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Después de una decantacion de 10 horas o mads, las columnas de cromatografia que contienen
FHA adsorbida en soporte HXP, preparado durante la purificacién de la PT se conectan a {th

2.1 Lavado y eluciéon de contaminantes (etapa 9')

« Etapa 9’a: Lavado con solucion tamponada con fostato.

e [tapa 9°b: Elucién de contaminantes con solucion tamponada con fosfato. La solucion
tamponada fluye por el soporte de HXP.

2.2 Elucién de la FHA (etapa 10")

La elucion de la FHA purificada se realiza con solucién tamponada con fosfato que contiene
NaCl.

¢ Etapa 10’a: Cada columna de HXP se conecta a otra columna que contiene soporte de
ASF-4B sefarosa, para eliminar los rastros de PT que pudieran estar presentes. Esta
conexion se realiza no bien aparece el pico de FHA.

« Etapa 10°b: Para cada columna, durante la elucién, se fracciona la FHA purificada.
Se realizan los controles durante el proceso en cada fraccion (vea la Tabla 2).

2.3 Agrupacion de elunatos (fase 11°)

Luego, se agrupan las fracciones para formar los eluatos.

Se toman los cuatro eluatos para realizar controles durante el proceso (vea la Tabla 2).

2.4 Precipitacion de la FHA (etapa 12")

Los cuatro eluatos se agrupan y luego la agrupacion de FHA se precipita con sulfato de amonio
(aproximadamente 471 g/litro). Después de la decantacion, el precipitado de FHA purificada
nativa se distribuye en matraces de 10 litros y se puede almacenar durante un maximo de

48 meses a +5 °C + 3 °C (vea 3.2.5.2.4 Control de los pasos criticos ¢ intermedios).

El precipitado de FHA purificada nativa se somete a pruebas de liberacién. Una alicuota de este
antigeno se envia al Departamento de Control de Calidad. Las pruebas se realizan después del
tratamiento de la muestra para eliminar el sulfato de amonio por medio de diafiltracién y
centrifugacion,

¢ Condiciones de uso y reutilizacidn de la columna de HXP

Después de cada elucién de la FHA, el soporte de HXP se regenera y se vuelve a equilibrar de
acuerdo con los siguientes pasos:

s Lavado con solucién de NaOH + etanol al 20 %.
s Lavado con la solucién tamponada de PO,.

¢ Reequilibrio con solucion tamponada con fosfato,
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El soporte de HXP se almacena en NaOH hasta la proxima purificacién. El soporte de Hﬁft‘};e\ / 44
almacena a +5 °C + 3 °C en las columnas. - e o

Antes de su uso, se realiza un reequilibrio con una solucién tamponada de PO,. OF e

3 Detoxificacion de la toxina pertisica purificada

Los pasos para detoxificar la toxina perttsica purificada se encuentran en la figura 3.
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Figura 3: Diagrama de flujo de la detoxificacién 2
1
e
Descripcidn del proceso Parametros de produccién Contrales
TOXINA DE FHA PURIFICADA NATIVA Controles durante el proceso:
forma de precipitado de sulfato de amonio -~ Prueba de carga bialdgica- -
(Primer tanque movil de diafiltracion diafilration 80 Contenido de endataxinas
litros)
Etapa 16: Solubllizacion de PT

|

16a: Dilucidn con tampén CTW
16b: Diafiltracién de PT con tampon de
carbanato

Controles durante el proceso:
- Contenido proteico

Controles durante el proceso:
16c Sonicacion . - Contenido proteico
16d: Filracién clarificadora de 0.2 pm

:

(Detoxificacion tanque mavil 400 L)
PT diluido en tampon CTW

Et 18; detuxificacion de PT - TG+ 37°C x 2°C

18a; Adician de GTA - Duracién de la incubacion: 110 a 130
Incubacian de 110 a 130 min bajo agiacidn minutos

18b:Parada de [a reaccidn de detoxificacidn- - Temperatura de enfriamiento *C: + 5°C

