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Los datos de liberacion de los 5 lotes de uniformidad de la tercera serie de produccion se
presentan en la Tabla 6,

Tabla 6: Resultados analiticos de los lotes de la tercera serie de produccion

Pruebas Criterios de aceptacion AC002 AC004 ACQ05 AC006 AC007
Aspecto Solucidn opalescetite, Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
ligeramente turbia y
amarillenta ]
Medicién de pH 6,0-8,0 6,9 6,9 6,9 6,9 6,9
Contenido proteico 0,75 - -1,75 mg/mL 1,49 1,46 1,45 1,39 1,45
Identificacion del Bandas mayoritarias: Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
HBsAg mondmero alrededor de
23 kDa y bandas que
corresponden al dimero
alrededor de 46 kDa (bandas
sencillas o dobles).
Finalmente, presencia de
trimero alrededor de 65 kDa
Contenido de HBsAg® | 20,7 mg de HBsAg/mg de 1,1 L1 1,0 1,0 1.2
proteinas totales
Contenido de < 60 ug de carbohidratos/mg | 39 33 33 a5 32
carbohidratos de proteinas totales.
Contenido de lipidos 0.3-1.4 mg lipidos/mg de 0.8 0,8 0,8 0,7 0,8
proteinas totales
Pureza =95% 97 96 96 98 97
Porcentaje de £3% Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
mondmero libre de
HBsAg
Prueba de esterilidad | Ausencia de crecimiento Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
bacteriana y fiingica microbianc
Contenidoe de bromuro | <10 mg/L <1i0 <10 <10 <10 <10
* Prueba realizada con el kit ELISA Rhein Biotech.
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Antigeno de superficie de hepatitis B

La descripcion de 3 lotes que posiblemente se comercialicen controlados segiin la especificacion ™
declarada se presenta en la Tabla 7.

Tabla 7: Descripcion de los lotes para comercializacién

Nimero de lote Fecha de elaboracién | Planta de produccion | Escala del lote (50 L) Uso del lote
ACO089 10 ago 2010 Pilar Industrial Produccidn
ACO9 17 ago 2010 Pilar Industrial Produceién
AC091 24 ago 2010 Pilar Industrial Produccion

Los datos de liberacion de estos 3 lotes que posiblemente se comercialicen se presentan en

la Tabla 8.

Tabla 8: Resultados analiticos de los lotes para comercializacién

Pruchas Criterios de aceptacion AC089 AC090 AC091

Aspecto Solucidn opalescente, ligeramente Cumple Cumple Cumple
turbia y amarillenta

Medicion de pH 6,5-7,5 6,9 6,9 6,9

Contenido proteico 1,05-1,80 mg/mL 1,59 1,50 1,49

Identificacién del HBsAg identificacion: positiva Positivo Positivo Positive
Bandas principales de peso molecular | Cumple Cumple Cumple
de alrededor de 23 kD, 46 kD y
finalmente de 65 kD

Contenido de HBsAg* Contenido: > 0,7 mg de HBsAg/mg de | 1,0 1,1 1t
profeinas totales

Contenido de carbohidratos = 30 pg de carbohidratos/mg de 30 30 3
proteinas totales.

Contenido de lipidos 0,5-0,9 mg de lipidos/mg de proteinas | 0.7 0,7 0,7
totales

Pureza Zz95% 96 96 96

Porcentaje de mondmero libre de £3% Cumple Cumple Cumple

HBsAg

Prueba de esterilidad bacterianay Ausencia de crecimiento microbiano Cumple Cumple Cumple

fiingica

Endotoxinas bacterianas < 10 UE/dosis (es decir, I0UE/10ng | <10 <i0 <10
de proteinas)

* Prueba realizada con el kit ELISA Rhein Biotech.

