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Figura 8
Liberacién de las particulas parecidas a virus del tipo 18,
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Figura 9
Microfiltracién y cromatogratia HS del tipo 18,
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Figura 10 _
Cromatografia con hidroxiapatita (HA) del tipo 18, reensamblado de las PPV e

intercambio de buffer.
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2.3 Control de Materlales
231 Introduccién materias primas y medios de cultivo

El procese de fabricacion de fos principios activos no emplea materiales da origen animal que
impliquen un riesgo de contaminacién con encefalopatia espongiforme transmisible (EEB),
segin lo indica la "Note for Guidance on Minimising the Risk of Transmitting Animat
Spongiform Encephalopathy Agents via Human and Veterinary Medicinal Product” {Nota sobre
directrices para minimizar el riesgo de transmision de los agentes de la encefalopatia
espongiforme de los animales a través de productos medicinales para uso humano y
veterinario), de la EMEA (Agencia Europea para fa Evaluacion de Productos Medicinales ~
EMEA/410/01 rev. 2, julio de 2004). Se emplea D-galactosa en un medio de cultivo para
fermentacion, obtenida de leche de bovinos ordefiada de animales saludables (de iqual
manera que la leche para consumo humano), pero se considera que fa leche y sus derivados
cumplen en toda su amph’tud con las mencionadas directrices dg la EMEA y estan excluidos de
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las restricciones de importacion del Departamento de Agricultura de Estados Unidos {Federal
Register/ Vol. 63 No. 3/6 de junio de 1988, pagina 407).

2.3.1.1 Materias primas y medios de cultivo para la fermentacién

La Tabla 1 ofrece un resumen de las materias primas, soluciones, buffers acuosos y medios de
cultivo empleados eh el proceso de fermentacion de VPH; los componentes se presentan en
las tablas 2, 3 y 4. Todas las materias primas se someten a ensayos de conformidad con fas
normas apropiadas para el uso al que estan destinadas.

| Tabla 1
Materlas primas, soluciones, buffers y medios de cultivo empleados en el proceso de
fermentacién dei VPH

Medlos de cultivo y suplementos Finalidad
Medic de fermentacién para el Aumentar la densidad celular de las levaduras para su transferencia
indeulo semilla de YPH subsecusnte a la fermentadora de producsion,
Apoyar un incremento ulterior en Ja densidad celuiar ¥ propagar las
Medio definido para VPH particulas parecidas a virus {protelna L1} para su recuparacién y
purificacitn,

L Brindar micronutrientes para sustentar una ma or crecimiento celular
Solucién vitaminada para VPH produccion de anlrgenosp en la fermentadora dg produccion, !
‘Servir como fuente primaria de carbonio para aumentar fa densidad
Solucidn de dextrosa para VPH celular, tanio en ef indcule semilla corno en la fermentadora de
produccion,

Galactosa 40% {peso/volumen) | Inducr fa frascripidn de la proteina L1 a partir del promotor de GALT,

Buffer para gggi;g:e levaduras |\ var & as oflutas do levadura coro parte del proceso de dlafiitracién,

Tabla 2
Componentes de los medios de cultivo para el indculo semilla de VPH y del medio para
la fermentacién

Sulfato de amonio L-fisina HCI | Hidroxido da sadio

Dextrosa (D-glucosa) L-metionina Acido Succinico

L-arginina HCI | L-fenilalanina Uracilo _
Monohidrato da L-histidina HCI L-triptofano Base nitrogenada para levaduras sin
L-isoieucina L-tirosina aminoAcidos ni sulfato de amonio
Agente antiespumapte {polipropilenglicol monabuti éler) : ggii:glézgﬁgedms de cultivo para ol
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. Tabla 3

Componentes del medio definido para VPH
Sulfate de amonio fnositol Cloruro de potasio
Acido bérico _ Suffate de magnesio Fosfato dibasico de potasic?
Cloruro de calcio dihidratado haplahidratado Cloruro da sodio
Clorurg de colina Sulfato de manganeso Hidrdxido de sodio
Cloturo de cobaita hexahidratado monohidratado Molibdato de sodio dihidratado

. L-glutamato monosédico . L

Sulfato de cobre pentahidratado ronohidratado Acido succinico
Sulfato ferroso de amonio . . Uracilo
hexahidratado Clorure de niquel hexahidratado Sultato 06 zinc hepiahidado

