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e Agua purificada

El tampén de eluciéon cumple con los siguientes criterios:
¢ Conductividad: 21,0 -23,0 mS/cm
¢ pH: 8,39 -8,55.

Antes de usarse, esta solucién se filtra con filtracién profunda.

5.4 Solucién de bromure de potasio

¢ Bromuro de potasio
* Tampdn de elucién (vea el apartado 5.3)

Esta solucién se filtra antes de usarse (tamafio de poro de 0,2 um).

5.5 Tampén desalinizante para la etapa 2.4, diafiltracién

1. Fosfato disédico, 12 H,O
2. Fosfato dicido de sodio, 2 H,0

Cloruro de sodio

e Agua purificada

El tampén desalinizante para la diafiltracion cumple con los siguientes criterios:
¢ Conductividad: 15,5 -17,5 mS/cm
e pH:6,8-7,1.

Antes de usarse, esta solucién se filtra mediante filtracidn profunda.
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3.6 Tampon desalinizante para la etapa 2.6, GFC

¢ TFosfato disddico, 12 H,0O

¢ Fosfato diacido de sodio, 2 H,O

¢ Cloruro de sodio

¢ Agua para inyectables

El tampén desalinizante para la GFC cumple con los siguientes criterios:
e Conductividad: 15,5-17,5 mS/cm
« pH:6,8-7,1.

Antes de usarse, esta solucién se filtra mediante filtracion profunda.

5.7 Tampén de regeneracién

* Cloruro de sodio

e Polisorbato 20

*  Solucion de tris (hidroximetil) aminometano (vea el apartado 5.1.2)
e Agua purificada

Antes de usarse, esta solucidn se filtra mediante filtracién profunda.

5.8 Otros

e Acido clorhidrico concentrado (37% viv)
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de l1a hepatitis B

El principio activo antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) se obtiene mediante la
fermentacién de la cepa recombinante K8/3-1 de la cepa RB11 de Hansenula polymorpha, y
luego su cosecha, purificacion y maduracién.

Considerando los estudios de caracterizaci6n y estabilidad que se detallan en este dossier, los
controles durante el proceso realizados en las etapas de fermentacién y la identificacion de
HBsAg realizada en la liberacidn, se puede asegurar que la cepa recombinante K8/3-1 de
Hansenula polymorpha se utiliza en este proceso de elaboracién.

Las etapas de elaboracion se determinan mediante parametros de produccién (detallados en la
seccidn 3.2.8.2.2 Cultivo y cosecha celular y 3.2.S.2.2 Reacciones de purificacién y modificacién
y en 3.2.8.2.5 Validacién y/o evaluacién del proceso) y mediante controles durante el proceso
(vea la seccion 3.2.5.2.2 Cultivo y cosecha celular y 3.2.5.2.2 Reacciones de purificacién y
modificacion).

La estabilidad del principio activo HBsAg durante el almacenamiento se controla mediante una
monitorizacion del tiempo y la temperatura a fin de asegurar la calidad del producto. El estudio de
estabilidad se presenta en la seccién 3.2.8.7.1 Resumen y conclusiones de estabilidad,

Segun los resultados de los estudios de validacion que demuestran que el proceso de elaboracién
es reproducible y estd bajo control, las siguientes etapas (vea la Tabla 1) se consideran ctiticas
para ¢l proceso de elaboracion del HBsAg,
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Tabla 1: Etapas criticas del proceso de elaboracion del HBsAg