Los procedimientos analiticos y de validacién que se aplican solamente a los lotes de la segunda y
la tercera series de produccion, y tio a los lotes comerciales, se describen en 3.2.5.4.4 Andlisis de

lotes.
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sanofi pasteur
Antigeno de superficie de hepatitis B

5 Justificacién de las especificaciones

Las especificaciones se describen en la Tabla 1. Las justificaciones de las especificaciones se
resumen a continuacion.

5.1 Aspecto

Aunque ni la Ph. Eur. ni la OMS requieren una prueba del aspecto, en la etapa de principio activo,
¢l pardametro de aspecto se incluyé en la especificacion aplicada a los lotes de la segunda
generacién a fin de verificar la uniformidad del aspecto visual del principio activo en cada lote.

5.2 Medicién de pH

Aunque ni la Ph. Eur. ni la OMS requieren una prueba para determinar el pH, en la etapa de
principio activo, el pardmetro de pH se incluyé en la especificacidn aplicada a los lotes de la
segunda generacidn a fin de verificar la uniformidad del pH del principio activo en cada lote.

La medicién del pH se realiza conforme a lo establecido por la Ph. Eur. 2.2.3 “Potentiometer
determination of pH” (determinacion potenciométrica del pH).

El criterio de aceptacion para el principio activo se establece con base en la demostracion de la
uniformidad de elaboracion y en datos histéricos.

5.3 Contenido proteico

Las recomendaciones de la Ph. Eur., monografia 1056, y de la OMS requieren esta prueba para
garantizar la calidad, la seguridad y la eficacia de las vacunas recombinantes contra la hepatitis,
adoptadas por ¢l ECBS en octubre de 2010 (TRS 786 revisada). El contenido proteico se
determina con ¢l método de Lowry (Ph. Eur. 2.5.33 (método 2), “Total protein” [proteinas
totales]).

La especificacion se basa en un anélisis estadistico de los resultados obtenidos con 30 lotes
de HBsAg de la tercera serie de produccion. Los intervalos de tolerancia inferior y superior se
calculan utilizando un nivel de confianza del 99 % y una poblacién del 99,73 %.

5.4 Identificacion del HBsAg

L.as recomendaciones de la OMS requieren esta prueba para garantizar la calidad, la seguridad y la
eficacia de las vacunas recombinantes contra la hepatitis B, adoptadas por el ECBS en octubre de
2010 (la TRS 786 revisada permite el uso del andlisis ELISA como prueba de identidad).

Dado que la Ph. Eur, en su monografia 1056, también requiere verificar que el peso molecular de
las bandas principales corresponda a los valores esperados, se utiliza una combinacion de
2 métodos (ELISA RB y SDS-PAGE en condiciones reductoras con tineidn con azul de
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Coomassie) para realizar la prueba de identidad conforme a los requisitos de la Ph. Eur. y de la
OMS.

5.5 Contenido de HBsAg

Las recomendaciones de la Ph. Eur., en su monografia 1056, y de la OMS requieren esta prueba
para garantizar la calidad, la seguridad y la eficacia de las vacunas recombinantes contra la
hepatitis B, adoptadas por el ECBS en octubre de 2010 (TRS 786 revisada).

El propésito de esta prueba consiste en asegurar la uniformidad de la produccion midiendo el
contenido de HBsAg en el principio activo. Esta prueba utiliza un método inmunoquimico
validado interno (ELISA Rhein Biotech (RB)). El resultado se expresa como la proporcion del
contenido de HBsAg/contenido de proteina total obtenido con el método de Lowry como lo
requiere la TRS y la monografia de la Ph. Eur.

La especificacion se basa en un andlisis estadistico de los resultados obtenidos con 30 lotes
de HBsAg de la tercera serie de produccion. El limite de tolerancia inferior se calcula utilizando
un nivel de confianza del 99% y una poblacién del 99,73%.

5.6 Contenido de carbohidratos

Las recomendaciones de la Ph. Eur., en su monograffa 1056, y de la OMS requieren esta prueba
para garantizar la calidad, la seguridad y ia eficacia de las vacunas recombinantes contra la
hepatitis, adoptadas por el ECBS en octubre de 2010 (TRS 786 revisada).

