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DESCRIPCION
Procedimiento de produccion de fosfato de aluminio
Antecedentes

Algunas vacunas y otros medicamentos contienen uno o mas componentes llamados adyuvantes que sirven para
mejorar la inmunogenicidad de los antigenos de vacuna, lo que hace que la vacuna sea mas efectiva. Los estudios
han demostrado que muchas vacunas que contienen aluminio provocan respuestas de anticuerpos mas altas y mas
prolongadas que las mismas vacunas formuladas sin el adyuvante. Existen varios tipos de sales que contienen
aluminio (también denominadas alumbre) que funcionan como adyuvantes de vacunas: (i) fosfato de aluminio o AIPO4,
(i) hidréxido de aluminio o Al(OH)s3 v (iii) sulfato de aluminio potasio de AIK(SO4),. La efectividad de cada adyuvante
que contiene aluminio a menudo depende de las caracteristicas de la vacuna especifica y de como el fabricante
prepara la vacuna (Baylor et al., “Aluminum salts in vaccines-US perspective”, Vaccine 20:S18-23, 2002). Para trabajar
como un adyuvante, el antigeno normalmente necesita ser adsorbido en el aluminio para mantener el antigeno en el
sitio de la inyeccion.

Las vacunas autorizadas en los Estados Unidos para nifios que contienen adyuvantes de aluminio incluyen, sin
limitacién, la vacuna difteria-tétanos-pertussis acelular (DTaP), algunas vacunas conjugadas contra Haemophilus
influenzae tipo b (Hib), vacuna antineumocadcica conjugada, vacunas contra la hepatitis B, DTaP combinada, Tdap,
Vacunas contra la Hepatitis A y vacuna contra el virus del papiloma humano.

Prevnar®, comercializado y vendido por Wyeth, es una vacuna antineumocdcica conjugada que contiene fosfato de
aluminio como adyuvante. Los antigenos en Prevnar® son una mezcla de polisacaridos de siete serotipos diferentes
de la bacteria Streptococcus pneumoniae, cada uno conjugado con la proteina transportadora CRM1g7. Prevnar® esta
formulado como un liquido acuoso transparente que contiene una suspension coloidal del antigeno, la sustancia que
estimula la respuesta inmune protectora especifica, adsorbida en el adyuvante de aluminio AIPOs,.

El documento GB777018 divulga un procedimiento para producir fosfato de aluminio. Una solucién acuosa de fosfato
de sodio tribasica se agrega a una solucidn acuosa agitada que contiene cloruro de aluminio. Después de ajustar el
pH de 6,4 a 6,6 con una soluciéon de hidréxido de sodio, la suspensién se sedimenta a temperatura ambiente para
producir el precipitado del fosfato de aluminio. Después de cinco a siete dias el sobrenadante se decanta y descarta.
El gel resultante se lava y se vuelve a suspender en agua. La suspension de gel se puede esterilizar mediante
autoclave.

Aunque se han descrito procedimientos para producir adyuvante de fosfato de aluminio, sigue existiendo la necesidad
en la técnica de procedimientos que sean mas eficaces y/o estériles, especialmente a escala industrial. Ademas, es
deseable que cualquier procedimiento nuevo produzca adyuvante de fosfato de aluminio con caracteristicas fisicas,
quimicas y funcionales similares a las del adyuvante de fosfato de aluminio que ya se usa comercialmente, por ejemplo,
en Prevnar®.

Sumario

La presente invencién proporciona procedimientos mejorados para producir el adyuvante de aluminio AIPO4. Estos
procedimientos de fabricacion mejorados se benefician de una mayor eficacia y/o esterilidad incrementada en
comparacion con otros procedimientos y son particularmente Utiles a escala industrial.

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invenciéon proporciona un procedimiento para producir fosfato de aluminio que
comprende las etapas de mezclar una solucién de cloruro de aluminio y una solucién de fosfato de sodio tribasico para
producir un precipitado de fosfato de aluminio, en el que la mejora comprende sedimentar el precipitado de fosfato de
aluminio a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 50 °C a aproximadamente 70 °C.

En otro aspecto, la presente invencién se dirige a un procedimiento para producir fosfato de aluminio que comprende
los pasos de: (i) mezclar una solucién de cloruro de aluminio y una solucion de fosfato de sodio tribasico para producir
una suspension de fosfato de aluminio y un sobrenadante; (ii) sedimentar la suspension de fosfato de aluminio para
producir un precipitado de fosfato de aluminio; y (iii) retirar el sobrenadante, en el que los pasos de mezclar, sedimentar
y retirar se realizan dentro de un sistema cerrado.

