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6 Justificacion de las especificaciones

Se realizan las pruebas de acuerdo con la monografia 1219 de la Ph. Eur. “Haemophilus type b
conjugate vaccine” (vacuna conjugada contra Haemophilus tipo b).

o Prueba de identificacién de Haemophilus tipo b.

La prueba, realizada para verificar la identidad del PRP, se considera positiva cuando se forman
lineas de inmunoprecipitacion tinicamente con el antigeno y su antisuero especifico. Esta
especificacion cumple con los requisitos de la Ph. Eur. monografia 1219.

¢ Distribucion del tamafio molecular: (coeficiente de particion Kp)

B tamafio molecular del PRP es un pardmetro importante para evaluar la calidad de la
preparacion.

El método por cromatografia de alta presién (HP-SEC) corresponde a una técnica reciente,
recomendada como una alternativa a la cromatografia de baja presion (LP-SEC) para la prueba de
distribucién del tamafio molecular de la Ph. Eur., monografia 1219 “Haemophilus type b
conjugate vaccine” (vacuna conjugada contra Haemophilus tipo b).

Se establecié el criterio de aceptacion (Kp < 0.31) mediante un estudio estadistico de los
resultados de 60 lotes industriales, teniendo en cuenta el proceso y la capacidad analitica. La
evaluacién estadistica consisti6 en el calculo del limite superior de tolerancia después de verificar
la normalidad de la poblacion. El limite superior del intervalo de tolerancia (1 % de riesgo) fue de
0,309, con un Kp medio obtenido de 0,2269 y una desviacion estandar de 0,0027.

¢ Contenido de ribosa

Se puede calcular la calidad del polisacarido mediante la medicién del contenido de ribosa, ya que
es un componente del PRP; el contenido tedrico de ribosa es del 40 %.

Se establecio el criterio de aceptacion (335 %) mediante un estudio estadistico de los resultados
de 110 lotes industriales, teniendo en cuenta el proceso y la capacidad analitica. La evaluacién
estadistica consistid en el calculo del limite inferior de tolerancia después de verificar la
normalidad de la poblacion. El limite inferior de tolerancia fue del 34,5 %, con un contenido de
ribosa medio obtenido del 39,25 % y una desviacion estandar de 1,566.

e Contenido de fésforo

Se calcula el contenido de fosforo para determinar el contenido de polisacérido. El contenido
teorico de fosforo es del 8,4 %.

Se establecio el criterio de aceptacion (7,5 - 9,4 %) mediante un estudio estadistico de los
resultados de 110 lotes industriales, teniendo en cuenta el proceso y la capacidad analitica. La
evaluacion estadistica consistio en calcular los limites de tolerancia después de verificar la
normalidad de la poblacién. Los limites de tolerancia del intervalo fueron del 7,5 al 9.4 %; se
obtuvo un contenido medio de fosforo del 8,44 % y una desviacion estandar de 0,315,

¢ Contenido proteico
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Se mide el contenido proteico para determinar la contaminacién residual proveniente del
bacteriano. Esta especificacion cumple con los requisitos de la Ph. Eur. monografia 1219.

¢ Contenido de 4cidos nucleicos

Se mide el contenido de dcidos nucleicos para determinar la contaminacion residual proveniente
del material bacteriano y para verificar su eliminacion. Esta especificacion cumple con los
requisitos de la Ph. Eur. monografia 1219.

e (Contenido de endotoxinas bacterianas

El contenido de endotoxinas bacterianas se mide para detectar los posibles contaminantes con
endotoxinas que provienen de bacterias gram negativas. Los criterios de aceptacion aplicados por
Sanofi Pasteur; es decir <10 Ul/ug de polisacarido, cumplen con la revision propuesta de la
monografia 1219 de la Ph. Eur. (Farmacopea Europea 22.4). '

s Prueba de pirdgenos

Como prueba complementaria de la medicion de endotoxinas, se realiza la prueba de pirogenos
para comprobar la ausencia de actividad pirogénica en la preparacion.

