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3.4 Impacto del cambio de la referencia

34.1 Introduccion

El estandar de referencia de HBsAg utilizado para determinar el contenido de HBsAg
(HBsAg/proteinas totales) mediante ¢l analisis ELISA RB se ha cambiado en ¢l curso de los
estudios de estabilidad. El estandar de referencia AA004 utilizado desde el comienzo del estudio
fue reemplazado en agosto de 2009 por el estdndar de referencia AC012. El contenido de HBsAg
de los lotes AC004 y AC005 hasta 18 los meses se determino utilizando coto estindar de
referencia el lote AA004, mientras que para el lote AC007 ese estandar se utilizd hasta los

12 meses inclusive (vea la seccién 3.2.S.5 Estdndares o materiales de referencia).

Luego del cambio del estindar de referencia de HBsAg, se observo una disminucién en el
contenido de HBsAg en cada lote AC evaluado durante la estabilidad. Por lo tanto, se ilevo a cabo
un estudio a fin de determinar si existia una relacion entre la antigiiedad del estandar de referencia
de HBsAg y el contenido de HBsAg (proporcion).

Se analizaron los datos historicos obtenidos con 71 lotes de antigenos purificados analizados con
los estandares de referencia de HBsAg AC012 o AA004:

o Se trazé una representacion grafica del contenido de HBsAg/proteinas totales de graneles
purificados de hepatitis B al momento de la liberacion en funcion de la antigtiedad del
estandar de referencia de HBsAg y se efectud un analisis de regresion.

o Luego se efectud un analisis EWMA (promedio mévil ponderado exponencialmente) para
evaluar si la evolucion era continua o discontinua,

3.4.2 Impacto de la antigiiedad de la referencia sobre el contenido de HBsAg al momento
de la liberacion

Se utilizaron los siguientes lotes de la tercera serie de produccién:

o 44 lotes producidos entre septiembre de 2007 y julio de 2009 y analizados con la referencia
AAQ04;

o 27 lotes producidos entre julio de 2009 y mayo de 2010 y analizados con la referencia AC012.

Los resultados de lote (proporeién) obtenidos con los estandares de referencia de HBsAg AC012
o AA004 se analizaron juntos. En total, habia 71 resultados de liberacién disponibles, que cubrian
de 15 a 50 meses de antigliedad del estandar de referencia.

Los tesultados del contenido de HBsAg (proporcion) al momento de la liberacion se presentan en
la figura 1.
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El analisis de regresion revelé un aumento significativo en los resultados de lote de la'jrogarg
contenido de HBsAg/proteinas totales en funcién de la antigiiedad del estdndar de referoy .
ELISA.

Ademas, el analisis EWMA mostrd que la evolucion es discontinua:

o Se observan resultados uniformes cuando los lotes se liberan con un estandar de referencia de
entre 15 y 34 meses de antigliedad aproximadamente.

o Se observa una interrupcién en el contenido de HBsAg (proporcion) en el momento de la
liberacidn cuando el estandar de referencia utilizado tiene una antigiiedad de por lo menos
34 meses.

¢ Se observan resultados uniformes cuando los lotes se liberan con un estindar de referencia de
entre 34 y 50 meses de antigiiedad aproximadamente.

3.4.3 Conclusion

Los resultados de este estudio adicional permiten explicar por qué el cambio del estandar de
referencia con una antigliedad mayor de 36 meses por un estandar de referencia con una
antigliedad de aproximadamente 16 meses durante el estudio de estabilidad de los lotes AC indujo
una disminucién de la proporcion contenido de HBsAg/proteinas totales. -

Estos datos respaldan asimismo la utilizacion de un estandar de referencia de hasta 30 meses.
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4 Resultados de los estudios de caracterizacion de los lotes de la tercera
serie de produccion

4.1 Peso molecular y tamaifio de las particulas

4.1.1 Cromatografia de exclusion por tamafio de alta resolucién / dispersién de luz

El peso molecular de las particulas de los lotes de la tercera serie de produccioén es estable hasta
por lo menos 30 meses a +5°C + 3°C, En condiciones aceleradas a +37°C 4 2°C, se observa un
leve aumento del peso molecular de las particulas en los lotes de la tercera serie de produccion
después de 3 meses. Esto corresponde a una ligera agregacion de las particulas, como se observa
asimismo mediante microscopia electrénica (EM). El estudio se ha llevado a cabo hasta los

6 meses de almacenamiento a +37°C + 2°C. '

Todos los valores obtenidos en los distintos momentos de medicidén de estabilidad y con las
distintas temperaturas para los lotes de la tercera serie de produccion estan incluidos en el rango
de aceptabilidad [2941 — 8106 kDa], como se define en la seccién 3.2.8.3.1 Elucidacién de la
estructura y otras caracteristicas. :

4,1.2 Microscopia electronica
El tamafio de las particulas de los lotes de la tercera serie de produccion es estable hasta por lo

menos 30 meses a +5°C + 3°C.