Estos y otros aspectos de la presente invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion y de las
reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 representa un diagrama de flujo para un procedimiento de produccion de AIPO4 (no de acuerdo con la
invencion).

La Figura 2 representa un diagrama de flujo para un procedimiento mejorado de produccion de AIPO4 (de acuerdo
con la invencion).

Descripcion detallada de ciertas realizaciones
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La presente invencion proporciona procedimientos mejorados para la fabricacion del adyuvante de aluminio AIPO..
Estos procedimientos son especialmente Utiles en la fabricacion a escala industrial de AIPO4.

La Figura 1 representa un procedimiento de la técnica anterior para producir fosfato de aluminio en el que el cloruro
de aluminio (AICI3) y el fosfato de sodio tribasico (Na3PO4) se preparan primero por separado. El cloruro de aluminio
puede estar en forma de cloruro de aluminio hexahidratado. Estos reactivos se transfieren asépticamente a un
recipiente de formulacion y se combinan con agua (por ejemplo, Water-for-Injection™ o WFI™). La reaccion entre
estos reactivos da como resultado la formacion de una suspension de AIPO4. La suspension se transfiere luego a
depdsitos para sedimentar a 25 °C. El tiempo de sedimentacion para este procedimiento (es decir, el tiempo requerido
para permitir que el precipitado AIPO4 se sedimente en los tambores) es de aproximadamente 7 a 10 dias, lo que
representa el paso mas lento en el procedimiento general. Después de la sedimentacion, el sobrenadante se elimina
de cada depdsito y el AIPO4 precipitado se transfiere a un recipiente de formulacion para la esterilizacion in situ (por
ejemplo, 2121 °C, 45 min) y el ajuste del pH. El AIPO; final se transfiere luego a depdsitos para su almacenamiento.
El tiempo total de ciclo del lote de este procedimiento a escala industrial es de aproximadamente 10 a 12 dias. Ademas,
la naturaleza abierta de este procedimiento requiere que las multiples manipulaciones asépticas se realicen en un
entorno de aire limpio (por ejemplo, Clase 100). Esto es costoso y también requiere pruebas de esterilidad.

La eficacia del procedimiento representado en la Figura 1 se mejora significativamente, entre otras cosas, realizando
el paso de sedimentacion a temperaturas mas altas. En este procedimiento mejorado de acuerdo con la invencion que
se representa en la Figura 2, después de mezclar el cloruro de aluminio, el fosfato de sodio tribasico y el agua para
formar una suspension de AlIPO., la suspension se deja sedimentar a aproximadamente 50 °C a 70 °C (por ejemplo,
60 °C). El tiempo de asentamiento a estas temperaturas mas altas se reduce de aproximadamente 7 a 10 dias a entre
aproximadamente 2 y 5 dias.

Otra mejora en comparacion con el procedimiento de la Figura 1 implica realizar todos los pasos del procedimiento
dentro de un sistema cerrado. Esto tiene la ventaja de reducir el riesgo de contaminacion (por ejemplo, de bacterias,
etc.) aumentando asi la garantia de esterilidad del producto final y reduciendo la necesidad de pruebas de esterilidad.
Por lo tanto, en la Figura 2, el sobrenadante se elimina del recipiente de formulacion (por ejemplo, usando un tubo de
sifén) y la suspension de AIPO, restante (todavia en el mismo recipiente de reaccion) se esteriliza en el lugar (por
ejemplo, 2121,1 °C, 30 minutos) antes el pH esta ajustado El producto AIPO4 final puede luego transferirse a depdsitos
para su almacenamiento. El tiempo de ciclo de lote total de este procedimiento a escala industrial es de
aproximadamente 3 a 6 dias (es decir, la mitad del tiempo de ciclo del procedimiento en la Figura 1). Un tiempo de
ciclo reducido proporciona una ventaja en eficiencia. La Tabla 2 proporciona una comparacion lado a lado de algunas
de las diferencias entre los procedimientos representados en las Figuras 1y 2.