Agente antiespumante (polipropilenglicol monobutil éler)

* Aparece en la Farmacopea Europea (Ph, Eur.) como festalo dipolasico,

Tabla 4
Componentes de otras soluciones para la fermentacidn y buffers
Solucién Companentes
Solucién vitaminada para VEH Pantotenato de calcio, clorhidrate de piridoxina, D-bioting, clorhidrato de
tiaming, Acido nicotinicos
Solucidn de dextrosa para VPH Dextrosa (D-glucosa), sulfato de magnesio heptahidratado
Galactosa 40% (P/P) D {+) galactosa
Buffer para cultivo de levaduras MOPS® {acido ifbre}, hidréxido de sodio, cloruro de magnesio
con YPH hexahidratado

¥ Apargce en [a Farmacopea de Estados Unidos {USP) como niagina.
®MOPS: dcido 3-{N-morfolino] propanosulténico

2.3.1.2 Materias primas y medios de cultivo para la purificacidn

La Tabla 5 presenta un resumen de Jas soluciones, amortiguadores acuosos y otras materias
primas empleadas en los procesos de purificacion del VPH y adsorcion en el adyuvante. Dado
que se empiean muchos componentes iguales en varios buffers para la purificacion, también
se ha presentado la composicidn de dichos buffers. Los bufters y las soluciones se preparan
con agua inyectable. Los componentes del adyuvante de aluminio se presentan en la Tabla 6.
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Tabla 5

Buffers, soluciones y materias primas empleados en el proceso de purificacién del VPH

Soluciones y materias primas para
la purificacion dal VPH

Finalidat|

Buffer para cultivo de levaduras con
VPH

8e emplea para diluir ol lisada de levaduras después dé la homogeneizacin para log fipos 6, 11y 16.

Buffer para enriquecer el Iisado
anvejecido

Se emplea para diluir el lisado después de Ia incubacion {paso del tratamiento con nucleasas) para los
lpos 6, 11y 18,

Buffer de equliibrio HS»

Se emplea para diafillrar el producto durants el paso de la microliltracién, También se emplea para.
aqultibrar i1 columna de cromatografia HS antes da alimentar la catga para los lipos 6, 11 y 16,

Buffer de equilibrio del tipo 18

Se emplea para diluir ¢l isado de levaduras despuas de la homogeneizacian para el lipo 18. También
se emplea para diafiltrar el producto durante al paso de fa microfiltracién y para equilibrar Iz columna
de cromatogralla HS antes de alimentar fa carga,

Buffer de lavado HS

Se emplea para arrastrar todo el material no ligado de Ia columna de cromatografia Hg.

Buffer da lavade HA®

Se emplea para sluir el produclo de la columna HE durants ol pase da la cromatografia HS ¥ para
equlfibrar y faver la columna HA después de la carta de alimentacion durante el pasy de 18
cromalografia HA,

Buffer de empatjuelado HA

Sa emploa pafa empaquetar y regenarar la columna dg cromatografia HA.

Buffer de elucion HA

Se emplea para shdr el producto de Ia columna HA durania el paso de fa cromatografia HA,

Buffer de UF* del tipo 18 (mé4s PS-go)

Se emplea para diafilirar el producio durante 1a diafiitragion DE1 @ &n el modulo da intareambio de
buffer para ef tipa 18,

Buffer de UF {mis PS-80)

Se emplea para diafiitrar el producio durante el médulo de intercambio de Buiter ¥ para diluir el
produclo actose final & 640 pg/ml.

Solucion trisEDTA'

Se emplea para desensamblar g producto da la cromatografia HA de los lipos B, 11y 16,

Solucién de polisorbato 80 al 10%

Se emplea para desansamblar e producto de la cramatografia HA de los tipos 6, 11y 18 y como
axciplente en el producta final,

Solucidn de DTTv 0.2 M

Se emplea para desensamblar el prociucto de la cromalografia HA da Jos tipos 6, 11y 18,

Buffer de exiraccion del DTT

Se emplea para enjuagar las membranas de UF antes del us0 y duranle la diafitracién {DF1) dal
médulo de reensamblado da las PPV para fos tipes 6, 11y .16,

Buffer de reensamblado {més PS-80)

Se emplea para diatifirar el produclo durante lag diafiilracionas DF2 y DF3 dal médulo de
reensamblada de las PPV para los lipos 6, 11 y 16,

