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3 Descripcién del sistema de cierre del envase

Los materiales de acondicionamiento primario se describen brevemente en la tabla 2. Se
proporciona informacién detallada en la seccién 3.2.P.7 Sistema de cierre del envase,

Tabla 2: Descripcién de los materiales de acondicionamiento primario

Componentes Jeringas monodosis sin aguja Viales monodesis de vidrio
Jeringa Vidrio tipo [, 1 mL No se aplica
Vial No se aplica Vidrio tipo I, 2 mL
Capuchén Halobutilo No se aplica
Tapén-émbolo Halobutilo No se aplica
Tapon No se aplica Halobutile
Tapa No se aplica Partes de aluminio y polipropiieno

La jeringa va acompafiada de su émbolo y como maximo por dos agujas estériles de un solo uso.
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Lista de abreviaturas, vea la seccion 2.3 Resumen de calidad, Introduccién

La vacuna Hexaxim es una vacuna hexavalente combinada adyuvada que se presenta como
suspension inyectable en una jeringa precargada e en un vial monodosis. Consiste en una
formulacion liquida sin conservantes. Su composicién se presenta en la seccidn 3.2.P.1
Descripeidén y composicidn del producto farmacéutico.

1 Principios activos

1.1 Componentes

Los seis principios activos son los siguientes: toxoide diftérico purificado (PDT), toxoide tetanico
purificado (PTT), antigenos pertisicos acelulares de 2 componentes (toxoide pertisico purificado
(PTxd} y hemaglutinina filamentosa purificada (FHA)), virus inactivado de la poliomielitis (IPV),
antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) y polisacérido de Haemophilus influenzae tipo b
conjugado con proteina tetanica (PRP-T).

En la tabla 1 se presentan los principios activos que componen la vacuna Hexaxim.

Tabla 1: Lista de los componentes principios activos

Componente Referesicia a la norma
Toxeide diftérico purificado ' Monografia 0443 de la Ph. Eur.
Toxoide tetanico purificado Monografia 0452 de 1a Ph. Eur.
Toxoide pertisico purificado Monografia 1356 de la Ph. Eur.
Hemaglutinina filamentosa purificada
Virus inactivados de la poliomielitis tipo 1,2y 3 Monografia 0214 de Ja Ph. Eur.
Antigeno de superficie de hepatitis B Monografia 1056 de la Ph. Eur.
Polisacarido de Haemophilus influenzae tipe b conjugado a proteina tetanica Monografia 1219 de la Ph. Eur.

1.1.1 Identificacion

Los principios activos de Hexaxim son elaborados por sanofi pasteur.

El PDT, PTT, PTxd y FHA, IPV y PRP-T se utilizan actualmente con licencia en vacunas
combinadas bien consolidadas (por ejemplo, Tetravac (DTaP-IPV) y Pentavac
(DTaP-IPV//PRP-T)). '

El antigeno de superficie de hepatitis B se produce utilizando la levadura recombinante
Hansenula polymorpha. Una vacuna monovalente contra la hepatitis B que utiliza el mismo
sistema de expresion en Hansenula polymorpha ha sido precalificada por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) (Crucell Korea - Hepavax-Gene®).
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A continuacion se describen estos seis principios activos (PDT, PTT, PTxd y FHA, IPVJ:,' ‘_§ Ag,
y PRP-T): -

» Toxoide diftérico purificado -

El toxoide diftérico purificado se elabora a partir de su toxina respectiva mediante detoxificacidn
con formaldehido, seguida de purificacion: la toxina diftérica se prepara a partir de cepas de
Corynebacterium diphtherige. La toxina cruda se obtiene a partir de los cultivos del indculo de los
lotes de siembra de trabajo (WSL) (precultivos seguidos de cultivo industrial). La toxina cruda se
clarifica y se concentra. A continuacidn se lleva a cabo la detoxificacion utilizando formaldehido.
El toxoide crudo concentrado obtenido se purifica mediante una precipitacion selectiva con
sulfato de amonio.

e Toxoide tetanico purificado

El toxoide tetdnico purificado se elabora a partir de su toxina respectiva mediante detoxificacién
con formaldehido, seguida de purificacion: la toxina tetdnica se prepara a partir de cepas de
Clostridium tetani. La toxina cruda se obtiene a partir de cultivos del indculo de los WSL
(precultivos seguidos de cultivo industrial). La toxina cruda se clarifica y se concentra. A
continuacién se lleva a cabo la detoxificacién utilizando formaldehido. El toxoide crudo
concentrado obtenido se purifica mediante una precipitacion selectiva con sulfato de amonio.

s 7 (oide pertlsico purificado y hemaglutinina filamentosa purificada

El toxoide pertisico purificado y la hemaglutinina filamentosa purificada se obtienen a partir del
mismo proceso de fermentacion y se purifican de manera separada por medio de cromatografia de
adsorcién y cromatografia de afinidad. Luego, la toxina pertisica purificada nativa se detoxifica
con glutaraldehido. La FHA purificada, que se evaliia de manera sistemdtica para comprobar que
no presenta actividades toxicas, se utiliza en su forma nativa. A continuacidn, se¢ adsorben ambas

