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Figura 1: Linealidad, contenido de HBsAg
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Los datos obtenidos del estudio de linealidad son homogéneos. Cumplen con la prueba de
Cochran de homogeneidad de varianzas limite. El andlisis de la varianza permite llegar a la
conclusion de que Ia pendiente obtenida es significativa,

El método es lineal en un rango de 5360 pg/mL a 8410 pg/mL correspondiente a

[4806 - 7147] pg/mg de proteinas totales.

2.1.2.3 Exactitad

El disefio experimental fue el siguiente: 2 operadores realizaron 3 series separadas, en 3 dias
diferentes.

Cada corrida inclufa un rango de 4 concentraciones de HBsAg. A una cantidad fija de muestra de
HBsAg se le agregaron 4 niveles incrementales de estandar de HBsAg.

Los datos analizados son los obtenidos para la especificidad y se presentan en la Tabla 9.
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2.1.2.3.1  Analisis

La exactitud se prueba mediante los siguientes pasos:

¢ El porcentaje de recuperacion entre las cantidades medidas y tedricas de HBsAg se calcula
para cada serie.

e Se verifica la homogeneidad de varianzas dentro de los niveles mediante la prueba de
Cochran.

e Cuando se demuestra la homogeneidad, se prueba la equivalencia entre los niveles de
concentracion tedrica y la concentracién medida, mediante un anélisis de varianza,

o Cuando se comprueba la igualdad de las medias interniveles, el porcentaje de recuperacion
promedio global se calcula con los limites de confianza del 95 %.

La recuperacion porcentual y sus limites de confianza del 95 % se presentan en la tabla 11.

Tabla 11: Exactitud: Porcentaje de recuperacién promedio por nivel de concentracién

Recuperacién porcentual Limites de confianza del 95 %

100,84 % (98,30 - 103,39] %

La recuperacion porcentual promedio queda incluida entre el 80 % y el 120 %.
2.1,.24  Precision

La precision se estudia al nivel de precision intermedia y repetibilidad.
El disefio experimental fue el siguiente:

o Se realizaron 3 series bajo condiciones de precision intermedia: Dos operadores llevaron a
cabo los analisis en forma independiente, con el mismo método, sobre una thuestra
homogénea, en el mismo laboratorio, en dias diferentes.

¢ Dentro de cada serie, se llevaron a cabo 6 andlisis bajo condiciones que garantizaban la
repetibilidad: el mismo operador llevo a cabo los andlisis en forma independiente, 51gu1endo el
mismo método, sobre una muestra homogénea, en el mismo laboratorio, con los mismos
equipos, en 3 dias.

2.1.2.4.1 Resultados analiticos

Los datos sometidos a analisis son el contenido de HBsAg presente en la muestra, expresado
en pg/mL, y se presentan en la tabla 12,
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Tabla 12: Precision: Concentracién de HBsAg (ug/mlL)

Prueba Serie 1 Serie 2 Serie 3

pg/mi ng/mL pg/mL
i 6414 5741 6093
2 6397 6220 6765
3 6165 6390 6039
4 6127 6148 6493
5 6264 6183 6479
6 6449 6209 6336

2.1.2.4.2 Analisis
La precision del método se prucba mediante los siguientes pasos, aplicados a los datos de la

tabla 12.

¢ Lahomogeneidad de las varianzas dentro de los grupos se verifica mediante la prueba de
Cochran.

e Una vez adquirida la homogeneidad, se calculan los parametros de repetibilidad y precision
intermedia.

Las caracter{sticas de repetibilidad y precisién intermedia, as{ como el intervalo de confianza del

95 % correspondiente a 1 corrida con 1 medicion realizada de la manera habitual, se presentan en
la Tabla 13.

Tabla 13: Precisién: Caracteristicas de repetibilidad y precision intermedia

Caracteristicas Varianza Desviacién Intervalo de confianza del 95 % para el anilisis
estandar de rutina
Caracteristicas de repetibilidad 0,000226 | 0,015 /
Caracteristicas de precisién intermedia | 0,000248 | 0,016 + 0,033 es decir, x/+ 1,08 en expresion aritmética

2.1.2.5 Conclusién
De acuerdo con los resultados obtenidos y evaluando los criterios de aceptacion establecidos, el
contenido de HBsAg analizado con el kit Monolisa Plus es especifico.

Bl método es lineal en el rango [5360 - 8410] ug/mL de HBsAg equivalente a
[4806 - 7147] pg/mg de proteinas totales.

La exactitud se demuestra en el mismo rango, con una recuperacion porcentual promedio del 101 %.

La repetibilidad y la precisién intermedia son aceptables: El intervalo de confianza del 95 % de la
precision intermedia pata 1 corrida con 1 medicién es x/+ 1,08. La precision del método se
considera satisfactoria. '
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contenido de HBsAg en el principio activo HBsAg.
2.2 Identificacion del HBsAg: Western blot

2.2.1 Resumen de los procedimientos analiticos

Esta prueba se utilizé con los lotes de la segunda y la tercera serie de produccion como prueba de
identificacion. En la especificacién de liberacién declarada, se reemplazé por una combinacion de
ELISA y prueba de pureza con SDS-PAGE para verificar los pesos moleculares del HBsAg.

2.2.1.1 Principio

La identificacién del HBsAg se realizé mediante un analisis Western Blot utilizando el gel de la
prueba de pureza (SDS-PAGE en condiciones reductoras).

