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S Composicion de los tampones y otros aditivos empleados duran?&la
purificacion

5.1 Agua fisiolégica tamponada

Composicién cualitativa

- Cloruro de sodio

- Fosfato disédico, 12H,0

- Fosfato de sodio dihidrogenado, 2H,0
- Agua purificada

Esta solucion se filtra en una membrana de 0,2 pm.

5.2  Solucion de sales

La férmula de esta solucion depende del volumen y del titulo de floculacién del toxoide tetanico
concentrado y dializado obtenido después del paso de didlisis.

- Glicina

- Cloruro de sodio

- Agua purificada, hasta 10 L

Esta solucién se filtra en una membrana de 0,2 pm.
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53 Fosfato disédico " 0g N

Composicion cualitativa
- Fosfato disddico, 12H,0
- Agua purificada

Esta solucién se filtra en una membrana de 0,2 pm.

54 Otros

e  Agua purificada
e Solucidn de carbonato 4cido de hidrégeno

La férmula de esta solucion depende del volumen y del titulo de floculacion del toxoide tetanico
concentrado y dializado obtenido después del paso de dialisis.

- Carbonato acido de hidrégeno
- Agua purificada
¢ Formaldehido al 37 % p/v

e  Sulfato de amonio
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Lista de abreviaturas: consulte la seccién 2.3 Resumen general de calidad, Introducciéﬁ‘._‘%ﬁ,""-u N

1 Etapas criticas

El principio activo, toxoide tetinico purificado (PTT), es una toxina tetinica detoxificada.

En los siguientes pasos se describe el proceso de elaboracion del principio activo {detallado en
3.2.5.2.2 Cultivo y cosecha celular y en 3.2.5.2.2 Reacciones de purificacion y modificacion):

e Fermentacidn, incluyendo la preparacion del indculo y subcultivo, precultivo, cultivo
industrial y lisis celular, para obtener la toxina tetanica cruda.

o Cosecha de la toxina tetdnica por centrifugacion y ultrafiltracion para obtener la toxina
tetdnica diafiltrada concentrada.

s Detoxificacion de la toxina tetdnica para obtener toxoide tetdnico crudo (CTT) utilizando
formaldehido.

o Purificacién del CTT incluyendo una precipitacion doble con suifato de amonio, para obtener
el toxoide tetanico purificado PTT.

Estos pasos son impulsados por parametros de produccion y por controles durante el proceso
(detallados en 3.2.8.2.2 Cultivo y cosecha celular, 3.2.5.2.2 Reacciones de purificacion y
modificacion y en 3.2.5.2.5 Validacién y/o evaluacion del proceso).

Las especificaciones y los métodos de analisis para el principio activo (PTT) se describen en
3.2.8.4.1 Especificaciones y en 3.2.5.4.2 Procedimientos analiticos.

Basandose en los resultados de validacion que demuestran que el proceso de elaboracidn es
reproducible y esté controlado (consultar 3.2.5.2.5 Validacion y/o evaluaciéon del proceso), los
pasos presentados en la tabla 1 se consideran criticos para el proceso de elaboracién del PTT.
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Tabla 1: Pasos criticos del proceso de elaboracion del PTT-

Pasos criticos Control del estado critico Objetive del paso
Adicién de formaldehido Este paso de detoxificacidn se controla mediante: Detoxificar la toxina tetdnica
(paso 9.a) cruda concentrada y diafilirada,

- Monitoreo de los pardmetros de produccion . L
para obtener el toxoide tetinico

- Controles durante el proceso crudo (CTT).

- Datos de validacion (vea la seccion 3.2.8.2.5 Validacion
y/o evaluacidn del proceso)

La estabilidad del CTT (final del paso 9.b) durante el almacenamiento se controla por tiempo y
temperatura con el fin de evitar su degradacién. El estudio de estabilidad se presenta en 2.2.

La estabilidad del PTT (final del paso 17.d) durante el almacenamiento se controla por tiempo y
temperatura con el fin de evitar su degradacién: El estudio de estabilidad se presenta en 3.2.5.7.1
Resumen y conclusiones de estabilidad.

