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Seccién 3.2.8.2.3 . -
Sistema de lotes de siembra, caracterizags

4.2  Anilisis de lote de los lotes de siembra maestro y de trabajo de Clost‘rm'itt}":?%'}q aa

tetani

Los resultados de liberacion obtenidos para el MSL 22.10.91 y para los WSL FA120573,
FA121337 y FA123048 se presentan en la tabla 5. Todos los lotes cumplen con las

especificaciones.

Tabla 5: Datos de control de calidad para Clostridium tetani

Controles Criterios de aceptacion Resultados (fecha de elaboracién)
MSL* WSL WSL WSL
22 0ct 1991 | FA123048 FA229010 FA356142
(17 feb 2002) | (20 dic 2005) { (22 jul 2009)
Prueba de pureza Ausencia de Cumple Cumple Cumple Cumple
contaminantes
Prueba de identificacidn:
Examen morfolégico Bacilos gram positivos Bacilos gram | Bacilos gram | Bacilos gram | Bacilos gram
positivos positivos positivos positivos
Caracteristicas de Colonias transparentesy | Cumple Cumple Cumple Cumple
crecimiento planas, con bordes
irregulares y extensiones
filamentosas
Caracteristicas Cumple Cumple: Cumple: Cumple: Cumple:
bioquimicas: -
« Indol Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
. , 1dentificacién con el Petfil metabdlico Cump]g'l‘ Cump]_ei Cumplei Cumple:t

shatemia API®

caractetistico de C. refan!

Se llevd a cabo la prueba de patogenia en el lote MSL 22.10.91 y se observé la muerte de cobayos con
sintomas tetanicos.

t No se aplica. La prueba de identificacién bioquimica se realizé utilizando el sistema VITEK®, que era ¢l

método vigente en el momento de la liberacién del Tote MSL.

i Los lotes WSL FA123048, FA229010 y FA356142 se liberaron utilizando el sistema VITEK®.

RA_0302395

Informacién confidencial/propietarfa

Phgina 23 de 23

R0XANG NFATEML
DIRECTGRR TEGRIC2.
SANNEL PAATENR & 4

ONE GHR!STIANPDW?‘“%UEZ
s o ERAGU

SANE DAGYER §.A






2.3.54

Control del Principio Activo - PRP-T

£

LONE CHRISTIAN DONiGUE
EONICE APOBERADO
SANDE PASTEIIR .4







sanofi pasteur
Granel de polisacdrido de Haemophilus tipo b conjugado

Seccion 2.3.S.4 - Control del principio activo

Indice

Lista de tablas ....uiiiesmmiiinmniimnasaes SRR PRPPURIPIOPT BT
1 Especificaciones I
2 Procedimientos analiticos .....ouvieicescssinsaens e rersssisassresrtestasesasssasensenatessanas 5
2.1 Contenido de fOSFOr0...cuvummririrrrrerererseirnsisessrereesessasssssssreraranes e ———— 5
2.2 Distribucidn del tamafio molecular mediante HP-SEC .....cocciininiinin, 5
2.3 Contenido de polisacdrido [IBre ... e e 6
24 Contenido de protefna teténica libre ettt ee e et 6
2.5 Pruebas de limite de EDAC y EDU residuales mediante electroforesis capilar de

ZOM@.strriririrsasensissssesnsstosestarestiitestossstshssbostbhsrsbeesbatshsirssteneshesnesirbibbraa b bEeR b sdaRbar s s R e e s R bt et s 6
2.6 Prueba de limite de fenol residual......ciiiicicncnner e 6
2.7 Contenido de sacarosa por polarimetria......cvviiniieciiiii e 7
3 Validacién de los procedimientos analiticos ... ieneeesismsmmssssssiressssssessssssssesesenass 7
3.1 Contenido de fOSTOr0 e iiirrriirre e e nebn s s 7
3.2 Distribucion del tamafio molecular mediante HP-SEC .....voivviciriviiiiiiiiniinssssnsienens 7
3.3 Contenido de polisacarido 1IDIe v 7
34 Contenido de proteina tetdnica lbre ... 7
3.5 Pruebas de limite de EDAC y EDU residuales mediante electroforesis capilar de

70 1 PSP PPRPOTPOS 8
3.6 Prueba de limite de fenol residual....civiiiimiiiiieeenamo e 8
3.7 Contenido de sacarosa por polatimettia........ocviiiiverseneisissssnissssinnnni e 8
4 Andlisis de lote bR bR SR RS sE R 8043 8
4.1 Lotes de uniformidad utilizados en la elaboracion del producto medicinal

formulado optimizado .o SRR s e O
4.2 Lotes de produccion actuales ..o 9
RA,_0302409 Informacion confidencial/propietaria

Pagina 1 de 14
A0XANA
* DIRECT

- qpnnet PAYTF






sanofi pas
Granel de

teur
polisacaride de Haemophilus tipo b conjugado

Seccitn 2.