‘proteinas (el toxoide pertisico purificado en solucién y la FHA purificada en solucién) por

separado en hidréxido de aluminio para su estabilizacion.
» Trivalente concentrado de virus inactivado de ta poliomielitis

El granel de trivalente concentrado se obtiene al mezclar cantidades definidas de monovalentes de
poliovirus de tipo 1, tipo 2 y tipo 3. Cada monovalente se elabora de manera separada. El virus se
multiplica en células Vero y se cosecha en una cosecha dnica. La cosecha se filtra, concentra y
purifica. Luego, la suspensién viral concentrada purificada obtenida se inactiva con formaldehido
para obtener el monovalente. Se mezclan las cantidades especificadas de monovalentes de cada
serotipo (tipo 1, tipo 2 y tipo 3) para producir el trivalente concentrado de virus inactivado de la
poliomielitis.

* Antigeno de superficie de hepatitis B

El antigeno de superficie de hepatitis B se produce mediante el cultivo de una levadura
recombinante de la especie Hansenula polymorpha. La produccion de HBsAg consiste en un
proceso de fermentacién que permite un alto nivel de expresion intracelular de HBsAg en
condiciones totalmente controladas (desrepresion por reduccién de la concentracion de glicerol e
induccion por adicion de metanol). Se liberan en el medio de cultivo celular particulas antigénicas
utilizando solucién detergente y alta presién. Se separan de los residuos celulares por
precipitacion y luego se purifican a través de cuatro pasos principales (cromatografia de

s
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intercambio iénico, ultracentrifugacion, diafiltracién y cromatografia de filtracién en gel) y,
continuacién, se de_]an madurar bajo condiciones de almacenamiento especificas.

* Polisacéarido de Haemophilus influenzae tipo b conjugado con proteina tetanica

El pohsacarldo de Haemophilus influenzae tipo b consiste en fosfato de polirribosil ribitol (PRP).
Luego se conjuga con la proteina tetdnica purificada transportadora para crear el PRP-T. El
polisacdrido capsular (PRP) se prepara a pattir de la fermentacion de Haemophilus influenzae
tipo b. Tras el paso de precipitacion con cetrimida, el PRP se purifica y activa.

La toxina tetdnica se prepara a partic de Clostridium tetani. Primero la toxina se purifica mediante
precipitacion con sulfato de amonio y luego se detoxifica para obtener la proteina tetédnica que estd
concentrada. El PRP activado y la proteina tetanica concentrada se conjugan mediante una
reaccion del grupo carbodiimida para producir el granel de PRP-T.

1.1.2 Cor_tcentraciones

La combinacién de antigenos producidos por sanofi pasteur est4 respaldada por décadas de
experiencia consolidada. El PDT, PTT, PTxd y FHA, IPV, y PRP-T han sido combinados
previamente con éxito por su compatibilidad farmacéutica, su estabilidad y su eficacia clinica. El
nuevo parametro en esta combinacion hexavalente fue el desarrollo y el uso def HBsAg de sanofi
pasteur.

En la vacuna Hexaxim, la concentracion de los distintos principios activos por dosis humana es
similar a la ya utilizada en otras vacunas pediétricas comerciales de sanofi pasteur. Las
concentraciones utilizadas de principios activos y los fundamentos se presentan en la

seccion 3.2.P.2.2 Producto farmacéutico.

1.2 Compatibilidad de los principios activos

La compatibilidad de los antigenos en la vacuna combinada Hexaxim fue estudiada en la etapa de
producto final a granel (PFAG) de la manera siguiente:

¢ Puesto que PDT, PTT, IPV, FHA y PTxd ya habian sido utilizados en vacunas combinadas de
sanofl pasteur anteriores, su compatibilidad (o ausencia de interferencias negativas) se estudi6
comparando su potencia respectiva en lotes de Hexaxim y lotes de Tetravac seleccionados

aleatoriamente. También se utilizaron lotes de Pentavac para estudiar la compatibilidad de
PTT.

» Para el PRP-T, se compararon lotes de Hexaxim con lotes comerciales de Act-Hib
seleccionados aleatoriamente para analizar la inmunogenicidad contra Hib;

¢ Ademas, la compatibilidad de HBsAg y PRP-T se documentd espemﬁcamente evaluando la
inmunogenicidad de cada uno en modelos animales.

En la tabla 2 se presentan los distintos lotes utilizados en el estudio de compatibilidad:

e Los lotes comerciales de Tetravac seleccionados aleatoriamente fueron elaborados durante el
periodo comprendido entre agosto de 1992 y noviembre de 1999. Los lotes de Tetravac se
formularon con 0,3 mg de aluminio/dosis;
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» Los lotes comerciales de Pentavac y Act-Hib seleccionados aleatoriamente (elabotade
durante el periodo comprendido entre abril de 1997 y junio de 2006) se formularon con *
10 pp/dosis de Hib;

* Los lotes de Hexaxim se elaboraron durante el periodo de desarrollo de seis afios y se

formularon con 0,6 mg de aluminio/dosis y 12 pg/dosis de PRP-T.