Los resultados de los programas de validacion y los resultados de los estudios de estabilidad
proporcionan datos de uniformidad de estos pasos criticos.

Por otra parte, durante las distintas etapas del proceso de elaboracién, el control de los pardmetros
de produccidn, el control de los controles durante el proceso y los controles de liberacion
realizados sobre el principio activo permiten mantener bajo control estos pasos criticos.
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2 Productos intermedios

El tinico producto intermedio para la elaboracion del PTT es el CTT crudo.

Este producto intermedio no se libera, se controla mediante controles durante el proceso
(consultar la tabla 1 de la seccion 3.2.5.2.2 Reacciones de purificacién y modificacion).

El CTT puede se puede almacenar durante 16 semanas a + 5 °C + 3 °C (consulte el capitulo 2.2
para conocer datos de respaldo de la estabilidad).

2.1 Sistema de cierre del envase

El CTT se conserva en tanques de acero inoxidable. El sistema de cierre consta de tapas de acero
inoxidable equipadas con tubos de silicona para garantizar un llenado y almacenamiento aséptico.

2.2 Estabilidad
2.2.1 Resumen y conclusiones de estabilidad

2.2.1.1 Protocolo del estudio

El estudio de estabilidad del intermedio de CTT elaborado se resume en la tabla 2.

Para el CTT se define una vida util de 16 semanas, ya que se necesita este tiempo de conservacién
para la produccion de los lotes de CTT utilizados para la elaboracion de un lote de PTT,

Tabla 2: Panorama general del estudio de estabilidad del CTT

Toxoide tetanico crudo

Objetivo Avalar lavida util del CTTa+5°C+3°C
Pruebas Contenido de nitrégeno proteico (mg/mL)
Contenido de forimaldehido libre (ug/mL)
Medicidén del pH

Titulo de floculacién (L{/mL) -

Irreversibilidad del toxoide tetanico

Toxicidad especifica (toxina tetdnica)

_Prueba de esterilidad bacteriana y flingica

Disefio del Nilmero de lotes: 3
estudio Estudioa+5°C 3 °C

Calendario (meses): TO, T1, T2, T3, T4y T6
Estado Terminado
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2.2.1.2  Diseiio del estudio

X E
Se evalud la estabilidad de tres lotes de CTT analizando el producto conservado a + 5 °C+ 3 °C
durante un periodo de 6 meses. Las caracteristicas de los [otes se presentan en la tabla 3.

Tabla 3: Informacion general del producto de los lotes de CTT

Nitmero de lote FA1069141 FA109142 FA109143
07 jum 2002 14 jun 2002 14 jun 20062
Tipo de lote Lotes industriales
Envase Tanque de acero inoxidable para imitar las condiciones normales de almacenamiento.
Periodo de validez 16 semanas (4 meses)a+ 5°Cx3°C

2.2.1.3  Seleccién y especificaciones de las pruebas

Las pruebas aplicadas como controles durante el proceso para verificar la conformidad del CTT a
lo largo de su elaboracion son el contenido de nitrégeno proteico, contenido de formaldehido
libre, medicion del pH y titulo de floculacion. Estas pruebas fueron seleccionadas para el estudio
de estabilidad. Se afiadieron también las siguientes pruebas de seguridad (aplicadas para los
controles de liberacion del PTT): irreversibilidad del toxoide tetanico y prueba de toxicidad
especifica (pata verificar la ausencia de toxina tetinica), y prueba de esterilidad bacteriana y
fungica (para verificar la conservacion de la esterilidad).

El procedimiento de prueba y los criterios de aceptacion para el contenido de nitrdgeno proteico,
el contenido de formaldehido residual, la medicion del pH y el titulo de floculacion se
corresponden con los aplicados para los controles durante el proceso (consulte 3.2.5.2.2
Reacciones de purificacion y modificacion).