Basandose en parte en estos hallazgos, la presente invencion proporciona un procedimiento para producir fosfato de
aluminio que comprende las etapas de mezclar una solucién de cloruro de aluminio y una solucién de fosfato sédico
tribasico para producir un precipitado de fosfato de aluminio, donde la mejora comprende sedimentar el fosfato de
aluminio. Precipitar a una temperatura en el rango de aproximadamente 50 °C a aproximadamente 70 °C. En ciertas
realizaciones, la mejora comprende sedimentar el precipitado de fosfato de aluminio a una temperatura en el rango de
aproximadamente 55 °C a aproximadamente 65 °C. En otra realizacion, la mejora comprende sedimentar el precipitado
de fosfato de aluminio a una temperatura de aproximadamente 62 °C. En otra realizacién mas, la mejora comprende
sedimentar el precipitado de fosfato de aluminio a una temperatura de aproximadamente 60 °C.

Como se discutié anteriormente, estas mejoras reducen significativamente e inesperadamente el tiempo de
sedimentacion del fosfato de aluminio. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, el paso de sedimentacion puede
realizarse entre aproximadamente 2 y 5 dias en comparacion con entre aproximadamente 7 y 10 dias a temperaturas
mas bajas. En un conjunto de realizaciones, el paso de sedimentacion puede realizarse entre aproximadamente 2 y 4
dias, por ejemplo, entre aproximadamente 2 y 3 dias o entre aproximadamente 3 y 4 dias. Se apreciara que el paso
de sedimentacion puede realizarse durante el tiempo que se desee dentro de estos rangos o incluso durante periodos
mas largos (por ejemplo, 5 o mas dias) o mas cortos (por ejemplo, menos de 2 dias). Periodos de sedimentacion mas
largos generalmente produciran mayores rendimientos en comparacion con periodos de sedimentacién mas cortos;
sin embargo, también habra una compensacion de eficiencia como resultado de la mayor duracion del procedimiento
de fabricacion general. En consecuencia, el tiempo de asentamiento dptimo tendra que tener en cuenta ambos factores
y también dependera de la temperatura de sedimentacion exacta.

En otro aspecto, la presente invencion se dirige a un procedimiento para producir fosfato de aluminio dentro de un
sistema cerrado. El uso del sistema cerrado mejora significativamente la garantia de esterilidad del procedimiento.
Esto hace que el procedimiento general sea mas eficiente ya que reduce la cantidad de pruebas de esterilidad que se
deben realizar y ya no requiere que el procedimiento se realice dentro de un entorno de aire limpio. Como se usa en
el presente documento, el término “sistema cerrado” significa un sistema en el que la exposicién de la mezcla de
reaccion contenida dentro de uno o mas recipientes al entorno exterior (por ejemplo, aire, oxigeno, microbios y
similares) se reduce o previene. De acuerdo con este aspecto, el procedimiento de la invencién comprende los pasos
de (i) mezclar una solucién de cloruro de aluminio y una solucion de fosfato de sodio tribasico para producir una
suspension de fosfato de aluminio y un sobrenadante; (ii) sedimentacion de la suspension de fosfato de aluminio para
producir un precipitado de fosfato de aluminio; y (iii) eliminar el sobrenadante, en el que los pasos de mezclar,
sedimentar y eliminar se llevan a cabo dentro de un sistema cerrado.
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En ciertas realizaciones, en el paso de mezclado del procedimiento anterior, la solucién de fosfato de sodio tribasico
se agrega a la solucién de cloruro de aluminio. La solucion de fosfato de sodio tribasico se agrega tipicamente a la
solucion de cloruro de aluminio hasta que el pH esta en el rango de aproximadamente 5,0 a aproximadamente 5,4 (es
decir, aproximadamente 5,2 + 0,2). En ciertas realizaciones, la solucion de fosfato de sodio tribasico se agrega a la
solucién de cloruro de aluminio hasta que el pH esta en el rango de aproximadamente 5,1 a aproximadamente 5,3.

En ciertas realizaciones, el paso de mezclado del procedimiento anterior se realiza a una temperatura en el rango de
aproximadamente 20 °C a aproximadamente 30 °C. En ciertas realizaciones, el paso de mezclado se realiza a una
temperatura de aproximadamente 25 °C.

En ciertas realizaciones, el paso de mezclado del procedimiento anterior comprende mezclar la solucién de cloruro de
aluminio y la solucion de fosfato de sodio tribasico con un impulsor que gira a aproximadamente 150 rpm a
aproximadamente 350 rpm. En ciertas realizaciones, el paso de mezclado del procedimiento anterior comprende
mezclar la solucién de cloruro de aluminio y la soluciéon de fosfato de sodio tribasico con un impulsor que gira a
aproximadamente 200 rpm a aproximadamente 300 rpm. En oftras realizaciones mas, el paso de mezclado del
procedimiento anterior comprende mezclar la solucién de cloruro de aluminio y la solucion de fosfato de sodio tribasico
con un impulsor que gira a aproximadamente 250 rpm.