Tabla 2: Lotes de Tetravac, Act-Hib y Hexaxim utilizados para la evaluacién de Ia
compatibilidad de los antigenos

Nimero de lote de PFAG

Tetravac* Pentavact Act-Hibt Hexaxim
FA217253 N0358 N02§3 PFAGI006
FA218375 N0540 N0457 PFAGI007
FA218477 N0541 NO707 PFAGIO08
FA219623 P0056 NQ919 FDNC0005
FA221758 P0094 NG977 FDNC0006
FA224498 P009%% P0198 FDNC0007
FA232649 . P0171 P0199 IND09014
FA274525 P0330 P0232 INDO90135
FA307700 P0526 P0032 INDO09016
FA316078 P0701 PO315 FDV(1398
FA358833 P(728 P0371 FDVO1416
FA368919 PO729 ' P0404 FDV1420

Los lotes de Tetravac se usan para realizar el estudio de compatibilidad de PDT, PTT, PTxd y FHA, e [PV,
T También se utilizan lotes de Pentavac para realizar el estudio de compatibilidad del PTT,
i Los lotes de Act-Hib se usan para realizar el estudio de compatibilidad del PRP-T.
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1.2,1 Evaluaciones de potencia o inmunogenicidad

1.2.1.1 Potencia diftérica

La potencia diftérica se determina comparando la dosis de la vacuna necesaria para proteger a los
cobayos de los efectos de una dosis dermonecrética de toxina diftérica administrada por via

intradérmica con la dosis de una preparacidn de referencia necesaria para proporcionar la misma
proteccidn.

Dia 0, se inyecta la vacuna por via subcutdnea a los cobayos. Dia 28, se inyecta la solucion con
toxina de desafio por via intradérmica a los cobayos. Se examina a los cobayos y se cuenta el
nimero de cobayos que presentan eritema o necrosis cutédnea. La potencia de la vacuna se calcula
mediante un analisis de lineas paralelas.

Al evaluarias con este método, se observan potencias diftéricas equivalentes en las vacunas
Tetravac y Hexaxim, lo que confirma la compatibilidad del PDT con los demés antigenos de la
formulacion de Hexaxim (tabla 3). No se ha observado una diferencia significativa en el analisis
estadistico (valor p igual a 0,74 en la prueba t de Student al 95 %).

Tabla 3: Comparacion de la potencia diftérica en lotes de Tetravac y Hexaxim

Tetravac Hexaxim
PDT: 30 Lf/dosis, 0,3 mg de aluminio/dosis PDT: 30 Lf/dosis, 0,6 mg de aluminio/dosis
Nimero de lote de FFAG Potencia diftérica Nimero de [ote de PFAG Potencia diftérica
Ul/dosis Ul/dosis

FA217253 56 (43-74) PFAGI006 46 (36-58)
FA218375 45 (34-59) PFAGI007 46 (29-70)
FA218477 64 (50-81) PFAGI0O08 34 (27-43)
FA219623 56 (44-72) FDNC0O005 41 (27-58)
FA221758 50 (36-68) FDNC0006 77 (47-138)
FA224498 46 (33-63) FEDNCO0007 53 (39-79)
FA232649 42 (31-57) IND09014 41 (28-58)
FA274525 48 (38-60) IND09015 57 (38-88)
FA307700 39 (30-51) INDO9016 48 (24-74)
FA316078 52 (39-71) FDV(1398 42 (34-52)
FA358833 60 (45-78) FBV01416 57 (43-82)
FA368919 42 (32-55) FDV01420 76 (57-113)
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1.2.1.2  Potencia tetinica

La potencia tetdnica se determina comparando la dosis de la vacuna necesaria para proteger al
50 % de los ratones (DE50) de los efectos de una inyeccién subcutanea de una dosis de toxina
tetdnica con la dosis de referencia necesaria para proporcionar la misma proteccion.

Dia 0, se inyecta la vacuna por via subcutanea a los ratones. Dia 28, se inyecta la solucién con
toxina de desafio por via subcutdnea a los ratones. Se examina a los ratones y se registra el
numero de ratones paralizados, asi como la gravedad de los sintomas. La potencia de la vacuna se
calcula mediante un analisis de lineas paralelas.

Como se puede observar en la tabla 4, la potencia teténica de los lotes de Hexaxim es siempre
superior a la observada en los lotes de Tetravac. La elevada potencia tetdnica se explica por la
presencia adicional de proteina tetdnica transportadora en el principio activo PRP-T de Hexaxim.

Ademas, los lotes de Hexaxim también se compararon con lotes de Pentavac para imitar la
presencia global de proteina tetanica transportadora: como se esperaba, debido 2 las diferencias en
las cantidades de hidréxido de aluminio y PRP-T, los lotes de Hexaxim también presentaron
valores superiores a los de los lotes de Pentavac, y los lotes no son estadisticamente comparables,
No obstante, los datos clinicos y no clinicos no revelaron ningfin problema de seguridad.