Control del principio agsi

5 Justificacion de las especificaciones....iciiiniiersecncensasesssasionssnee w11
5.1 Contenido de polisacarido.... i 11
5.2 Proporcidn polisacarido/proteina.....miiiiiiiinni o 11
5.3 Distribucion del tamafio MOIECUIAL ...t e 11
5.4 Contenido de polisacarido lBre ..o 12
5.5 Contenido de proteina tetinica lIBIe ... eccevrinccciiiiiii s, 12
5.6 Reactivos reSidUALES .uuvueciiiiiarmeriiiinimiei s ssssnssassssr s s sessesessesssessens 12
5.6.1 EDAC y EDU residuales ..o 12
5.6.2 Fenol reSidual ....cuivisnrmimiersis st e 12
5.7 Prueba de esterilidad bacteriana y fingica........covcvivnnnincinininnniinin 13
5.8 Medicion de PHo...cccereernerrrrresreceerseim s st s b s s e 13
5.9 Contenido dE SACAIOSA. .. virrirrirveriniarireresenesie sttt s sa bbb e 13
5.10 Grupos funcionales que no hayan reaccionado......cvccviine s, 13
RA_0302409 Informacién confidencial/propjetaria

Pagina 2 de 14

AOKANANIONTEMILONE CHRISTIANDUMINUE?

;" DIRECTORA TECHIC:
QDA&EFIP TFHHé.ﬂ.

el L:‘jl‘.ﬁﬂﬁg
SANNFI PASTRIR S.A






sanofi pasteur Seccidn

Granel de polisacirido de Haemophilus {ipo b conjugado Control del principio
)
Lista de tablas
Tabla 1: Especificacion del granel de polisacarido conjugado de Haemophilus tipo b .......ccovvevuenee 4
Tabla 2: Descripcion de los lotes de PRP-T (lotes de uso elinico) ...covvvevcvrinicnincnnnnecninennn 8
Tabla 3: Datos de anélisis de los lotes de PRP-T (lotes de uso clinico). i, 9
Tabla 4: Descripcidn de los lotes de PRP-T (lotes actuales de produccion) ... 10

Tabla 5: Datos de anélisis de los lotes de PRP-T (lotes actuales de produccion)

RA_0302409 Inforﬁlacién confidencial/propietaria
Pagina 3 de 14







sanofl pasteur
Granel de polisacirido de Haemophilus tipo b conjugado

Seccién 2. m'“- .

Control del prmclpio a

L (008097
5&} — &@

Lista de abreviaturas: consulte 2.3 Resumen global de calidad, Introduccion.

1 Especificaciones

La lista de especificaciones del principio activo PRP-T se encuentra en la Tabla 1 .

Tabla 1: Especificacién del granel de polisacaride conjugado de Haemophilus tipo b

Pruebas Requeridas por Métodos Criterios de aceptacion
Contenido de fésforo Ph. Eur. 1219, Segln la Ph. Eur. 2.5.18, edicidn actual Para calcular el
edicion actual Medicién del contenido de fosforo con el cmlj.temfk? dde RP-T
TRS 897 método de Chen en el PRP-T polisacarido PRP-
Contenido de polisacirido Ph. Bur. 1219, Calenlo utilizando el comtenido de fosforo | Para informacion
edicion actual del PRP-T El contenido de
TRS 897 polisacarido PRP-T se

utiliza para la
formulacion del
producto final a granel

Proporcién
polisacarido/proteina

Ph. Eur. 1219,

edicion actual

Célculo utilizandoe el contenido de fosforo
y proteina en el PRP-T dializado

0,33a0,55

molecular; coeficiente de

edicidn actual

TRS §97 Ph. Eur. 2.5.16, edicidn actual. Método de
Contenido proteico (PRP-T Lowry aplicado en el PRP-T dializado
dializado) {para evitar interferencias).
Caiculo utilizando el contenido de fosforo
en ¢l PRP-T dializado. Medicidn del
Contenido de polisacérido contenido de fosforo con el método de
{PRP-T dializado) Chen, basado en Ph. Eur. 2.5.18, edicién
actual.
Distribucion del tamaiio Ph. Eur. 1219, Ph. Eur. 2.2.30, edicién actual y USP