La ausencia de toxina (toxicidad especifica) y la irreversibilidad del toxoide se dividen en dos
pruebas: toxicidad especifica ¢ irreversibilidad del toxoide, pero se corresponden con las mismas
pruebas de 3.2.8.4.1 Especificaciones. Cuando se llevé a cabo el estudio de estabilidad, estas dos
pruebas estaban separadas mientras que ambas pruebas se reunen para el control de liberacion del
PTT en la actualidad.
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2.21.4 Discusiones

Caracteristicas de seguridad:

Todos los lotes analizados del toxoide tetdnico crudo cumplen con la prueba de esterilidad

bacteriana y fingica, de toxicidad especifica (ausencia de toxina tetanica) y de irreversibilidad del
toxoide tetanico tras 6 meses de almacenamiento a + 5 °C % 3 °C.

Estos resultados demuestran que la esterilidad de la solucidn de CTT se mantiene durante el
periodo de conservacion, y el toxoide tetanico es estable sin reversién a toxina tetanica.

Caracteristicas fisicoquimicas:

e El contenido de nitrdgeno proteico permanece estable cuando el CTT se conserva a
+ 5 °C £ 3 °C durante 6 meses, sin que se observe ninguna tendencia (no se establecié ninguna
relacién estadisticamente significativa entre este pardmetro y la duracién del almacenamiento).

Se observa una tendencia a la disminucion del contenido de formaldehido residual durante el
almacenamiento a + 5 °C £ 3 °C (regresion estadisticamente significativa con una pendiente
comun en los tres lotes).

Los resultados permanecen holgadamente dentro de los criterios de aceptacion después de un
almacenamiento de 6 meses. En el paso de detoxificacion de la toxina tetnica se utiliza
formaldehido, ya que forma puentes de metileno entre los grupos amino de la molécula de la
toxina tetanica (consulte 3.2.S.1.2 Estructura, para obtener més informacién). Durante la
elaboracion, el formaldehido puede ser consumido por otras moléculas que contienen grupos
amino, y la disminucién observada durante el estudio puede explicarse por la reactividad
continua del formaldehido con el transcurso del tiempo.

¢ El titulo de floculacidén mostré algunos resultados ligeramente por encima del limite superior
(600 Lf/mL) en los momentos de medicion a los 4 y 6 meses. En todos los casos, estos
resultados fueron confirmados por repeticion de la prueba o por resultados en los siguientes
momentos de medicion (consulte la tabla 5, la tabla 6 y la tabla 7), salvo en el lote FA109143,
para el cual el resultado de 600 L/mL en el momento de medicién a los 6 meses se confirmé
por repeticion de la prueba.
Aun asi, la prueba de titulo de floculacion corresponde a un método semicuantitativo: la
muestra de prueba se afiade a tubos que contienen una serie de concentraciones de antitoxina de
referencia y el primer tubo donde se observa floculacion visible da el titulo de floculacion. Se
establecid que la variabilidad del método correspondia a un nivel de lectura de la concentracion,
que significan unos 60 L{/mL. En consecuencia, los resultados de 660 Lf/mL en el momento de
medicion a los 6 meses no se consideraran atipicos cuando se tiene en cuenta la variabilidad del
método.

Se observa una tendencia al aumento del titulo de floculacién durante el almacenamiento a
+ 5 °C £ 3 °C (regresidn estadisticamente significativa con una pendiente comtn en los tres
lotes).
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Este aumento del titulo de floculacién puede deberse al consumo de formaldehido, qué; [
modifica la solucion de CTT y podria afectar al tiempo de floculacion. El aumento
estadisticamente significativo del titulo de floculacidn seria entonces aparente y no
representativo de un aumento de la concentracion de toxoide tetanico en la solucion de CTT.

No obstante, la pendiente comin (con un intervalo de confianza del 95 %) y la ordenada en el
origen del titulo de floculacion obtenidas por célculo estadistico son las siguientes:

Y =X * 0,0143 [0,0046; 0,0241)] + 2,71

Donde:

Y = Log (Lf/titulo) ya que la distribucién de los datos es logaritmica normal para esta prueba.
X = duracion en meses.

