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Figura 9: Cambio en la masa (g) de nitrogeno durante el proceso
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Este grafico demuestra que las curvas se pueden superponer perfectamente hasta las etapas 15, 18
y 21, cuando el contenido de nitrogeno proteico se torna més aito en los lotes con hidrocortisona
que en los lotes de referencia.

Por consiguiente, la concentracién aumenta de 64,5 ug/mL para los lotes de referenicia, a

69,2 ng/mL para los lotes con hidrocortisona, es decir, un aumento del 6 % de nitrégeno proteico
(y mediante extrapolacion, de la masa de proteina) en presencia de hidrocortisona. Este pardmetro
se debe analizar con respecto al contenido de antigeno HA, cuyos resultados se presentan en

la Tabla 14.

Tabla 14: Etapa de DS: Volumen y contenido de antigeno HA

Nimero de lote Volumen de Contenido de Masa de antigeno HA
monovalente (mL) antigeno HA en el (g)
monovalente (ug/mlL})

Hidrocortisona FA357981 $0%00 159 14,5

FA357982 78100 165 12,9

FA357983 81700 159 13,0

FA357684 110200 150 16,5
Referencia FA357977 82800 151 12,5

FA357978 63600 155 8.9

FA357979 55200 153 8,4

FA357980 56500 145 8,2
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Los resultados muestran que el contenido de antigeno HA es mds alto en los lotes con
hidrocortisona que en los lotes de referencia, y que esta diferencia es de aproximadamente 5 %.
Este aumento del contenido de antigeno HA se debe a la presencia de hidrocortisona, que afecta
productividad viral,

El aumento del 6 % en el contenido proteico total observado en la seccion anterior refleja
directamente este aumento del contenido de antigeno HA de aproximadamente 5 % (el antigeno
HA es una glucoproteina). La diferencia del 1 % en el valor absoluto, que se observa entre estos
dos resultados, probablemente se relacione con las incertidumbres de los métodos de analisis y el
redondeo durante el cdlculo.

23.2.2.,5 Carga microbiana y contenido de endotoxinas

Los resultados del anélisis de carga microbiana se presentan en la Figura 10 para la etapa 8 y en
la Figura 11 para la etapa 17.

Figura 10: Carga microbiana en la etapa 8 del proceso del DS
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La figura muestra claramente que la presencia de hldrocomsona no modifica la carga microbiana
ett la etapa 8, dado que los resultados promedio son 19 x 10° (es decir, 4 3 logl0)
microorganismos/mL pata los lotes con hidrocortisona frente a 15 x 10¢° (es decit, 4,2 log10)
microorganismos/mL para los lotes de referencia. Teniendo en cuenta la variabilidad de la carga
mictobiana observada habitualmente en esta etapa, estos resultados no se pueden considerar
diferentes.
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Figura 11: Carga microbiana en la etapa 17 del proceso del DS
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Esta figura muestra que la presencia de hidrocortisona en el inéculo viral no produce un aumento
de la carga microbiana en esta etapa.

Por tiltimo, los datos del recuento microbiano en la etapa 19 del proceso fueron de 0 UFC/100 mL

para los 8 lotes del estudio, que cumplieron en su totalidad con la prueba de esterilidad bacteriana
y fingica (etapa 21). '

La Figura 12 muestra los resultados del contenido de endotoxinas en la etapa 15 del proceso.

Figura 12: Endotoxinas en la etapa 15 del proceso del DS
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Esta figura muestra que la presencia de hidrocortisona en el indculo viral no afecta el contenido de
endotoxinas en esta etapa.