En ciertas realizaciones, el paso de sedimentacion del procedimiento anterior se realiza a una temperatura en el rango
de aproximadamente 50 °C a aproximadamente 70 °C, es decir, como se describe en el primer aspecto de la invencion.
En ciertas realizaciones, el paso de sedimentacion del procedimiento anterior se realiza a una temperatura en el rango
de aproximadamente 55 °C a aproximadamente 65 °C. En otra realizacion, el paso de sedimentacion se realiza a una
temperatura de aproximadamente 62 °C. AUn otras realizaciones, el paso de sedimentacién se realiza a una
temperatura de aproximadamente 60 °C.

En ciertas realizaciones, el paso de sedimentacion puede realizarse durante entre aproximadamente 2 y 5 dias. Por
ejemplo, el paso de sedimentacion puede realizarse entre aproximadamente 2 y 4 dias, por ejemplo, entre
aproximadamente 2 y 3 dias o entre aproximadamente 3 y 4 dias. Se apreciara que el paso de sedimentacion puede
realizarse durante el tiempo que se desee dentro de estos rangos o incluso durante periodos mas largos (por ejemplo,
5 dias 0 mas) o mas cortos (por ejemplo, menos de 2 dias).

En ciertas realizaciones, el paso de eliminacién comprende decantar el sobrenadante. En ciertas realizaciones, el paso
de eliminacién comprende eliminar el sobrenadante usando un tubo de sifén.

En ciertas realizaciones, el procedimiento anterior comprende ademas esterilizar el precipitado de fosfato de aluminio,
en el que las etapas de mezclar, sedimentar, eliminar y esterilizar se realizan todas dentro de un sistema cerrado. En
ciertas realizaciones, el paso de esterilizaciéon comprende calentar el precipitado de fosfato de aluminio a una
temperatura superior a aproximadamente 110 °C. En ciertas realizaciones, el paso de esterilizacién comprende
calentar el precipitado de fosfato de aluminio a una temperatura superior a aproximadamente 121 °C.

En ciertas realizaciones, el procedimiento anterior comprende ademas ajustar el pH del precipitado de fosfato de
aluminio, donde los pasos de mezcla, sedimentacion, eliminacion, esterilizacion y ajuste se realizan todas dentro de
un sistema cerrado. En ciertas realizaciones, el paso de ajuste comprende ajustar el pH del precipitado de fosfato de
aluminio para que esté en el rango de aproximadamente 5,6 a aproximadamente 6,0. En ciertas realizaciones, el paso
de ajuste comprende ajustar el pH del precipitado de fosfato de aluminio para que esté en el rango de
aproximadamente 5,7 a aproximadamente 6,0. En ciertas realizaciones, el paso de ajuste comprende ajustar el pH del
precipitado de fosfato de aluminio para que esté en el rango de aproximadamente 5,8 a aproximadamente 6,0. En
ciertas realizaciones, el paso de ajuste comprende ajustar el pH del precipitado de fosfato de aluminio para que esté
en el rango de aproximadamente 5,9 a aproximadamente 6,0.

Los procedimientos de la invencion se pueden usar para producir fosfato de aluminio que tiene una variedad de
concentraciones; sin embargo, en ciertas realizaciones, la concentracion de fosfato de aluminio después del paso de
mezcla anterior esta en el rango de aproximadamente 9,0 a 16,5 mg/ml.

En ciertas realizaciones, después del paso anterior de ajuste del pH, el precipitado de fosfato de aluminio incluye
particulas con una distribucion de tamafo que tiene un D[v, 0,5] (las definiciones de los valores de distribucion de
tamafio particulares se exponen en el Ejemplo 1 a continuacién) en el rango de aproximadamente 3,0 ym a
aproximadamente 9,0 um, o de aproximadamente 4,5 ym a aproximadamente 6,5 uym. En ciertas realizaciones,
después del paso anterior de ajuste del pH, el precipitado de fosfato de aluminio incluye particulas con una distribucion
de tamafo que tiene una DJ[v, 0,1] de mas de aproximadamente 1,5 um, o de mas de aproximadamente 2,0 um. En
ciertas realizaciones, después del paso anterior de ajuste del pH, el precipitado de fosfato de aluminio incluye
particulas con una distribuciéon de tamario que tiene una D[v, 0,9] de menos de aproximadamente 25 ym, de menos
de aproximadamente 24 um, de menos de aproximadamente 23 um, de menos de aproximadamente 22 uym, de menos
de aproximadamente 21 um, o de menos de aproximadamente 20 ym.