El propésito de esta prueba es determinar la cantidad de carbohidratos residuales en el principio
activo. En esta prueba se utiliza un andlisis colorimétrico validado interno. El resultado se expresa
como la proporcidn de contenido de carbohidratos/contenido de proteina total, determinado con el
método de Lowry. :

La especificacidn se basa en un analisis estadistico de los resultados obtenidos con 30 lotes
de HBsAg de la tercera serie de produccidn. El limite de tolerancia superior se calcula utilizando
un nivel de confianza del 99 % y una poblacién del 99,73 %.

5.7 Contenido de lipidos

Las recomendaciones de la Ph. Eur., en su monografia 1056, y de la OMS requieren esta prueba
para garantizar la calidad, la seguridad y la eficacia de las vacunas recombinantes contra la
hepatitis B, adoptadas por el ECBS en octubre de 2010 (TRS 786 revisada).

El propésito de esta prueba consiste en verificar la uniformidad de la composicién del HBsAg. En
esta prueba se utiliza un anélisis coloriméirico validado interno. El resultado se expresa como la
proporcién de contenido de lipidos/contenido de proteina total obtenido con el método de Lowry.

La especificacién se basa en un andlisis estadistico de los resultados obtenidos con 30 lotes
de HBsAg de la tercera serie de produccidn. Los limites de tolerancia infetior y superior se
caleulan utilizando un nivel de confianza del 99 % y una poblacién del 99,73 %.
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5.8 Pureza

Segln las recomendaciones de la Ph. Eur., en su monografia 1056, y de la OMS para garantizar la
calidad, la seguridad y la eficacia de las vacunas recombinantes contra hepatitis B, adoptadas por
la ECBS en octubre de 2010 (TRS 786 revisada), la pureza se determina utilizando el método
SDS-PAGE en condiciones reductoras con una tincién de azul de Coomassie,

El criterio de aceptacion lo definen los textos regulatorios antes mencionados.

5.9 Porcentaje de mondmero libre de HBsAg

La determinacidn del porcentaje de mondmero libre de HBsAG no se requiere segiin la Ph. Eur,,
monografia 1056, o seguin la revisidon de la TRS n.° 786 de la OMS, adoptada por el ECBS en
octubre de 2010.

El propésito de esta prueba consiste en verificar el grado de maduracién de la particula a través de
la estimacion de la cantidad de mondmero obtenida mediante SDS-PAGE en condiciones no
reductoras con una tincion de azul de Coomassie. El criterio de aceptacidn estd establecido

en < 3 % de acuerdo con el limite de deteccién y los datos histéricos obtenidos con los lotes de
HBsAg de la tercera serie de produccion.

5.10 Prueba de esterilidad bacteriana y fiingica
Las recomendaciones de la Ph. Eur., en su monografia 1056, o la revisiéon de la TRS n.° 786 de la
OMS, adoptada por el ECBS en octubre de 2010 requieren el uso de esta prueba.

La prueba de esterilidad bacteriana y fungica con el método de filtracién por membrana se lleva a
cabo de acuerdo con la Ph. Eur., monografia 2.6.1 “Sterility” (esterilidad).

El criterio de aceptacion esta basado en un requisito de seguridad.

5.11 Endotoxinas bacterianas

De acuerdo con la revision de la TRS n.° 786, apéndice 2, de la OMS, adoptado por el ECBS en
octubre de 2010, la prueba de endotoxinas se afiadié al perfil de liberacidn aplicado al principio
activo.