¢ Reactivos residuales

No se realiza la prueba del contenido de formaldehido residual, ya que un estudio de validacion
especifico ha demostrado su eliminacion total. Ademés, la prueba del contenido de fenol residual
no se lleva a cabo en el PRP sino en el PRP-T.
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7  Sistema de cierre del envase

I.a composicién del sistema de cietre del envase para los productos intermedios almacenados se
presenta en detalle en la tabla 32.

Tabla 32: Composicion del sistema de cierre del envase para almacenar los intermedios

Producte Sistemna de cierre del envase
Polisacéarido de Haemophilus tipo b Envase de vidrio con tapén de goma
Microgrinulos de cetrimida : Envase de acero inoxidable
Producto intermedio Envase de policarbonato
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8 [Estabilidad

8.1 Estudio de estabilidad del PRP después del almacenamiento del microgranulo
de cetrimida

8.1.1 Resumen de estabilidad y conclusiones

8.1.1.1 Protocolo del estudio

Durante el proceso de elaboracion, los microgranulos de cetrimida (fin de la etapa 1.6, vea la
seccion 3.2.8.2.2 Cultivo celular y cosecha) se pueden almacenar durante 9 meses. Para validar
las condiciones de almacenamiento (temperatura y duracién), se realizaron estudios de estabilidad
en tres lotes industriales de PRP elaborados con tres lotes de microgrénulos de cetrimida
almacenados durante, por lo menos, 9 meses a <-20 °C,

Se almacenaron los tres lotes de PRP durante 60 meses a < -35 °C, lo cual corresponde a las
condiciones de almacenamiento del PRP, con el mismo disefio del estudio y plan de prueba
descritos en el capitulo 8.3 para el estudio de estabilidad del PRP. El PRP producido después del
almacenamiento de los microgranulos de cetrimida debe cumplir con las especificaciones
presentadas en el capftulo 8.3. El estudio de estabilidad para los tres lotes de PRP se ha concluido.

8.1.1.2 Disefio del estudio

Se evaluaron las condiciones de almacenamiento para el producto intermedio analizando los lotes
de polisacérido de Haemophilus tipo b producidos después de almacenar los microgranulos de
cetrimida a <-20°C. Las caracteristicas de los tres lotes de microgranulos de cetrimida, asf como
de los tres lotes de PRP relacionados, se presentan en la tabla 33.
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Tabla 33: Informacion general sobre los lotes de microgranulos de cetrimida y de PR/is"

relacionados

Control de pasos crificos e mte:;ppm}es

Nombre del producto

Micregrdnule de cetrimida

Nimero de lote

FA067820

FA009478

FA177598

Duracién del
almacenamiento antes
del uso

19 meses

16 meses

0 meses

Recipiente Acero inoxidable
Nombre del producto Lotes relacionados de polisacdride de Haemophilus tipo b
Nimero de lote FA035341% FA035342* FA199674
11 feb. 2000 16 feb. 2000 14 ene 2005
Tipo de lote Lotes industriales
Recipiente Envase de vidrio lleno para imitar las condiciones normales de alimacenamiento.
Vida qtil 60 meses a <35 °C para el PRP

Esos dos lotes corresponden a los lotes de PRP almacenados en un estudio de estabilidad para determinar la
vida itil del PRP (vea capitulo 7.3)

8.1.1.3  Pruebas seleccionadas y criterios de aceptacion

Las pruebas seleccionadas y los criterios de aceptacién utilizados en los estudios de estabilidad
del PRP se proporcionan en el capitulo 8.3.1.3.

8.1.1.4 Procedimientos analiticos

Los procedimientos analiticos utilizados en los estudios de estabilidad del PRP se presentan en el
capitulo 8.3.1.4.