<621> cromatografia de exclusién por

Método coloriméirico

pal‘ticién KD, radiﬂ TRS 897 tamafio KD < 0!37
hidrodindmico Rh y peso Cromatografia de exclusién por tamafio de | Rh2 30 nm
molecular My - alta presién con qeteccién triplel N Mw 24,2 10° Da
(refractémetro, viscosimetro y dispersion
de la luz) y deteccidn UV.
Contenido de polisacirido libre | Ph, Eur, {219 Ultracentrifugacién y ctomatografia < 20%
(PRP denpolimerizado) TRS 897
Contentdo de proteina tetdnica | Ph. Bur, 1219 Ph. Eur, 22,31, ediefon actual <1%
ibre TRS 897 Electroforesis (gradiente de gel de
poliacrilamica)
Prueba de limite de EDAC Ph. Eur. 1219 Ph. Eur, 2.2.47, edicién actual <1¢ pmol/l
residual TRS 897 Electroforesis capilar de zona
Prueba de limite de EDU / <10 pmol/l
residual
Prueba de limite de fenol Ph, Eur, 1219 Segin la Ph. Eur, 2.5.15, edicidn actual, <1 pg/mL
residual TRS §97 modificada para la prueba de limite
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Granel de polisacarido de Haemaphilus tipo b conjugado Control del prmupw acfiv#OLio

Prueba de esterilidad Ph. Eur. 1219 Ph. Eur. 2.6.1, edicion actual Sin crecimiento

bacteriana y fiingica TRS 897 Filtracion por membrana microbiano

Medicion de pH / Ph. Eur. 2.2.3, edicidn actual 6,5273
Determiniacion potenciométrica

Contenido de sacaresa / Ph. Eur. 2.2.7, edicidn actual Para informacidn
Polarimetria (rotacion éptica)

2 Procedimientos analiticos

Los métodos de las pruebas de contenido proteico (empleado para calcular la proporcion
polisacérido/proteina), pH y esterilidad se realizan conforme a la Ph. Eur. Para calcular el
contenido de polisacarido y la proporcién polisacérido/proteina, se determina el contenido de
polisacarido utilizando el contenido de fésforo del PRP-T. A continuacion se incluye un resumen
de los procedimientos analiticos de los métodos que no se detallan/no se describen en la Ph. Eur.

2.1 Contenido de fosforo

El contenido de fosforo se mide utilizando el método de Chen (Chen P.S., Microdeterminacion
del fésforo, Anal. Chem., 1956, 28, 1756-1758) y sobre la base del método de la Ph. Eur. 2.5.18.
"Phosphorus in polysaccharide vaccines" para la etapa de mineralizacion a fin de evitar una
reaccion de Maillard, Se mineraliza el fosforo en fosfato en presencia de dcido caliente. El fosfato
y el molibdato de amonio forman un complejo fosfomolibdico que, cuando se reduce, desarrolla
un color azul. Esta coloracién luego se mide mediante espectrofotometria a 825 nm.

2.2 Distribucién del tamafio molecular mediante HP-SEC

La determinaci6n del tamafio molecular del PRP-T se basa en la separacion de particulas mediante
la cromatografia liquida de exclusion por tamafio de alta resolucion (HP-SEC) de acuerdo con su
tamafio y también se basa en el analisis por deteccion triple (refractdmetro, viscosimetro, detectot
de dispersion de luz).

Se eluye una muestra inyectada a través de un gel poroso bajo presion, Las moléculas de mayor
tamafio que los potos de gel més grandes no pueden penetrar el gel y permanecen en la fase de
citculacidén mévil. Estas moléeulas son las primeras en abandonar la columna. Las moléculas mas
pequefias se difunden en los poros del gel con mayor o menot rapidez, segln su tamafio y forma, y
abandonan la columna en orden descendente del peso molecular.