Alumbre 2X en solucion salina

Se emplea como formulagion adyuvanle para fa adsorcion da las PPY,

Cloruro de sodio 5 M

Se emplea durante el pasa de afiminacion e los desechos celulares para minimizar la degradacion
proleolitica de las PPV para el lipo 18,

Benzonase®

Se emplea duranle la homogenelzacién, para ayudar & la depuracion de Acidos nucleicos duranie los
pasos subsacuenles da purificacion por cromalografia,

Ribonucleasa T1

Se agrega al lisado diluido despuds d la homogenaizacidn, pars ayudar a ellminar el ARN de
levadura conlaminanta para el tipo 18,
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* HS: se refiere al medio para la cromatografia de intercambio cationice, que se funcionaliza
con grupos sulfopropilo.

® HA: hidroxiapatita

® UF: ultrafiltracién

* Las palabras “més PS-807, cuando aparecen en paréntesis después del nombre del
amortiguador, indican que se agrega polisorbato 80 (PS-80) al buffer liberado, a razén de

0.012%, antes de emplearlo en el proceso. El PS-80 se somete a ensayos y se libera por |

separado. Los buffers se usan solos o con PS-80,
® Tris: tris(hidroximetilaminometano

"EDTA: 4cido etllendiaminotetraacético

8 BTT: ditiotreitol

" PPV: particulas parecida a virus

Tabla 6
Componentes del adyuvante sulfato hidroxifosfato de aluminio amotfo
(alumbre 2X en solucidn salina)

Sulfato potasico de aluminio Fosfato dibasico de sodio?
Cloruro da sodio Fosfato,monobésico de sodio monohidratadod
Hidrdxido de sodio Botalo de sodict '

# Aparace en la Farmacopea Europea (Ph, ELI,) coma losiaio dissdico. =
b Aparece en la Farmacopea Britanica {BP} como fostata de sodio dihidroganado monehidratado.
¢ Apareca en Ph. Eur. como bérax,

23.2  Sustrato celular

2.3.2.1 Construccién de fos vectores de expresién de las levaduras

Para la expresion de las cuatro proteinas L1 se empled el vector pGAL110 de expresion de fas
levaduras. Las diferencias en los sustratos celulares entre los tipos de YPH se introdujeron al
clonar el marco de lectura abierto (ORF, por sus siglas en inglés) particular de la L1 del VPH,
al insertar el ORF en el vector pGAL110 y al transformar el indculo de levadura huésped con el
vector resultante. Se elaboraron genotecas de plasmidos o fagos a partir del ADN obtenido de
muestras clinicas de seres humanos o de estirpes celulares positivas para VPH de los tipos 6,
11,16y 18, | |

2.3.2.2 Construccién de el indculo madre huésped de levadura

El indeulo huésped de Saccharomyces cerevisiae empleada para la Vacuna recombinante
fetravalente contra ef VPH es el indculo CANADE 3C-5, también désignada como inéeulo
1895. El indculo CANADE 3C-5 se derivé de el indeulo de S, cere siae 2150-2-3 (MATa, leu2-

e {Asgrentina) nc.
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2.3.2.3 Transformacién de el inéculo madre huésped de levadura con los vectores de L1
de

VPH.

2.3.2.3.1 Transformacién de el inéculo huésped CANADE 3C-5

Se emplearon los vectores de exprasion de las levaduras relacionados con el pGAL110 para
cada uno de los cuatro tipos de VPH, a fin de transformar los esferoplastos de el Indoulo
CANADE 3C-5 de S. cerevisiae, Las transformaciones se llevaron a cabo en forma
independiente para cada uno da los tipos de VPH 'sigulendo un método publicado, con
obtencion de los transformandos en agar selectivo carente do leucing {agar leu/sorbitol), EI
pasaje de colonias individuales en el agar leu/sorbitol produjo aistados clonales, En asta fase y
las subsecuentes, los aislados se conservaron como cultivos de reserva en glicerol al 17% a
una temperatura £ ~60 °C o Inferior. Los alslados clonales se cultivaron, se indujeron con
galactosa y luego se recolectaron, Los. lisados celulares se evaluaron mediante
radioinmunovaloracion en cuanto a la expresuén de particulas parecidas a virus de L1 dal VPH,

usando anticuerpos conformacionales de tipo especificos para la proteina L1 de VPH que se
estaba produciendo.