Después del analisis SDS-PAGE en condiciones reductoras, las proteinas se transfieren a una
membrana de nitrocelulosa. Se realiza la inmunodeteccion de los polipéptidos de HBsAg con
un anticuerpo anti-HBsAg. El revelado se obtiene por medio de un anticuerpo anti-IgG, unido a
fosfatasa alcalina. Al agregar un sustrato cromogénico adecuado, se revelan las bandas.

2.2.1.2 Equipo

o Equipo estandar de laboratorio

¢ Unidad de electroforesis horizontal
¢ Agitador orbital

¢ Baflo de calor seco a 100°C

¢ Unidad de transferencia semiseca

¢ Horno de hibridizacién con agitador
¢ Equipo para retirar peliculas

¢ Hojas de papel secante

e Membrana de nitrocelulosa de 0,45 um

Paat a 4
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2.2.1.3  Reactivos T
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o Kit de inmunodeteccion Western Breeze Chromogenic Western Blot o equivalente 4'@-"‘ i
o Tris (hidroximetil) aminometano

¢ Glicina

s Marcadores de bajo peso molecular (LMW) de rango completo

e Anticuerpo contra ¢l HBsAg de conejo, con superficie de subtipo ad y ay (fraccion IgG,
monoespecifico)

e Metanol
¢ Acido acético

s Agua purificada

2.2.14 Procedimientos operativos

2.2.1.4.1 Preparacion de soluciones y tampones

Las cantidades se proporcionan a modo de ejemplo y, si es necesario, se pueden multiplicar o por
un factor determinado o dividirse entre dicho factor.

o Solucién Tris-glicina:

o TrSime e, b 24 g

¢  Glicing .o.coccvinninnininnns Ve e e NP A12 g

¢ Agua purificada......... R U OO TOO PP hasta 100 mL
o Solucién de transferencia:

o Tampdn Tris-glicing.....cnmin e RPN v 100 mL

¢  Metanol...c..o.e e b v e 200 mlL

¢ Agua purificada .o e 188t 100 mL

¢ Solucién de bloqueo: preparada segiin las instrucciones del fabricante a partir de las
solucioties suministradas en el kit cromogénico Westetn Breeze

¢ Solucion de anticuerpo primatio:
e Anticuerpo anti-HBsAg de conejo, fraccion IgG .............. 20 uL
o Solucidn de bloQUED v 10 mL

2.2.14.2 Preparacién de las muestras

La muestra de prueba y el control interno se diluyen a fin de obtener una concentracion de
proteinas totales cercana al 0,01 % (p/v).

/|
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Realicer la electroforesis SDS-PAGE en condiciones reductoras con las soluciones de testigo,
control interno, muestra y marcadores de LMW de rango completo como se describe en la prueba
“Pureza mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras”, que se presenta en la

seccion 3.2.8.4.2 Procedimientos analfticos.

2.2.1.4.4 Analisis Western Blot

Transferencia del gel a la membrana

Moje el gel, las hojas de filtro de papel secante y la membrana de nitrocelulosa con el tampdn de
transferencia,

En la unidad de transferencia semiseca, coloque la pila de transferencia.
Moje la pila de transferencia con tampdn de transferencia.

Realice la transferencia, aplicando una cantidad suficiente de corriente eléctrica considerando la
superficie de la membrana. Realice la transferencia durante 1 hora.

Inmunodeteccion

Los pasos siguientes se llevan a cabo en un horno de hibridacién a +37°C £ 2°C bajo agitacion.
Bloquear la membrana de nitrocelulosa con la solucién de bloqueo durante 30 minutos.

Lave con agua purificada.

Incube la membrana con la solucién de anticuerpo primario durante 1 hora a +37°C + 2°C.
Lave la membrana con solucioén de lavado. |

Incube la membrana con el anticuerpo secundario, provisto con el kit, durante 30 minutos.
Lave la membrana con solucién de lavado.

Enjuague la membrana con agua purificada.

Realice la incubacidn con la solucién del sustrato cromogénico provisto con el kit hasta que
aparezca {a banda colot ptrpura (el tiempo de reaccién aproximado es 10 = 15 minutos).

Detenga la reaccion enjuagando la membrana con agua purificada,

Luego seque y guarde la membrana,
2.2.1.5 Lectura, cilculos y resultados

La lectura de la membrana es visual.
Las bandas caracteristicas del HBsAg se identifican tal como se detalla a continuacion:
o Presencia de mondémero alrededor de 23 kDa;

e Dresencia de bandas que corresponden al dimero alrededor de 46 kDa (banda simple o bandas
dobles);

3
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e Posible presencia de trimero alrededor de 65 kDa. \ %F& o
RSN

2.2.1.6  Criterios de validez

¢ Los marcadores de LMW de rango completo estin presentes y distribuidos en un 80 % del gel;

s La solucién de control interno debe mostrar las bandas caracteristicas del HBsAg.
2.2.2  Validacion del analisis Western Blot

Este capitulo describe la validacién de la prueba de identificacion realizada mediante el andlisis
Western Blot. De acuerdo con la guia de la ICH, la caracteristica estudiada para una prueba de
identificacion es la especificidad (vea la Tabla 14).

El procedimiento analitico se describe en el capitulo 2.2.1.

