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DESCRIPCION
Procedimiento de fabricacion de un medicamento factor de transferencia
Campo técnico
Solucion técnica que cubre la fabricacion farmacéutica de un medicamento llamado “factor de transferencia”.
Antecedentes de la técnica

En los afios 50 y 60 del siglo XX, se describié un mecanismo de inmunidad celular (inmunidad mediada por células)
asi como el mecanismo de este tipo de transporte de inmunidad, el factor de transferencia. El factor de transferencia
representa en si una mezcla de sustancias de peso molecular relativo menor de 10.000 que no contiene antigenos
de transplante. Este factor de transferencia puede mediar también la transferencia entre especies de inmunidad
celular, y este fendmeno puede usarse en la terapia de enfermedades ligadas al sistema inmunitario, especialmente
a su parte linfocitica, particularmente de linfocitos T.

Es bien conocido que el factor de transferencia puede obtenerse mediante diferentes procedimientos, siendo la
dialisis o ultrafiltracion los mas frecuentes de ellos. EI medicamento “factor de transferencia” es un dializado o
ultrafitrado de mezcla de leucocitos periféricos obtenida a partir de donantes sanos que se han ensayado y
encontrado no reactivos frente a VIH 1+2, HCV, HBsAg y ldes. Los examenes anti-VIH 1+2, anti-HCV y anti-HBsAg
apropiados se efectian en cada muestra de sangre al menos dos veces. Se examina una vez cada sangre de un
donante individual, a continuacidon la sangre obtenida a partir de 10 donantes diferentes. Estos examenes se
efectian mediante un procedimiento que sea aceptado actualmente por las autoridades legales locales. La muestra
examinada no debe mostrar reactividad que pudiera considerarse positiva en el procedimiento usado. El examen de
sifilis se efectia siempre en cada muestreo por al menos un ensayo, idealmente por un ensayo combinado no
especifico (cardiolipina) y especifico (treponema). La muestra ensayada no debe mostrar reactividad considerada
positiva.

Sumario de la invencién

La presente divulgacion, que comprende la presente invencion, proporciona un procedimiento de fabricacion del
medicamento “factor de transferencia”, que tiene efectos terapéuticos basados en la normalizacién del sistema
inmunitario del donante y que contiene un complejo y una combinacién de sustancias de bajo peso molecular
bioldgicamente activas que tienen PM menores de 10.000 con al menos 200 actividades biolégicas, incluyendo
factores de transferencia en sangre de donantes, ya que son precursores de la maduracion y activaciéon de células,
fabricado segun la reivindicacion 1.

El perfil molecular del factor de transferencia se determina mediante cromatografia liquida de alta resolucion (alta
presion) y moderada a condiciéon de: un flujo isocratico, una columna adecuada para cromatografia en gel con un
tamafio 6ptimo de particula de aprox. 5 pm y poros de aprox. 12,5 nm de tamafio y patrones de peso molecular
adecuados, por ejemplo, albumina bovina, ribonucleasa, acido p-aminobenzoico.

El efecto terapéutico del factor de transferencia estd basado especialmente en la normalizacién del sistema
inmunitario del donante. El efecto clinico del factor de transferencia procede del grupo de sustancias contenido en el
medicamento, su forma de fabricaciéon y uso, no solo es funcién de los compuestos bioldgicos puros. El farmaco
aprovecha tanto los rasgos farmacodindmicos no especificos del producto como la posible especificidad antigénica
particular (un factor de transferencia especifico). El uso de factor de transferencia representa en si un ejemplo de la
denominada “terapia de informacion” basada en una sefial seleccionada insertada en el cuerpo que se amplifica
dentro del cuerpo cambiando su actividad, concretamente, el modo de responder a una enfermedad particular.

Se usa como fase movil tampon fosfato a pH 6,5-7,5, temperatura constante de 25°C o 30°C (x 2°C), longitud de
onda de 260 nm, duracion del proceso de aprox. 20-30 min y volumen de muestra usado de aprox. 20 pl.