Para cada uno de Jos cuatro tipos, se efigieron los tres clones que mostraran los niveles mas
altos de expresion de PPV L1 VPH a fin de someterlos a evaluacién uiterior en volimenes
mayores de cultivo. De cada tipo, se sligié un clon que mostrara los niveles mas altos de
expresion de PPV L1 VPH en un matraz como el primer aislado de clonacién,

23.23.2 Establecimiento de las indculos semillas originales

El primer aislado de clonacién de cada tipo de VPH sg¢ sometié a una segunda vuelta de
aislamiento por clonacion, Basado en el analisis de productividad de fa expresion de las PPV
de VPH, se eligié un aislado altamente productivo de cada tipe como el inéculo semilia orsginal
para preparar una indeulo semilla premadre (premaster seed).

2.3.2.4 Establecimlento de las Indculos semillas madre y de trabajo
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Los procesos para establecer las indeulos semillas madre y de trabajo se resumen en Jas
figuras 11 y 12 respectivaments.
Figura 11
Proceso para establecer el inéculo semiila madre

FROZEN THAW INOCULATION 250.mL SHAKE INCUBATION
FLASK EXPANSION —
PREMASTER SEED TRANSFER
DISPENSING Gﬁgc%%% INCUBATION 2.L SHAKE FLASK
r-——-——-l ABDI L SHA 5
MASTER SEED ” “ e EXPANSION
: o viely
e, Nﬂ% mmm !
Sequence, soecic procketiaty |
Figura 12
Proceso para establecer las Inéeulos semilla de trabajo
THAW  INDCULATION 250.mL SHAKE | TRANSEER 280.mL SMAKE INCBATION
EXPANSIGN EXPANSION TRANSFER
CELL GROWTH 200 to 300.L TRANSFER INCUBATION 3.1 SHAKE FLASK
- ; FERMENTATION | & —— EXPANSION

aLrceEnol
ADDITION

DISPENSING FREEZING/STORAGE

Y —
1 pimamid D and mtegety, |
| ez |

|

2.3.2.5 Caracterizacion y ensayos de los bancos celulares

Enla tabla 7 se presentan los restimenes de los ensayos a los que se somete cada uno de las
moculos semilla madre de VPH, indculos semilla de trabajo y células resuttantes de [a
produccion. En cada andlisis, todos los Iotes mostraron los resultados esperados. Los
resultadoq de la cuenta de wabahdad el Unico andlisis cuantitativo, e presentan en Ia tabla 8,
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Tabla 7
Resumen de las ensayos del Inéculo primatio para la vacuna, el Indculo secundario y las
células resultantes de la produccién

Valoracion Resultados esperados

Pureza def cultivo Sin crecimiento salvo la caracteristica del huésped

identidad de especie S. cerevisiae

Identidad de el Inéculo hudsped mediante

A
replicacidn en placa de agar {replica plating) Adet, Can, Leu?

Identidad de el indculo huésped mediante . ,
Inmunoslectrotransferencia (Southern biotting)? Se datectaron desviaciones en bandas especlficas

Identidad e integridad de plismidos mediante

mapeo de restriccion Sin diferencias con respecto a las bandas esperadas

Secuencia de ADN de los genes y uniones - ,
codificadores de L1t Sin diferencias con respecto a ia secuencia esperada

Productividad especifica Produceion del antigeno especifico

* Para las celulas resultantes de la produccion, esta ensayo 56 habla realizado previamente en células de una
fermentacion  gran escala de cada tipo por separado, Los resultados fusron los esperados.
® Esta ensayo no se realizd en al indculo semilla da trabajo,

¢ Esta ansayo no se realizé en las células resultantes da ia produseldn,

Tabla 8
Enumeracién de las indculos semilla madre y de las Indeulos semilla de trabajo

, . Cuenta de viabilidad de el indculo
Cuenta de viabilidad de el inéculo ; )
Tipo semilla madre® y numero do lote semilla de traﬁg{‘; *y numero da
6 1.2 x {07 7.2 x 1G8
HPV6MS98008 HPVEaWS0001
11 7.9 %108 4.9 x 108
HPV11MS98025 HPV11WS0001
16 9.5 x 108 1.6 x 108
) HPV1897.014-.02 HPV16WS0001
18 1.1 % 107 1.4 % 108
HPY1898.01-,02 HPV1BWS0001