" Las moléculas separadas luego se someten a un analisis triple, con un viscosimetro, un detector de
dispersion de luz a bajo dngulo (LALS) y un refractometro que permite calcular su peso molecular
(Mw) y radio hidrodindmico (Rh). La respuesta del refractémetro es proporcional a la
concentracion, la respuesta del detector de dispersion de luz (LS) es proporcional a la
concentracién y al peso molecular, y la respuesta del viscosimetro (DP) es proporcional a la
viscosidad intrinseca (1)) y a la concentracion, El tamafio molecular se determina en base a las
respuestas de viscosidad, de dispersion de luz y del refractémetro.

RA_0302409 Informacién confidencial/propiefaria
Pagina 5 de 14

NGUEZ
NANONTEMILONE SHHiSTL%%EO It

DO
DIRECTORA TEGMER g0 PASTELR 5.A






sanofi pasteur Seccion 2.3.8.
Granel de polisacarido de Haemophilus tipo b conjugado Control del principio activ

El resultado se expresa como Kp (coeficiente de distribucion), Mw (Dalton) y Rh (nm).

Se utiliza un detector UV equipado con un detector triple para determinar el volumen (Vo) del
conjunto de columnas mediante andlisis de ADN y para obtener informacidn sobre la cantidad de
proteinas presentes en la muestra.

2.3 Contenido de polisacarido libre

Esta prueba permite determinar el porcentaje de PRP despolimerizado en un preparado de PRP-T.
El porcentaje del contenido de polisacérido libre es la proporcién del PRP despolimerizado con el
PRP total. Para esta prueba, el PRP despolimerizado se separa del PRP conjugado con peso
molecular alto por ultracentrifugacion y se recupera en el sobrenadante. E1 PRP contenido en cada
una de las dos fracciones luego se hidroliza para formar el disacarido fosfato de ribosil-ribitol con
hidréxido de sodio 1,5 M. Se realiza con los hidrolizados una filtracién por membrana (corte a

10 kDa) para eliminar las proteinas y luego se analiza mediante cromatografia de intercambio
anidnico de alto rendimiento con deteccién amperométrica pulsada (HPAEC-PAD).

2.4 Contenido de proteina tetinica libre

Esta prueba se basa en la Ph. Eur. 2.2 “Physical and Physicochemical methods”, 2.2.31
“Electrophoresis” y en la monografia 1219. Se lleva a cabo una electroforesis en geles de
poliacrilamida con gradiente lineal (de 8 a 18%) en la presencia de dodecil sulfato de sodio
(SDS). El porcentaje del contenido de proteina tetanica libre en relacion con el contenido de
proteina tetdnica total se calcula comparando la intensidad de la banda de proteina tetanica libre
en la muestra (después de la tincion del gel) con la intensidad de la banda del rango de
calibracion.

2.5 Pruebas de limite de EDAC y EDU residuales mediante electroforesis capilar de
zona

Durante el proceso de elaboracion, el polisacarido PRP se conjuga con la proteina tetdnica
mediante el agente de conjugacion EDAC [1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida]. Cuando
se encuentra en solucidn, este agente se degrada rapidamente y forma 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) urea (EDU), a temperatura ambiente. Estos compuestos pueden detectarse
mediante electroforesis capilar de zona, un método que permite separar las moléculas mediante
migracion diferencial en un campo eléctrico en funcién de la proporcion carga/masa. Las
moléculas se detectan directamente en los capilares mediante espectrofotometria UV a 200 nm.
Las areas de picos detectados son directamente proporcionales a la cantidad de EDAC y EDU.

2,6 Prueba delimite de fenol residual

La prueba de limite de fenol residual se lleva a cabo conforme a la Ph. Eur. 2.5.15 “Fenol en
sueros inmunolégicos y vacunas™ con algunas adaptaciones del método. Con 4-aminoantipirina y
ferrocianuro de potasio, los fenoles producen un color rojo cuya intensidad, medida con un
espectrofotometro a 546 nm, es proporcional a la concentracion.
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2.7 Contenido de sacarosa por polarimetria

Esta prueba se realiza conforme a la Ph. Eur. 2.2.7 “Rotacion éptica” con algunas adaptaciones
del método. Se utiliza un polarimetro para medir la rotacidn Sptica de la muestra de prueba. La
concentracion de sacarosa se calcula en conjuncion con la rotacion éptica de una solucion de
sacarosa de referencia.