La prueba se determina con la técnica de gelificacion en cumplimiento con la monografia de la
Ph, Eur. 2.6.14 “Bacterial endotoxins” {endotoxinas bacterianas).
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sanofi pasteur
352 - Hexaxim Control de excipi

Seccion 2.3.P.4 - Control de excipientes

Lista de abreviaturas, vea la seccidén 2.3 Resumen general de calidad, introduccidn

Los excipientes utilizados en la vacuna Hexaxim son: hidréxido de aluminio, fosfato disddico de
hidrégeno, dihidrogenofosfato de potasio, mezcla de aminoacidos esenciales en polvo,
trometamol, sacarosa y agua para inyectables.

1 Excipientes farmacopeicos

Los excipientes utilizados en la elaboracién de la vacuna Hexaxim y analizados de acuerdo con la
Farmacopea Europea (Ph. Eur.) se presentan en la tabla 1.

Tabla 1: Excipientes analizados de acuerdo con las monografias de 1a Farmacopea Europea

Excipiente Referenicia a la norma
Hidrdxido de aluminio, hidratado, para adsorcidén Ph. Eur., monografia 1664. edicién actual
Fosfato disédico de hidrégeno Ph. Eur., monografia 0118. edicidn actual
Dihidrogenofosfato de potasio Ph. Eur., monografia 0920. edicidn actual
Trometamol Ph. Eur., monografia 1053, edicién actual
Sacarosa Ph. Eur., monografia 0204. edicién actual
Agua para inyectables Ph. Eur., monografia 0169, edicién actual
Hidréxido de sodio (para el ajuste de Ph} Ph. Eur., monografta 0677. edicion actual
Acido acético glacial (para el ajuste de pH) Ph. Eur., monografia 0590, edicion actual
Acido clorhidrico concentrado (para el ajuste de pH) Ph. Eur., monografia 0002. edicion actual

2 Excipiente no farmacopeico
Las especificaciones internas de la mezcla de aminoacidos esenciales en polvo lista para disolver
que se utiliza en la elaboracion de la vacuna Hexaxim se describen en la tabla 2,

Estas especificaciones se han definido con el fin de asegurar la identidad y la calidad de la
solucion,
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Tabla 2: Especificaciones de la mezcla de polvo de aminoAcidos esenciales

Prueba Ph. Eur./Método Criterios de aceptacién
Aspecto Inspecci6n visual Polvo blanco & blanquecine
Identificacién Ph. Eur, 2.2.56: Método HPLC Cumple
Metales pesados ‘| Ph. Eur, 2.4.8 método C: Método colorimétrice | No més de 10 ppm
Arsénico Ph. Eur. 2.4.2 método A: Método colorimétrico | No mdés de 1 ppm

Todos los amino4cidos esenciales cumplen por separado con su respectiva monografia de la
Ph. Eur. (vea la tabla 3).

Tabla 3: Referencia en las monografias de la Farmacopea Europea para cada aminoacido

esencial

Mezcla de aminodcidos esenciales en polvo

Monografia de la Ph. Eur.,

L-Cistina

Ph. Bur., monografia 0998, edicién actual

L-Tirosina

Ph. Eut., monografia 1161. edicidn actual

L--arginina -HCl

Ph. Eur., monografia 0805, edicion actual

L-Histidina

Ph. Eur., monografia 0911. edicion actual

L-Isoleucina

Ph. Eur., tnonografia 0770, edicidn actual

L-Leucina

Ph. Eur,, monografia 0771. edicién actual

L-Lisina HCI

Ph. Eur., monografia 0930. edicion actual

L-Metionina

Ph. Eur., monogtafia 1027, edicién actual

L-Fenilalanina

Ph, Eur., monografia 0782, edicion actual

LesTreonina Ph. Eur,, monogtafla 1049, edicion actual
L-Triptéfano Phi, Eut,, motiografla 1272, edicién actual
L~Valina Ph. Bur., monografia 0796, edicidn actual

3 Excipientes de origen humano o animal

No se aplica, ya que en la formulacién de la vacuna Hexaxim no se utilizan excipientes de origen

humano o animal.