T3 Las unidades son unidades formadoras de colonias (UFC) por ml,

Se realizaron ensayos adicionales para demostrar la estabilidad del sustrato celular y del
sistema de expresion durante los cultivos y hasta llegar a las células resultantes de la
produccion. Para cada tipo de indculo semilla de trabajo, se llevd a cabo una férmentacién a
gran escala (en recipiente de 3000 litros) y se sometié a ensayos de pureza de! cultivo,
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identidad de la especie, identidad de el indculo huésped, mapeo con endonucleasas de
restriccion y secuencia de ADN, Se demostraron Ia pureza del cultivo, la identidad de el indeulo
huésped y la estabilidad del sistema de expresion de estas células, cultivadas desds el nivel de
las Indculos semilla madre hasta las células resultantes de la produccion para los cuatro tipos.

2,3.2.6 Retencion de pldsmidos en las indeulos semilla madre, las indculos semilla de
trabajo y las células resultantes de Ia produccién,

Por tnica vez, se evalud la retencion de la estructura de los plasmidos en las indeulos semilla ¥

en las células resultantes de la produccion, usando una valoracién del nmero de copias del

plasmido. Los resultados confirmaron la retencion del vastor de expresion desde el indeulo

sernilla madre hasta el final de la produccién, y por lo tanto son un Indicio de estabiiidad.

2.3.2.7 Viabilidad de los indeules semilla madre y inéculos semilla de tfaba]o.

La viabllidad de las indeulos semilla de trabajo se confima por su desemperio en los lotes de
fermentacion de rutina. La viabllidad de ef indeulo samilia macdre se confirma por la preparacion
y calificacién exitosa de nuevas Inéeulos semila de trabajo,

23.2.8 Criterios de liberacion da fas nuevas inéeulos semilla de trabajo

En la tabla 9 se prosentan los ensayos y los criterios de aceptacion pera la hberaclon de los
nuevos lotes de indeulo secundario, La expresién del antigeno L1 especifico de cada tipa
también se confirma usando un nuevo lote de indeulo semilia de trabajo en el proceso de
fabricacién a escala completa Y, subsecuentements, realizando ensayos de identidad como
parte del proceso de liberacién dei los principios activos,

Tabla 9
' Ensayos de liberacién y criterios de aceptacion para el inéculo secundario
Ensayo Procedimliento Criterio de aceptacion
Pureza dei cultivo PC 9110.775 Sin crecimiento excepto S, ceravisiae
Cuenta de viabilidad PC 9110.771 >8.5 x 108 UFC/mi
Identidad de el indeulo Debe identificarse como
huésped , PC 9110770 S. cerevisiae CANADE 3C-5
Las unidades son unidades formadoras de colonias (UFC) por mi.
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2.3.29 Documentacidn Y procedimientos de'etiquetado de las Indculos semilia madre y
de trabajo.

En la fabricacion de indeulos semilla madre y de trabajo se emplean hojas batch aprobadas.

Las efiquetas en cada recipiente de el inéeulo contienen of nimero de lots, la descripcion def

contenido, el nimero de recipiente y la fecha de fabricacién,

2.3.210 Proteccion contra acontecimientos catastroficos

Las inéeulos semilla madre de VPH se'almacena a s ~60 °C en dos congeladores por
separado que contienen sistemas de back-up de manera de protegerlas contra cortes an
suministro sléctrico y falias del equipo. Las indculos semiilas de trabajo de VPH se almacena

en las mismas condiciones, Pero en congeladores distintos de los del Jas indculos semilla
madre,

2.4 Controles de los pasos criticos e intermedios

En esta secclén se prasentan los controles de los procesos criticos para la fabricacién de
rutina. Todos estos controles se Supervisaron durante la validacion de los procesos.|

241 Fermentacién y cultivo ,
Los procesos de expansién de las ineulos do VPH (sn 200 litros), fermentacion de produccién
(en 3000 litros) y cultivo se disefiaron para ser robustos y estén validados. Log parametros

criticos de los procasos que se supervisan en la fabricacion de rutina son:
Fermentacidn en 200 Jitros

. Concentracion final de dextrosa (o

Fermentacion en 3000 litros

’ Rango de control del pH

. Momentos de adicién de las alicuotas de galactosa

. Velocidad del Hujo de alimentacidn de fa solucién de galactosa al 40% (g/min)
J Total de solucién de galactosa al 40% afiadida (Kg)
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Cultivo
. Temperatura (°C) 4
J Cronograma de adicién de las alicuotas de galactosa

242 Purificacion y adsorcién

Los procesos de purificacion y adsorcién de las particulas parecidas a virus se disefiaron para
ser robustos y estan validados.