Tabla 4: Comparacién de la potencia tetinica en lotes de Tetravac y Hexaxim

Tetravae Pentavac Hexaxim
PTT: 10 Lf/dosis, PTT: 10 Lf/dosis, Hib: 10 pg/dosis, PTT: 10 Lf’dosis Hib: 12 pg/dosis
0,3 mg de aluminio/dosis 0,3 mg de aluminio/dosis 0,6 mg de aluminio/dosis
Nimero de lote Potencia tetinica | Numero de lote Potencia tetinica Nimero de lote Potencia tetdnica

de PFAG Ul/dosis de PFAG Ul/dosis de PFAG Ul/dosis
FA217253 55 (45-68) N0358 425 (285-634) PFAGI006 346 (364-448)
FA218375 70 (56-87) N0540 337 (245-463) PFAGI007 772 (566-1054)
FA218477 61 (49-77) N0541 348 (228-529) PFAGI008 470 (253-736)
FA219623 57 (46-71) PO056 452 (327-625) FDNC0005 555 (407-781)
FA221758 58 (47-11) PO0%4 328 (249-433) FDNC0006 516 (294-796)
FA224498 35 (45-66) P00%6 391 (251-610) FDNC0007 449 (312-658)
FA232649 67 (54-83) Po171 378 (253-566) INDQ9014 893 (584-1243)
FA274525 51 (43-62) P0330 328 (241-447) INDO9015 333 (247-486)
FA307700 67 (54-84) P0526 330(232-470) IND09016 551 (347-808)
FA316078 90 (72-112) P0701 328 (236-457) FDV(1398 556 (280-853)
FA358833 77 (57-102) P0728 200 (153-263) FDV0I416 584 (413-793)
FA368919 103 (78-137) P0729 311 (211-459) FDV01420 705 (485-1017)
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1.2.1.3 Inmunogenicidad contra la tos ferina

Se estudia la inmunogenicidad contra la tos ferina, tanto para FHA como para PTxd. La prueba
aplicada se divide en dos etapas:

e Los ratones se inmunizan por via intraperitoneal con 1/5 de una dosis humana tinica, de la
vacuna o de la referencia, diluida en solucién salina tamponada con fosfato. Cuatro semanas
después, se les extrae sangre a los ratones y los sueros de estos se titulan mediante ELISA;

¢ Secrealiza la titulacién de los anticuerpos contra la toxina pertiisica y contra la FHA, presentes
en el suero de raton segtin lo establecido en la Ph. Eur. 2.7.1 (Métodos inmunoqufmicos) y en
la Ph. Eur. 5.3.1.1 (Método estadistico). El método ELISA implica la reaccién entre los
anticuerpos del suero de ratén y los antfgenos de la toxina pertdsica o de la FHA que recubren
los pocillos de microtitulacién, La cantidad de anticuerpos unidos se determina mediante una
reaccidn posterior con IgG antirratén conjugada con fosfatasa alcalina, seguida de una
reaccidn cromogénica con sustrato de fosfatasa alcalina. La intensidad del color desarrollado
es proporcional a la concentracion de los anticuerpos.

En la tabla 5 y la tabla 6 se presentan Gnicamente los resultados de los lotes a los que se les aplico
un método analitico comparable (es decir, debido al cambio de la referencia estandar del método
analitico, los lotes de Hexaxim FDV01398, FDV01416 y FDV01420 no se utilizan para la
evaluacién de la compatibilidad de los principios activos con respecto 2 la inmunogenicidad
contra la tos ferina). Se observaron respuestas inmunolégicas variables pero similares en los
ratones con los lotes de Tetravac y Hexaxim, lo cual confirma la compatibilidad tanto de PTxd
como de FHA con los demés componentes de la formulacién de Hexaxim. No s¢ ha demostrado
una diferencia significativa en el andlisis estadistico (valores p iguales a 0,06 y 0,79,
respectivamente, para FHA y PTxd en la prueba t de Student al 95 %).

Tabla 5: Comparaci6n de la inmunogenicidad contra FHA en los lotes de Tetravac y
Hexaxim

Tetravac Hexaxim
FHA:; 25 pg/dosis, 0,3 mg de aluminjo/dosis FHA: 25 pg/dosis, 0,6 mg de aluminio/desis
Namero de lote de PFAG Inmunogenicidad contra Nuamero de iote de PFAG Inmunogenicidad contra
FHA FHA
UE/mL UE/mL
FA217253 190 PFAGI006 455
FA218375 330 PFAGI007 183
FA221758 350 PFAGICO08 304
FA232649 618 FDNCO005 346
FA274525 461 FDNCO0006 367
FA307700 396 FDNC0007 355
FA316078 380 INDQ9%014 217
FA358833 417 IND09015 247
FA36891% 447 INDO9016 256
A}
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Tabla 6: Comparacién de la inmunogenicidad contra el toxoide pertisico purificado en los
lotes de Tetravac y Hexaxim