8.1.1.5 Discusion y conclusion

Todos los lotes de PRP elaborados después de almacenar los microgranulos de cetrimida durante,
pot lo menos, 9 meses a £-20 °C en envases de acero inoxidable cumplen con las especificaciones
y son estables cuando se almacenan en condiciones de largo plazo (235 °C).

Almacenar los microgranulos de cetrimida durante al menos 9 meses a <-20 °C en recipientes de
acero inoxidable no afecta la calidad del PRP.

Si bien los lotes de PRP elaborados a partir de microgranulos de cetrimida almacenados durante
19 meses, 16 meses y 9 meses son estables, se selecciona la vida util de 9 meses a <-20 °C para
los microgranulos de cetrimida.
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8.1.2 Datos de estabilidad

Los resultados obtenidos para los 3 lotes de polisacarido de Haemophilus tipo b (PRP) el5bTtados

con microgranulos de cetrimida almacenados a <-20 °C se presentan en la tabla 40, en la tabla 41
y en la tabla 34.
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8.2 [Istudio de estabilidad del PRP tras el almacenamiento del producto
intermedio '

8.2.1 Resumen y conclusiones de estabilidad

8.2.1.1 Diseifio de estabilidad

Durante ¢l proceso de elaboracion, el producto intermedio (fin de la etapa 1.7, vea la seccidn
3.2.8.2.2 Reacciones de purificacion y modificacién) se puede almacenar durante 3 meses, Pata
validar las condiciones de almacenamiento del producto intermedio, se realizé un estudio en

3 lotes de produccion consecutivos. Estos lotes de producto intermedio fueron divididos en dos
pattes:

o Se purificaron 2/3 de cada lote hasta la etapa de polisacarido (PRP) de Haemophilus tipo b sin
almacenamiento (que corresponde al momento TO del estudio del producto intermedio);

o sedesecd 1/3 de cada lote durante, por lo menos, 10 horas (tal como se describe en la
seccidn 3.2.5.2.2 Reacciones de purificacién y modificacién) y se almacend a una temperatura
de <-20 °C durante 3 meses antes del proceso de purificacion del PRP (que corresponde al
momento de 3 meses del estudio del producto intermedio).

Al final del proceso de purificacién (final de la etapa 1.10, de la seccién 3.2.8.2.2 Reacciones de
purificacion y modificacién), los lotes de PRP producidos, sin almacenamiento y después del
almacenamiento del producto intermedio, deben cumplir con las especificaciones que s¢ presentan
en el capitulo 8.3.

8.2.1.2 Protocolo de estabilidad

Se evaluaron las condiciones de almacenamiento para el producto intermedio analizando los lotes
de polisacérido de Haemophilus tipo b producidos después de la purificacién (tal como se
describe en la seccién 3.2.8.2.2 Reacciones de purificacion y modificacion). Las caracteristicas de
los seis lotes de PRP se presentan en la tabla 35.

Tabla 35; Informacién general sobre los lotes de polisacirido de Haemophilus tipo b

Lote de producto FA077657 FA077660 FA077662
intermedio 02 jul, 2001 09 jul. 2001 16 jul. 2001
Lote de PRP FA084751 FAG77670 FA084752 FADT76T1 FA084754 FAD77673
Duracién de 1a Sin desecacion | 70 h Sin desecaciéon | 71 h 30 8in desecaclon | 72h 10
desecacion
Duracién del Toda lanoche | 3 meses Toda la noche | 3 meses Todalanoche | 3 meses
almacenamiento
antes del proceso
de purificacién
Temperatura de +5°C -20°C +5°C 20°C +5°C 220°C
, AN O f |
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Lote de producto FA077657 FA077660 FAOTTERQ e
intermedio 02 jul. 2001 09 jul, 2001 16 jul. 2001 0
Lote de PRP FA084751 FA077670 FA084752 FA077671 FA084754 FA077673

almacenamiento

Recipiente / Policarbonato | / Policarbonato | / Policarbonato

8.2.1.3  Pruebas seleccionadas y criterios de aceptacién

Las pruebas seleccionadas y los criterios de aceptacion utilizados en los estudios de estabilidad
del PRP se presentan en el capitulo 8.3.1.3.