** Los parametros criticos de los procesos que sé supervisan en la fabricacion de rutina de los
tipos 6, 11y 16 son: '

Desensamblado de las PPV

. Concentracién de ditiotreito!

Adsorcidn

. Razon entrs las velocidades de flujo del producto acuoso final diluido y del adyuvante,
" Los pardmetros criticos de los procesos que se supervisan en la fabricacién ds rutha del
tipo 18 son:

Liberacion de las PPV

¢ Cantidad de Benzonase® {endonucleasa)

. Cantidad de ribonucleasa

Adsorcién

. Razn entre las velocidades de flujo def producto acuoso final diluido y del adyuvante

25  Validacién y evaluacién de los procesos

2,51 Resumen

La presente seccion documenta fa exitosa validacion de los procesos para la fabricacion def
principio activo contra el VPH; granet monovalente da producto adsorbido para fos tipos 6, 11,
168y 18. En la fecha en que se realizé of estudio de validacion de los procesos, se definié un
atributo critico de calidad {ACC) como una propiedad mensurabls de un producto intermedio o
terminado tal que, al cumplir con los criterios predeterminados de acsptacion de los atributos
criticos de calidad, garantizaria un desempefio uniforme de los prgkeses y fa calidad final del
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producto. Un pardmetro critico del proceso (PCP) se definié como una variable de ingraso del
proceso que, si se mantenia dentro del rango, resultarta en un desempefio uniforme de los
procesos y en resultados aceptables de los atributos criticos de calidad, Los estudios de
validacién se ejecutaron con éxito, de conformidad con  protocolos aprobados
prospectivamente que se basaban en estas definiciones.

Mas adelante, Merck reavalué sus definiciones de log parametros criticos de los procesos y de
los atributos criticos de calidad, Las mediciones de consistencia (uniformidad) de los procesos
ya no se consideran atributos criticos de calidad, y los pardmetros criticos de log procesos
ahora se limitan a aquellos parametros en los cuales una desviacién tiens un potencial
significativo de ocasionar una falla en un atributo critico de calidad. Ademds, se introduferon
dos categorias nuevas: un atributo clave de los procesos (ACP) se define como una propiedad
medible empleada para evaluar el desempefio o la consistencia de los procesos. Un parametro
clave da operacién (PCO) o8 un parémetro.con respasto &l cusl una tesviacion del rango
determinade entrafia ol potenclal de repercutir en ol desempeﬁo 0 la uniformidad de los
procesos. Al igual que lds demds parametros de los procesos, los parametros clave de
operacién se monilorean, y cualquier desvlacion se investiga para evaluar su repercusién en la
calidad del producto. Debido al cambio en las definiciones, solo algunos de los pardmetros
criticos de los procesos y atributos criticos de calidad aphcados durante los estudios de
validacion de los procesos se consideran controles criticos, Los restantes atributos criticos de
calidad (ACC) y atributos clave de los pracesos {ACP) no se monitorearan de manera rutinaria,
La realizacion exftosa de los estudios de validacién ha brindado fa garantia de que puede
cumplirse con estos criterios de manera consistente. Para la val:dacnén de la fermentacion y la
purificacion, se emple6 un método matricial,

2.52  Fermentacién y cuitive _

Los procesos de fermentacion y cultivo se validaron exitosamente. En la Figura 13 se presenta
una panoramica de los pasos que conforman los procesos de fermentacion de las indcuios,
fermentacion de produccion y proceso de cultive.

La seleccion de los parémetros criticos de jos procesos y los atributos criticos de calidad, asi
. COMO 5US rangos respectivos, se establecid con base en los datos de produccion en
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laboratorio, en forma piloto y a - escala completa. En esta seccién se ofrecen breves
descripciones de los objetivos de cada paso de los procesos.

