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Lista de abreviaturas: vea la seccion 2.3 Resumen general de calidad, introduccion. L\_
N

1 Introduccién

Esta seccién presenta los estudios de estabilidad realizados con el principio activo, antigeno de
superficie de la hepatitis B (HBsAg). Los estudios de estabilidad se estin efectuando con 3 lotes
de la tercera serie de produccién de HBsAg utilizados en la validacién de uniformidad.

Se estan realizando tres estudios de estabilidad en condiciones de la ICH a fin de documentar y
respaldar la vida util del principio activo:

e Estudio 1: condiciones a largo plazo a +5°C + 3°C durante 36 meses;
e Estudio 2: condiciones aceleradas a +25°C % 2°C durante 6 meses;
e Estudio 3: condiciones aceleradas a +37°C + 2°C durante 3 meses.

El estudio de estabilidad 1 estd en curso. Estan disponibles los resultados después de 30 meses de
almacenamiento del principio activo.

Los estudios de estabilidad 2 y 3 estan terminados.

Los detalles de estos estudios de estabilidad se resumen en la tabla 1.

Tabla 1: Panorama de los estudios de estabilidad realizados con el antigeno de superficie de
la hepatitis B

Estudio Niimero de lote Diseiio del estudio Estado Objetivo
{condiciones de almacenamiento y
momentos de medicién)
Estudio 1 AC004 +5°C & 3°C En curso Estudio de estabilidad a largo
0, T3, T6, T9 CT18,T2 plazo para respaldar la vida
ACO0S SI‘T:‘%G meszs?’ T2 4y (til del principio activo
AC007 _
Estudio 2 AC004 +25°C = 2°C Completado | Estudio de estabilidad para
1, T tespaldar una investigacion en
AC00S (T0, TL, T3 y T6 meses) caso de falla o desvio de la
AC007 temperatura de
Estudio 3 AC004 ¥37°C £ 2°C Completado | 2Lmacenamiento del principio
activo HBsAg v para
AC005 (T0, T1 y T3 meses) identificat las caracteristicas
AC007 ' que limitan la calidad

Los resultados de estos estudios de estabilidad se presentan en la seccion 3.2.8.7.3 Datos de
estabilidad.

Ademds, se han efectuado estudios de caracterizacién con los mismos tres lotes almacenados
a +5°C durante 30 meses y a +37°C durante 6 meses a fin de documentar la estructura de la
particula de HBsAg.
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2 Protocolo del estudio

2.1  Lotes analizados

La informacion sobre los 3 lotes de validacion de la uniformidad de HBsAg incluidos en los
estudios de estabilidad y los estudios de caracterizacion se resumne en la tabla 2.

Tabla 2: Lotes utilizados en los estudios de estabilidad 1,2 y 3 y estudios de caracterizacién

Nimero Fecha de Lugar de Tamaifio de lote Sistema de cierre del envase Uso del lote
de lote elaboracion elaboracion
AC004 26 dic 2007 Pilar Industrial: escala | Matraces de vidrio (tipo I} sellades | Lote de
de fermentacién | con tapas de tereftalato de uniformidad
de 50 litros polibutileno*
AC005 29 dic 2007 Pilar Industrial: escala | Matraces de vidrio (tipo I) seliados | Lote de
de fermentacion con tapas de tereftalato de uniformidad
de 50 litros polibutileno*
AC007 22 mar 2008 Pilar Industrial: escala | Matraces de vidrio (tipo 1) sellados | Lote de
de fermentacién | con tapas de terefialato de uniformidad
de 50 litros polibutileno*

* Los estudios de estabilidad se han llevado a cabo con el tamafio de acondicionamiento primario que representa el
peor caso.

2.2 Parametros estudiados y criterios de aceptacion

Los parametros estudiados y los criterios de aceptacion se presentan en la tabla 3 y corresponden a
los aplicables al comienzo de los estudios de estabilidad.
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Prueba Métodos Criterios de Momentos de medicién (meses)
aceptacifn
Estudio 1 | Estedio2 | Estudio3
Aspecto Interno: Comparacion visual Solucién opalescente, TO-T3- | TO-T1- | TO-TIl-
entre HBsAg y agua purificada | levemente turbia y T6~-T9- | T3-T6 T3
amarillenta T12-T18
Medicion de pH Ph. Eur. 2.2.3, edici6n actual 6,0-8,0% %;62 4-
Determinacidn potenciométrica .
Contenido proteico Ph. Eur. 2.5.33 (método 2), 0,75 - 1,75 mg/ml*
edicidn actual
Mcétodo de Lowry
Contenido de HBsAg} | Interno: ELISA Rhein Biotech | 20,7 mg de HBsAg/mg
(RB) de proteinas totales
Pureza Interno: SDS-PAGE en = 95%
condiciones reductoras (tincidn
con azul de Coomassie)
Porcentaje de Interno: SDS-PAGE en <£3%
monémere libre de condiciones no reductoras
HBsAg (tincidn con azul de
Coomassie)
Prueba de esterilidad Ph. Eur. 2.6.1, edicitn actual Ausencia de TO-T36 NRE NR
bacteriana y flingica Filtracién por membrana crecimiento microbianc

*

Criterios de aceptacién aplicables al momento de realizarse los estudios de estabilidad; actualmente son otros.