Tanto las valoraciones cualitativas como cuantitativas del factor de transferencia se basan en la determinacion del
peso molecular aproximado de las fracciones individuales usando los tiempos de retencién de picos de areas
particulares. La descripcion del farmaco conduce a la conclusion de que este andlisis no debe probar la participacion
de una parte de mas de un 1% que tenga un peso molecular relativo mayor de 10.000. Ventajosamente, la
medicacion puede contener una proporcion de partes de peso molecular relativo de aprox. 2000-6000
correspondiente a un 65-95%, siendo la de peso molecular relativo de aprox. 1000-2000 de 10-30% o mayor.
Resulta mas ventajoso si el medicamento contiene menos de un 10% de compuestos de peso molecular relativo
menor de aprox. 1000. Se entiende siempre que los contenidos expresados como porcentaje significan el valor en
volumen.

El medicamento se fabrica en forma liofilizada. El factor de transferencia liofilizado es una sustancia ligeramente
amarillenta-blanca con consistencia de polvo a esponja. Al disolverse en agua, aparece un fluido puro ligeramente
amarillento o amarillento. Una dosis de producto, pretendida para una administracion terapéutica, representa la
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cantidad de sustancias biolégicamente activas derivadas de aprox. 200 millones de leucocitos. EI medicamento no
contiene conservantes antimicrobianos. La esterilidad del farmaco esta basada solo en su fabricacion aséptica.

El procedimiento de fabricacion implica las siguientes etapas:
a) ajuste del homogeneizado leucocitario
b) dialisis o ultrafiltracion
c) concentracién mediante liofilizacion
d) preparacion de la solucién médica bruta
€e) ensayos interoperativos
f)  homogeneizacién
g) prefiltracion
h) ultrafiltracién
i) filtracion de esterilizacion
j)  pasteurizacién térmica
k)  relleno en ampollas y acabado
I) liofilizacion
a) Preparacion de homogeneizado leucocitario:

Se transportan los concentrados leucocitarios obtenidos de donantes particulares y se almacenan en estado
congelado. En cuanto se descongela a +37°C, se combina el material bruto originario de donantes separados para
conseguir un mayor volumen. El procedimiento debe efectuarse en zonas de fabricaciéon de pureza ambiental
definida. Como la siguiente etapa, se lisan todos los componentes de membrana mediante congelacion y
descongelacion repetidas, en algunos casos mediante destruccidon celular por ultrasonidos o ambos enfoques
combinados.

Preparacién del homogeneizado usando el procedimiento de congelacién-descongelacién:

Se efectla la congelacion en bafio de alcohol desnaturalizado a una temperatura de al menos -35°C usando
dispositivos de congelacion rotativos. Se efectia la descongelacién en un bafio de agua a no mas de +37°C. Se
repite 6 veces el ciclo completo de congelacion-descongelacion. Después del 6° ciclo, se lleva el homogeneizado en
los frascos originales a una camara de congelacion fijada al menos a -17°C hasta el siguiente procedimiento.

Preparacién del homogeneizado usando el procedimiento de ultrasonidos:

Después de la descongelacion, se obtiene un homogeneizado leucocitario mediante destruccion ultrasonica de
células a 20 kHz durante 10 minutos a una temperatura de +2°C-+8°C. Después de esta disgregacion, se almacena
el homogeneizado obtenido en camara de congelacién a menos de -17°C hasta la siguiente descongelacion.

Preparacién de homogeneizado usando el procedimiento combinado:

Es un procedimiento alternativo de homogeneizacién de leucocitos un procedimiento combinado. El ciclo de
congelacion y descongelacion se repite 5 veces sucesivamente con disgregacion ultrasénica a 20 kHz durante 3
minutos a una temperatura de +2°C-+8°C. Después de esta disgregacion, se pone el homogeneizado en una camara
de congelacion a no mas de -17°C hasta el siguiente procedimiento.

Ninguna de las temperaturas usadas en esta etapa de produccién debe variar con una amplitud mayor de 30°C
arriba y abajo y la variacion no deberia durar méas de varios minutos.