o8 Sl
Etapas criticas Objetivo de la etapa Control de criticidad
Fermentacién industrial (etapa 1.3) | Expresidn intracelular del HBsAg Estas etapas criticas se
Fase de induccidn controlan mediante:
Fragmentaci6n celular (etapa 1.5) Ruptura celular y liberacién de las particulas de HepB ;Jifgsz?g;s de
Precipitacién con PEG (etapa 1.6) Ehm_macmn d{_a' llos T?sxduos celulares y contaminantes - Controles durante cl
mediante precipitacion
proceso
Adsorcién y lavado {etapa 1.7) C(;)sect?zjl n(,i'ed las p:fu’-tlculasdclk’: 13':erdes d_e1 _H_epB lrnzdl{fmte - Datos de validacién
Desorcién (etapa 1.8) adsorcién/desorcidn con didxido de silicio coloida
Cromatografiz de intercambio Purificacién de la proteina de interés. Eliminacién de las
ténico (IEC) (etapa 2.1} impurezas de ADN y proteinas de las células huésped .
Fase de elucion (HCP).
Ultracentrifugacién (etapa 2.3) Purificacion del HBsAg de interés mediante la eliminacion

de lipidos, principalmente, y las proteinas HCP restantes.

Cromatografia de filtracion en gel Etapa de refinacién
(GFC) (etapa 2.6)

Filtracién final (etapa 2.7) Asegurar la maxima reduccién de la carga biologica

Maduracién (etapa 3) Asegurar una conformacion uniforme de las partfculas
creando todos los enlaces disulfuro intra- e inter particulas,

Durante las distintas etapas del proceso de elaboracion, el control de los parametros de produccién,
los controles durante el proceso y los controles de liberacion realizados sobre el principio activo
final permiten asegurar que estas etapas criticas estdn bajo control.

2  Intermedios

No se genera ningiin intermedio en la produccién del HBsAg. Todas las pruebas de liberacion y
estabilidad se realizan s6lo con el principio activo HBsAg; vea la seccién 3.2.8.4.1 Especificacién
y 3.2.5.7.1 Resumen y conclusiones de estabilidad.
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Lista de abreviaturas: vea la seccidn 2.3 Resumen general de calidad. Introduccion.

1 Desarrollo de la formulacién

La vacuna Hexaxim es una vacuna combinada adyuvada hexavalente libre de conservantes y lista
para usar (es decir, liquida) que permite la inmunizacién activa simultdnea de nifios (a partir de fas
6 semanas de edad) contra las seis enfermedades siguientes: difteria, tétanos, tos ferina,
poliomielitis, hepatitis B y enfermedad invasiva por Haemophilus influenzae tipo b.

La forma farmacéutica de esta vacuna es una suspensién inyectable que se administra por via
intramuscular (IM). Se¢ presenta en un vial de vidrio o en una Jermga monodosis que contienen
1 dosis humana de 0,5 ml..

El producto final a granel (PFAG) se prepara por adicién secuencial de principios activos y
excipientes en un orden especifico para lograr una formulacién homogénea y uniforme antes del
llenado (en viales o jeringas).

1.1 Panorama de los objetivos y de la estrategia

El objetivo principal era desarrollar una vacuna combinada hexavalente inmundgena y estable en -
una presentacion lista para usar con el fin de garantizar la proteccion de los nifics,

La vacuna Hexaxim se desarrolld a partir de la experiencia obtenida durante décadas por sanofi
pasteur con vacunas pediatricas:

¢ Especialmente vacunas combinadas liquidas como la vacuna Tetravac (DTaP-IPV) y la
vacuna Pediace] (DTaP-IPV-PRP-T).

» Vacunas combinadas reconstituidas como la vacuna Pentavac (DTaP-IPV//PRP-T),

¢ Lavacuna liofilizada Act-Hib (Hib), indicada para la inmunizacién activa para prevenir la
enfermedad invasiva por Haemophilus influenzae tipo b .

El objetivo del desarrollo de la formulacion fue, por ende, definir la composicion y el proceso de
elaboracion més adecuados para garantizar la compatibilidad y la estabilidad de los seis principios
activos implicados, y el cumplimiento de la monografia 2067 de la Farmacopea Europea para
vacunas hexavalentes.