+ Elestandar de referencia para el contenido de HBsAg se cambié en T24 para los lotes AC004 y ACO05, y en
T18 meses para el lote AC007 (vea la seccion 3.2.8.5 Estindares o materiales de referencia).

I ‘NR’equivale a No realizado,

Los pardmetros de estudio aplicados durante los estudios de estabilidad estan basados en pruebas
de liberacién (vea la seccidn 3.2.8.4.1 Especificaciones) salvo los que cortesponden a
catbohidratos y lipidos, dado que son impurezas relacionadas con el proceso que no se espera que
evolucionen con el tiempo.

Los lipidos no formaban parte de los estudios de estabilidad de la ICH; no obstante, se hizo un
seguimiento de Ia proporcién lipidos/proteinas totales y la oxidacion de los lipidos (hexanal) en
los estudios de caracterizacidn.

2.2.1 Estudios de caracterizacion

Se desarrollaron métodos bioquimicos, inmunoquimicos y biofisicos para caracterizar y
documentar la estructura de la particula de HBsAg (vea la seccion 3.2.8.3.1 Elucidacion de la
estructura y otras caracterfsticas). . ‘

[ 4 i
Informacién confidencial/propietaria M
Pagina 7 de 16\ . ' i
\ \ e TIAN DAY ks
ROXANATONTEMILONE (HRIGTA e

é)!li%gg SaNOR PASTRIE §.5

RA_0305163







sanofi pasteur

Antigeno de superficie de Ia hepatitis B

Seceion 3.2.5.7.1

Resumen y conclusiones de estabilidad

~
Algunos de estos métodos de caracterizacion se eligieron para hacer un seguimientlei\&
estabilidad de los lotes de la tercera serie de produccion en distintos momentos de megif

temperaturas. Estos métodos se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4: Resumen de los métodos de caracterizacién utilizados para el seguimiento de la

estabilidad
Prueba Métodos Condicione.s de Momentos de medicién (meses)
almacenamiento
Peso molecular de Ia partdcula | HPSEC/LS +5°C £ 3°C Para AC004 y ACOQ5:
TO-T6-T18-T25-T30
Para AC0O07:
TO-T18-T25-T30
+37°C £ 2°C Para AC004 y ACO05:
TO-T3-T6
Para AC007:
TO-T1-T3
Tamaifio de la particula Microscopia electronica +5°C £ 3°C TO-T6~T24-T30
+37°C £ 2°C Para AC004 y ACGOS:
T3
Proporci6n lipidos/proteinas Titulacién mediante +5°C £ 3°C Para AC004 y AC005:
totales andlisis colorimétrico TO~T9-TI12~T18 - T24 - T30
Para AC007:
T0-T6=T9=T12~TI{8~T24 ~
T30
Oxtdacion de lipidos de la Cromatografia de gas +5°C = 3°C Para AC004;
particula (liberacién de TO-T2-T5=T18--T26
hexanal) Para AC003:
TO-T2-T5-TI1-Ti8~T26
Para AC007;
TO-T2-T5-Til -T24
_ +37°C £ 2°C TO-T1-T3~T6
Antigenicidad de 1a particula Resonancia de plasmones | +5°C 4 3°C T0-T30
superficiales
Estructura secundaria de la Espectroscopla infrarroja +5°C = 3°C TO-T6~T12~T18-T24-T30
pl:o‘teina 8 (contenido de la de transformada de Fourier +37°C + 2°C Para AC004 y ACO05:
hélice u) T0=T1-T3
Estructura terciaria de la Fluorescencia intrinseca +5°C £ 3°C TO - T30
proteina 3
Estructura terciaria de enlaces | Método de Eliman +5°C £ 3°C TO-T6-T12~T18§-T24 T30
disulfuro de la pl'OtBillﬂ S +37°0 + 2¢C TO ~T2-T4-T7

{cuantificacidn de tioles libres)
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3 Resultados del estudio de estabilidad de la ICH

Los resultados de los estudios de estabilidad realizados con el HBsAg se presentan en la seccion
3.2.5.7.3 Datos de estabilidad.

3.1 Estudio de estabilidad 1: condiciones a largo plazo (+5°C % 3°C durante
36 meses)

Durante 30 meses de almacenamiento a +5°C + 3°C, el aspecto v la pureza del principio activo
siguen cumpliendo con la especificacion.

Durante 30 meses de almacenamiento a +5°C £ 3°C, se observa una leve disminucion de los
valores de pH (0,2 unidad de pH); no obstante, todos los resultados siguen cumpliendo con las
especificaciones. Ademas, si consideramos la especificacion ajustada actual (6,5 27,5, vea la
seccién 3.2.8.4.1 Especificaciones), los resultados siguen cumpliendo con las especificaciones.