Durante la preparacion de homogeneizado leucocitario originado mediante el mezclado de concentrados
leucocitarios separados (obtenidos de donantes particulares en unidades de transfusion), se mezclan conjuntamente
concentrados leucocitarios en un homogeneizado después de su descongelacién (véase la descripcion de
fabricacién descrita anteriormente). Se destruye entonces la sustancia, resultando biolégicamente inerte, y no
apareciendo interaccion entre las sustancias obtenidas de diferentes donantes. Puede encontrarse una interaccién
indeseada entre las sustancias usadas a condicién de que la uniéon de concentrados leucocitarios se efectle
inmediatamente después de su obtencidon del donante, antes de su congelacién, concretamente, mientras los
componentes celulares siguen intactos.
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Al mismo tiempo, los componentes celulares existentes en los homogeneizados leucocitarios se lisan mediante
congelacién y descongelacién repetidas o mediante destruccion ultrasénica de los componentes celulares o
mediante una combinacion de ambos procedimientos. Durante este procedimiento, se mantiene la temperatura para
gue no supere los +37°C. Esta temperatura no deberia ser nunca mayor en mas de 20°C.

b) Didlisis:

Se efectlia el tratamiento adicional del homogeneizado leucocitario en un sistema cerrado usando columna de
dialisis. Si el homogeneizado leucocitario se ha congelado antes de la fabricacién adicional, debe descongelarse en
un bafio de agua a no mas de +37°C. Esta temperatura puede ser menor. Sin embargo, una diferencia de
temperatura de mas de 30°C resulta ventajosa.

La didlisis de homogeneizado procede como una dialisis en sistema cerrado

Se efectla la didlisis en una unidad de didlisis obtenida a partir de un aparato con membrana que retiene las
particulas de peso molecular relativo mayor de 10.000. Se efectla la didlisis a baja temperatura de +2°C-+8°C. Esta
temperatura no deberia diferir en mas de 20°C. El volumen de homogeneizado leucocitario concentrado esta
idealmente entre 1,4y 2,4 |. No deberia superar los 10 | ni ser menor de 0,2 I. La cantidad de agua para inyecciones
gue es necesaria para sustancias de bajo peso molecular en el intervalo de 2°C-8°C esta entre 8-13 I. Esta cantidad
de agua puede ser diferente segun la temperatura usada, sin embargo, deberia corresponder a litros o hectolitros.

Ventajosamente, el concentrado leucocitario disgregado puede circular forzado por bomba a través de una unidad
de dialisis que tiene un flujo de 1,2-2,0 I/h y agua para inyecciones como medio de didlisis a través de la misma
unidad de didlisis por otro circuito que tiene un flujo de 0,4-0,5 I/h a condicion de que el tiempo de didlisis sea de 24
+ 4 horas. Si se usan otras velocidades de circulacién, el tiempo de dialisis debe adaptarse en consecuencia. La
dialisis se completa en cuanto el nivel de absorbancia del dializado cae por debajo de 0,6 a 260 nm. Este valor es el
recomendado, sin embargo puede ser diferente.

En caso de usar ultrafiltracion en lugar de dialisis, el procedimiento es similar.

Ventajosamente, se usa una unidad de dialisis comercial de una maquina de dialisis que retiene particulas de peso
molecular relativo mayor de 10.000. Se asegura un alto estdndar de preparacion.

La didlisis puede reemplazarse también por ultrafiltracion en esta etapa.
¢) Concentracion mediante liofilizacion:

En esta etapa de fabricacién, en primer lugar se distribuye el dializado obtenido a 0,2 | en recipientes adecuados
(frascos) y se congela entonces a una temperatura menor de -30°C. Se efectla un aumento adicional de la
concentracion mediante desecacion usando un equipo de liofilizacién durante 20-30 horas a una temperatura de
hasta +30°C hasta que se obtiene un estado semiseco o semiliquido. Si no puede elaborarse inmediatamente un
dializado, debe mantenerse a una temperatura no superior a -17°C.