3 Validacion de los procedimientos analiticos

Se proporcionan resumenes de validacion para las pruebas que no se describen en la Ph. Eur.

3.1 Contenido de fésforo

El contenido de fosforo se validd en cuanto a su especificidad, linealidad, exactitud y precision.
El estudio indic6 que el método es valido para el contenido de fésforo de la solucién de PRP-T,
asi como el PRP-T dializado (tal como se aplica al determinar la proporcion
polisacérido/proteina).

3.2 Distribucion del tamafio molecular mediante HP-SEC

El método HP-SEC para determinar la distribucion del tamafio molecular en el PRP-T (coeficiente
de particidn Kp, peso molecular Mw y radio hidrodindmico Rh) se validd en cuanto a la precisién
(repetibilidad y precision intermedia), dado que la prueba corresponde a una medicién fisica. El
estudio indicd que el método es valido para determinar la distribucidn del tamafio molecular del
PRP-T.

3.3 Contenido de polisacarido libre

La determinacién del contenido de polisacarido libre (PRP despolimerizado) mediante
ultracentrifugacion y cuantificacion por HPAEC-PAD se validé en cuanto a su especificidad,
linealidad, exactitud, precisién y limite de cuantificacion (dado que es un ensayo cuantitativo). El
estudio mostrs que el método es valido para determinar el porcentaje de contenido de PRP no
conjugado.

3.4 Contenido de proteina tetanica libre

Para las pruebas de rutina se trazan dos curvas estandar de proteina tetanica (una con PRP-T y la
otra con el tampdn de dilucidn), Los dos petfiles de electroforesis obtenidos se comparan y deben
ser idénticos (el PRP-T no debe modificar la migracion de la proteina tetdnica). Ademds, en el uso
de rutina, se verifica que la prueba tenga la sensibilidad suficiente para revelar una contaminacion
del 1%, segln lo recomendado en la monografia 1219 de la Ph. Eur. La verificacién de estos dos
aspectos permite considerar que ¢l método esta validado para su uso de rutina,
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3.5 Pruebas de limite de EDAC y EDU residuales mediante electroforesis capilar de
zona

El método de electroforesis capilar para determinar la EDAC y la EDU residuales en el PRP-T se
validé en cuanto a su especificidad y al limite inferior de deteccion (ya que se trata de una prueba
de limite). El estudio indicé que el método es védlido come prueba de limite de EDAC y EDU
residuales.

3.6 Prueba de limite de fenol residual

El método de calorimetria para la prueba de limite de fenol residual se valido en cuanto al limite
inferior de deteccidn. El contenido de fenol se determina mediante colorimetria después de la
reaccion con 4-aminoantipirina y ferrocianuro de potasio, y la medicidén por espectrofotometria a
546 nm. Dado que la absorcion en esta longitud de onda no es especifica para ese complejo de
color, y que no se puede encontrar el PRP-T sin la presencia de fenol, no se puede evaluar la
especificidad del ensayo. El estudio indicd que el método es valido como prueba de limite del
fenol residual.

3.7 Contenido de sacarosa por polarimetria

El método de polarimetria para determinar el contenido de sacarosa se validé en cuanto a su
especificidad, linealidad, exactitud y precisién (dado que es un ensayo cuantitativo). El estudio
indicd que el método es vilido para determinar el contenido de sacarosa del PRP-T.

4 Analisis de lote

4,1 Lotes de uniformidad utilizados en la elaboracién del producto medicinal
formulado optimizado

En la Tabla 2 se presenta la descripcidn de tres lotes de PRP-T y los resultados de los andlisis de

lote se presentan en la Tabla 3. Estos lotes se utilizaron en la produccién de la formulacién

optimizada del producto medicinal y se eligieron al azar para ser usados en estudlos clinicos; son
representativos de los lotes destinados a comercializacidn.