Tabla 14; Identificacién mediante Western Blot, resumen de validacion

Caracteristicas Criterios de aceptacién Resultados

Especificidad La incubacién con anti-HBsAg revela la presencia de bandas especificas de HBsAg en la muestra

de HBsAg:

Banda de mondmero de aproximadamente 23 kDa, Cumple
Bandas de dimero, juntas o separadas, de aproximadamente 46 kDa Cumple
Posible banda de un trimero de aproximadamente 65 kDa Cumple
1.a incubaci6n con anti-HBsAg no revela la presencia de bandas en el preparado de Cumple

Hansenula polymorpha (simulacion),

2.2.2.1 Especificidad

A fin de evaluar la especificidad del método, se lievé a cabo un anélisis SDS-PAGE en
condiciones reductoras con las 2 muestras siguientes:

o Una muestra de HBsAg;

¢ El preparado de simulacion se obtiene a partir de una produccidn de células de
Hansenula polymorpha sin el gen que codifica el HBsAg que se sometié a los distintos pasos de
purificacién hasta la etapa de la cromatografia de intercambio iénico (preparado de simulacion).
La fraccion utilizada como muestra de control era la fraccion de la cromatografia de
intercambio iénico; tomando en cuenta el contenido proteico total, se realizaron las diluciones
como con la muestra.

Luego de la transferencia para la electroforesis en una membrana de nitrocelulosa, la membrana se
incubd con anti-HBsAg.

El objetivo era demostrar que el Ac anti-hepatitis B es especifico y por consiguiente solo revela
bandas en la muestra de HBsAg y no en la muestra del preparado de simulacion, es decir, la
muestra de proteinas de Hansenula polymorpha.

£
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E! disefio experimental fue el siguiente: Cuatro operadores distitintos llevaron a cabo{} findli$is?, )
1ndepend1entes, con el mismo método, en dias diferentes, sobre una muestra homogéngaen.el
mismo laboratorio. egA s

Tabla 15: Especificidad

Muestra Revelado
Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4
Muestra de HBsAg Presencia Presencia Presencia Presencia
Muestra de Hansenula polymerphe (preparado de simulacién) Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia

La ausencia de reaccién cruzada entre el anticuerpo anti-hepatitis B y las proteinas de
Hansenula polymorpha demuestra que este anticuerpo es especifico y se puede utilizar para
realizar la prueba de identificacidén con Western Blot.

2.2.2.2 Conclusion

Conforme a los resultados obtenidos y los criterios de aceptacion establecidos, se demuestra que
el método de identificacion del HBsAg mediante Western Blot es especifico.

2.3 Analisis de polipéptidos

2.3.1  Resumen de los procedimiento's analiticos

Esta prueba se realizé con los lotes de la segunda serie de produccién. No esté incluida en la

- especificacion de liberacién declarada.

2.3.1.1  Principio

El analisis de los polipéptidos de HBsAg se realiza utilizando la electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) en condiciones no teductoras.

Primero, los polipéptidos que constituyen las particulas de HBsAg se desnaturalizan calentando la
muestra en el tampon de SDS (agente desnaturalizante).

Luego, se disgregan los enlaces disulfuro de la proteina en presencia del agente reductor DTT
(ditiotreitol).

Por ultimo, el tampén de SDS invierte Ia carga de las proteinas (carga negativa), lo cual permite
que migren hacia el 4nodo. Los polipéptidos migran a través dei gel de SDS-PAGE segun su peso
molecular, Luego de la migracion, se procede al revelado mediante tincion de plata.
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2.3.1.2 Equipos

s Equipo estandar de laboratorio

¢ Unidad de electroforesis horizontal
¢ Bafio de calor seco

e Agitador rotatorio

¢ Equipo pﬁra retirar peliculas

s Secador de gel

¢ Densitometro
2.3.1.3 Reactivos

¢ Gel homogéneo de poliacrilamida a] 12,5 % para SDS-PAGE horizontal
¢ Tiras de tampon para SDS-PAGE horizontal

¢ Tris (hidroximetil) aminometano

e Ditiotreitol (DTT)

o Dodecil sulfato de sodio (SDS)

o Marcadores de bajo peso molecular (LMW) de rango completo: rango de [14,4 ~ 97,0] kDa
¢ Azul de bromofenol

s Acetato de sodio 3 H0

¢ Glutaraldehido al 25 % p/p

¢ Tiosulfato de sodio 5 H,O

¢ Nitrato de plata

¢ Formaldehido al 37 % p/p

¢ Carbonato de sodio anhidro

o Acido acético

s Sal disddica de acido tetraacético. 2 H,O (EDTA-Na; 2 H;0)

¢ Etanol

o Agua purificada
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2.3.1.4 Procedimiento operativo

2.3.1.4.1 Preparacién de soluciones y tampones

Las cantidades se proporcionan a modo de ejemplo y, si es necesario, se pueden multiplicar por
un factor determinado o se pueden dividir entre dicho factor.

o Solucién madre de tampdn tris-acético: Se disuelve tris en agua purificada (6,6 % p/v).
¢ Solucidn de SDS: Se disuelve SDS en agua purificada (10 % p/v).
¢ Solucion de azul de bromofenol: Se disuelve azul de bromofenol en agua purificada (1 % p/v).

¢ Solucién no reductora:

¢ Solucion madre de tampon tris-ac€tico i 5mL

o  Solucidn de SDS .. S mL

¢ Solucién de azul de bromofenol.......cccreieiiiiiincninni 500 pL

o Agua purificada ... hasta 50 mL

e Solucién reductora para electroforesis: Se disuelve DTT en tampdn de solucion no reductora
(30,8 g/l) preparado extempordneamente.