2,71 = ordenada en el origen.

0,0143 [0,0046; 0,0241)] = pendiente con un intervalo de confianza del 95 %.

Basandose en el valor objetivo de 500 Lf/mL después del paso de elaboracion de ajuste del
volumen (antes de la detoxificacion, consulte 3.2.5.2.2 Reacciones de purificacion y
modificacidn), el titulo de floculacién extrapolado tras 4 meses de almacenamiento a

+5°C + 3 °C cumpliria y se situaria en 575 Lf/mL, por debajo, por tanto, del limite superior de
600 Lf/mL.

e Los resultados de pH para los tres lotes superan el limite superior (8,3), excepto en el momento
de medicidn inicial.

La explicacién identificada para esta circunstancia es el sistema de tubos de silicona de los
minitanques de acero inoxidable que podrian permitir un intercambio de gases con la solucién
de CTT. Estos intercambios de gases se ven ampliados en los minitanques de acero inoxidable
con respecto a los tanques de acero inoxidable de escala industrial, ya que el tamafio de los
tubos de silicona es equivalente en ambos casos (no es posible reducir este tamafio en los
minitanques de acero inoxidable). Se ha llevado a cabo un estudio complementario en
minitanques de acero inoxidable con un sistema de cierre mas préximo a las condiciones reales
en cuanto a la proporcién del tamafio de los tubos de silicona con respecto al volumen del
tanque.

Se evalud la estabilidad de tres lotes de CTT (FA137632, FA140067 y FA140070)
almacenados en minitanques de acero inoxidable con y sin tubos de silicona por medicion del
pH en condiciones reales de almacenamiento (3 meses a + 5 °C = 3 °C). Los resultados se
presentan en la siguiente tabla 4.

Tabla 4: Resultados de estabilidad de los lotes de CTT FA137632, FA140067 y FA140070 a
+5°Cx3°C '

Nimero de lote FA137632 FA140067 FA140070
Tubos de silicona Con Sin Con Sin Con Sin
T0 8,06 8,06 7,85 7,85 3,21 8,21
T1 mes 8,48 8,10 8,16 7,66 8,80 8,23
T3 meses 9,00 8,14 8,83 8,15 8,97 8,36
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- El pH aumenta rapidamente en los minitanques de acero inoxidable con tubos de 3&% 14
mientras que es estable sin tubos de silicona a lo largo de 3 mesesa+5°C 3 °C. %

Basandose en estos datos, se ha acordado realizar los estudios de estabilidad utilizando -
minitanques de acero inoxidable sin tubos de silicona (que es més proximo a las condiciones
reales de almacenamiento de los tanques de acero inoxidable de escala industrial).

Este estudio demostrd que no se observaba impacto alguno sobre el pH en tales condiciones.
Ademas, la evolucion del pH no tenia impacto alguno sobre la estabilidad del CTT ya que:

o ¢l toxoide tetdnico es estable sin reversion (ausencia de toxina tetanica e irreversibilidad
del toxoide cumplen durante todo el estudio de estabilidad),

e el contenido de toxoide tetdnico es estable ya que el contenido de nitrogeno proteico y los
titulos de floculacion (utilizados para estimar la pureza antigénica) no muestran
disminucidn alguna.

Durante los siguientes pasos de elaboracion aplicados para obtener toxoide tetanico purificado a
partir del CTT (consulte 3.2.8.2.2 Reacciones de purificacién y modificacion), el pH se ajusta
también nuevamente a los valores objetivo, que dependen de los pasos realizados.

2.2.1.5 Conclusion

Los resultados del CTT presentados permiten respaldar una vida 1til de 4 meses (16 semanas)
cuando se conservaa+ 5 °C+ 3 °C.

2.2.2  Datos de estabilidad

Los resultados obtenidos para los 3 lotes se presentan en la tabla 5, en la tabla 6 y en la tabla 7.
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