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5.1.3  Preparacitn de la proteina tetinica concentrada

Los controles durante el proceso aplicados a la preparacion de la proteina teténica concentrada se
presentan en la tabla 4.

Tabla 4: Controles durante el proceso aplicados en la concentracién de la proteina tetanica

Pasos de elaboracién Controles durante el proceso
Pruebas Criterios de aceptacidn Justificacion
Concentracion y Carga microbiana (antes de fa | <700 UFC/mL Evaluar la contaminacion
ultrafiltracion: filtracién) (Ph. Eur. 2.6.12, bioldgica antes de la filtracion
Etapa 2.11¢: Filtracién edicién actual) : 20,2 um

5.1.4 Preparacién del polisacirido AH activado de Haemophilus

Los controles durante el proceso aplicados en la preparacién del polisacarido AH activado de
Haemophilus se presentan en la tabla 5

Tabla 5: Controles durante el proceso aphcados en la preparacion del polisacirido AH
activado de Haemophilus

Pasos de elaboracién Controles durante el proceso
Pruebas Criterios de aceptacién Justificaclén
Preparacion de PRP-AH Carga microbiana (antes de la | < 10 UFC/mL Evaluar la contaminacion
Etapa 1.11d: Purificacién ﬁlt'ra}(fién) (Ph. Eur. 2.6.12, _ biolégica antes de la filtracion
edicién actual) a 0,45 pm

5.1.5  Preparacion del granel concentrado conjugado del polisacarido de Haemophilus

Los controles durante el proceso aplicados en la preparacion del polisacarido AH concentrado
conjugado de Haemophilus se presentan en la tabla 6

Tabla 6: Controles durante el proceso aplicados en la preparacién del granel concentrado
conjugado del polisacarido de Haemophilus

Pasos de elaboracion Controles durante el proceso
Pruebas ' Criterios de aceptacién Justificacién
Proceso de conjugacién Carga microbiana (antes de la | <20 UFC/mL Evaluar la contaminacion
Etapa 3b: Purificacién ﬁlt.ra.cwn) {Ph. Eur. 2.6.12, biolégica antes de la filtracion
edicion actual) a0,2 pm
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6 Tampones y otros aditives usados durante las reacciones de
purificacion y modificacion

6.1 Tampones y otros aditivos usados durante la purificacién del polisacarido de
Haemophilus tipo b |

6.1.1  Solucién de cloruro de sodio 0,3 M

¢ Cloruro de sodio

¢ Agua purificada
6.1.2 Tampén de acetato de sodio 0,3 M

s Acetato de sodio, 3H;0
e Agua purificada

o Acido acético concentrado
6.1.3 Ofros

» Etanol anhidro

s Etanol de 90°
o Fenol

e Acetona

o Eter

¢ Cloruro de sodio

o Agua purificada

6.2 Tampones y otros aditivos usados durante la purificacién, la detoxificacion y la
concentracién de la toxina tetanica

6.2.1 Tampon de fosfato disédico, 0,05 M, pH 8,1 2 8,3

o Fosfato disodico dodecahidrato (12H20)
e Agua purificada

o HCI concentrado

A
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6.2.2  Solucion de cloruro de sodio 0,1 M

e Cloruro de sodio

¢ Agua purificada
6.2.3  Solucién de cloruro de sodio 0,05 M

o Cloruro de sodio

s Agua purificada
6.24  Otros

¢ Sulfato de amonio
¢ Carbon

¢ Formaldehido

e Agua purificada

6.3 Tampones y otros aditivos usados durante el proceso de conj ugaéién

6.3.1  Solucion de clorure de sodio 0,05 M, 0,1 My 0,2 M

e Cloruro de sodio

s Agua purificada

6.3.2  Tris-HCI 200 mM, pH 7,2

"¢ Trometamol

¢ HCl concentrado

s Agua purificada
Membrana de filtracién de 0,2 pm.

2
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. #OJ/Q L
633  Solucién amortiguada TR
: T

¢ Sacarosa

¢ Tampén de Tris-HC1 200 mM, pH 7,2 (vea la seccion L)
¢ Agua purificada

Membrana de filtraciéon de 0,2 um.