Tetravac Hexaxim
PTxd: 25 pg/dosis, 0,3 mg de aluminio/dosis PTxd: 25 pg/dosis, 0,6 mg de aluminio/dosis
Nimero de lote de PFAG Inmunogenicidad contra Numero de lote de Inmunogenicidad contra PTxd
PTxd PFAG UE/mL
UE/mL
FA217253 625 PFAGIG06 1603
FA218375 726 PFAGI0O7 770
FA221758 935 PFAGI008 821
FA232649 880 FDNCO0005 1039
FA274525 636 EDNC0006 1247
FA307700 1863 FDNCO0007 1589
FA316078 1622 IND09014 673
FA358833 1032 IND09015 687
FA368919 228 INDO9016° 640

1.2.1.4 Contenido de antigeno D

Para la evaluacion de la compatibilidad del principio activo [PV, se seleccioné la prueba de
contenido de antigeno D (potencia de la poliomielitis i vitro), que se prefirié a la prueba de
potencia de la poliomielitis in vivo, ya que el método analitico aplicado para la potencia de la
poliomielitis in vivo fue modificado (consulte la seccién 3.2.P.5.6 Justificacién de las
especificaciones) durante el desarrollo de la formulacién inicial (vea la seccién 3.2.P.2.2 Producto
farmacéutico). Ademds, la prueba de antigeno D mediante ELISA (método in vitro) es un método
adecuado para medir la uniformidad y es més relevante y reproducible que la prueba in vivo para
detectar cualquier alteracion en la vacuna (los resultados detallados del estudio de comparabilidad
que demuestran que la prueba de antigeno D se puede utilizar como método fiable en sustitucién
de la prueba de inmunogenicidad en ratas se presentan en la seccion 3.2.P.5.6 Justificacién de las
especificaciones).

El titulo del antigeno D de las suspensiones de poliovirus se determina mediante ELISA
especificamente para cada tipo de poliovirus en relacién con un estandar de referencia de titulo
conocido. Asi pues, en la tabla 7 se presentan los resultados del contenido de antigeno D de los
lotes de Tetravac y Hexaxim utilizando el mismo método analjitico de ELISA.

La prueba consiste en lo siguiente:

» Los antigenos de la poliomielitis de tipo 1, 2 y 3 son capturados en primer lugar por
anticuerpos antipoliomieliticos de ternera, especificos para cada tipo, que recubren los
- pocillos. Los antigenos unidos son reconocidos por anticuerpos antipoliomieliticos de conejo,

RA_0303347 Informacién confidencial/propietaria
Pagina 10 de 17

. ‘\

AOXANA TONTENILONE can(sﬂmn%igsuez

5 TEOMICA APODER
éﬂfs%ﬁmsgfa.  SANOFI PASTEUR S.A.






sanofi pasteur Seccion 3, J.2,

352 - Hexaxim Componentes del producto farmsoo
(W

especificos para cada tipo, que a su vez son detectados por anticuerpos de cabra anti-IgG
conjugados con peroxidasa;

» Al agregar ABTS (2,2'-azino-bis(3-etil-benzotiazolina-6-4cido sulfénico), sustrato de
peroxidasa), aparece un color que tiene una intensidad proporcional a la cantidad de antigenos
capturados en cada pocillo. El andlisis de los resultados se basa en el método de lineas
paralelas.

Se observa un contenido de antigeno D similar en los lotes de Tetravac y Hexaxim, lo cual
confirma la compatibilidad del principio activo I[PV con los demas componentes de Hexaxim. No
se ha observado una diferencia significativa en el andlisis estadistico (valores p iguales a 0,34,
0,09 y 0,26, respectivamente, para los tipos 1, 2 y 3 con Welch Anova al 95 %).

Tabla 7: Comparacién del contenido de antigeno D en los lotes de Tetravac y Hexaxim