La investigacion para el desarrollo se centrd principalmente en los siguientes atributos de calidad:

* La composicion, en términos de concentracién de los principios activos y del adyuvante, se
defini6 para proporcionar la proteccion deseada (vea 3.2.P.1 Descripeion y composicion del
producto farmacéutico), es decir, aquella con la que todos los principios activos inducirdn la
potencia o inmunogenicidad deseada (vea 3.2.P.5.1 Especificaciones),

¢ Lacomposicién de los excipientes (vea 3.2.P.1 Descripeién y composicién del producto
farmacéutico) se estudid especificamente para encontrar el mejor equilibrio para satisfacer dos
atributos de calidad opuestos: garantizar un nivel minimo de adsorcion del PRP-T sin dejar de

: i AL
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mantener un nivel méximo de adsorcién del HBsAg (sin afectar al nivel de PRP
despolimerizado [>20 %)]).

¢ Elorden de la secuencia de adicién de los principios activos y excipientes se estudié también
especificamente para establecer condiciones favorabies para garantizar el nivel deseado de
adsorcién de los principios activos al adyuvante a lo largo de la vida atil de 1a combinacién.

1.2 Panorama del desarrollo

Durante el periodo de desatrollo de 6 afios, se prepararon diferentes lotes desde la escala de
laboratorio (100 mL y 555 mL) hasta la escala industrial (50 L a 250 L) para determinar la
composicion y el proceso de produccién adecuados, para evaluar la vacuna candidata mediante
estudios preclinicos y clinicos, y también para documentar la robustez del proceso y demostrar la
uniformidad de la produccion.

Primero se desarrollé una formulacién inicial. Después, para facilitar el paso de ajuste del pH, se
eliminé uno de los componentes del excipiente (iones carbonato) ocasionando una modificacién
de la composicidn de los excipientes y del proceso de formulacién, mientras se mantenfan los
mismos atributos de calidad de la vacuna Hexaxim.

Las mejoras del proceso de formulacién desde la formulacion inicial hasta la formulacién
optimizada se describen y justifican en Ia tabla 1. Los detalles de los cambios se muestran en el
parrafo 1.3.

!
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Tabla 1: Cambios de formulacion desde la formulacién inicial hasta la formulacién

optimizada

Cambios Formulaci6n inicial

Formulacién optimizada

Formulacitn

Fundamentos

Tampén de carbonato y | La formulacién inicial contenia

La formulacién optimizada no

Facilitar el ajuste del pH durante

fosfato carbonato y fosfato. contiene carbonato y sigue el proceso de mezcla, no se
conieniendo fosfato, realiza adicion alguna de
carbonato,
Aminoscidos Solo aportaba aminodcidos el Durante el proceso de Mantener el mismo atributo de

M199 (estabilizante del
principio activo [PV).

formulacion se incorpora una
solucion de aminoacidos
esenciales, antes de la adicidn
de IPV y PRP-T.

calidad de la vacuna candidata
Hexaxim tras eliminar los iones
carbonato, se affaden
aminodgidos esenciales para
evitar 12 adsorcion del PRP-T
mientras se limita la desorcion
de otros principios activos,

Paso de preadsorcién
del HBsAg en una
fraecién de hidréxido
de aluminio

No se realizaba ninglin paso de
preadsorcién per se. No
obstante, se afiadia HBsAg al
hidréxido de aluminio antes de
fa introduccidn sucesiva de los
demas principios activos (es

Se lieva a cabo un paso de
preadsorcién del HBsAg solo
en el gei de aluminio,
introduciendo primero el
principio activo HBsAg en el
fanque que contiene hideoxido

Este paso de preadsorcidn se
incluye en €l proceso de
formuilacién para garantizar una
adsorcidn suficiente del HBsAg
en el hidroxido de aluminio at
final del periodo de validez, sin

incrementar la duracién del
proceso global de mezela.

de aluminio.

En paralelo, se introducen
sucesivamente PDT, PTT,
PTxd y FHA en otro tanque
que contiene hidréxido de
aluminio. Se mezclan a
continuacién las dos
fracciones, antes de la adicién
del IPV y del PRP-T.

decir, PDT, PTT, PTxd y FHA,
[PV y PRP-T).