Figura 13
Médutos de los procesos de fermentacién y cultivo
Modulg Finafidad Pasos del proceso
Descongelacion da las indculos
Fermentacidn de las indeulos | e aumentarla densidad celular inoculacién

Crecimiento celular

Inoculacién
.. |* aumentarla densidad celutar Fase de dextrosa en lota
Fermentacién de produccion . ) 3
* generar particulas parecidas a virus Fase de alimeniacion da dextrosa

Fasa de induccidn con galactosa

. ) . Cultiva
. » sliminar el medio do fermentacion
Cultivo , Envasado
s concenirar las células .
Cengelacion

El objetivo del proceso de fermentacion del indculo (en 200 liros) es aumentar la masa celular
para inocular la etapa de produccion. Todos los lotes cumplieron con todos los criterios de
aceptacion para este médulo.

Los objetivos de la fermentacion de produccion de las indeulos son aumentar todavia mas la
masa celular y generar particulas parecides a virus para su obtencién y purificacion. Todos los
lotes de validacién cumplieron con todos los Criterios de aceptacién, con una excepcién. Un
lote del tipo 6 no cumplié con el ¢riterio de parametro critico del proceso para ef tiempo de
evolucion del pico de dioxido de carbono, pero tal desviacién no repercutié adversamente en
la calidad o consistencia del proceso de fermentacién de produccion,

Los objetivos del los pasos de cultivo celular son efiminar el medio de fermentacién y
concentrar Jas células antes de congelarlas. Todos los lotes de validacién cumplisron con
fodos los criterios de aceptacion para este mddulo,

Todos los lotes aprobaron todas los ensayos de fiberacion del principio activo que estaban en
vigor al momenjo de la validacién {la ensayo de identidad ga ia especie se elimind
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subsecuentemente como un ensayo de liberacion indspendiente, porque se realiza come parte
de! analisis de identidad de &l inéculo huésped).

2.5.3 Purificacion y adsorcion

Los procesos de purificacién y adsorcién, como parte de la fabricacion, se validaron
exitosamente fabricando nueve lotes que cumplieron con todos los criterios de validacion. El
cuadro Figura 14 ofrece una panoramica de los modulos (grupos de pasos) de los procesos
para la purificacién y adsorcion de los tipos 6, 11y16,yla Figuré 15 oftace una panoramica
para ol tipo 18. Las diferencias clave en los procesos para el tipo 18 son: 1) se emplean
Benzonase® y ribonucleasa para depurar los 4cldos nucleicos; 2) se emplea cloruro de sodio
en lugar de citrato de sodio en los pasos de microfiitracién (MF) y cromatografia en columna
HS; 3) no se requiere ol desensamblado ¥ reensamblado quimico de las particulas parecidas g
virus y 4) la composlcidn del buffer Inicial parala uitrafiitracién (UF) es ligeraments diferents.

La seleccion de los parametros criticos de los procesos y los atributos criticos de calidad, as!
COMO sus rangos respectivos, se establecié con base en los dalos de preduccion en

laboratorio, en forma plloto y a escala completa. En esta seccién se ofrecen breves
descripciones de los objetivos de cada paso de fos procesos.
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Médulos de los procesos de purificacion y adsorcién de los tipos 6, 11 y 16,

Médulo

Finalidad

Pasos del proceso

Liberacion de las PPY

romper las células y liberar las
PPV

digerir los 4cidos nucleicos

Descongelacion de las
células
Homogeneizacion
Tratamiento ¢on nucleasas

Captura y purificacion de las
PPV

eliminar los desechos ceiulares
capturar y purificar las PPV

Microfiltracién
Cromatografia HS

Purificacion de pulido

purificar [as PPV

Cromatografia HA

Desensambiado de las PPV

desensamblar las PPY

Adicion de sustancias
quimicas
Reaccién conef DTT

Reensamblado y formacién de
enlaces cruzados

reensamblar las PPV
formar enlaces disulfuro

Diafiltracion 1
Diafiltracidn 2
Filtracién pre-incubacién
Diafiltracion 3
Incubagién

Intercambio de butfer

concentrar el producto
lograr fas concentracién meta de
excipiente

Concentracién
Diafiltracion 4
Concentracion/dilugién

Fiitraclon estéril

filtrar el producto a traveés de un
filtro esterilizants

Filttagion estéril

Adsoreion

formular el producto monovalsnte

Dilugitn
Adsorcion del adyuvents
Envasado

PPV: particulas parecidas a virug: DTT. ditiotreitol.
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Figura 15
Médulos de los procesos de purificacion y adsoreitn del tipd 18
Médulo Finalldad Pasos del proceso
Descongelacién de las célulag