Tabla 2: Descripcion de los lotes de PRP-T (lotes de uso clinico)

Niimero de lote Tamafio del lote (mL) Fechn de elaboracién | Planta de produccién Uso del lote
FA316432 27 345 13 junio 2008 Marey I'Etoile Produceién
FA328210 22 517 22 oct 2008 Marcy 'Etoile Produccion
FA328213 30798 23 oct 2008 Marcy I"Etoile Produceion
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Tabla 3: Datos de anélisis de los lotes de PRP-T (lotes de uso clinico)

Pruebas Criterios de aceptacién FA316432 | FAJ328210 | FA328213
Contenido de fosforo Para calcular el contenido de 15,5 16,8 20,1
polisacarido PRP-T (ug/mL)
Contenido de polisacirido Para informacién; el contenido | 184,52 200,00 207,14
de polisacdride PRP-T se utiliza
para la formulacion del
producto final a granel (ug/mL)
Proporcitn polisacdrido/proteina 0,33 - 0,55 0,38 0,44 0,45
Distribucion del tamafio molecular™: >60%t 62,3 76,7 76,5
- LP-SEC: polisacaride eluido antes de Kp,
0,20 (método inicial)
Contenido de polisacdrido libre <20% <4 <4 <4,2
(PRP despolimerizado)
Contenido de proteina tetdnica libre <1% <1 <1 <1
Contenido de EDAC residual mediante <10 pmeolA <10 <10 <10
colorimetria {método inicial)*
Contenido de fenol residual mediante <1 pg/mL <1 <1 <1
colorimetria (método inicial)*
Prueba de esterilidad bacteriana y fiingica | Sin crecimiento microbiano Conforme Conforme Conforme
Medicién de pH 6,5-7,5 7,08 7,02 7,09
Contenido de sacarosa Para informacién (g/) 81,39 84,18 86,31

Estas pruebas eran los métodos analiticos de liberacidn usados en el momento de analizarse estos lotes

(empleados asimismo dentro del marco de los estudios de estabilidad) v se presentan en la seccion 3.2.8.7.3

Datos de estabilidad.

T  El criterio de aceptacion era el que estaba vigente al momento de realizarse los anlisis.

4.2

Lotes de produccién actuales

En la Tabla 4 se presenta la descripcion de tres lotes industriales actuales de PRP-T y los
resultados de los andlisis de lote se presentan en la Tabla 5. Estos lotes se eligieron al azar y son
representativos de los lotes destinados a la comercializacion.
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Seccién 2.3.S.W“' —,

Tabla 4: Descripcion de los lotes de PRP-T (lotes actuales de produccion)
Niimero de lote Tamaiio del lote Fecha de elaboracion | Plarta de produccién Uso del lote
(mL)
FA381843* 36 815 10 mar 2010 Marcy I'Etoile Produccion
| FA382491 36 053 19 mar 2010 Marey P'Etoile Produccion
FA384370 33721 01 abri! 2010 Marcy PEtoile Produccién
* Este lote de PRP-T se elabor¢ a partir del nuevo lote MSL FA340193.
Tabla 5: Datos de analisis de los lotes de PRP-T (lotes actuales de produccion)
Pruebas Criterios de aceptacidn FA381843* | FA3B2491 | FA384370
Contenido de fosforo Para calcular el contenide de 19,0 20,6 22,7
polisaciride PRP-T (pg/mL}
Contenido de polisaciride Para informacién; el contenide | 226,19 245,24 270,24
de polisacdride PRP-T se utiliza
para la formulacién del
producto final a granel (ug/mL)
Propercién polisacirido/proteina 0,33 -0,55 0,41 0,41 0,45
Distribucion del tamaifio molecular; Kp 0,37 0,29 0,25 0,29
coeficiente de particién Ky, radio
hidrodindmico Rh y peso molecular Mw Rb 230 nm 39 . 47 6 40 5
Mw 24,2 105 Da 8,5 10 11,4 10 8,010
Contentdo de polisacdrido libre <20% <3,7 <3,2 33
(PRP despolimerizado)
Contenido de proteina tetdnica libre <1% <] <] <
Prucba de limite de EDAC residual <10 pmol/l <10 <10 <10
Pruchba de limite de EDU residual <10 pmol/l <10 <10 <10
Prueba de limite de fenol resldual <1 pg/mL =] <1 <1
Prueba de esterilidad bacteriana y fiingica | Sin crecimiento microbiano Conforme Conforme Conforte
Medicién de pH 6,5-7.58 7,06 7,07 7,09
Contenido de sacarosa Para informacién {g/1) 82,97 84,27 83,07

* Este lote de PRP-T se elabord a partir del nuevo lote MSL FA340193,
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Granel de polisacirido de Haemophilus tipo b conjugado

5 Justificacion de las especificaciones

La justificacién de las especificaciones (tal como se describe en {a Tabla 1) se resume a continuacion.