Las realizaciones particulares de la invenciéon se exponen en las reivindicaciones 1-16.

La presente invencion se ilustrarda mas especificamente con referencia a los siguientes ejemplos. Sin embargo, debe
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entenderse que la presente invencion no esta limitada por estos ejemplos de ninguna manera.
Ejemplos
Ejemplo 1 - Descripcioén del sistema/procedimiento

Este ejemplo describe un sistema de ejemplo y un procedimiento para realizar algunos de los procedimientos que se
describen en la presente memoria, tales como el representado en la Figura 2. En este ejemplo, la preparacion y el
procesamiento por lotes del procedimiento de fabricacién de AIPO4 se controlan a través de un sistema de preparacion
de medios (MPS o “Skid” de Preparacion de Medios). EI MPS consta de 3 recipientes de procesamiento por lotes (50-
I, 200-1 y 800-I), carcasas de filtros y tuberias con conexiones sanitarias. El procedimiento de fabricacion utiliza
recipientes de 200-1 (V12) y 800-1 (V13). Por lo tanto, el AIPO4 se produce en lotes de 800-1 (volumen total) que
producen 350 Kg de precipitado de fosfato de aluminio. El precipitado final se descarga en depdsitos de 50-I.

Las materias primas utilizadas en este procedimiento incluyen:

e fosfato de sodio tribasico (20,4 Kg)

e WFI™ (para disolucion tribasica de fosfato de sodio) (107,4 1)

e hexahidrato de cloruro de aluminio (10,1 Kg)

e WFI™ (para disolucién de hexahidrato de cloruro de aluminio) (91,6 1)
o hidroxido de Sodio 5N (para ajustar el pH)

El primer paso en el procedimiento fue pesar 20,4 kg de fosfato de sodio tribasico en el contenedor de materias primas
y dejarlo a un lado. A continuacion, se pesaron 10,1 kg de hexahidrato de cloruro de aluminio en un contenedor de
materias primas y se dejaron de lado.

La receta automatizada para fosfato de aluminio se inicié y el sistema se sometié a una prueba de presién. Los
recipientes V12, V13 y las lineas de transferencia asociadas se enjuagaron previamente con WFI™. Después del
enjuague con WFI™ |os filtros de control de particulas se colocaron en linea tanto en el “lado de filtracién” como en
el “lado de clarificacion” de la linea de transferencia entre V12 y V13. Antes de tomar muestras a granel, se conectd
un puerto de muestra preesterilizado con C-Flex al recipiente V13.

El sistema luego se sometié a otra prueba de retencion de presion. Una vez completada la retencion de presion, el
sistema se purgd con vapor limpio. Después del lavado con vapor, los filtros previamente instalados se limpiaron con
un total de 50-1 de WFI.

Luego se agregd un objetivo de 162,0- de WFI a V12. El WFI fue luego transferido a V13. Se afiadieron 100-I
adicionales de WFI1 a V12 y luego se transfirieron a V13. La temperatura de reaccion critica final de 25 °C se establecid
en V13.

Se afiadié un objetivo de 63,0- de WFI al recipiente V12. El agitador asociado con V12 se inicié y se control6 a un
objetivo de 350 rpm. El cloruro de aluminio previamente pesado se afiadié a V12 (después de que se alcanzd una
temperatura de disoluciéon de 35-45 °C). Después de la disolucion inicial del cloruro de aluminio, V12 se llevo a un
objetivo de 91,6-1 de WFI y se mezclé durante 5-35 minutos antes de la verificacion visual de que el cloruro de aluminio
se habia disuelto. El recipiente V13 comenzd a agitar el WFI con un punto de referencia de 250 rpm. El cloruro de
aluminio se transfirié después de V12 a V13.

Se agreg6 un objetivo de 150-1 de WFI a V12. EI WFI se transfirié luego a V13 y se afiadieron 150-I adicionales de
WFI a V12 y nuevamente se transfirieron a V13. La temperatura de reaccion critica final de 25 °C se establecié en
V13.