6.3.4 Otros

e Hidrdéxido de sodio 0,2 M
o Acido clorhidrico

¢ Agua purificada

e Soluciéon de CNBr

¢ Soluciéon de ADH

¢ Solucion de EDAC

e Sacarosa
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Lista de abreviaturas: vea la seccion 2.3 Resumen general de calidad, Introduccién.

1  Pasos criticos del proceso de produccion del granel de polisacarido
de Haemophilus concentrado conjugado

El principio activo, denominado granel de polisacérido de Flaemophilus concentrado conjugado y
abreviado como PRP-T, esta compuesto por el polisacarido de Haemophilus tipo b unido por
enlace covalente a una toxina tetanica detoxificada o proteina tetanica.

En los siguientes pasos se describe el proceso de elaboracion del principio activo (detallado en las
secciones 3.2.8.2.2 Cultivo celular y cosecha y 3.2.5.2.2 Reacciones de purificacién y
modificacion): '

e« Cultivo industrial y purificacién del polisacarido de Haemophilus (etapas 1.1 a 1.10): el
prop031to de estos pasos es producir el polisacarido mediante cultivo industrial y eliminar las

impurezas. Estos pasos influyen en la calidad del intermedio polisacérido de Haemophilus
(PRP).

e Union de la dihidrazida de acido adipico al polisacarido de Haemophzlus (etapa 1.11): 1a
finalidad de este paso es activar el polisacarido mediante la unién del ADH (grupo reactivo)
antes de la conjugacién. Este paso influye en la calidad de! intermedio polisacérido-AH de
Haemophilus activado (PRP-AH).

e Cultivo industrial, purificacion e inactivacién de la toxina tetanica (etapas 2.1 a 2.10): el
proposrco de estos pasos es producir la toxina tetanica mediante cultivo industrial, eliminar las
impurezas e inactivar la toxina. Estos pasos influyen en la calidad del intermedio proteina
tetdnica purificada (PTP).

e Concentracién de la proteina tetanica (etapa 2.11): el objetivo de esta etapa consiste en
concentrar la proteina tetdnica purificada y eliminar las impurezas. Este paso influye en la
calidad de! intermedio proteina tetanica concentrada (CTP).

e Conjugaciénde la protema tetanica al polisacérido de Haemophilus (etapa 3). Este paso
influye en la calidad del principio activo granel de polisacérido de Haemaphzlus concentrado
conjugado (PRPT).

Estos pasos se rigen por parimetros de produccion y por controles durante el proceso (vea las
secciones 3.2.8.2.2 Cultivo celular y cosecha y 3.2.5.2.2 Reacciones de purificacion y
modificacién).

Por otra parte, se aplican pruebas de control de calidad a cuatro de los seis intermedios de
produccién. Estos intermedios son los siguientes:

o Polisacérido de Haemophilus tipo b (PRP);
e Polisacérido AH de Haemophilus activado (PRPAH);
o Proteina tetdnica purificada (PTP);

s Proteina tetdnica concentrada (CTP).
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| | D@7
La descripcion de las especificaciones, los métodos de prueba y los datos de estabilidad dedas, -
intermedios se presentan en esta seccidén, - _ R W '

Las especificaciones y los métodos de anélisis para el principio activo final (PRP-T) se desctibett
en la seccion 3.2.5.4.1 Especificaciones y en la 3.2.8.4.2 Procedimientos analfticos.