Agregado de L-Lisina + 3°C

Etapa 18: Diafiltracion del toxoide perasico Gontroles durante el procesa:

{Segundo anque maovil diafitracién de 400 L) - Contenido proteico
{Tamp&n de carbonata) |

Etapa_20; Sonlcacion

M Controles durante el procesao:
(Prefiltrado tanque movil 100 L) Prueba de carga bioldgica
- Prefiitrado 0.45 um
- Prefiltrado 0.2 pm

Etapa  22: Filtracién estédl (0,22 um}
{tangue rmovil de filiracion: 400 L)

. Controles de calidad:
i TOXOIDE PE%R;gaIJCCCI)OP;IJRlFICADO “Prueba de liberacian
Tangqua mavil Tangue mavil de
de adsorclon de 450 L adgoreion de 450 L
Muestras para Transtarencia dala
control de mitad det taxaldea
aalidad peHUsico an solugidn
pars un tamafic da lote
grande
Las pruabas da libaracién se datatlan on |3 saceion 3.2,5.2,4 -Sontioles da 1o pasos
criticos e Interrmadios
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Antes de la solubilizacion, la toxina pertisica se somete a prueba para determinar la carga
bioldgica y el contenido de endotoxinas (vea la Tabla 3). 0
Bk
!

3.1 Solubilizacion de la toxina pertidsica (etapa 16)

El proceso permite la produccidn de lotes de PT de pequefia y gran escala.

s  FEtapa 16a: dilucion con solucién tampdn de CTW (solucidén tampén de carbonato
Tween). El precipitado se introduce en un [* tanque de diafiltracion y se disuelve en
solucidn tampon de CTW.

» Etapa 16b: diafiltracidn de la toxina pertiisica. Luego, el (NHs)2 SOy se extrae mediante
diafiltracién con solucion tampén de carbonato para obtener una solucién de PT en
solucidn tampdn de carbonato.

Al final de esta etapa, se toman muestras para realizar los controles durante el proceso
(vea la Tabla 3).

s Etapa 16c: sonicacién. Los posibles agregados restantes se desestabilizan por sonicacion.

s Etapa 16d: filtracién de clarificacidn. La solucidn con antigenos se clarifica por medio de
filtracion (0.2 pm) y se transfiere a un tanque de detoxificacion.

Al final de esta etapa, se toman muestras para realizar los controles durante el proceso
(vea la Tabla 3).

3.2 Ajuste del contenido proteico (fase 17)

La concentracién de toxina perttsica se ajusta con un tampén de CTW.

3.3 Detoxificacion con glutaraldehido (GTA) (etapa 18)

e [Etapa 18a: Adicién de GTA. Después de un periodo de incubacion previaa +37 °C + 2
°C, se realiza la detoxificacion de la toxina perttsica purificada nativa, en presencia de
GTA durante 110 a 130 minutos, a +37 °C + 2 °C y se somete a agitacion. Luego, el
producto se transfiere a un 2° tanque de diafiltracién.

¢ Etapa 18b: Detencidn de la reaccidn de detoxificacién. La reaccion se detiene al agregar
una solucion de L-lisina. Para conservar el producto a +5 °C £ 3 °C, el tanque se enfria
mediante incubacién en agua fria (+5 °C 4 3 °C) y la solucidn se agita. El producto
obtenido en esta etapa ahora se llama toxoide pertisico (PTxd).

3.4 Diafiltracién, sonicacién y filtracién previo (etapas 19 a 21}

Los reactivos residuales se extraen por diafiltracion con solucién tampon de carbonato (etapa 19).
En esta etapa, se recogen muestras para realizar los controles durante el proceso (vea la Tabla 3).

La solucion de toxoide pertasico luego se homogeneiza y se somete a sonicacién para
desestabilizar los posibles agregados (etapa 20). Después de 2 etapas de filtracién previo (0,45 pm
y 0,2 pm), el PTxd se transfiere a un tanque de filtracion (etapa 21).