Esta etapa de fabricacion es necesaria especialmente por el hecho de que el dializado obtenido contiene una parte
demasiado alta de agua y debe espesarse cuidadosamente. Hay diferentes procedimientos de espesamiento. En lo
que se refiere al factor de transferencia, un dializado se espesa mediante liofilizacion (véase anteriormente). El
procedimiento es muy cuidadoso, protegiéndose de nuevo el producto fabricado frente a la tensién térmica
indeseada. La temperatura de liofilizacion no deberia superar los +30°C. Ventajosamente, la variacion de
temperatura durante toda la etapa de fabricacion nunca supera los 20°C y el volumen de relleno no es nunca mayor
de 2 | ni menor de 0,2 .

d) Preparacion de la soluciéon de medicacion bruta:

La liofilizacién anteriormente mencionada conduce a una concentracion aumentada de medicamento. Después de la
disolucion en agua, deberia conducir a una concentracion tal como sea necesaria para el tratamiento. Por lo tanto,
se disuelve cualitativamente el producto concentrado en agua para inyecciones inmediatamente después de la
liofilizacion, de modo que una unidad de producto esté contenida en 1,5 ml. Una unidad representada por una dosis
terapéutica inyectable contiene la cantidad de sustancias de bajo peso molecular que procede de 2 x 10° leucocitos.

En caso de no procesarse un concentrado obtenido de este modo, debe almacenarse en frascos de vidrio de 0,5 |,
siendo la temperatura de al menos -17°C, hasta el siguiente procesamiento, pero no durante mas de 12 meses.

La preparacion de un lote lleva habitualmente no mas de 3 meses. La temperatura de almacenamiento no deberia
superar nunca los 0°C y el tiempo de almacenamiento no superar nunca el periodo dado.

Deberia obtenerse una dosis terapéutica a partir de una cantidad de leucocitos no menor de 1 millén, pero no mayor
del orden de 1.000 millones (10°%).
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e) Ensayos interoperativos:

Se efectian en producto concentrado disuelto mediante evaluacion de absorbancia de la parte UV del espectro
luminoso a 260 y 280 nm. La relacién de valores obtenidos a 260 y 280 nm se llama “indice de absorbancia”. El valor
de este indice debe ser mayor de 1,7. Las muestras de factor de transferencia brutas que no satisfacen este
requisito se excluyen de procedimientos adicionales.

f) Homogeneizacion:

Para conseguir una sustancia inyectable, se homogeneizan lotes individuales de factor de transferencia bruto en
calderas de acero inoxidable actuando después de la descongelacién. El tamafio de lote del factor de transferencia
inyectable debe posibilitar un procedimiento ciclico de liofilizacion en un equipo de liofilizacion dado.

g) Prefiltracion:

La solucion obtenida debe filtrarse inmediatamente a través de una membrana de 1,2-0,65 um de tamafio de poro
usando un prefiltro de aprox. 15 pm.

h) Ultrafiltracion:

Después de la prefiltracion, se procesa el filtrado mediante ultrafiltracion a través de una membrana que hace de
barrera para sustancias de peso molecular relativo mayor de 10.000.

i) Filtracion de esterilizacion:

La utilizacion terapéutica espera un producto estéril. Por lo tanto, se esteriliza el ultrafiltrado inmediatamente
mediante un filtro de esterilizacion de un solo uso que tiene un tamafio de poro no mayor de 0,22 um. Puede
lograrse la esterilidad mediante diferentes ajustes quimicos o térmicos. La esterilizacién del factor de transferencia
se efectla mediante filtracion de esterilizacion, puesto que posiblemente no sera dafiina para el producto.

j) Pasteurizacion:

Para ser seguro, el producto debe estar inactivado. El factor de transferencia se inactiva mediante pasteurizacion a
+60°C durante 10 horas en bafio de agua. Este procedimiento puede asegurar que el producto final es seguro, y al
mismo tiempo no esta dafado, gracias a su falta de agresividad. El proceso de pasteurizacion debe registrarse y
evaluarse continuamente. El curso de inactivacion anteriormente mencionado puede efectuarse también con otras
temperaturas y tiempos. Estas desviaciones son posibles, sin embargo, debe mantenerse la seguridad del producto
para su uso y al mismo tiempo no debe dafiarse en términos de su eficacia terapéutica.

k) Relleno de ampollas:

Después de la pasteurizacion, se reparte en porciones la solucién estéril. En caso necesario, puede almacenarse en
nevera (siendo la temperatura de +2-+8°C) durante no mas de 3 dias antes de este procedimiento. Se distribuye un
producto fluido desde frascos de vidrio de 2 | a recipientes primarios de 5 ml (por ejemplo, ampollas) en condiciones
estériles en partes de 1,5 ml usando un equipo de relleno adecuado.