* fomper las células y liberar lag PPV
» disociar el ARN de las PPY

Liberacién de las PRV Homogeneizacién

Tratamiento con nucleasas

Captura'y purificacion de |« eliminar los desechos celulares Microfiltracién
las PPV ¢ caplurar y purificar las PPV Cromatograffa HS
Pdrificacién de'pulido * purificar las PPV Cromatografia HA
; * concentrar el producto Concentracitn
Intercambio de buffer |« lograr las concentracién meta de Diafiltracién
excipiente Concentracion/dilueién

o filtrar el producto & través de un

Filtracion estéril o
filtro esterilizante

Filtraicion estéril

- Diluclén
Adsorcidn » formular el producto monavelents Adsorclén del adyuvants

Envasado

PPV particulas parecidas a virus.

La liveracién de las particulas parecidas a virus a partir de las células de levadura se logra

- mediante la homogeneizacién. A continuacién, los &cidos nucieicos se disosian de las
particulas parecidas a virus y son digeridos. En el médulo de captura y purificacién de las
particulas parecidas a virus, eslas se cultivan y purifican eliminando los desechos celulares
durante el paso de microfiltracién y sliminando las proteinas de las células huésped y otras
impurezas durante el paso de cromatografia con intercambio catiénico con grupos suffopropilo
(HS). En el médulo de purificacién y pulido, la cromatografia con hidroxlapatita (A} elimina fas
impurezas resfduales y las particulas parecidas a virus agregadas.

En el médulo de desensamblado, las particulas parecidas a virus de los tipos 6, 11 y 16 se
desensamblan quimicamente para permitir un reensamblado controlade. En la fabricacién de
rutina, el pH def producto desensamblado no se medira directamente, sino que se controlara
..... . confirmando el pH de una solucion stock de EDTA/DTT. El médulo da raensambladna v
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formacion de enlaces cruzados (exclusivamente para los tipos 6, 11 y 16) produce una
poblacion homogénea de particulas parecidas a virus reensambladas, con enlaces cruzados
disulfuro y antigénicamente estables.

El mddulo de intercambio del buffer concentra el producio, logra la composicién objetivo de los
excipientes y elimina los residuos. El modulo de filtracién estéril garantiza la esterilidad del
producto acuoso final. En el modulo de adsorcin, las particulas parecldas a virus se adsorben
sobre el adyuvante sulfato hidroxifosfato de aluminio amorfo mediante la mezcla en linea del
producto acuoso final diluido con la formulacién de adyuvante.

Todos los lotes de validacion del principio activo cumplieron con todos los criterios da
aceptacion de los pardmetros criticos de los procssos (PCP} y de los atributos criticos da
calidad (ACC), y el periodo de hold time del producto acuose final diluido se valida hasta por 30
dias a una temperatura entra 2 y 8 °C. En unos cuantos casos (porcentaje de pureza,
porcentaje de mondmeros Intactos y potencia relativa in vitro), los criterios de aceptacion de las
especificaciones propuestas se han vuelto mas estrictos desde el estudio de validacién,
Algunos ensayos se eliminaron més adelants como ensayos de liberacion.

Todos los lotes de validacién cumptieron con los requisitos de depuracién tanto de impurezas
de las células hudsped (ADN, ARN, lipidos y carbohidratos) como de residuos del proceso
(ciitiotreltol). E ditiotreitol se ampled como un marcador representativo durante la validacion de
los procesos para demostrar la depuracion de otros residuss de bajo peso molecular (como
fosfato, citrato y EDTA). Siempre que fue posible, se especificaron los objetivos de depuracion
del producto acuoso final. Sin embargo, con relacién a la depuracion de lipidos, se hicieron las
ensayos en el producto de la cromatografia con hidroxiapatita {(PHA), porque el polisorbato 80
de las muestras de producto acuoso final interfiere con el analisis, Se cumplié con todos los
criterios de aceptacién de los estudios de validacién de fa depuracién.

254  Validacion de los filtros
Los fitros empleados en el proceso de fabricacion se validaren para demostrar que son

apropiados plara el uso al que se les destina, como se resumen en Ia Tabla 10.
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