Estos resultados se confirman mediante el anslisis de endotoxinas en las etapas [8 y 21, que
fueron <0,5 UL/mL para los 8 lotes del estugiio.
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2.3.2.3 Lotes de uniformidad S
Y

Los resultados de las pruebas de liberacién de cada lote de uniformidad elaborados con adicidn de
hidrocortisona y sin adicién de hidrocottisona se presentan, respectivamente, en la Tabla 15 y en
la Tabla 16. '

Todos los lotes de uniformidad comparados con las referencias se ajustan a las especificaciones®,

La especificacion para el octoxinol 9 para el DS es la misma que la de la TIV. Para elDSdelaQlVY,la
especificacion se define como <800 ug/ml.
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Sanofi Pasteur
Vacuna antigripal tetrayalente (virién fraccionado, inactivada)

232.4 Conclusién sobre la validacién de la ausencia de efecto de la hidrocortisona sobre
los atributos criticos de calidad

La validacion demostrd la ausencia de efecto de la hidrocortisona sobre:

o laeliminacion de ovoalbimina y nitrégeno proteico durante el proceso de purificacion;

¢ laeliminacién de octoxinol 9;

o la media del contenido de formaldehido presente en el DS;

¢ lacarga microbiana y el contenido de endotoxinas.
2.3.3  Conclusién general

De acuerdo con los resultados que se presentan a continuacion, se puede llegar a la conclusion de
que el uso de hidrocortisona a una concentracién de 40 g/mL en el indculo viral no afecta los
atributos de calidad del DS.

Se validé 1a eliminacién de la hidrocortisona durante el proceso de elaboracién 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.

2.4  Conclusion general sobre el proceso de purificacién

Quedd demostrada la capacidad del proceso de purificacién pata eliminar la neomicina, Ia
ovoalbtimina v la hidrocortisona, Se validé el proceso de purificacion.

3  Estudios de validacion del proceso de fraccionamiento

Se validé el proceso de fraccionamiento para las cuatro cepas gripales de la QIV con tres lotes
consecutivos de DS.

Este proceso se valida para cada cepa gripal con tres Jotes consecutivos del DS para cada WSL
fnuevo utilizado.

3.1 Protocolo del estudio

La finalidad de este estudio era comparar el tamafio de las particulas virales de la gripe antes y
después de fraccionarlas con octoxinol 9, a fin de validar la eficiencia de este paso. El diagrama
de flujo de los pasos de elaboracion que incluyen fraccionamiento se presenta en la

seccion 3.2.8.2.2 Elaboracion del principio activo.

La eficacia del tratamiento del virus con octoxinol 9 se evalué para cada cepa viral estudiando el
tamaiio de las particulas de virus gripal antes del fraccionamiento (dilucién hasta llegar a

ADO = 7,5 etapa 15) y después del fraccionamiento (DS: etapa 21). El petfil del tamafio de las
partictilas es diferente entre los viriones fraccionados y sin fraccionar, El tamafio de las particulas
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virales se evalué por ultracentrifugacion isopicnica de la suspension viral en un gradiente de
sacarosa: las particulas virales migran en el gradiente hasta una ubicacion donde la densidad de la
sacarosa {medida por refractometria) es equivalente a la suya. La concentracién de las particulas
virales en el gradiente de sacarosa se determiné para cada fraceion recolectada de sacarosa por los
siguientes meétodos: :

s  Medicién de la absorbancia a 280 nm (para estimzir el contenido proteico).
e Analisis del contenido de antigeno HA mediante SRID.

La validacion se considerd exitosa cuando se observaron valores maximos de contenido de
antigeno HA y de contenido proteico:

e  En las fracciones “pesadas” (alta concentracién de sacarosa, es decir, alrededor del 40 % de
sacarosa) para el vitus no fraccionado antes del tratamiento con octoxinol 9 (etapa 15).

o En las fracciones “livianas” (baja concentracién de sacarosa, es decir, menos de
aproximadamente 30 % de sacarosa) para el virus fraccionado después del tratamiento con
octoxinol 9 (etapa 21).

Ademas, siempre debe ser posible detectar el antigeno de HA mediante SRID luego del
fraccionamiento, lo cual demuestra que se conserva la antigenicidad de la proteina.

El estudio de validacién presentado a continuacién se lievo a cabo con los siguientes lotes de
produccion:

« parala cepa A/California/7/2009 (NYMC X-179A) (HlNl): FA475281, FA475282 y
FA475283; -

¢ para la cepa A/Texas/50/2012 (NYMC X-223A) (H3N2): FA493930, A493931 y FA493932;

o Para la cepa B/Massachusetts/02/2012 (B/linaje Yamagata): FA492911, FA492912
y FA492913;

o para la cepa B/Brisbane/60/2008 (B/linaje Victoria): FA371849, FA371850 y FA371851.