Durante 30 meses de almacenamiento a +5°C £ 3°C, el contenido proteico se mantiene estable;
todos los resultados cumplen con las especificaciones. Ademds, si consideramos las
especificaciones ajustadas actuales (1,05 a 1,80 mg/ml, vea la seccion 3.2.8.4.1 Especificaciones),
los resultados siguen cumpliendo con las espec:1ficac1ones

Con respecto al contenido de HBsAg (proporcidn), todos los resultados de los momentos de
medicién cumplen con la especificacion durante 30 meses. Ademés, no se observaron tendencias
en el conjunto de datos de cada lote hasta el momento de medicién de 24 meses (lotes AC004

y AC007) y de 18 meses (lote AC007). Luego de estos momentos de medicién respectivos

(24 o 18 meses), se observd una disminucién del contenido de HBsAg en los 3 lotes, seguida por
una tendencia estabilizada en los resultados de los momentos de medicion posteriores. Se
investigd esta disminucién y se atribuy6 probablemente al reemplazo del estdndar de referencia
utilizado para el analisis, lo cual se comenta en mayor detalle en el inciso 3.4,

Durante 30 meses de almacenamiento a +5°C £ 3°C, los resultados de porcentaje de mondmero
libre de HBsAg cumplen con la especificacion (< 3%) y se mantienen por debajo del limite de
deteccidn del 2%.

La prueba de esterilidad bacteriana y fiingica se realiza al comienzo y al final del estudio de
estabilidad (T36 meses). No se observé contaminacion microbiana en TO.

3.2 Estudio de estabilidad 2: condiciones aceleradas (+25°C & 2°C durante
6 meses)

Durante 6 meses de almacenamiento a +25°C + 2°C, el aspecto del principio activo sigue
cumpliendo con la especificacion.

Los valores de pH cumplen con las especificaciones y se mantienen estables durante 6 meses a
+25°C + 2°C. Ademds, si consideramos las especificaciones ajustadas actuales (6,5 a 7,5), los
resultados siguen cumpliendo con las especificaciones.
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La pureza cumple con las especificaciones en los 3 lotes cuando se almacenan 1 mes ‘3
a+25°C £ 2°C. No obstante, a los 3 meses y 6 meses, se observan resultados fuera de lasq’ N
especificaciones en el lote AC004. A los 6 meses, no se pudo calcular la pureza del lote ACéES
porque parte de la muestra quedo adherida en el pocillo sin migrar en el gel al aplicarse las
condiciones de electroforesis de rutina, lo cual indica una modificacion del HBsAg. En el

lote AC007, los resultados se mantienen dentro de las especificaciones.

Se observa un leve aumento del contenido proteico en 6 meses a +25°C + 2°C; sin embargo, todos
los resultados cumplen con Ia especificacion. Ademds, si consideramos las especificaciones
ajustadas actuales (1,05 a 1,80 mg/ml}), los resultados siguen cumpliendo con las especificaciones.

Durante 6 meses de almacenamiento a +25°C £ 2°C, el contenido (proporcién) de HBsAg cumple
con las especificaciones.

Durante 6 meses de almacenamiento a +25°C £ 2°C, los resultados de porcentaje de mondmero
libre de HBsAg cumplen con las especificaciones y se mantienen por debajo del limite de
deteccién del 2%.

3.3 Estudio de estabilidad 3: condiciones aceleradas (+37°C =+ 2°C durante 3 meses)

Durante 3 meses de almacenamiento a +37°C £ 2°C, el aspecto del principio activo sigue
cumpliendo con las especificaciones.

Se observa una leve disminucidn de los valores de pH (0,2 unidad de pH) en 3 meses

a +37°C 4 2°C; sin embargo, todos los resultados siguen cumpliendo con las especificaciones.
Ademds, si consideramos la especificacion ajustada actual (6,3 a 7,5), los resultados siguen
cumpliendo con las especificaciones,

En T1 mes a +37°C £ 2°C, no se pudo calcular el lote ACO0S5 porque parte de la muestra quedo
adherida en el pocillo sin migrar en el gel al aplicarse las condiciones de electroforesis de rutina.
Los resultados de pureza de los otros 2 lotes cumplen con las especificaciones. Sin embargo,
después de 3 meses a +37°C £ 2°C, no pudo evaluarse la pureza de los 3 lotes debido al mismo
fenémeno (la muestra queda adherida en el pocillo).

Se observa un leve aumento del contenido proteico en 3 meses a +37°C £ 2°C; sin embargo, todos
los resultados cumplen con la especificacién. Ademas, si consideramos la especificacion ajustada
actual (1,05 a 1,80 mg/ml), los resultados siguen cumpliendo con la especificacion.

No se observa ninglin cambio en el contenido de HBsAg (proporcidn) en 3 meses a +37°C £ 2°C,
Todos los resultados cumplen con la especificacion.

Durante 3 meses de almacenamiento a +37°C = 2°C, los resultados de porcentaje de mondmero
libre de HBsAg cumplen con las especificaciones y se mantienen por debajo del limite de
deteccién del 2%.
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