¢ Solucién fijadora:

8 BAN0L.ccoiisesernererisninsieneesssssssssssssnnnssesseonnennnn 400 ML

6 ACIdO ACEHEO vovevririirirsiisiri s sssis st nes 100 mL

o Agua purificada .., hasta 100 mL
s Solucidn de incubacioén para tincién de plata:

¢ Acetato de sodio 3 Hy0 ... e 17 8

o Tiosulfato de sodio 5 H20 .ovvivivnirniinnninnans e 0,5¢

o Ftanol al 96 % oo 75 mL

o Agua purificada ....cuiniirienss e e e hasta 250 mL

Antes de usar la solucidn, afladir glutaraldehido al 25 % p/p (1,3 mL).
¢ Solucidén para tincidn de plata:
e Nitrato de plata ...ccovervcrnicinmenmimmnnnnnnn. 0,23 g
o AgUA PURTICAAA ooovvereereenssssnrsenres et rsssssins hasta 250 mL
Antes de usar la solucion, afiadir formaldehido al 37 % p/p (50 uL).
¢ Solucién de revelado: _
o Carbonato de 5010 nrir et 6,25¢g

e Agua purificada ..o, hasta 250 mL
£ |
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Antes de usar la soluci6n, afiadir formaldehido al 37 % p/p (25 pL).

¢ Solucién de detencidn:
¢ Sal disddica de 4cido tetraacético. 2 HaO..vvvviviivicniniannns 365¢g
o  Aguapurificada ... hasta 250 mL

2.3.14.2 Preparacion de las muestras

Diluya la muestra y el control interno para obtener una concentracion final de 0,007 % de
proteinas totales.

Caliente las distintas soluciones (solucién de muestra, solucién de control interno, solucion de
estandar de referencia y solucion testigo) por 5 minutos a +95°C.,

Deje enfriar el contenido de cada tubo a temperatura ambiente.
2.3.14.3 Electroforesis

Prepare ¢l gel para electroforesis.
Deposite una alicuota de cada solucién en los pocillos del gel.
Realice la electroforesis hasta que la solucién de azul de bromofeno! llegue a la tira anddica.

El gel se fija con la solucién fijadora aproximadamente por 30 minutos y se incuba en la solucion
de incubacién para tincién de plata aproximadamente por 30 minutos.

Lavar el gel con agua purificada.
Dejar el gel en la solucidn para tincién de plata aproximadamente por 40 minutos,
Afiadir solucién de revelado durante 10 minutos como méximo.

Retirar la solucién de revelado y afiadir la solucién de detencion aproximadamente de
10 a 20 minutos.

Lavar el gel con agua purificada.
2.3.1.5 Lecturas, clculos y resuitados

La lectura e integracién del gel se realiza con un densitémetro asociado con un sistema de
software.

Los marcadores de LMW se emplean como referencia para calcular el peso molecular de las
bandas. _

Las bandas caracteristicas del HBsAg se identifican por su peso molecular de la siguiente manera:
e Un mondmero, banda en aproximadamente 23 kDa;

e Undimero, bandas visualizadas como bandas simples o dobles, en aproximadamente 46 kDa;
¢ Una posible banda de trimero, en aproximadamente 65 kDa;

¢ DPosiblemente otras bandas, cuyo peso molecular se registra.
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2.3.1.6 Criterios de validez

¢ El marcador de peso molecular tiene tantas bandas como lo indica la especificacion del
fabricante y se distribuye en un 80 % del gel.

o El control interno de HBsAg presenta las bandas caracteristicas del antfgeno de la hepatitis B:
un mondmero (alrededor de 23 kDa), dimero (alrededor de 46 kDa) y un posible trimero
(alrededor de 65 kD).

2.3.2  Validacién del analisis de polipéptidos

Este capitulo describe la validacion del ensayo de andlisis de los polipéptidos mediante
SDS-PAGE en condiciones reductoras. Conforme a la gufa de la ICH, dado que el método es
cualitativo, sdlo se estudia la especificidad.

El procedimiento analitico se describe en el capitulo 2.3.1.
2.3.2.1 Especificidad

A fin de demostrar la especificidad, se analizaron las siguientes muestras:
e Solucidn testigo: solucién reductora;

e Solucidn estandar de referencia: marcadores de LMW,

« Control interno: lote de produccion de HBsAg;

e Muestra del proceso obtenida en distintos pasos de purificacion (vea la
seccién 3.2.8.2.2 Reaccidn de purificacion y modificacion)

e Muestra de desorbato crudo;

¢ Fraccién de cromatografia de intercambio iénico (IEC);

¢ Fraccion de KBr;

e Fraccién de cromatografia de filtracion por gel (GFC);
e Muestra del principio activo HBsAg.

Los resultados correspondientes a cada solucion analizada se presentan en la tabla 16.
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/ } gl
-? :
Tabla 16: Demostracion de especificidad del analisis de polipéptidos
Bandas Desorbato crudo | Fraccion de [EC | Fraccion de KBr | Fraccién de GFC Prmclplo‘stdﬁﬁ
Etapa 1.8 Etapa 2.1 Etapa 2.4 Etapa 2.6 HBsAg
Mondémero Presencia Presencia Presencia Presencia Presencia
(23 & 2 kDa)
Dimero Presencia Presencia Presencia Presencia Presencia
(47 £ 3 kDa)
Trimere Presencia Presencia Presencia Presencia Presencia
(65 £4 kDa)
Presencia de 16 kD4, 34 kDa, 16 kDa, 34 kDa, 19 kDa, 34 kDa 34 kDa 34 kDa
bandas no 56 kDa, 59 kDa 56 kDa
especificas

Las bandas especificas del HBsAg tienen pesos moleculares distintos de las bandas presentes en el
proceso de monitoreo y las muestras de antigeno purificado final del mismo lote, En cada paso del
proceso, se observa asimismo la mejora de la pureza dado que se detectan 4 “bandas diversas” en
el desorbato clarificado ajustado, 3 en la fraccién de IEC, 2 en la fraccidn de KBry L enla
fraccion de GFC.