Tetravac Hexaxim
Nimero de lote de PFAG | Contenido de antigeno D | Namero de lote de PFAG | Centenido de antigeno D
(UD/mL) (UD/mL)
FA217253 Tipo 1: 60,4 PEAGI006 Tipo 1: 56,8
Tipo 2: 17,0 Tipo 2: 13,0
Tipo 3: 35,1 Tipo 3: 43,0
FA218375 Tipe 1: 45,1 PFAGI007 Tipe 1: 53,8
Tipo 2: 12,2 Tipo 2: 12,8
Tipe 3: 36,8 Tipo 3: 46,6
FA218477 Tipo 1: 57,5 PFAGID0S Tipo 1: 55,4
Tipo 2: 16,8 Tipo 2: 12,4
Tipo 3: 66,2 Tipo 3: 52,0
FA219623 Tipo 1: 52,7 FDNC0005 Tipo 1: 58,2
Tipo 2: 10,2 Tipo 2: 12,4
Tipo 3: 36,9 Tipo 3; 46,8
FA221758 Tipo 1: 58,3 FDNC0006 Tipo 1: 51,6
Tipe 2: 10,6 Tipo 2: 12,0
Tipo 3: 45,5 Tipo 3: 42,4
FA224498 Tipo 1: 58,3 FDNC0007 Tipo 1: 53,4
Tipo 2: 14,0 Tipo 2: 11,2
Tipo 3: 51,1 Tipo 3: 38,0
FA232649 Tipo 1: 57.3 IND09014 Tipo 1: 56,4
Tipo 2: 18,4 Tipo 2: 11,4
Tipo 3: 67.5 Tipo 3: 51,3
FA274525 Tipo 1: 48,0 INDO9C15 Tipo 1: 59,0
Tipo 2: 13,3 Tipo 2: 11,2
Tipo 3: 66,3 Tipo 3: 53,5
FA307700 Tipo 1: 49,5 IND0S016 Tipo 1: 57,9
Tipo 2: 13,2 Tipo 2: 12,0
Tipo 3: 60,2 Tipo 3: 53,5
FA316078 Tipo 1: 54,5 FDV01398 Tipo 1; 53,8
Tipo 2: 10,6 Tipo 2: 11,0
Tipo 3: 54,4 Tipo 3: 52,6
FA358833 Tipo 1: 57,2 FDV01416 Tipo 1: 57,6
Tipo 2: 12,5 Tipo 2: 12,0
Tipo 3: 70,9 Tipo 3: 51,4
FA368919 Tipo 1: 53,4 FDV01420 Tipo 1: 56,2
Tipo 2: 11,84 Tipo 2: 11,6
Tipo 3: 51,0 - Tipo 3: 49,2
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1.2.1.5 Inmunogenicidad contra Haemophilus "“TRAD@/

La prueba de inmunogenicidad contra Haemophilus (Hib) se divide en dos etapas:

* Inmunizacion de los ratones por via subcutédnea con 1/4 de una dosis Ginica humana de la
vacuna o de la referencia (lote de Act-Hib) en el dia 0 (primovacunacién) y en el dia 14
(refuerzo). Tres semanas después, se extrae sangre a los ratones y los sueros de estos se titulan
mediante ELISA; '

* La titulacién mediante ELISA de la inmunoglobulina G (1gG) contra Haemophilus influenzae
tipo b implica la reaccion entre 1a IgG anti-Hib de los sueros de ratén y los antigenos de
Hib que recubren los pocillos de microtitulacién. La cantidad de anticuerpos unidos se
determina mediante una reaccién posterior con IgG antitratén conjugada con peroxidasa,
seguida de una reaccidn cromogénica con OPD (o-fenilendiamina) en presencia de peréxido
de hidrégeno. La intensidad del color desarrollado es proporcional a la concentracion de
anticuerpos. El esténdar de referencia es un agrupamiento de sueros de ratén inmunizados con
una vacuna que contiene el principio activo Hib.

Los resultados de inmunogenicidad contra Hib en los distintos lotes de Hexaxim se comparan con
la inmunogenicidad de lotes de Act-Hib seleccionados aleatoriamente. Estos resultados confirman
que el principio activo Hib era compatible con los demés componentes de la formulacion de
Hexaxim (tabla 8). No se ha observado una diferencia significativa en el anélisis estadistico (valor
p igual a 0,81 en la prucba t de Student al 95 %).

Tabla 8: Comparacién de la inmunogenicidad contra Hib en los lotes de Tetravac y
Hexaxim

Act-Hib Hexaxim

Hib = 10 pg/dosis Hib = 12 pg/dosis
Nimero de lote de Inmunogenicidad contra Hib Niimero de lote de Inmunogenicidad contra Hib
PFAG UE/mL PFAG UE/mL
N0283 298 PFAGIO06 334
N0457 19,0 PFAGI007 23,2
NO707 49,6 PFAGI008 38,8
N0%919 34,8 FDNC0005 354
N0977 30,6 FDNC0006 42,3
P0198 29.8 FDNC0007 54,8
P0199 32,1 IND(9014 25,3
P0232 50,0 IND(09015 15,5
P0g32 36.9 INDO%016 49,5
PO315 48.8 FDV(1398 43,6
PO371 58,3 EDV01416 51,4
P0404 25,0 FDV01420 45,8
p
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HBsAg y PRP-T s

En cuanto a la compatibilidad de las sustancias activas HBsAg y PRP-T, se establecié un modelo
preclinico de ratones de tipo NMRI, para evaluar la posible interferencia antigénica entre los
antigenos HBsAg y PRP-T (vea la seccion 2.4. Panorama no clinico). Se seleccionaron ratones
NMRI ya que se han utilizado extensamente para estudiar la inmunogenicidad de la mayoria de
los antigenos de Hexaxim.

Se inmunizé a diez ratones NMRI por grupo tres veces a intervalos de tres semanas por via IM
con antigenos HBsAg o PRP-T inyectados solos, o juntos en presencia o ausencia de adyuvante de
hidréxido de aluminio, y combinados o no con todos los demaés antigenos presentes en Hexaxim.