En esta etapa, se recopilan muestras para realizar los controles del proceso (vea la Tabla 3).

RA_0302084 Informacion confidencial/propietaria
Pagina 14 de 27 i

APODERADO

ROXAANONTEMILONE  CHRISHAN DONINGUEZ
CHiRSA.  SHNTR PASTRR S.A






sanofi pasteur Seccitn 3,2.8.2.2
Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA~PTxd) Reacciones de purificacion y

modificacién

;?‘_N.M.. 4

¢ Uso y reutilizacion de las unidades de diafiltracion 0

................

Antes de su uso, las unidades de diafiltracion (membrana) se enjuagan con agua y se eq
con solucion tampdn de carbonato. O pn

Después de las diafiltraciones, los 2 sistemas se enjuagan con tampdn de carbonato y se limpian
con hidréxido de sodio, hipoclorito de sodio y agua. Luego, se almacenan en una solucidn tampén
de hidréxido de sodio hasta su préximo uso.

3.5 Filtracion estéril (etapa 22)
Por diltimo, el toxoide pertusico se filtra mediante filtracion estéril (0,22 pm) y se coloca en un
tanque de adsorcidn de 450 litros.

Cuando el tamaiio del lote es superior a 210 litros, la mitad del toxoide pertisico purificado en
solucién se transfiere a un segundo tanque de adsorcién de 450 litros.

Se recopilan muestras para el Control de Calidad.

Luego, los tanques se almacenan a +5 °C = 3 °C para esperar los resultados del contenido
proteico.

Al final de esta etapa, se realizan pruebas de liberacion, Los métodos utilizados para estas pruebas
se describen en 3.2.8.2.4 Control de los pasos criticos e intermedios.

4  Adsorcion de los antigenos en hidréxido de aluminio

La adsorcidn en gel de hidrdxido de aluminio del toxoide pertisico purificado en solucién, se
realiza al final del proceso de detoxificacién de manera separada de la adsorcién de la FHA en
solucién.

Los pasos de la adsorcién para la FHA y para el toxoide pertdsico purificado se encuentran en la
figura 4 y figura 5 respectivamente.
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Figura 4: Diagrama de flujo de la adsorcion de la FHA en hidréxido de aluminio Nt

Shnyy,
SETLTTN
1.,

v
i On NTO“O
Pardmetros de E
Descripcldn del proceso producgitn Controlas
FHA PURIFICADA NATIVA
Precipitado da sulfate de amonla
Etapaid'; ili T Lafiltracion:
smm:a:g‘?: ;-(avi%qouf)de disfllracion Cantroles duranie el proceso:
~ Dilugldn con tampdn CTW para ajustar la - PVUBEE ?3 cargsa bicldgica
cancentracion = Endotoxinas
- Diafiltrado ‘ - Contenlde proteico
Etapaild': Prefitracion (.2 um) . Controles durante et proceso:
| - - Prusba de carga bicldgica
Etapn 15 filtracion estér] (0,22 um).
CAD Controles de calidad:
FH’;:';’S:EQH A - Prueba de liberacion®
*
(Tangque de adsarcion: tanque mavil nuevo 150L) " " -
- Dilucién en PBS/HCI -T°C:+5°C £ 3°C
- Adicldn de AKOH)s -~ Duracion de la adsorcidon = 2 horas

{Tangque de adsorcldn)
- Se elimina la cantldad apropiada de
scbrenadante para obtenar la concantracidn final

-T*Ci+ 5°C 2 3°C
- Duracion: 80 hx 40 h

Gontroles de calidad:

FHA PURIFICADA ADSORBIDA - Pruebas de liberacion**

Almacenamiento a + 5°C = 3°C
{matraces de 10 L)

**Las prusbas de liberecion se detellan an la sacgidn 3,2.8.4. Control de loa pasos
crilicag @ imarmedica

*Laa pruabas de libaracién ae detallan en la seccidn 3.2.5.4.1 Especificecidn dal
principio activo
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Figura 5: Diagrama de flujo de la adsorcién de la PT en hidréxido de aluminio :

Descripcidn del proceso

Parametros de produccion Controles

PTx PURIFICADA En
solucion

!