2.3.2.2 Conclusion
Considerando el peso molecular de las bandas, el método puede diferenciar bandas especificas
de HBsAg respecto de otras bandas posibles presentes en la muestra,

El método es valido para realizar el andlisis de polipéptidos del principio activo.

24  Contenido de bromuros

Esta prueba se realiz6 con los lotes de la segunda v la tercera serie de produceion como prueba de
liberacion. Dado que esta demostrada la uniformidad de la produceidn y de acuerdo con los
requisitos regulatorios, esta prueba se elimina de la especificacion de liberacion declarada.

El método fue desarrollado y validado por un laboratorio externo que controld los lotes de
desarrollo. Luego, el andlisis se transfirié a sanofi pasteur y se valido para controlar los lotes
comercializados. Ambos métodos se consideran equivalentes, si bien sanofi pasteur optimizo el
analisis a fin de bajar el limite de cuantificacién. Esta seccion presenta el método y la validacion
realizada por sanofi pasteur y un resumen de la comparacién de ambos métodos (vea la tabla 17).
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Seccién 3.2.5.4.4
Anilisis de lote

Laboratoerio externo

sanofi pasteur

Metodologia

Cromatografia iénica

Sin cambio

Equipos

HPLC iénica con los siguiéntes componentes:

Bomba
Inyector automatico

Detector conductiméirico

Supresor
Columna i6nica

Precolumna idnica

Sin cambio

Reactivos y estandar

Agua desmineralizada
Estandares de bromuros 1000 mg/1

Carbonato y bicarbonato de sodio

= Apgua para inyectables
- Estandares de bromuros [000 mg/l

- Carbonato y bicarbonato de sodio

'E - Solucién madre de cloruro 1000 mg/l
‘i Tampén de elucion - Carbonato de sodio 7 mM Sin cambio
- Bicarbonato de sodio 2 mM
- Fase movil: carbonato de sodio 7 mM 60 %
+ bicarbonato de sodio 2 mM 40 %
Condiciones operativas - Elucién: isocratica - Elucidn: isocratica
- Flyjo: 1,00 mL/min - Flujo: 1,00 mL/min
- Volumen de inyeccion: 100 pL -~ Volumen de inyeccion: 80 uL
- Concentraciones de la curva: 0,10; 0,25; - Concentraciones de [a curva: 0,025;
0,50; 1,0 ¥ 2,0 mg/l de esténdar de bromuro 0,05; 0,1; 0,2 y 0,4 mg/1 de estdndar de
+ 40 mg/l en cada nivel de concentracion bromuro .
?;oi)lgr;:/;c)le solucién madre de cloruro +  Dilucién de ta muestra: 1:100
- Dilucién de la muestra: 1:100
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Validacion

g
Laboratorio externo sanofi pasteur \%\?S‘A ey
Especificidad Método especifico Método especifico
Linealidad Coeficiente de regresidn lineal: 0,999 Cocficiente de regresion lineal: 0,9983
eY=3372+1,76 x 105x X e Y=0,0111 40,9031 x X
Rango de linealidad: [0,1 — 2,0] mg/L Rango de linealidad: [2,0 — 38,5] mg/L
Exactitud El promedio de recuperacion es 99,8 %. L.a recuperacién porcentual promedio y sus
limites de confianza del 95 % son los
siguientes: 92 % [88 - 96] %
Precision La RSD obtenida para cada nive] de

concentraci6n es menor que la RSD calculada
con la formula de Horwitz,

El valor f obtenido (6,09) es menor que el valor
f tabulado para una confianza del 95 % (F
4,4 =6,39)

Los pardmetros de repetibilidad y de
precision intermedia son respectivamente
iguales a:

- coeficiente de repetibilidad: 1.6 %

- coeficiente de variacion de la precisién
intermedia: 10.3 %

- Bl intervalo de confianza del 95 % de la
precisidn intermedia para 1 corrida con

1 medicion realizada de la manera habitual
es£ 2,2 mg/L,

Limite de deteccitn

3,4 mg/L

0,6 mg/L

Limite de cuantificacion

10 mg/L

2 mg/L

Todos los resultados de lote generados por ambos laboratorios se encontraron por debajo de su
limite de cuantificacidn respectivo.

24.1

2.4.1.1 Principio

Resumen del procedimiento analitico de Sanofi Pasteur

El método estd basado en una cromatografia de intercambio idnico con deteccion conductimétrica.

Esta técnica permite separar los iones tomando en cuenta su peso molecular y carga. Utilizando un
supresor de cationes ubicado después de la columna, sélo se detecta la conductividad de los
aniones. La cuantificacién del contenido de bromuros se realiza mediante una interpolacion del
area pico de bromuro en la muestra respecto del pico de bromuro en la curva de calibracion.