) Liofilizacion:

Se congelan los envases primarios con producto rellenado en paneles de aparatos de liofilizacion hasta una
temperatura no mayor de -30°C, en que se liofilizan hasta una temperatura de producto de +30°C y una humedad
residual no mayor del 5%. El secado dura 58-60 horas. El ciclo de liofilizacién dura aprox. 65 horas y puede ser
mayor con respecto a la humedad comprobada del material usado. El ciclo de liofilizacion puede terminarse
deteniendo el vacio con nitrégeno gaseoso.

Se cierran los envases primarios con producto desecado usando un equipo adecuado mediante cierre hermético
inmediatamente después de la retirada del aparato de liofilizacion. Se almacena el producto liofilizado a una
temperatura de +2°C-+8°C protegido de la luz.

En caso de mantener las condiciones de almacenamiento, el tiempo de almacenamiento del producto liofilizado es
de al menos 2 afios.

Si un producto liofilizado no es adecuado en términos de apariencia, humedad, acidez actual y esterilidad, puede
rehacerse disolviéndolo en agua para inyecciones y, después de los cambios necesarios, filtracion de esterilizacion y
ensayos, puede rellenarse y liofilizarse de nuevo.

En caso de no cumplir los ensayos de eficacia, el producto no debe rehacerse y debe ser destruido.

El producto acabado inadecuadamente en ampollas que no pueda rehacerse deberia destruirse triturando los
envases primarios. Durante el proceso de fabricacion, se usa un material posiblemente contagioso. Por lo tanto,
deben usarse herramientas protectoras durante el proceso.

5
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Se ensaya el producto final especialmente desde el punto de vista de: apariencia, envase primario hermético,
pérdida por secado, solubilidad, acidez actual, caracteristicas de las sustancias de bajo peso molecular, ensayos de
pirogenicidad, ensayos de inocuidad, esterilidad y eficacia.

Durante el proceso de fabricacion, no debe violarse nunca el régimen de temperaturas descrito en mas de 40°C y el
periodo de secado no deberia ser menor de 10 horas ni mayor de 60 horas. Es también posible un tiempo de
almacenamiento diferente del mencionado anteriormente a condicion de certificarse la estabilidad del farmaco.

El dispositivo puede usarse para la produccion comercial de cualquier factor de transferencia, tanto especifico como
no especifico, que derive de homogeneizado leucocitario de sangre periférica. Puede usarse en la fabricacion de
medicamentos humanos asi como en la produccién de medicamentos veterinarios.

En un aspecto de la presente divulgacion, el producto puede usarse en situaciones en que se pruebe un defecto de
inmunidad celular y puede recomendarse en infecciones crénicas recurrentes, sepsis grave, eccema atopico,
dermatitis atdpica, micosis vaginal recurrente, psoriasis, sindrome de fatiga cronica, problemas graves de origen
alérgico u oncoldgico.

El producto puede usarse también como profilaxis (cuidados preoperatorios en pacientes inmunosuprimidos, durante
el tratamiento que conduce a una inmunodeficiencia indeseada).

La dosificacion recomendada de factor de transferencia es de 3 dosis por semana. Se administra en total durante un
mes después de la situacion descrita en medicamentos humanos y veterinarios.