Etapa 23; Adsorcion de PTxd (tanque de
adsarcion; 450 L)
Dilucién en PBS/MHCI -

Adicion de AI{OH)3
Decantacién de PTxd
24a: Primera decantacién ~ Se elimina la cantidad
apropiada de sobrenadante para obtener la
concentracién final

24b:Segunda decantacién (lanque de decantacion::
450 L)

- Se efimina la cantidad apropiada de sobrenadante
para obtener la concentracidén final

PTxd PURIFICADA ADSORBIDA
(Almacenamiento a+ 5°C + 3°C)
(Matraces de 10O L)

- T*C: + 5°C £ 3°C
- Duracion de la adsorcion = 2 haras

- TG+ B C £ 3°C

-T°GC:+5°C x 3°C
-Duracidén: 80 h x40 h

Controles de calidad::
- Prueba de liberacign*

*Las pruebas de liberacién se detallan en la seccion 3.2.5.4.1 -

Especificacion del principio activo
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4.1 Solubilizacién de la FHA (etapa 13") n A
(8 Lk
&

Luego, se solubiliza la FHA precipitada con sulfato de amonio. De acuerdo con el tamagoxgl
lote, se disuelve una cantidad adecuada de precipitado de FHA purificada en una soluciér%aﬁhﬁﬁ
de CTW en un tanque de diafiltracidn, y se extrae el sulfato de amonio residual mediante
diafiltracién con una solucion tampdn de carbonato.

AN
n

Al final de esta fase, se toman muestras para realizar los controles durante el proceso (vea la
Tabla 4). '

¢ Uso y reutilizacién de las unidades de diafiltracion

Antes de su uso, los cartuchos de diafiltracion se enjuagan con agua y se equilibran con solucién
tampdn de CTW,

Después de diafiltrar la FHA, el sistema se enjuaga con solucién tampén de CTW y se limpia con
hidréxido de sodio, hipoclorito de sodio y agua. Luego, se almacena en una solucidn tampén de
hidréxido de sodio hasta su proximo uso.

4.2 Filtracién previa y filtracién estéril (0,22 pm) de la FHA (fases 14’ y 15°)

La FHA purificada en solucién se filtra previamente en una membrana de 0,2 pm (etapa 14°) y
Juego se realiza una filtracién estéril (0,22 um) (etapa 15°). La FHA purificada se recolecta en el
tanque de adsorcion que se colocaa+5°C =3 °C,

Al final del paso 14°, se recogen muestras para realizar los controles durante el proceso (vea la
Tabla 4).

Los controles de calidad se realizan en la FHA purificada en solucién (vea 3.2.5.2.4 Control de
los pasos criticos ¢ intermedios).

4.3 Adsorcion de antigenos

La etapa de adsorcion es idéntica en el caso de los dos antigenos (etapa 16° para la FHA en
solucién y etapa 23 para el toxoide pertusico purificado en solucion). Cada antigeno, por
separado, (toxoide pertisico purificado en solucién y FHA purificada en solucién) se diluye con
solucidn salina tamponada con fosfato 4cido (PBS/HCI). Luego, se adsorben en hidréxido de
aluminio y se agitan durante, al menos, 2 horas antes de almacenarlos a +5 °C £ 3 °C.

4.4 Decantacién (etapa 17° para la FHA y etapa 24 para el PTxd)

Los dos graneles monovalentes se concentran por decantacién. Se realizan dos decantaciones
consecutivas para el toxoide pertusico, con el fin de obtener la concentracién final. Segln el
tamafio del lote en esta etapa, entre 15y 75 litros, los antigenos (FHA o PTxd) purificados
adsorbidos finales, se distribuyen en matraces de 10 litros y de 1 litro para respetar, al menos, el
80 % del llenado. Los matraces de 1 litro se utilizan para reducir el volumen de espacio libre y,
por ende, las variaciones de pH causadas por la volatilidad del CO; de la solucién tampén de
CTW.

il .