5.1 Contenido de polisacarido

Segun la monografia 1219 de la Ph. Eur., el contenido de polisacarido se determina utilizando el
contenido de fosforo de la solucién de PRP-T. El contenido de fésforo se utiliza porque es un
elemento constitutivo del polisacarido PRP, de contenido tedrico conocido en el PRP (8,4%).

El contenido de polisacérido de la solucién de PRP-T se determina mediante un célculo utilizando
tanto el contenido de fosforo tedrico como el medido. Se utiliza en la etapa de mezcla del producto
medicinal, a fin de obtener un contenido de polisacarido adecuado en el producto terminado.

5.2 Proporcion polisacarido/proteina

Como se indica en la monografia 1219 de la Ph. Eur., se determina la proporcion entre el contenido
de polisacéarido y el contenido proteico, partiendo del contenido proteico y de fosforo en el PRP-T
dializado. La proporcion polisacarido/proteina es un marcador de conjugacién adecuado que se
utiliza para cuantificar el alcance de la reaccion covalente del polisacarido con la proteina tetanica.

Los criterios de aceptacion para la proporcion polisacdrido/proteina cumplen con los requisitos de
la Ph. Eur. 1219 que utilizan la proteina tetanica para el conjugado PRP-T y son més restrictivos
que la monografia 1219 de la Ph. Eur. (0,30 - 0,55). La proporcidn histérica se calculd expresando
la proporcidn proteina/polisacarido, con los criterios de aceptacion 1,8 — 3,0. Para expresar esta
proporcién conforme a la monografia 1219 de la Ph. Eur. y mantener limites similares a los

anteriores, se utilizaron los criterios de aceptacion 1,8 — 3,0 inversos (correspondientes a 0,33 —
0,55).

5.3 Distribucion del tamaiio molecular

La distribucion del tamafio molecular del conjugado polisacarido-proteina es un pardmetro
importante de calidad para el granel de polisacarido de Haemophilus tipo b conjugado. La
distribucion del tamafio molecular se evaltia midiendo el coeficiente de particion, el peso
molecular y el radio hidrodindmico del polisacdrido mediante cromatografia de exclusién pot
tamafio (2.2.30) segtin lo indica la Ph. Eur. 1219. El método aplicado corresponde a la
cromatografia de exclusion por tamafio de alta presion.

Los criterios de aceptacion inicial estaban relacionados con el método inicial (porcentaje de
polisacdrido eluido antes de Kp 0,20 superior o igual al 60%, determinado mediante LP-SEC y el
contenido de fésforo), conforme a la Ph, Eur. 1219,

El método actual (que utiliza la técnica HP-SEC) corresponde a una técnica mds reciente,
recomendada como una alternativa a la cromatografia de baja presidn para la prueba de
distribucidn del tamafio molecular en la monografia 1219 de la Ph. Eur. “Vacuna conjugada
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contra Haemophzlus tipo b”. Los criterios de aceptacién actuales (Kp < 0,37, Rh =230 nmy Mw "’P m«ﬁé")
4,2 10° Da) se han establecido a partir del estudio estadistico de los resultados de 99 lotes

industriales, tomando en cuenta la capacidad analitica y del proceso. La evaluacion estadfstica

consistio en el cdlculo del limite de tolerancia unilateral después de verificar la normalidad de la

poblacién. Se calcularon intervalos de tolerancia (riesgo 1%) para el limite superior de Kp y para

los limites inferiores de Mw y Rh, y los criterios de aceptacion se seleccionaron utilizando estos

valores. Para cada uno de los tres parmetros, el ajuste del limite unilateral es compatible con la

practica inicial de LP-SEC.

5.4 Contenido de polisacarido libre

El método aplicado para medir el contenido de polisacérido libre (PRP despolimerizado) permite
evaluar la proporcion de polisacarido despolimerizado tras la separacién del polisacarido
conjugado de alto peso molecular, Los criterios de aceptacidn estédn basados en los que presenta la
monografia 1219 de la Ph. Eur.

