referencia. Esta diferencia se puede considerar insignificante.

2.3.2.2.3 Formaldehido

Los resultados del analisis de formaldehido en el DS (etapa 21) se presentan en la Figura 8.

Especificaciones para el octoxinol 9 para el DS de la TIV. Para el DS dela QIV, la especificacion se define como
<800 pg/mL :
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Figura 8: Anilisis de formaldehido en el DS
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La linea de la mediana representa el valor medio de un grupo. Los diamantes representan el

intervalo de confianza del 95 % de la media y las marcas de traslape trazadas en x4(v2C1/2) 5
ambos lados de esta linea permiten evatuar si existe (o no) una diferencia significativa entre las
medias de los grupos.

Estos resultados muestran que la adicion de hidrocortisona no afecta el contenido medio de
formaldehido del DS.

Los resultados del analisis de octoxinol 9 y formaldehido en el DS se presentan en la Tabla 12.

Tabla 12: Contenido de formaldehido y octoxinol 9 (pg/mL) en el DS

Modalidad Lote n.° Andalisis de formaldehido (ug/mL) | Andlisis de cetoxitiol 9 (ng/mL}
Referencia FA357977 30,3 - |47
Referenoia FA357978 27 7 : _ 433
Referencia FA337979 - 26,5 424
Referencia FA357980 26,9 446
Hidrocortisona FA357981 27,6 418
Hidrocortisona FA357982 278 ’ 420
Hidrocortisona FA357983 27 418
Hidrocortisona FA357984 27 438

2.3.2.24 Nitrégeno proteico

I os resultados obtenidos en distintos pasos bajo la forma de masa promedio de nitrégeno proteico
(calculada baséndose en 2l volumen y en el andlisis de ovoalbimina en cada etapa; los datos
brutos se presentan en la Tabla 13) se muestran en la Figura 9. La curva azul corresponde a los
Jotes con hidrocortisona y la curva roja a los lotes de referencia. Debido a los cambios en la masa
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de nitrégeno ocurridos durante el proceso, se utiliza una escala logarftmica para el eje de la masa
de nitrogeno para que los datos resulten mas claros.
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