8.2.1.4 Procedimientos analiticos

Los procedimientos analiticos utilizados en los estudios de estabilidad del PRP se presentan en el
capitulo 8.3.1.4.

8.2.1.5 Discusion y conclusiones

Todos los lotes de PRP purificados sin almacenamiento o después del almacenamiento del
producto intermedio durante 3 meses a <-20 °C cumplen con las especificaciones.

La duracion del almacenamiento de 3 meses a <-20 °C del producto intermedio no afecta la
calidad del PRP.

Con base en estos datos, se puede concluir que el producto intermedio es estable durante 3 meses
de almacenamiento a <-20 °C.

8.2.2 Datos de estabilidad
Los resultados obtenidos para los 6 lotes de PRP se presentan en la tabla 36 (lotes producidos sin

almacenamiento del producto intermedio y lotes producidos con almacenamiento del producto
intermedio durante 3 meses en un envase de policarbonato).
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8.3

8.3.1

8.3.1.1

Estudio de estabilidad del polisacirido de Haemophilus tipo b (PRP)-
Resumen y conclusiones de estabilidad

Protocolo del estudio

il

Los estudios de estabilidad del intermedio de PRP se resumen en la tabla 37.

Tabla 37: Panorama de los estudios de estabilidad del PRP

Polisacarido de Haemaphifus tipo b (PRP)

Objetivo Avalar la vida Qtil del PRP a <35 °C Confirmar la vida atil del PRF a <-35 °C para los
lotes de PRP reprocesados (vea la
seccion 3.2.8.2.2 Reacciones de purificacion y
modificacion)

Pruebas Contenido de ribosa Contenido de ribosa

Contenido de fésforo

Contenido proteico

Contenido de 4cidos nucleicos

Contenido de endotoxinas bacterianas

Prueba de pirdgenos

Distribucidn del tamafio molecular

Prueba de identificacién de Haemophilus tipo b
Humedad residual

Contenido de fésforo

Contenido proteico

Contenido de 4cidos nucleicos

Contenido de endotoxinas bacterianas

Prueba de pirdgenos

Distribucién del tamafio molecular

Prueba de identificacién de Haemophilus tipo b
Humedad residual

Disefio del estudio

Nimero de lotes: 3
Estudio a <-35 °C

Calendario {meses): T0, T3, T6, T9, T12, T18, T24,

T36, T48, TG0 y T66

Niamero de lotes: 3
Estudio a =-35°C

Calendario (meses): TO, T3, T6, T9, T12, T18, T24,
T36, T48, T60 y T66

Estado

Completado

Completado

8.3.1.2

Disefio del estudio

Qe evalud la estabilidad de tres lotes de PRP analizando el producto almacenado a <35 °C
durante un periodo de 66 meses. Las caracteristicas de los lotes se presentan en la tabla 38.
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Tabla 38: Informacién general del producto de los lotes de PRP

Nimero de lote FA035341 FAD35342 FA049762
11 feb. 2000 16 feb. 2000 21 jul. 2000
Tipo de lote Lotes industriales
Recipiente Envase de vidrio lleno para imitar las condiciones normales de almacenamiento.
Vida wtil 60 meses a <-35°C '

Se evalud [a estabilidad de tres lotes reprocesados de polisacarido de Haemophilus tipo b
analizando el producto almacenado a <35 °C durante un perfodo de 66 meses, para demostrar que
el posible reprocesamiento (vea capitulo 1.5 de la seccién 3.2.5.2.2 Reacciones de purificacion y
modificacion) no tiene impacto sobre la estabilidad del PRP. Las caracteristicas de los lotes se
presentan en la tabla 39.