3.2 Resultados: Cepa A/California/7/2009 (NYMC X-179A) (HIN1)

Los resultados correspondientes a cada fraccion recolectada antes y después de afiadir el octoxinol
9 se presentan en la Tabla 17 y en la Tabla 18, respectivamente.

3.2.1  Antes del fraccionamiento

Los resultados correspondientes a cada fraccion recolectada antes de afiadir el octoxinol 9 se
presentan en la Tabla 17. La tepresentacion grafica de estos resultados se encuentra en
la Figura 13 (medicién de la DO} y en la Figura 14 (contenido de antigeno HA).
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Figura 13: Medicion de la DO antes del fraccionamiento (etapa 15)
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Seccién 3.
Validacién y/o evaluacién del

Figura 14: Contenido de antigeno HA antes del fraccionamiento (etapa 15)
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Los graficos muestran un pico registrado en las fracciones cercanas al 40 % de sacarosa para las
muestras obtenidas antes del fraccionamiento.

3.2.2  Después del fraccionamiento

Los resultados correspondientes a cada fraccién recolectada después de afiadir el octoxinol 9 se
presentan en la Tabla 18. La representacion gréfica de estos resultados se encuentra en
Ia Figura 15 (medicion de la DO) y en la Figura 16 (contenido de antigeno HA).
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Validacion y/o evaluacion de

Seccidn 3,

Figura 15: Medicion de la DO después del fraccionamiento (etapa 21)
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Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada) Validacién y/o evaluacién del preca

Figura 16: Contenido de antigeno HA después del fraccionamiento (etapa 21)
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32,3  Analisis de los resuitados

1) Antes del fraccionamiento (vea la Figura 13 y la Figura 14)

Para los tres lotes, 1a DO y los picos de la cantidad de antigeno HA se encuentran en las
fracciones de sacarosa cercanas al 40 %, correspondientes al virus entero.

2) Después del fraccionamiento (vea la Figura 15 y la Figura 16)

Los tres lotes muestran un desplazamiento completo de los perfiles de cantidad de antigeno HA
del pico del virus entero desde las fracciones de sacarosa de mayor densidad a las fracciones de
sacarosa de menor densidad, que corresponden al virus fraccionado.

3) Cumplimiento de los criterios de aceptacién -

o Se muestra el desplazamiento del pico del virus entero (muestra tomada antes del
procesamiento) a las fracciones de menor densidad del gradiente de sacarosa correspondientes
al virus fraccionado (muestra tomada después del procesamiento).

o« Laactividad del antigeno HA se detecta por medio de una prueba de SRID después del
procesamiento, lo que demuestra la antigenicidad del producto fraccionado.

Se ha demostrado la eficacia del proceso de fraccionamiento para el DS producido con la cepa
A/California/7/2009 NYMC X-179A obtenido del lote de WSL FA356399. Se valido el proceso
de fraccionamiento.

3.3 Resultados: Cepa A/Texas/50/2012 (NYMC X-223A) (H3N2)

Los resultados correspondientes a cada fraccion recolectada antes y después de afiadir el octoxinoi
9 s¢ presentan en la Tabla 19 y en la Tabla 20, respectivamente.

Cabe destacar que las determinaciones de contenido de antigeno HA se realizaron mediante el
método de SRID, utilizando ¢l antigeno heterogéneo A/Victoria/361/2011. En la fecha del
estudio, el antigeno homogéneo todavia no estaba disponible.

3.3.1  Antes del fraccionamiento

Los resultados correspondientes a cada fraccién recolectada antes de afiadir el octoxinol 9 se
presentan en la Tabla 19. La representacion grafica de estos resultados se encuentra en
la Figura 17 (medicién de la DO) y en la Figura 18 (contenido de antigeno HA).
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Sanofi Pasteur
Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada)

Figura 17: Medicién de la DO antes de] fraccionamiento (etapa 15)
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Sanofi Pasteur

Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada)

Seccion 3.
. Validacién y/o evaluacién del

Figura 18: Contenido de antigeno HA antes del fraccionamiento (etapa 15)
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Los graficos muestran un pico registrado en las fracciones cercanas al 40 % de sacarosa para las
muestras obtenidas antes del fraccionamiento.