24.1.2 Equipo

¢ Equipo estandar de laboratorio

o Cromatdgrafo i6nico con deteccidn conductimétrica y supresor

¢ Columna y precolumna cromatograficas.
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2.4.1.3 Reactivos

e Solucidn de carbonato de sodio 7 mM

s Solucion de bicarbonato de sodio 2 mM

¢ Estandar de referencia: solucién de KBr 1000 mg/L
e Control interno: lote de produccién de HBsAg

o Testigo: agua para inyectables

¢ Solucién tampon (fase movil):
¢ Carbonato de sodio 7 mM (60 % v/v)
o Bicarbonato de sodio 2 mM (40 % v/v)

2.4.1.4 Procedimiento operativo

2.4.1.4.1 Preparacioén de las soluciones
» Solucion estandar de referencia: Dilucién 1:10 de la solucion estdndar de bromuro
(1000 mg/L) en agua para inyectables.
s Lamuestra de control interno se prepara en una concentracion de 0,10 mg/l.
¢ Solucién de muestra: Dilucién 1:100 del lote de produccion de HBsAg en agua para inyectables.

¢ Solucién de agregado (muestra + estdndar de referencia): 0,5 mL del lote de produccion de
HBsAg agregado a 50 uL de solucién estdndar de referencia diluida en 50 mL de agua para
inyectables. |

¢ Lacurva de calibracion se prepara partiendo de la solucién estandar de referencia de la
siguiente manera: serie de 5 niveles de concentracion: 0,025 mg/mL; 0,05 mg/mL;
0,10 mg/mL; 0,20 mg/mL vy 0,40 mg/mL..

2.4.14.2 Inyeccion

Los parametros de cromatografia se describen en la tabia 17.

Se inyectan 80 uL de cada solucion (solucidn estandar de referencia, control interno, solucién de
muestra, solucidn con agregado y soluciones de la curva de calibracidn) con el inyector
automatico en el equipo de HPLC idnica.

2.4.1.5 Lecturas, cilculos y resultados

o Establecer la regresion lineal de la curva de calibracidn.

¢ (alcular la concentracion de bromuros en la solucién de agregado utilizando la curva de
calibracién y la concentracion tedrica del estandar de referencia (0,10 mg/L).
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2.4.1.6 Criterios de validez

¢ El coeficiente de regresidn lineal de la curva de calibracién debe ser > 0,99,
¢ Laconcentracion de bromuros en la solucidén con agregado debe encontrarse entre el 80 y
el 120 % de la concentracion tedrica de la solucién estdndar de referencia (0,10 mg/1).
242  Validacién del contenido de bromuros
Este capitulo describe la validacién de la prueba de contenido de bromuros en el principio activo
HBsAg, segiin la gufa de la ICH.,
El procedimiento analitico se describe en el capitulo 2.4.1,

Dado que el método es una prueba de limite, se evalué la especificidad, linealidad, exactitud,
precisién, cuantificacién y los limites de deteccidn. En la tabla 18 se presenta un resumen de la
validacidn.,

i
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Tabla 18: Contenido de bromuros, resumen de validacién

Caracteristicas - Criterios de aceptacién Resultadas

[Especificidad INo existe interferencia entre el anién de bromuro |Ausencia de interferencia entre el anién de bromuro y los
v los otros aniones. otros aniones (cloruro, nitrito, nitrato, fosfato y sulfato)

Linealidad Plinesticad < 0,01 Pioeatidas = 2:29.10"7 ¥ Pregyicion de a ineatided = 0,531
IP desviacion de la fincalidad > 0503 [Después de un ajuste lineal de Y = concentracién de
IEl rango de linealidad se considera satisfactorio sibf‘“?‘”“’ (mg/L) medida en funciér.l de‘ X = concentracién
el rango [80 - 120] % del limite de la tedrica de bromuro, se observa la siguiente refacion:
especificacion de bromuro (< 10 mg/L) se Y = 06,0111 +0,9031 . X

encuentra dentro del rango de linealidad y del

, Coeficiente de correlacién linsak:
rango exacto del método.

R? = 0,9983
Rango de linealidad: [2,0 - 38,5] mg/L

[Exactitud La recuperacion porceniual promedio calculada  [La recuperacién porcentual promedio y sus Hmites de
para los 5 niveles de concentracion teéricos se  lconfianza del 95 % son los siguientes:

0, 0,
encuentra entre €l 80 % y el 120 %. o2 9% [88 - 96] %

Precisién El coeficiente de variacién de precisién Media general:
intermedia v repetibilidad ¢s <15 %.

m =93 mg/L,

Los parametros de repetibilidad y de precision intermedia
son respectivamente iguales a:
- coeficiente de repetibilidad; 1,6 %

- coeficiente de variacion de la precisidn intermedia; 10,3 %

- Intervalo de confianza del 95 % de la precision intetmedia
para | corrida con | medicion realizada del modo habitual: &

2,2 mg/L
Limite de El método en el limite de cuantificacidn debe set! [DL = 0,6 mg/l
raigﬁﬁ‘“ié“ - exacto: La recgperaicién porcsntual pron}’gdio QL = 2 mg/l
| imite de debe E.S“"r mclmda.entre el 80 /“y el 120%. | pecuperacion porcentual promedio en ¢f QL: 101,8 %
deteceidn (DL) | 0o El coeficiente de variacion de la Los parametros de repetibilidad y de precision intermedia

precision intermedia v la repetibilidad no es

mayor que 20 % son respectivamente iguales a:
yor que 20 %.