En condiciones aceleradas después de 3 meses a +37°C & 2°C, las partfculas aisladas y de forma
redonda tienen el mismo tamafio que en TO. No obstante, en una inspeccion visual se observa una
leve agregacion de las particulas (3 partfculas o més), lo cual coincide con los resultados
obtenidos con HPSEC/LS.

Todos los valores obtenidos en los distintos momentos de medicién de estabilidad y con las
distintas temperaturas estén incluidos en el intervalo definido [18 nm - 33 nm] (vea la
seccion 3.2.8.3.1 Elucidacién de la estructura y otras caracteristicas).

4.2 Lipidos de la particula

o Lipidos/proteinas totales:

Los resultados se encuentran dentro de las especificaciones de liberacion (0,5 — 0,9 mg de
lipidos/mg de proteinas totales) y no se observa evolucion durante el almacenamiento
a +5°C + 3°C durante 30 meses.

e Oxidacion de los lipidos:

Los resultados obtenidos con los distintos lotes en distintos momentos de medicion de
estabilidad y con distintas temperaturas muestran que la concentracion de hexanal es muy
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baja. En general, la oxidacién de los lipidos, segun la liberacion de hexanal, se mantiey
debajo del 0,1% durante 30 meses a +5°C £ 3°Cy 6 meses a +37°C + 2°C,

4.3  Antigenicidad de la particula

Las constantes de asociacién y disociacién de equilibrio (ka y kd) y la constante de equilibrio de
afinidad (KD) se determinaron con RF-1 Mab en los lotes de la tercera serie de produccion en TO
y después de 30 meses de almacenamiento a +5°C & 3°C, Los valores deka, kdy KD de la
particula hacia RF-1 Mab en los lotes de la tercera serie de produccién son estables hasta por lo
menos 30 meses a +5°C + 3°C.

Todos los valores obtenidos con los lotes de la tercera serie de produccion durante el estudio de
estabilidad estan incluidos en los siguientes rangos de aceptabilidad, teniendo en cuenta la
variabilidad del método, como se define en la seccién 3.2.8.3.1 Elucidacion de la estructura y
otras caracteristicas.

o ka:[3,6 10°-2,1 10T M5!
o kd:[2,210%4,0.10% s
o KD:[1,110%7,6.10%M

4.4 Estructura secundaria de la proteina S

Se observa una leve disminucién con el tiempo en el porcentaje de hélice a a +5°C + 3°C. Esta
disminucién es mayor a +37°C & 2°C, con un aumento concomitante en el porcentaje de ldmina f.

No obstante, todos los valores obtenidos con los lotes de la tercera serie de produccién durante el
estudio de estabilidad estan incluidos en el rango de aceptabilidad para el porcentaje de hélice o,
tomando en cuenta la variabilidad del método [55,3% - 60,9%] (vea la

seccién 3.2.8.3.1 Elucidacién de la estructura y otras caracteristicas).

4.5 Estructura terciaria de la proteina S

4.5.1 Fluorescencia intrinseca

Los lotes de la tercera serie de produccién son estables durante 30 meses de almacenamiento
a +5°C & 3°C respecto del pardmetro de fluorescencia maxima de emision.

Todos los valotes obtenidos estan incluidos en el rango de aceptabilidad determinado para la
fluorescencia méaxima de emision tomando en cuenta la variabilidad del método [328 ~ 337 nm)]
(vea la seccion 3.2.8.3.1 Elucidacion de la estructura y otras caracteristicas).

4,5.2 Formacion de enlaces disulfuro

El valor de tioles libres por proteina S es muy bajo (menos de 0,5 por 14 tioles libres potenciales).
Los valores obtenidos (0,2 - 0,3) estén en el limite de deteccién. No se observa ningtn cambio
cuantificable en un almacenamiento de 6 meses a +37°C £ 2°Cy 30 meses a +5°C & 3°C.,
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5 Conclusion general

Los resultados de los estudios de estabilidad en condiciones aceleradas indican un-cambio a lo
largo del tiempo en las particulas de HBsAg. Ademds, también se observaron cambios en el
tamafio de las particulas durante los estudios de caracterizacion realizados a +37°C + 2°C, una
ligera agregacién de las particulas mediante HPSEC/LS y EM, y un cambio en la estructura
secundaria de la proteina S a través de una disminucion en el contenido de hélice a. No obstante,
los datos generados podrian utilizarse para respaldar posibles desviaciones de temperatura del
producto.