Segiin los resultados de los estudios de validacion que demuestran que el proceso de elaboracién
es reproducible y esta bajo control (vea la seccidn 3.2.8.2.5, Validacién y/o evaluacion del
proceso), los siguientes pasos se consideran criticos para el proceso de elaboracion del PRP-T
(vea la seccion 3.2.8.2.2, Cultivo celular y cosecha y la seccién 3.2.8.2.2 Reacciones de
purificacién y modificacion): '

Tabla 1: Pasos criticos del proceso de elaboracion del PRP-T

Pasos criticos Control de criticidad Objetivo del paso

Proceso del polisacarido de Haemophilus tipo b (paso 1)

Extraccién con fenol (etapa Este pasc de purificacion se controla mediante: Eliminar impurezas, y sobre todo
1.82) - ¢l monitoreo de los parametros de produccién lograr la eliminacién de
L i proteinas, &cidos nucleicos y
- los datos de validacién {vea la seccién 3.2.8.2.5 | endotoxinas (vea la seccion
Validacion y/o evaluacién del proceso) 3.2.8.3.2 Impurezas)
Activacion del PRP (etapa Esta etapa se controla niediante: Afiadir el componente ADH al
1.11b) - el monitoreo de los parametros de produccién PRP activado para prepatar la

reaccién de acoplamiento
- los datos de validacién (vea la seccién 3.2.8.2.5

Validacion y/o evaluacion del proceso)

Proceso de proteina tetinica (etapa 2)

Tratamiento con Este paso de detoxificacidn se controla mediante: Detoxificar [a toxina tetanica
formaldehido (etapa 2.10a) purificads para obtener la

o _ proteina tetdnica purificada
- los datos de validacién {vea la seccibn 3.2.8.2.5 (PTP)

Validacién y/o evaluacién del proceso)

- ¢l monitoreo de los parametros de produccion

Preparacion del PRP-T (etapa 3)

Reaccion de acoplamiento Este paso de teaccidn quimica s¢ controla mediante: Conjugacion del PRP-Al con la

(etapa 3a) - ¢l monitoreo de los parametros de produccion CTP, utilizando EDAC como

catalizador
- ios datos de validacidn (vea la seccion 3.2.8.2.5

Validacién y/o evaluacién del proceso) | La conjugacién a una proteina
transportadora induce la
respuesta inmunitaria,

Purificacién del PRP-T con Este paso de purificacién se controla mediante: Seleccionar conjugados de alto
us gradiente de sacarosa - ¢l monitoteo de los parametros de produccion peso molecular, que Inducen una
{etapa 3h) respuesta inmunitarie,

« los datos de validacién (vea la seccidn 3.2.8.2.5
Validacién y/o evaluacion del proceso)

- controles de calidad sobre el principio activo final
obtenido (vea la seccién 3.2.8 4.1 Especificaciones)

La estabilidad del microgranulo de cetrimida (final de la etapa 1.6b), ¢l producto intermedio (final
de la etapa 1.7b), el PRP (final de la etapa 1.10b) durante el almacenamiento se controla mediante
el tiempo y la temperatura, con el fin de evitar la degradacién. El estudio de estabilidad se
presenta en la seccién 3.2.8.2.4 Control de los pasos criticos e intermedios: Intermedio PRP

)
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La estabilidad del PRP-AH (final de la etapa 1.11d) durante ¢l aimacenamiento se controlAgd .
tiempo y temperatura con el fin de evitar su degradacion. El estudio de estabilidad se preseniedun
la seccion 3.2.5.2.4 Control de los pasos criticos e intermedios: Intermedio PRP-AH

La estabilidad del PTP (final de la etapa 2.10b) durante el almacenamiento se controla por tiempo
y temperatura con el fin de evitar su degradacién. El estudio de estabilidad se presenta en la
seccion 3.2.8.2.4 Control de los pasos criticos e intermedios: Intermedio PTP

La estabilidad de la CTP (final de la etapa 2.11c) durante el almacenamiento se controla por
tiempo y temperatura con el fin de evitar su degradacién. El estudio de estabilidad se presenta en
la seccion 3.2.8.2.4 Control de los pasos criticos e intermedios: Intermedio CTP

La estabilidad del PRP-T (final de la etapa 2.11c) durante el almacenamiento se controla por
tiempo y temperatura con el fin de evitar su degradacién. El estudio de estabilidad se presenta en
la seccidn 3.2.8.7.1 Resumen y conclusiones de estabilidad.