Tabla 39: Informacion general del producto de los lotes de PRP reprocesados

Nimero de lote Hi2096R Hi2120R Hi2122R
25 nov. 1998 16 die. 1998 18 dic. 1998
Tipo de lote Lotes industriales
Recipiente Envase de vidrio ileno para imitar las condiciones notmales de almacenamiento.
Vida dtil 60 meses a =-35°C

8.3.1.3  Seleccion de pruebas y criterios de aceptacion

Las pruebas seleccionadas corresponden a las que se aplican para el control de liberacién y a las
que se les agregan pruebas de humedad residual, ya que esta prueba se utiliza para expresar los
resultados cuantitativos del peso seco del polisacérido.

Los criterios de aceptacion corresponden a los que se proporcionan en ¢l capitulo 1, excepto para
el contenido de fosforo (6,89 %), el contenido de ribosa (>32 %), la distribucion del tamafio
molecular (porcentaje del polisacérido eluido antes de Kp 0,30 superior al 50 %) y las endotoxinas
(< 25 Ul/ug de polisacarido).

Los criterios de aceptacion para los contenidos de fésforo y ribosa corresponden a los criterios
aplicados cuando se encontraba vigente la determinacion de la humedad residual por
termogravimetria, antes de la prueba de Karl Fisher y ¢l contenido de GC. Puesto que los lotes
almacenado en estos estudios de estabilidad se elaboraron antes de este cambio, el método de la
humedad residual (Ph. Eur. 2.2.34 “Thermal analysis” [anlisis térmico]) permanecié sin cambios
durante los estudios de estabilidad, al igual que los criterios de aceptacién para el contenido de
fosforo y ribosa.

El criterio de aceptacién para la distribucidn del tamafio molecular corresponde al criterio que se
aplica con el método inicial mediante LP-SEC, ya que los estudios de estabilidad comenzaron
cuando el método estaba vigente. '
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El criterio de aceptacién para endotoxinas refleja la especificacion que se utilizaba ¢ cu ) S,
realizd el estudio. La especificacion de liberacion ha cambiado desde entonces (a <10 tﬁ?ﬂgp&@
polisacarido) en cumplimiento de la revision propuesta de la monografia 1219 de la Ph. Eur.
(Farmacopea Europea 22.4).

8.3.1.4 Procedimientos analiticos

Los procedimientos analiticos utilizados en los estudios de estabilidad del PRP se incluyen en el
capitulo 2, excepto la distribucién del tamafio molecular mediante LP-SEC, el procedimiento
analitico utilizado para este andlisis se presenta al final de esta seccidn.

El método para la humedad residual corresponde a la Ph. Eur. 2.2.34 “Thermal analysis” (analisis
térmico), termogravimetria.

Los datos de validacion de los procedimientos analiticos se presentan en el capitulo 3, excepto la
distribucién del tamafio molecular mediante LPSEC, los datos de validacion para este anélisis se
presentan al final de esta seccion.

8.3.1.5 Discusiones

¢ PRP sin reprocesamiento

Caracteristicas fisicoquimicas:

La humedad residual, el contenido de fosforo, el contenido de ribosa y el contenido de acido
nucleico permanecen estables cuando el polisacérido purificado de Haemophilus tipo b se
almacena a <-35 °C durante 66 meses, sin tendencias que destacar.

Para ¢l lote FA049762, no se pudieron realizar las pruebas de contenido de acido nucleico ni de
humedad residual en el momento de medicion de 66 meses debido a la falta de muesira
remanente. En consecuencia, los calculos de los contenidos de fosforo y ribosa se realizaron con -
el peso bruto del polisacérido purificado de Haemophilus tipo b. Este problema no afecta la
evaluacién de la estabilidad del PRP, ya que el momento de medicidén de 66 meses se encuentra
mas alla de la vida util.