Segiin los resultados del estudio de estabilidad en condiciones a largo plazo, todos los pardmetros
(incluida la pureza mediante SDS-PAGE) cumplen con las especificaciones durante 30 meses de
almacenamiento a +5°C £ 3°C. Se observé una reduccion del contenido de HBsAg (proporcion)
después del cambio del estandar de referencia de HBsAg. Un andlisis complementario confirma
que la antigiiedad del estandar de referencia podria haber afectado la proporcion contenido de
HBsAg/proteinas totales cuando se utiliza un estindar de referencia de mas de 34 meses de
antigliedad.

Con base en los resultados obtenidos en condiciones aceleradas y a largo plazo, asf como durante
los estudios de caracterizacién, se puede solicitar una vida util de 30 meses para el principio
activo, antigeno de superficie de la hepatitis B, almacenado en matraces de vidrioa +5°C£3°Cy
también para €l estdndar de referencia.

Las condiciones de almacenamiento se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5: Resumen de las condiciones de almacenamiento (vida iitil declarada a +5°C + 3°C)

Producto almacenado Sistemn de cierre del envase Vida 1til Condiclones de
almacenamiento

Antigeno de superficie de la I{;/Iatrac;s de vidrio (‘t}gpo.i[) scllados con tapas | 30 meses +5°C £ 3°C
hiepatitis B e tereftalato de polibutiieno
_ i
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y compromiso de estabilidad
FOENAN

aprobaciéon y compromiso de estabilidad

El estudio de estabilidad 1 realizado en condiciones a largo plazo y que incluye tres lotes de
validacién de uniformidad de !a tercera serie de produccion de antigeno de superficie de la
hepatitis B (HBsAg) esta en curso.

Sanofi Pasteur se compromete a completar el estudio de estabilidad en curso realizado con HBsAg
almacenado en matraces de vidrio (tipo I) sellados con tapas de tereftalato de polibutileno, a

+5°C £ 3°C durante 36 meses, seglin se describe en la seccién 3.2.5.7.1 Resumen y conclusiones
‘de estabilidad para el principio activo.

En caso de registrarse algiin resultado fuera de las especificaciones, se notificara a las autoridades
competentes.

Los estudios de estabilidad 2 y 3 realizados en condiciones aceleradas y que incluyen tres lotes de
validacién de uniformidad de la tercera serie de produccion de antigeno de superficie de la
hepatitis B (HBsAg) estan completos. Los resultados se presentan en la seccion 3.2.8.7.3 Datos de
estabilidad.
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Seccién 3.2.S.7.3 - Datos de estabilidad
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serie de produccién almacenados a +5°C £ 3%C v, 20

Tabla 26: Cuantificacion de tioles libres por proteina S (con y sin SDS) de los lotes de la tercera
serie de produccion almacenados @ +37°C & 2°C i 21
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Lista de figuras the e

Figura 1: Andlisis de microscopia electronica mediante tincién negativa del lote AC005 despues
de 3 meses de almacenamiento a +37°C £ 2°C..ieviinnnnn, SRS PP OUROTRPIPRO 15
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Lista de abreviaturas: vea la seccién 2.3 Resumen general de calidad, introduccion.

1 Procedimientos analiticos

Los procedimientos analiticos aplicados en los tres estudios de estabilidad sobre los tres lotes de
uniformidad de la tercera serie de produccién del principio activo, antigeno de superficie de la
hepatitis B (HBsAg), se describen en la seccion 3.2.5.4.2 Procedimientos analiticos. Los datos de
validacién de los procedimientos analiticos se presentan en 3.2.8.4.3 Validacién de los
procedimientos analiticos.

La determinacion de la oxidacion de los lipidos se describe en el parrafo 3.1.1. Los otros métodos
empleados en los estudios de caracterizacion se presentan en la seccion 3.2.8.3.1 Elucidacion de
la estructura y otras caracteristicas.

2  Resultados
2.1 Estudio de estabilidad 1: condiciones a largo plazo a +5°C % 3°C durante
36 meses
Los resultados de! estudio de estabilidad 1 que incluye 3 lotes de uniformidad de la tercera serie

de produccion de HBsAg almacenados en matraces de vidrio a +5°C + 3°C durante 30 meses se
presentan de la tabla | a la tabla 3.
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