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

Por otra parte, durante las distintas etapas del proceso de elaboracion, el control de los parametros
de produccién, el control de los controles durante el proceso y los controles de liberacién
realizados sobre los intermedios y el principio activo permiten mantener bajo control estos pasos
criticos.
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2  Productos intermedios

e Microgranulo de cetrimida: este producto se aisla del cultivo bacteriano de Haemophilus'y se
almacena hasta la purificacion del polisacarido de Haemophilus tipo b (vea los datos de
estabilidad en la seccion 3.2.5.2.4 Control de los pasos criticos e intermedios: Intermedio
PRP). '

e Producto intermedio: este producto se obticne después de la purificacién preliminar del
polisacarido de Haemophilus tipo b y se almacena hasta la purificacién final (vea los datos de
estabilidad en la seccion 3.2.S.2.4 Control de pasos criticos e intermedios:Intermedio PRP).

o Polisacarido de Haemophilus tipo b purificado (PRP): este producto se aisla después de la
purificacion final y se almacena como el polisacérido (3.2.S.2.4 Control de los pasos criticos ¢
intermedios:Intermedio PRP).

e Polisacarido AH de Haemophilus activado (PRP-AH): este producto se almacena hasta la
conjugacién de la proteina tetdnica (3.2.5.2.4 Control de los pasos criticos e intermedios:
Intermedio PRP-AH).

e Proteina tetanica purificada; este producto se aisla del cultivo bacteriano de Clostridium
tetani, se detoxifica mediante tratamiento con formaldehido y se alcmacena como proteina
tetanica purificada (3.2.8.2.4 Control de los pasos criticos e intermedios: Intermedio PTP).

e DProteina tetdnica concentrada: este producto se almacena hasta la conjugacién del polisacarido
activado (3.2.8.2.4 Control de los pasos criticos e intermedios: Intermedio CTP).

El diagrama de flujo resumido de la elaboracién se presenta en la figura 1.

Todos los intermedios se pueden almacenar. Cada intermedio, salvo el microgrénulo de cetrimida
y el producto intermedio, se analiza mediante pruebas de liberacion de control de calidad y debe
cumplir con sus especificaciones,

En la tabla 2 se presenta informacién sobre los lotes industriales recientes de los intermedios de
PRP-T (PRP, PRP-AH, PTP y CTP que constituyen el mismo linaje de lotes de PRP-T). Los
resultados de cada intermedio se presentan en las secciones correspondientes 3.2.5.2.4 Control de
pasos criticos e intermedios.
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Figura 1: Diagrama de flujo de elaboracion resumido

Haemophilus influenzae tipo b Clostridium tetani

l

Microgranulo de cetrimida

l

Producto intermedio

J

!

Polisacarido purificado de
Haemophilus tipo b (PRP)
Pruebas de liberacion de

Proteina tetévca purificada
(PTP)
Pruebas de liberacién de

Control de Calidad Control de Calidad

Y p

Polisacarido AH activado Proteina tetanica
de Haemophilus (PRP-AH) concentrada (CTP)

Pruebas de liberacién de Pruebas de liberacién de
Control de Calidad Control de Calidad

l

Granel de polisacérido de Haemophilus conjugado
concehirado
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Pruebas de liberacion de Conlrol de Calidad
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Tabla 2: Numeros de lote de los intermedios de PRP-T y el principio activo
Productos intermedios Nimeros de lote:
PRP FA365093 FA363635 FA363321
(fecha de elaboracion) 05 nov 2009 08 oct 2009 4 sep 2009
PRP-AH FA376523 FA373510 FA37711%
(fecha de elaboraci6n) 23 ene 2010 ' 12 dic 2009 27 ene 2010
PTP FA350783 FA350785 FA354112
(fecha de elaboracién)} 21 jul 2009 27 jul 2009 03 sep 2009
cTP FA364781 FA365947 FA366963
(fecha de elaboracién) 08 oct 2009 15 oct 2009 22 oct 2009
Principio acﬁvo Nitmeros de lote:
PRP-T FA381843 FA38249] FA384370
(fecha de elaboracién) 10 mar 2010 19 mar 2010 01 abr 2010
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