Se observaron algunos resultados fuera de las especificaciones para los contenidos de fosforo y
ribosa, que no fueron confirmados estadisticamente en el siguiente momento de medicién. Estos
resultados fuera de las especificaciones no se deben a una falta de estabilidad del PRP, sino a la
falta de exactitud del método analitico de termogravimetria para determinar la humedad residual
(productos volatiles). De hecho, se expresan los contenidos de fésforo y ribosa en el porcentaje
del peso seco, segim el contenido de productos volatiles determinados por la termogravimetria. Se
demostrd que el método termogravimétrico subestimoé sistemdticamente el contenido de productos
volatiles. Para el uso de rutina, la determinacién del contenido de productos volétiles por
termogravimetria (Ph. Eur. 2.2.34 “Termal analysis” [analisis térmico]) se reemplazé por métodos
especificos para los solventes residuales y de agua (por Karl Fisher y CG), que permiten obtener
el contenido de fosforo y ribosa cercano a sus valores tedricos. Dichos métodos se aplican
actualmente para los controles durante el proceso del PRP (vea la seccion 3.2.8.2.2 Cultivo celular
y cosecha).
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Se destaca una ligera disminucién en la distribucién del tamafio molecular mediante LPS. T PD@
(polisacérido eluido antes de Kp 0,30) durante el almacenamiento a <-35 °C. Esta disminucién es
inferior al 10 % con respecto a los valores TO y los resultados se mantienen dentro de los criterios
de aceptacion después de 66 meses de almacenamiento.

Caracteristicas de seguridad:

* Los resultados del contenido de endotoxinas, la identificacion de Haemophilus y la prueba de

pirogenos se encuentran dentro de las especificaciones después del almacenamiento del
polisacérido purificado de Haemophilus tipo b durante 66 meses a <-35 °C.,

Con base en los resultados obtenidos en este estudio de estabilidad, podemos concluir que se
mantiene la calidad del granel de polisacéarido purificado de Haemophilus tipo b. El PRP es
estable después de un almacenamiento de 66 meses a < -35 °C.

e PRP despuds del reprocesamiento

No se realizaron algunas pruebas en el momento de medicion de 66 meses debido a la falta de
muestra remanente. Este problema no afecta la evaluacién de la estabilidad del PRP, ya que el
momento de medicion de 66 meses se encuentra mas alla de la vida atil.

Ademas, si bien el almacenamiento comenzdé a los 9 meses después de la elaboracion, no se
pudieron realizar los momentos de medicidn de los 3 y 6 meses.

Caracteristicas fisicoquimicas;

La humedad residual, el contenido de ribosa, el contenido de dcidos nucleicos y la distribucion del
tamafio molecular mediante LP-SEC (porcentaje de polisacéridos eluidos antes de Kp 0,30)
permanecen estables cuando el polisacarido purificado de Haemophilus tipo b se almacena a

<-35 °C durante 66 meses, sin tendencias que destacar.

Se observaron algunos resultados fuera de las especificaciones para el contenido de fésforo y
ribosa, que no fueron confirmados en el siguiente momento de medicién (vea las discusiones de
"PRP sin reprocesamiento” para consultar las explicaciones).

Caracteristicas de seguridad:

Los resultados del contenido de endotoxinas, la identificacién de Haemophilus y 1a prueba de
pirdégenos se encuentran dentro de las especificaciones después del almacenamiento del
polisacérido purificado de Haemophilus tipo b durante 66 meses a <-35 °C.,

8.3.1.6 Conclusion

Los resultados proporcionados sobre el PRP reprocesado y no reprocesado permiten avalar una
vida util de 60 meses a <-35 °C.

8.3.2  Datos de estabilidad

o PRP sin reprocesamiento

Los resultados obtenidos para los 3 lotes se presentan en la tabla 40, en la tabla 41 y en la
tabla 42,
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s PRP con reprocesamiento '

Los resultados obtenidos para los 3 lotes se presentan en la tabla 43, en latabla44 yenla '
tabla 45.
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