- coeficiente de repetibilidad: 4,7 %
- coeficiente de variacion de la precisién intermedia: 9,4 %

- Intervalo de confianza del 95 % de la precisién intermedia
para 1 corrida con 1 medicién realizada def modo habitual; &

0,5 mg/L

2.4.2.1 Especificidad

La especificidad se demostro a través de la capacidad del sistema cromatogréfico para separar los
distintos aniones. Se prepard una solucion que contenia una mezcla de diferentes aniones y se
determind el tiempo de retencién de cada anidn. Luego, esta solucidn se agregd a una muestra de
HBsAg para demostrar que la matriz de la muestra no induce interferencia en la deteccion y
separacion de los distintos aniones.
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2.4.2.2 Linealidad O \2 1 7}

El disefio experimental fue el siguiente: dos operadores realizaron tres andlisis independi\é ¢
dias distintos,

Cada cotrida incluia un rango de 5 concentraciones de bromuros, A una cantidad fija de muestra
de HBsAg se le agregaron 5 niveles incrementales de bromuros.

2.4.2.2.1 Resultados analiticos

Los datos sometidos a anélisis son el contenido de bromuros (muestra con agregado), expresado
en mg/L, y se presentan en la tabla 19,

Tabla 19: Linealidad, concentraciones medidas frente a concentraciones tedricas (mg/L)

Concentracién Concentracion medida (muestra con agregado)
tedrica (muestra , mg/1
con agregado)
Serie 1 Serie 2 Serje 3

2,5 2,36 2,40 2,85
5,0 4,35 4,34 4,84
10,0 8,32 0,61 9,44
20,0 17,34 16,88 18,21
40,0 36,44 34,92 .} 37.83

24.2.2.2  Anilisis

La linealidad en el rango elegido se analiza mediante los siguientes pasos:
o Lahomogeneidad de las varianzas limite se verifica mediante la prueba de Cochran.

s [Ladependencia entre la concentracion tedrica v la concentracién medida de bromuros, y la
linealidad de esta relacion, se analizan mediante una regresion lineal no ponderada utilizando
el método de los cuadrados minimos. Debe mostrar una pendiente significativa y una
desviacidn significativa de la linealidad.

La ecuacion de la recta de regresion se presenta en la tabla 20,

Tabla 20: Linealidad: Ecuacién de la recta de régresién

Ecuacién de la recta de regresion Coeficiente de determinaclén Rango de linealidad (mg/L)

Y= (0,011 & 0,6603) + (0,9031 £ 0,0320) . X R*=(,9983 [2,0-38,5]

donde: X= concentracidn tedrica (ug/mL)
Y = concentracién medida (ug/mL)

Plineatidad < 0,0001

Pdesviacic’m de la linealidad = 0’5 13

pa 7/
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Figura 2: Linealidad: Gréfico de linealidad del contenido de bromuros
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Los datos obtenidos del estudio de linealidad son homogéneos. Cumplen con la prueba de
Cochran de homogeneidad de varianzas limite, El andlisis de la varianza permite llegar a la
conclusién de que la pendiente obtenida es significativa.

El rango de linealidad obtenido es [2,0 — 38,5] mg/L.

24.2.3 Exactitud

El disefio experimental fue el siguiente: dos operadores realizaron tres analisis independientes en
dias distintos.

Cada corrida incluia un rango de 5 concentraciones de bromuros. A una cantidad fija de muestra
de HBsAg se le agregaron 5 niveles incrementales de bromuros.

2.4.2.3.1 Resultados analiticos

Los datos sometidos a analisis son el contenido total de bromuros (muestra con agregado),

expresado en mg/L. Los datos analizados son los obtenidos para la linealidad y se presentan en
la tabla 19.
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2.4.2.3.2 Analisis

La exactitud se prueba mediante los siguientes pasos:

¢ Las recuperaciones porcentuales se calculan para cada nivel de concentracién tedrica y para
cada grupo.

o Se verifica la homogeneidad de varianzas dentro de los niveles mediante la prueba de Cochran.

¢ Al adquirir la homogeneidad, la no significancia de las diferencias entre los niveles de
concentracién tedrica se demuestra mediante un andlisis de varianza.

¢ Cuando se prueba la igualdad de las medias entre niveles, se calcula la recuperacién
porcentual promedio con los limites de confianza del 95 %.

La recuperacién porcentual es la relacion entre la concentracién medida dividida por la
concentracion tedrica. Los resultados se expresan en porcentaje y se presentan en la tabla 21.

Tabla 21: Exactitud: Recuperacion promedio para cada nivel de concentracion

Nivel de concentracién tebrica {mg/mL) | Promedio del nivel de concentraciéon | Recuperacién promedio { %)
tebrica (ug/mL) .

2,5 2,5 101,5

5,0 4,5 0,2

10,0 9,1 91,2

20,0 17,5 87,4

40,0 36,4 91,0

Los datos promedio obtenidos del estudio de exactitud son homogéneos. Cumplen con la prueba
de Cochran de homogeneidad de varianzas dentro de los niveles. El andlisis de varianza permite
llegar a la conclusidon de que las medias interniveles son iguales,

La recuperacion porcentual promedio y sus limites de confianza del 95 % se presentan en la
tabla 22. :

Tabla 22: Exactitud: Recuperacién porcentual promedio y limites de confianza del 95 %

Recuperacién porcentual Limites de confianza del 95 %

92 % [88 % - 96 %]

La recuperacion promedio calculada (como concentracién medida/concentracién tedrica)
expresada en porcentaje cumple con los criterios de aceptacion, establecidos entre 80 y 120 %.

A
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2.4.2.4 Precision

La precision se estudia en dos niveles: repetibilidad y precision intermedia.