Ajuste del pH final El pH final se ajustaba en el El pH final se gjusta en el Este ajuste del pH se lleva a
rango de 6,8-7,2, rango de 7,047,2. vabo pata asegurar un contenido
de PRP-T no adsorbido
28 pg/dogis y garantizar un nivel
aceptable de PRP

despolimerizado (<20 %),

Las concentraciones de los antigenos y de los demds componentes (sacarosa y trometamol)
siguieton siendo las mismas entre la formulacién inicial y la formulacién optimizada, y no se
modificaton durante el desarrollo general de Hexaxim.

Los cambios de elaboracién (p. ej., planta, escala) y la seleccién del sistema de cierre del envase
se describen en las secciones 3.2.P.2.3 Desarrollo del proceso de elaboracion y 3.2.P.2.4 Sistema
de cierre del envase, respectivamente,
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1.3 Desarrollo del proceso de formulacién

Para garantizar la compatibilidad y la estabilidad de cada principio activo con la combinacién
hexavalente, se investigaron los siguientes pardmetros:

¢ El contenido de hidréxido de aluminio.

* Laconcentracién de los principios activos.

* Elnivel de adsorcién de los principios activos sobre el gel de hidréxido de aluminio.

* Elambiente idnico (p. &j., la composicién de los excipientes y la composicién del tamp6n).

* Elproceso de mezcla, incluyendo la secuencia de introduccidn de los principios activos
durante la mezcla y la preadsorcién del HBsAg durante la preparacion del producto final a
granel.

1.3.1 Contenido de hidroxido de aluminio

Uno de los pardmetros importantes para definir la formulacién de la vacuna Hexaxim era
seleccionar el contenido 6ptimo de aluminio.

Sin dejar de cumplir con la monografia 2067 de la Farmacopea Europea, los objetivos eran, en
primer Jugar, obtener una concentracion suficiente para garantizar un efecto adyuvante eficiente y,

en segundo lugar, asegurar el nivel de adsorcién adecuado de dos antigenos especificos: ¢l PRP-T
y el HBsAg,

Considerando las siguientes vacunas comercializadas por sanofi pasteur, la concentracién de
adyuvante se fija cominmente en un minimo de 0,3 mg de Al/dosis y por debajo de 1,25 mg de
Al/dosis (como exige la monografia 2067 de la Farmacopea Europea):

¢ Las vacunas combinadas Tetravac y Pentavac, para las que se ha demostrado la seguridad y la
eficacia, contienen los principios activos y 0,3 mg/dosis de hidréxido de aluminio en su
formulacién.

¢ Lavacuna combinada Tetracoq (DTwP-IPV), para la que se ha demostrado también la
seguridad y la eficacia, contiene 0,6 mg/dosis de hidréxido de aluminio.

* Antes de desarrollar la formulacién de Hexaxim, se desarrollé una nueva vacuna candidata de
Hep B monovalente (denominada spHB) basada en el HBsAg de sanofi pasteur producido a
pattir de Hansenula polymorpha. Esta vacuna contenfa también 0,6 mg/dosis de hidréxido de
aluminio, La inmunogenicidad de esta vacuna experimental spHB se compard con una vacuna
de control con licencia, Engerix B® (1), en dos estudios aleatotizados, controlados, con
observador ciego, de fase I1I (realizados en Argentina y Uruguay). Ambas vacunas se les
administraron a los participantes con un calendario de 0-1-6 meses y se midieron los titulos de
anticuerpos antes de la dosis 1 y | mes despuds de la dosis 3. Se llevaron a cabo analisis
estadisticos de no inferioridad sobre los indices de seroproteccion después de la vacunacidn.
En ambos estudios, la seroproteccién para la vacuna spHB fue del 100 % y la vacuna spHB no
fue infetior a la vacuna de control con licencia. La reactogenicidad fue baja para cada vacuna,
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