' /]
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Luego los antigenos adsorbidos se almacenan a +5 °C+ 3 °C.

Se toman muestras para las pruebas de liberacion (vea 3.2.8.4.1 Especificacion).

5 Condiciones de llenado y almacenamiento

Los productos intermedios, FHA purificada nativa y PT purificada nativa, se almacenan en
matraces de vidrio de 10 litros a +5 °C £ 3 °C, durante 48 meses (vea 3.2.5.2.4 Control de los
pasos criticos e intermedios).

Los productos intermedios, FHA purificada en solucién y PTxd purificado en solucién, no se
someten a un proceso de almacenamiento y, por lo tanto, no se proporcionan datos de estabilidad
en Ja seccidn 3.2.5.2.4 Control de los pasos criticos e intermedios.

Los antigenos adsorbidos purificados (PTxd y FHA) se almacenan en matraces de vidrio tipo I de

10 litros y de 1 litro, y se tapan con una tapa de pOllpl‘OpllCl‘lO {con montura de acero inoxidable
[vea 3.2.8.6 Sistema de cierre del envase]).

El principio activo se puede almacenar a +5 °C ¢ 3 °C durante 48 meses (vea 3.2.5.7.1 Resumen y
conclusiones sobre la estabilidad).

Y4
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6 Controles durante el proceso

6.1 Panorama de los controles durante el proceso aplicados a la purificacién de la
PT

Los controles durante el proceso aplicados a la purificacion de la PT se proporcionan en la
Tabla 1.

Tabla 1: Controles durante el proceso de purificacién de la PT

Pasos de elaboracién Controles durante el proceso
Pruchas Criterios de Justificacion
aceptacién/limites
Filtracién de cultive Prueba de carga bioldgica <900 UFC/mL Seguimiento de la
concentrado contaminacién biolégica
Fase 9: Recuperacién | Titulo de hemaglutinacién 0% de inhibicién de HA | Evaluacion de ia actividad
dela PT (HA) en presencia de especifica
colesterol
Fase 12: Eliminacién Titulo de hemaglutinacién 0% de inhibicion de HA | Evaluacion de la actividad
del sobrenadante ASF- | (HA) en presencia de especifica
4B colesterol
Fase 14a: elucién de SDS-PAGE Perfil electroforético Seleccidn de las
Ias fracciones de PT comparable con el perfil | fracciones de elucion que
de la referencia (5 contienen PT y evaluacidn
bandas entre 30 y de la actividad especifica
14 kDa)
Titulo de hemaglutinacion < 20% de nhibicidn de
(HA) HA en presencia de
colesterol
Contenido proteico segiinel | Para calculos Cuantificacion de la PT
método BCA purificada
Fase 14b; agrupacién | Prueba de carga biolégica = 500 UFC/mL Seguimiento de la
de materiales eluidos contaminacion bioldgica
Titulo de hemaglutinacién < 20% de inhibicién de | Evaluacidn de la actividad
(HA) HA en presencia de especifica
colesterol
Contenido proteico seglinel | Para caleulos Cuantificacion del
método BCA antigeno purificado
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Los controles durante el proceso aplicados a la purificacién de la FHA se proporcionan en la

Tabla 2.

Tabla 2: Controles durante el proceso de purificacion de FHA

Pasos de elaboracion

Controles durante el proceso

Pruebas

Criterios de
aceptacién/limites

Justificacién

Etapa 10°b: Elucidn de
FHA

Titulo de hemaglutinacién

2 90% de inhibicién de HA en
presencia de colesterol

SDS-PAGE

Perfil electroforético
comparable con ¢l perfil de
referencia (una banda
principal a aproximadamente
220 kDa > 70 % y algunas
bandas secundarias)

Seleccidn de las fracciones
de elucidon que contienen
FHA y evaluacion de la
actividad especifica