El disefio experimental fue el siguiente:

¢ Se realizaron 3 series bajo condiciones de precisidén intermedia: Dos operadores llevaron a
cabo tres andlisis en forma independiente, con el mismo método, sobre una muestra
homogénea, en el mismo laboratorio, en dias diferentes.

o Dentro de cada serie, se llevaron a cabo 3 andlisis bajo condiciones que garantizaban la
repetibilidad: el mismo operador llevé a cabo los anélisis en forma independiente, siguiendo
el mismo método, sobre un lote homogéneo, en el mismo laboratorio, con los mismos equipos,
en un periodo breve.

2.4.2.4.1 Resultados analiticos

Los datos sometidos a analisis son el contenido de bromuros de la muestra, expresado en mg/L, y
se presetitan en la Tabla 23. '

Tabla 23: Precisién: Contenido de bromuros (mg/mL)

Prueba Serie 1 Serie 2 Serie 3
mg/ml mg/mL mg/mL
8,35 G,34 10,02
2 B,32 9,64 10,18
8,32 9,47 10,45

24.24.2  Anilisis

La precision del método se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a los datos de la
tabla 23.

¢ Lahomogeneidad de las varianzas dentro de los grupos se verifica mediante la prueba de
Cochran.

¢ Una vez adquirida la homogeneidad, se calculan los pardmetros de repetibilidad y precision
intermedia.

Las caracteristicas de repetibilidad y precision intermedia se presentan en la tabla 24,

Tabla 24: Precision: Caracteristicas de repetibilidad y precision intermedia

Caracteristicas Desviacion Desviacion estandar Intervalo de confianza del 95 %
estAndar relativa’ para I corrida con 1 medicion
Caracteristicas de repetibilidad 1,637 % 0,153 No se aplica,
Caracteristicas de precisién 10,267 % 0,959 42,212 mg/l
intermedia
N /|
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3

0f
Los datos obtenidos del estudio de precisién son homogéneos. Cumplen con la prueba de |
de homogeneidad de varianzas dentro de los grupos. Dado que la desviacion estandar relatidgde~"

la precision intermedia y la repetibilidad no es mayor que 15 %, el método es preciso. ~ ~<

2.4.2.,5 Limite de cuantificacién

El objetivo consiste en demostrar la exactitud y la precision al nivel del limite de cuantificacion.

El disefio experimental fue el siguiente:

¢ Se llevaron a cabo 3 series bajo condiciones de precision intermedia: un operador llevd a cabo
dos series en forma independiente y otro operador llevo a cabo una serie , siguiendo el mismo
método, sobre una muestra homogénea, en el mismo laboratorio, en dias distintos.

¢ Dentro de cada serie, se llevaron a cabo 3 analisis bajo condiciones que garantizaban la
repetibilidad: cada analisis lo llevd a cabo el mismo operador siguiendo el mismo método,
utilizando la misma curva estdndar de referencia y los mismos equipos.

2.4.2.5.1 Resultados analiticos

Los datos sometidos a analisis son la concentraciéon de bromuros de 1a muestra, expresada
en mg/L, y se presentan en la tabla 25.

Tabla 25: Limite de cuantificacién: Precision, concentracion de bromuros (mg/L)

Prueba Serie 1 Serie 2 Serie 3
mg/mL mg/mL mg/mL
1 2,10 2,60 2,40
2 2,20 2,30 2,50
2,10 2,60 2,50

El limite de cuantificacidon es 2 mg/L.

24252 Anailisis

e Exactitud al nivel del limite de cuantificacién (vea la tabla 21): R = 101,5 %;

e La precision del método se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a los datos de la
tabla 25.

¢ La homogeneidad de las varianzas dentro de los grupos se verifica mediante la prueba de
Cochran.

¢ Una vez adquirida la homogeneidad, se calculan los pardmetros de repetibilidad y
precision intermedia,

Las caracteristicas de repetibilidad y precisién intermedia se presentan en la tabla 26.
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Tabla 26: Limite de cuantificacién: Precision, caracteristicas de repetibilidad y de\p ige <
intermedia R e
Caracteristicas Desviacion estindar Desviacién estindar Intervalo de confianza del 95 %
relativa para 1 corrida con 1 medicion
Caracteristicas de repetibilidad 4,671 % o111 No se aplica.
Caracteristicas de precisién 9,378 % 0,222 +£0,512 mg/l
intermedia )

Los datos obtenidos del estudio de precisién son homogéneos. Cumplen con la prueba de Cochran
de homogeneidad de varianzas dentro de los grupos. Al nivel del limite de cuantificacion
(QL = 2 mg/L de muestra), el método es exacto y preciso.

2.4.2.6 Conclusién

De acuerdo con los resultados obtenidos y evaluando los criterios de aceptacion establecidos, el
método es especifico.

El método es lineal en el rango {2,0 ~ 38,5] mg/L.

La exactitud se demuestra en el mismo rango, con una recuperacién porcentual del 92 %
[88 - 96] %.

El método es preciso, dado que la desviacion esténdar relativa de la precision intermedia
es 10,3 % (criterios de aceptacion: 15 % maximo).

El limite de cuantificacion es 2 mg/L. En este limite, el método es exacto (R =101.5% ) y preciso
dado que la desviacién estandar relativa de la precision intermedia es 9,4 % (criterios de
aceptacion: 20 % maximo).

Tomando en cuenta los resultados obtenidos, el método es vélido para determinar la concentracion
de bromuros en el principio activo HBsAg.
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