Todos los “%” se refieren al volumen.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de fabricacién de un medicamento “factor de transferencia”, que tiene efectos terapéuticos
basados especialmente en la normalizacion del sistema inmunitario del donante y que contiene un complejo y una
combinacion de sustancias bioldgicamente activas que tienen un PM inferior a 10.000, con al menos 200 actividades
biologicas incluyendo factores de transferencia en la sangre de donantes, ya que son particularmente precursores de
la maduracion y activacion de células, caracterizado porque implica las siguientes etapas consecutivas en orden:

1) preparacion de homogeneizado leucocitario
2) didlisis o ultrafiltracion

3) concentracién mediante liofilizacion

4) preparacién de una solucion médica bruta
5) ensayos interoperativos

6) homogeneizacion

7)  prefiltracion

8) ultrafiltracion

9) filtracion estéril

10) pasteurizacion

11) relleno en ampollas 'y

12) liofilizacion.

2. Procedimiento de fabricacion del medicamento “factor de transferencia” segun la reivindicacion 1, en el que
el homogeneizado leucocitario se prepara mediante congelacion, descongelacién, ultrasonidos o una combinacion
de los mismos de concentrado leucocitario humano obtenido a partir de donantes individuales combinados.

3. Procedimiento de fabricacion del medicamento “factor de transferencia” segun las reivindicaciones 1y 2, en
el que la temperatura del proceso de fabricacion en cada etapa de fabricacion consecutiva se regula para no superar
los 37°C, excepto para la pasteurizacion.

4, Procedimiento de fabricacion del medicamento “factor de transferencia” segun las reivindicaciones 1-3, en
el que la etapa de fabricacion “didlisis” se lleva a cabo con el uso de una unidad de didlisis comercial que retiene las
sustancias de PM mayor de 10.000.

5. Procedimiento de fabricacion del medicamento “factor de transferencia” segun las reivindicaciones 1-3, en
el que la etapa de fabricacion “dialisis” puede reemplazarse ventajosamente por ultrafiltracion.

6. Procedimiento de fabricacion del medicamento “factor de transferencia” segun las reivindicaciones 1-4, en
el que el dializado obtenido se rellena a 0,2 | antes de concentracion por liofilizacion y se congela a -30°C y
temperaturas menores, se concentra entonces en liofilizador durante 20-30 horas a una temperatura del material de
como méximo 30°C hasta que el material es semiseco o semiliquido.

7. Procedimiento de fabricacion del medicamento “factor de transferencia” segun las reivindicaciones 1-4, en
el que el dializado obtenido se rellena a 0,2 | y se almacena a -17°C y temperaturas menores hasta el siguiente
procesamiento.

8. Procedimiento de fabricacién del medicamento “factor de transferencia” segun las reivindicaciones 1-5y 7,
en el que la solucién bruta se prepara mediante disolucion cuantitativa del concentrado en agua para inyecciones
“WFI" inmediatamente después de la concentracion, de modo que 1,5 ml de preparacion contengan una dosis, que
es una dosis terapéutica que contiene la cantidad de sustancias de bajo PM obtenida procesando 2 x 10° leucocitos.

9. Procedimiento de fabricacion del medicamento “factor de transferencia” segun la reivindicacién 8, en el que
la solucién bruta no se procesa inmediatamente después de la disolucion en WFI, sino que se almacena en frascos
de 0,5 | de volumen a -17°C y temperaturas menores durante como maximo 12 meses hasta el siguiente
procesamiento.

10. Procedimiento de fabricacion del medicamento “factor de transferencia” segun las reivindicaciones 1-9, en
el que se obtlene una dosis terapéutica del medicamento bruto a partir de leucocitos cuya cantidad oscila entre
1x10° y 1x10°.
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11. Procedimiento de fabricacion del medicamento “factor de transferencia” segun las reivindicaciones 1 a 10,
en el que la filtracion de esterilizacion se realiza usando un filtro desechable con un didmetro de poro maximo de
0,22 um vy la esterilidad del medicamento se asegura mediante fabricacion aséptica sin adicion de conservantes
antimicrobianos.

12. Procedimiento de fabricacion del medicamento “factor de transferencia” segin las reivindicaciones 1-11, en
el que se somete a inactivacion térmica por pasteurizacion en bafio de agua a 60°C durante 10 horas.

13. Procedimiento de fabricacion del medicamento “factor de transferencia” segin las reivindicaciones 1-12, en
el que el periodo de secado de la liofilizacion no es menor de 10 horas ni mayor de 60 horas.
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