Contenido proteico segin el
método BCA

Para célculos

Cuantificacion del antigeno
purificado

Etapa 11°: agrupacién de
materiales eluidos

Titulo de hemaglutinacion

2 90% de inhibicién de HA en
presencia de colesterol

Evaluacién de 1a actividad
especifica

Contenido proteico segin el
método BCA

Para célculos

Cuantificacidn del antigeno
purificado

Prueba de carga biologica

< 10" UFC/mL

Control de la contaminacion
bioldgica
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6.3 Panorama de los controles durante el proceso aplicados durante la
detoxificacion de PT

Los controles durante el proceso aplicados durante la detoxificacién de PT se proporcionan en la
Tabla 3.

Tabla 3: In-Process Controls during Detoxification of PT

Pasos de elaboracifn Controles durante el proceso
Pruebas Criterios de Justificacién
aceptacion/limites
Toxina pertisica purificada Prueba de carga biclogica | <200 UFC/mL Control de la carga biolégica
nativa (p.reclpltado de sulfato Contenido de endotoxinas | < 10° Ul/mL Control de endotoxinas
de amonio)
Fase 16: Solubilizacion de la Contenido proteico 590 a 1300 pg/ml Control del rendimiento
PT mediante el método de intermedio

Lowry, después de la 1.
diafiltracion

Contenido proteico 560 a 1310 pg/mL Control del rendimiento
mediante el método de intermedio vy ajuste de la
Lowry, después de la concentracion proteica a 200
diafiftracién + 50 pg/mL
Fase 19: Diafiltracion del Contenido proteico | 90 a 164 pg/mL Control del rendimiento
toxoide pertiisico mediante el método de intermedio
Lowry, después de Ia 2. :
diafiltracién
Fase 21: Filtracion previo del | Prucba de carga bioldgica <50 UFC/10 mL Control de la carga biologica
toxoide pertisico en la ultima fase antes del
filtracidn estéril final
(0,22 pm)
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Seccion 3.2.5.2.2

Reaceciones de purificacién y

6.4 Panorama de los controles durante el proceso aplicados a la adsorcién"ée’l
antigenos en hidréxido de aluminio

modificaciofe.
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e
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Los controles durante el proceso aplicados a la adsorcion de los antigenos se proporcionan en la

Tabla 4.

Tabla 4: Controles durante el proceso de adsorcion de antigenos

Pasos de elaboracidn

Controles durante el proceso

método de Lowry

Pruebas Criterios de Justificacion
aceptacion/limites
Etapa 13°: Solubilizacién Prueba de carga biologica <200 UFC/mL Control de la contaminacién
de la FHA bioldgica
Contenido de endotoxinas < 400 Ul/mL Control de endotoxinas
Contenido proteico segiin el 520 a 1400 pg/mL Control del rendimiento

intermedio

Etapa 14°; Filtracion
previa de la FHA

Prueba de carga bioldgica

<50 UFC/10 mL

Contro! de ia carga bioldgica
en la altima fase antes del
filtracién estéril (0,22 pm)
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7 Composicién de los tampones y de otros aditivos utilizados durante’g A
purificacion

7.1 Composicién de los tampones y de las soluciones utilizadas durante el proceso

7.1.1  Tampén de fosfato

» Fosfato dihidrégeno de sodio dihidratado
¢ Tosfato disodico dihidratado
e Agua purificada

La solucién se filtra en una membrana de 0,2 um.
7.1.2  Tampén de fosfato, NaCl

e Fosfato dihidrogeno de sodio dihidratado
¢ Fosfato disoédico dihidratado

¢ Cloruro de sodio

s Agua purificada

La solucién se filtra en una membrana de 0,2 pm.
7.1.3  Tampén de carbonato-Tween (CTW)

s Carbonato 4cido de sodio

e Carbonato de sodio decahidratado
o Tween 80

e Agua purificada

La solucion se filtra en una membrana de 0,2 ﬁm.
7.1.4 Tampoén de carbonato

o Carbonato de sodio anhidro
e Carbonato 4cido de sodio
e Agua purificada

La solucidn se filtra en una membrana de 0,2 pm.
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7.1.5 L-lisina