No se observaron interferencias negativas significativas entre los antigenos HBsAg y PRP-T,
formulados o no con los demas antigenos de Hexaxim.

2 Excipientes

Los excipientes del producto farmacéutico son el adyuvante (hidréxido de aluminio), el
hidrogenofosfato sédico y el dihidrogenofosfato de potasio (como componentes del tampén de
fosfatos), el agua para inyectables, los amino4cidos esenciales, la sacarosa y €l trometamol (vea la
seccion 3.2.P.1 Descripcion y composicion del producto farmacéutico).

De hecho, el objetivo durante el desarrollo de la vacuna Hexaxim era lograr una vacuna
inmundgena, lista para usar (¢s decir, totalmente liquida), combinada y adyuvada.

El desarrollo de la composicion de la vacuna se centré principalmente en determinar los
parametros fisicoquimicos dptimos de la formulacién y en seleccionar la composicion de
excipientes adecuada para conseguir la mejor solucidn para lograr un alto nivel de adsorcion en
hidréxido de aluminio para el HBsAg y un nivel limitado para el PRP-T.

Dado que se sabe que la adsorcion de las proteinas en hidréxido de aluminio depende
principalmente del ambiente idnico, se esperaba que la adsorcién de HBsAg y PRP-T en el
adyuvante se viera afectada por la composicidn iénica del tampdn utilizado para estabilizar el pH
de la vacuna y por el contenido de hidréxido de aluminio. Ademas, puesto que la vacuna Hexaxim
era ¢l resultado de la combinacién de varios antigenos, se podian producir multiples interacciones
y podria inducir una competencia de los principios activos hacia la matriz de aluminio. Por
consiguiente, durante el desarrollo se estudié exhaustivamente el efecto de la composicion del
tampdn y el efecto del contenido de aluminio (vea la seccién 3.2.P.2.2 Producto farmacéutico).

En la tabla 9 se presentan los excipientes del producto farmacéutico que se describen en la
Farmacopea Europea. En la tabla 10 se presenta el excipiente del producto farmacéutico que no se
describe en la Farmacopea Europea.

Como el producto farmacéutico se presenta en vial o jeringa monodosis, no se afiaden
conservantes.
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Tabla 9: Lista de excipientes incluidos en la farmacopea

Compuesto Referencia a Ia norma
Fosfato de hidrégeno disédico® Monografia 0118 de la Ph. Eur.
Dihidrogenofosfato de potasio” Monografia 0920 de Ja Ph. Eur.
Hidréxido de aluminio, hidratado, para adsorcién Monografia 1664 de la Pk, Eur.
Sacarosa Monografia 0204 de la Ph. Eyr.
Trometamol Monografia 1053 de la Ph, Eurr.
Agua para inyectables Monografis 0169 de Ia Ph. Eur.

Componente de la solucién tamponada

Tabla 10: Lista de excipientes no incluidos en la farmacopea

Compuesto Referencia a la norma

Mezcla de amino dcidos esenciales en polvo® Interno
(L-Cistina, L-Tirosina, L-Arginina HCI, L-Histidina,
L-Isoleucina, L-Leucina, L-Lisina HCI, L-Metionina,
L-Fenilalanina, L-Treonina, L-Triptéfano y L-Valina)

* Componente de la solucién tamponada

2.1 Adyuvante

Con base en su experiencia previa, sanofi pasteur considera que una vacuna pediatrica combinada
de tales caracteristicas precisa un adyuvante en su composicion.

2.1.1 Hidréxido de aluminio

El adyuvante es hidréxido de aluminio y cumple con los requisitos de la Farmacopea Europea,

Con base en la experiencia adquirida por sanofi pasteur durante décadas con vacunas pediétricas
combinadas como Tetravac y Pentavac, para esta vacuna combinada se selecciond el hidréxido de
aluminio. El hidréxido de aluminio es un adyuvante bien establecido (1) que se considera
habitualmente como parametro o referencia.

El contenido de aluminio se ha fijado en 0,6 mg de aluminio por dosis de 0,5 mL (vea Ia
seccidn 3.2.P.2.2 Producto farmacéutico).

2.1.2  Interacciones entre los antigenos y el adyuvante

Se han estudiado exhaustivamente las caracteristicas fisicoquimicas de los adyuvantes de
aluminio y su efecto sobre la adsorcién de proteinas (2). Estos estudios han demostrado que [as
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fuerzas de atraccion electrostéticas, el intercambio de ligandos y las fuerzas hidrofébicas
contribuyen a la adsorcion de los antigenos en el aluminio.

Entre ¢llos, se sabe que iones como el carbonato y el fosfato modulan el nivel de adsorcién del
antigeno modificando la carga en la superficie del gel de aluminio. Por ejemplo, la adicién de

iones fosfato es capaz de causar la desorcion de proteinas cargadas negativamente (3) del
aluminio.