4 Excipientes nuevos

No se aplica, ya que en la formulacién de la vacuna Hexaxim no se utilizan excipientes nuevos.
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Seccion 3.2.P.5.1 Especificaciones

Lista de abreviaturas: vea la seccidn 2.3 Resumen general de calidad, Introduccién

1 Especificaciones del producto final a granel (PFAG) y del producto
lienado (PL)

Las especificaciones utilizadas para el control del producto final a granel (PFAG) y del producto
llenado (PL) se presentan en la tabla 1 y la tabla 2 respectivamente.

Estas tablas inctuyen para cada prueba:

¢ El nombre de la prueba;

e Lareferencia a la monografia de la Farmacopea Europea (Ph. Eur.);
s El método usado; |

o  Los criterios de aceptacion aplicados para Ia liberacion del producto.

Las descripciones de los métodos analiticos se presentan en la seccion 3.2.P.5.2 Procedimientos
analiticos, mientras que los informes de validacién asociados se resumen en la seccidn 3.2.P.5.3
Validacion de los procedimientos analiticos.

Las justificaciones de las pruebas realizadas para la liberacion y los criterios de aceptacion
aplicables se presentan en la seccién 3.2.P.5.6 Justificacion de las especificaciones.
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Seccidn
Especific

Tabla 1: Especificaciones del producto final a granel (PFAG)

Pruchas

Ph. Eur./Métodos

Criterios de aceptacién

Medicion de osmolalidad

Ph. Eur, 2,2.35
Método fisicoquimico

300-400 mOsmol/kg

Contenido de formaldehido
libre

Basado en Ph. Eur. 2.4.18

Ensayo colorimétrico

=<7,5 ug/dosis

Prueba de esterilidad

Ph. Eur. 2.6.1 No se observa crecimiento microbiano
bacteriana y fiingica Filtracién por membrana
Actividad de sensibilizacién | Ph. Eur. 2067 > 95 % de supervivencia

a Ia histamina

Inyeccion de la vacuna en ratones por via
infraperitoneal seguida por inyeccion de una
solucion base de histamina

Fosfato de polirribesil Ph. Eur. 2.2.29 < 8,0 pg/dosis
ribitol (PRP) no adsorbido | ¢ omatografia de intercambio aniénico de alta
PRP despolimerizado resolucién con deteccién amperométrica <20,0%
pulsada (HPAEC-PAD)
Porcentaje de adsorcién del | Método de inmunoslectroforesis Rocket >23%
toxoide diftérico
Porcentaje de adsorcion de | Ph. Eur, 2.7.1 =64 %
hepatitls B Método ELISA
Potencia diftérica Ph. Bur. 2.7.6 Actividad = 30 unidades internacionales

Prueba de desafio intradérmico en cobayos
(inyeccidn de la vacuna en animales por via
intradérmica)

(UT)/dosis

Limite inferior de confianza (P=0,95) de la
potencia estimada = 20 Ul/dosis

Potencia tetdnica

Ph. Eur. 2.7.8

Prueba de desafio en ratones (inyeccién de la
vacuna en animales por via subcutanea)

" potencia estimada = 40 Ul/dosis

Limite inferior de confianza (P=0,95) de la

Inmunogenicidad contra
B. pertussis

Ph. Eur. 2.7.16

Prueba de inmunogenicidad en ratones (andlisis
serologico: método ELISA)

Los titulos de anticuerpos antitoxoide pertiisico
(PTxd) y antihemaglutinina filamentosa (FHA)
obtenidos para la vacuna no son
significativamente (P = 0,95) inferiores a los
de la vacuna de referencia

Contenido de antigeno D Ph. Eur. 2.7.1 Tipo 1: 20,0-43,0 unidades de antigeno D
Método ELISA (UD)/dosis
Tipo 2: 5,0-9,0 UD/dosis
Tipo 3: 17,0-36,0 UD/dosis
Potencia relativa in vitro de { Ph, Eur. 2.7.15 =0,70
la hepatitis B (IVRP) Método ELISA
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