3.3.2  Después del fraccienamiento

Los resultados correspondientes a cada fraccion recolectada después de afiadir el octoxinol 9 se
presentan en la Tabla 20. La representacién grafica de estos resultados se encuentra en
la Figura 19 (medicién de 1a DO) y en la Figura 20 (contenido de antigeno HA).
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Sanofi Pasteur
Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada)

Tigura 19: Medicion de la DO después del fraccionamiento (etapa 21)
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Sanofi Pasteur
Vacuna antigripal tetravalente {virién fraccionado, inactivada) Validacién y/o evaluacion dgt i,

og@y

AdhradEAsRRLIVRE

Figura 20: Contenido de antigeno HA después del fraccionamiento (etapa 21)
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Sanofi Pasteur Seccion 3.2.5.2.5
Vacuna antigripal tetravalente (virion fraccionado, inactivada) Validacion y/o evaluacion del ppasty

3.3.3  Andilisis de los resultados

1) Antes del fraccionamiento (vea la Figura 17 y la Figura 18)

Para los tres lotes, 1a DO y los picos de la cantidad de antigeno HA se encuentran en las
fracciones de sacarosa cercanas al 40 %, correspondientes al virus entero.

2) Después del fraccionamiento (vea la Figura 19 y la Figura 20)

Los tres lotes muestran un desplazamiento completo de los perfiles de cantidad de antigeno HA
del pico del virus entero desde las fracciones de sacarosa de mayor densidad a las fracciones de
sacarosa de menor densidad, que corresponden al virus fraccionado.

3) Cumplimiento de los criterios de aceptacion

» Se muestra el desplazamiento del pico del virus entero (muestra tomada antes del
procesamiento) a las fracciones de menor densidad del gradiente de sacarosa correspondientes
al virus fraccionado (muestra tomada después del procesamiento).

¢ La actividad del antigeno HA se detecta por medio de una prueba de SRID después del
procesamiento, lo que demuestra la antigenicidad del producto fraccionado.

Se ha demostrado la eficacia del proceso de fraccionamiento para el monovalente producido con
la cepa A/Texas/50/2012 NYMC X-223A obtenido del lote de WSL FA492096. Se valido el
proceso de fraccionamiento.

3.4 Resultados: Cepa B/Brisbane/60/2008 (B/linaje Victoria)

Los resultados correspondientes a cada fraccion tecolectada antes y después de afladir ¢l octoxinol
9 se presentan en la Tabla 21 y en la Tabla 22, respectivamente.

34,1  Antes del fraccionamiento

Los resultados correspondientes a cada fraccidn recolectada antes de afiadir el octoxinol 9 se
presentan en la Tabla 21. La representacion grafica de estos resultados se encuentra en
la Figura 21 (medicién de la DO) y en la Figura 22 (contenido de antigeno HA).
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Sanofi Pasteur

Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada) Validacién y/o evaluacién dejfffoke

Figura 21: Medicién de la DO antes del fraccionamiento (etapa 15)
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Sanofi Pasteur : ' Seccién 3.2.8.2.5
Vacuna antigripal tetravalente {virion fraccionado, inactivada) Validacién y/o evaluacion del pre

Figura 22: Contenido de antigeno HA antes del fraccionamiento (etapa 15)
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3.4.2  Después del fraccionamiento

Los resultados de cada fraccién recolectada después de agregar octoxinol 9 se muestran en
gréficos y se pueden encontrar en la Figura 23 (medicién de la DO) y en la Figura 24 (contenido
de antigeno HA).
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Sanofi Pasteur Seccion 3.2.5.2.5
Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada) Yalidacién y/o evaluacién del proceso

Figura 23: DO después del fraccionamiento (etapa 21)
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