e Base de L-lisina :
'\ i

e Tampdn de CTW M

7.1.6  Solucién salina tamponada con fosfato acido (PBS/HCI) (Solucién tamponada con
fosfato)

¢ Cloruro de sodio

¢ Fosfato disddico dihidratado

o Fosfato de potasio dihidrogenado
¢ HCI12N

s Agua purificada

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

7.2 Preparacién de la asialofetuina-sefarosa CL-4B (ASF-4B)

El procedimiento de purificacién para los componentes de la vacuna acelular contra la tos ferina
se basa principalmente en la cromatografia de afinidad con un soporte de asialofetuina-sefarosa
CL-4B. La asialofetuina se produce mediante la desialilacién de una solucién de fetuina
purificada.

La fetuina se prepara a partir de un suero bovino fetal tanto para la fetuina preparada internamente
como para la fetuina que se compra a un proveedor externo.

La fetuina preparada internamente se produce por precipitaciones secuenciales de suero bovino
fetal en etanol frio, en presencia de metales pesados. Luego, el producto derivado del paso
anterior se somete a diafiltracidn con agua purificada y a cromatograffa de interaccion hidrofébica
en soporte C16 o C18. Posteriormente, las proteinas se eluyen con 4cido férmico. Las fracciones
cromatograficas se agrupan y se dializan con una solucién de acetato de potasio. La fetuina
purificada se obtiene después de la cromatografia de intercambio i6nico (DEAE) y se eluye con
acetato de potasio.

Para extraer el acido sialico de la proteina y obtener la asialofetuina, la fetuina purificada se
hidroliza con 4cido sulfirico (H2SQ4) y se concentra por diafiltracién. La asialofetuina luego se
enlaza de manera covalente con sefarosa CLAB activada con bromuro de ciandgeno (CNBr) (GE
Healthcare).

La fetuina comercial se prepara a partir de suero bovino fetal por fraccionamiento con sulfato de
amonio. La asialofetuina purificada y la asialofetuina-sefarosa CL-4B obtenidas de este modo se
controlan de acuerdo con las especificaciones descritas en la Tabla 5 y en la Tabla 6,
respectivamente.
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(
Tabla 5: Pruebas realizadas en la asialofetuina @ ' &
‘ Ok [~ %a
Control durante el proceso Criterios de aceptacién
Contenido proteico Para calculo
SDS-PAGE (en condiciones de no reduccién, tinciéon con Dos bandas principales de aproximadamente 54 a 60 kDa y de
azul de Coomassie) 48 a 54 kDa
Contenido de 4cido sidlico Reduccion del 75 % del contenido de acido sidlico comparado
con la fetuina correspondiente

Tabla 6: Pruebas realizadas en la asialofetuina sefarosa CL-4B

Control durante el proceso Criterios de aceptacion

Prueba de adsorcién de la PT purificada nativa en sefarosa | Adsorcién de 0,2 mg de PT purificada nativa por mL de base de

ASF-4B gel (determinada por HA antes y después de la adsorcion)
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Figura 6: Preparacién de la asialofetuina sefarosa CL-4B (ASF-4B)

Fetuina (preparacién de Sanofi-

Pasteur) Fetuina (preparacién comercial)

Suero fetal de

ternero
- Precipitaciones secuenciales con
metales pesados
Cromatografia de interaccion
" hidrofdbica en un soporte de
C160C18.
‘Cromatografia de intercambio idnico
DEAE
FETUINA purificada FETUINA purificada
Liberacion de acido sialico mediante HaS04 Liberacion de &cido sialico mediante H,SC
ASIALOFETUINA purificada ASIALOFETUINA purificada
- Enlace covalente con sefarosa CL4B - Enlace covalente con sefarosa 4B
activada activada con CNBr
Asmlofetuina-Sefarosa CL- S ranJietanTa=oCTdi Uoda o L=
4B 4B
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