5.5 Contenido de proteina tetanica libre

El contenido de proteina tetdnica libre es un indicador de la eficacia de la reaccién de conjugacion.
El contenido de proteina portadora libre debe determinarse para evaluar la pureza de la sustancia.
Los criterios de aceptacién son los definidos por los requisitos de la Ph. Eur. 1219.

5.6 Reactivos residuales

5.6.1 EDAC y EDU residuales

De acuerdo con los requisitos de la Ph. Eur. 1219, la eliminacién de la EDAC residual se evaltia
como parte de los reactivos residuales del proceso de conjugacién. La EDU se eval(ia ya que este
componente es el producto de la degradacién de la EDAC que puede generarse espontdneamente
en la solucidn.

Los limites de deteccion de EDAC y EDU permiten confirmar que la cantidad de EDAC
detectada es inferior a la concentracion méxima aceptable definida por la capacidad del proceso.

Los criterios de aceptacion para EDU se fijaron con vistas a cubrir un caso de transformacién total
de EDAC a EDU.

Los lotes para estudios clinicos se liberaron utilizando el método colorimétrico cuantitativo. El
método actual es una prueba de limite.

5.6.2 Fenol residual

De acuerdo con los requisitos de la Ph. Eur, 1219, el fenol residual, como parte de los reactivos
. tesiduales, se evaltia para garantizar la eliminacion de este compuesto utilizado durante la etapa de
purificacion.
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Los lotes para estudios clinicos se liberaron utilizando el método colorimétrico cuantitativo, B
método actual es una prueba de limite.

5.7 Prueba de esterilidad bacteriana y fiingica

La especificacién cumple con os requisitos de la Ph. Eur. 1219,

5.8 Medicién de pH

Los criterios de aceptacion se determinaron para obtener un PH neutro tras la conjugacion del
PRP-T.

5.9 Contenido de sacarosa

Si bien la Ph. Eur, no requiere realizar esta prueba, el contenido de sacarosa se determina a fin de
hacer un seguimiento de la uniformidad del proceso de elaboracion.

3.10 Grupos funcionales que no hayan reaccionado

La prueba de grupos funcionales que no hayan reaccionado no se realiza como prueba de liberacién
del principio activo PRP-T, dado que no tienen que neutralizarse grupos funcionales en la etapa de
conjugacién.

El conjugado de Haemophilus tipo b se elabora mediante la unién covalente del polisacarido de
Haemophilus tipo b con la proteina tetanica concentrada (CTP), en las dos etapas siguientes:
* Activacién del polisacérido de Haemophilus tipo b: el polisacdrido se activa con bromuro
de ciandgeno y reacciona con dihidrazida de 4cido adipico. De esta manera, se obtiene e]
polisacérido-AH de Haemophilus activado (PRP-AH). Este polisacarido contiene alrededor
de 4 unidades de hidrazida de 4cido adipico cada 100 unidades de repeticién de
polisacarido.
* La CTP se une mediante unién covalente con el PRP-AH a través de una condensacion
mediada por carbodiimida utilizando 1-etil-3-(dimetilaminopropil) carbodiimidas de este
modo, se obtiene el granel de polisacérido conjugado de Haemophilus tipo b (PRP-T).

Luego de cada una de estas dos etapas, se eliminan los subproductos de bajo peso molecular;
ademds, la etapa de conjugacién incluye un proceso de purificacion especifico para el conjugado
(ultracentrifugacién en un gradiente de sacarosa).

Los grupos funcionales introducidos en el polisacérido antes de la reaccién de conjugacion son los
grupos amino de la hidrazida de cido adfpico que se condensaran con los grupos catboxilo de la
prote{na tetnica. Estos grupos amino, por definicién, no son funcionales ber se y por lo tanto no
necesitan ser neutralizados mediante ninguna reaccién quimica complementaria,

En la etapa de conjugacion, la 1-etil-3-(dimetilaminopropil) carbodiimida reacciona con los
grupos carboxilo de la protefna para formar intermedios reactivos de O-acilisourea, los cuales se
combinaran con los grupos amino del polisacérido-AH para formar uniones estables amida. Los
intermedios de O-acilisourea son inestables y se hidrolizan para regenerar los grupos carboxilo s
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