La interaccidn del hidrdxido de aluminio con los principios activos tal como se incluyen en la
formulacién de Hexaxim se caracterizd de la manera siguiente:

¢ Lacapacidad de adsorcion de cada antigeno en el hidréxido de aluminio, expresada por la
cantidad maxima de proteina unida por cantidad de adyuvante (mg de antigeno unido por mg
de adyuvante);

¢ El mecanismo preferido de interaccién de cada principio activo con el hidroxido de aluminio
se documentd mediante calorimetria de titulacién isotérmica (ITC) (4).

En Hexaxim se identificaron las interacciones siguientes:

* Paracl PDTy el PTT, se observd una reaccion exotérmica, que indica una interaccioén
electrostatica con el gel;

¢ Sc observs una reaccion exotérmica muy débil del PRP-T y el IPV con el hidréxido de
aluminio, lo que indica una mala adsorcion en el gel de hidréxido de aluminio;

¢ Para el HBsAg, se observé una reaccién endotérmica en general, que expresa principalmente
una interaccion de intercambio de ligandos, pero también un modo electrostético.

Puesto que tanto el PTxd como la FHA son principios activos totalmente adsorbidos, su capacidad
de adsoreién no se ha estudiado. Luego se investigé la capacidad de adsorcion de los principios
activos en el gel de aluminio a escala de laboratorio (100 mL) para ¢l PDT, el PTT y el HBsAg,
En esta investigacidn se muestra que el principal modo de interaccién entre los principios activos
y el hidroxido de aluminio por calorimetria isotérmica fue un modo electrostatico. Los antigenos
interactian con el gel de hidréxido de aluminio mediante un desplazamiento de competencia con
los iones presentes. Aunque la capacidad de adsorcién del gel de aluminio es superior a la
cantidad de principios activos presente en la formulacién, estos principios activos no fueron
totalmente adsorbidos, lo que confirma el fendmeno de competencia entre los principios activos y
los iones ambientales.

Los niveles respectivos de adsorcién de antigenos pueden ser modulados por el pH y la fuerza
iénica que determinan el equilibrio idnico, principalmente de los iones fosfato y carbono, y los
aminoacidos, para lograr respectivamente un nivel elevado de adsorcion para el HBsAg y un nive!
limitado para el PRP-T. En el desarrollo del proceso de formulacién, este aspecto se tuvo muy en
cuenta para definir el orden de la secuencia de adicién y posterior adsorcién de los principios
activos con el adyuvante (vea la seccién 3.2.P.2.2 Producto farmacéutico),
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2.2 Composicion del tampoén

2.2.1 Tampoén de fosfato

El tampén de fosfato, cuyos ingredientes cumplen con los requisitos de la Farmacopea Europea,
fue elegido basdndose en la experiencia de sanofi pasteur, y se seleccioné por su capacidad para
actuar en la adsorcién de los antigenos en el hidréxido de aluminio.

El tamp6n de fosfato permite mantener un pH fisiolégico y un entorno isoténico. Ademds, el
tampon de fosfatos es una solucién salina inocua que puede inyectarse sin ningtin tipo de efecto
secundario adverso previsible.

2.2.2 Aminoacidos esenciales

Se selecciond una solucidn de 12 aminodcidos esenciales (tabla 10), combinada con tampon de
fosfato para mantener un nivel bajo de adsorcién del PRP-T, sin afectar al nivel de adsorcién de
los demas principios activos (es decir, PDT, PTT, PTxd y FHA, IPV y HBsAg).

Los amino4cidos esenciales generalmente forman parte del proceso de formulacion para lograr la _
estabilizacién y se seleccionaron con base en la experiencia de sanofi pasteur y en investigaciones
especificas (vea la seccion 3.2.P.2.2 Producto farmacéutico).

2.2.3  Trometamol y sacarosa

Ambos cumplen con los requisitos de la Farmacopea Europea.

La sacarosa y el trometamol, que forman parte del principio activo PRP-T, se afiaden durante el
proceso de elaboracion del producto final a granel Hexaxim.

/] 44
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sanofi pasteur
Toxina diftérica purificada

Seccion 3.2.S.1.1 Nomenclatura

Lista de abreviaturas: vea la seccién 2.3 Resumen general de calidad, Introduccion.
s Nombre internacional:
Vaccinum diphtheriae adsorbatum

Nombre en la Farmacopea Europea: Toxoide diftérico purificado a granel [Monografia No.
0443, Diphtheria vaccine (adsorbed)).

¢ Nombre de la Organizacién Mundial de la Salud:

Toxoide diftérico purificado a granel [proporcionado en el TRS No. 800, anexo 2, 1990
(Requirements for Diphtheria, Tetanus, Pertussis and Combined Vaccines) enmendado en
2003 por el TRS No. 927, anexo 5 (Recommendations for Diphtheria, tetanus, pertussis and
combined vaccines)).

» Nombre interno de la compatfiia (que se utilizard en el CTD):

Toxoide diftérico purificado
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