Se agregd un objetivo de 70- de WFI a V12. El agitador asociado con V12 se inicié y se controld a un objetivo de 350
rpm. El fosfato sédico tribasico previamente pesado se afiadio a V12 (después de que se alcanzé una temperatura de
disolucién de 35-45 °C). Después de la disolucion inicial del fosfato de sodio tribasico, V12 se llevé a un objetivo de
107,4-1 de WFI y se mezclé durante 5-35 minutos antes de la verificacion visual de que el fosfato de sodio tribasico se
habia disuelto.

El fosfato sédico tribasico se transfirié después de V12 a V13 y se mezclé con cloruro de aluminio hasta que se alcanzé
un pH objetivo de 5,20. Después de una hora, el pH se ajusté de nuevo a un pH objetivo de 5,20 afiadiendo fosfato de
sodio tribasico. Una vez que el pH se estabilizo, el agitador se ralentizé a 150 rpm y el punto de referencia de
temperatura se cambié a 60 °C. El agitador se apagd después de mezclar durante una hora. El fosfato de sodio
restante tribasico se drend de V12, luego se eliminaron los filtros de particulas y se reemplazaron con tapas CIP, y
V12 y las lineas de transferencia se sometieron al procedimiento CIP.

El fosfato de aluminio se asent6 en V13 por debajo del tubo de sifén a una temperatura objetivo de 60 °C. Una vez
que se completd la sedimentacion (debajo del tubo de sifon), el sobrenadante se decantd de V13 a través del tubo de
sifén. A continuacion, la valvula de muestra para V13 se esteriliz6 manualmente durante 15 minutos a=121,1 °C. Una
vez que la valvula de muestra se hubo esterilizado y se habia enfriado a menos de 60 °C, se tomaron dos muestras
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de biocarga de 25 ml.

El fosfato de aluminio en V13 se esterilizd luego durante 30 minutos a 2121,1 °C, seguido de la esterilizacion de la
linea de adicion de base (15 a una temperatura de 2121,1 °C). Utilizando el dispositivo de conexion estéril, se conecto
una botella de 1-1 de NaOH 5N a la linea de adicion de base.

Una vez que el fosfato de aluminio se habia enfriado a una temperatura objetivo de 25 °C, el pH del fosfato de aluminio
se ajustd a un objetivo de 5,95. Hasta 16 depdsitos de 50-I prelimpiados y esterilizados se conectaron a sus respectivas
ubicaciones de estaciones de llenado.

Las lineas de transferencia se esterilizaron luego durante 15 min a 2121,1 °C. La valvula de muestra para V13 se
esterilizo luego durante 15 minutos a 2121,1 °C. Una vez que la valvula de muestra habia sido esterilizada y enfriada
a menos de 60 °C, dos se tomaron muestras a granel de 30 ml para determinar el tamafio de particula, el pH, la
concentracion de aluminio y la esterilidad.

Después de que se tomaron las muestras, el fosfato de aluminio se descargo en los depdsitos de 50-. Una vez que
se completd la descarga, V13 y las lineas de transferencia se sometieron a un CIP quimico completo. A continuacion,
se tomaron muestras de todos los depositos de 50-| para determinar la concentracion de aluminio y la esterilidad (sin
embargo, en la practica solo se muestrean la esterilidad del primer y el ultimo tambor). Se fijaron estabilizadores
magnéticos a cada deposito y los depdsitos se almacenaron en una sala de enfriamiento de 2-8 °C.

Ejemplo 2 - Ensayo de las caracteristicas fisicas, quimicas y funcionales de AIPO,

Tres lotes de AIPO4 producidos de acuerdo con el procedimiento de la Figura 1 y tres lotes de material producido de
acuerdo con el procedimiento de la Figura 2 (y el Ejemplo 1) se analizaron para garantizar que el material producido
por ambos procedimientos fuera comparable. Los ensayos utilizados se seleccionaron en funcion de las caracteristicas
fisicas, quimicas y funcionales de AIPO,. Estos estudios de caracterizacion se realizaron ademas de las pruebas de
liberacion y todos los lotes cumplieron los criterios de publicacion para AIPO4. Los datos de los estudios de
equivalencia se resumen de la siguiente manera:

Anélisis del tamario de particula: El analisis del tamafio de particula de adyuvantes a granel y la vacuna formulada se
realizaron mediante dispersion de luz laser en un analizador de tamario de particula Malvern (Mastersizer, Serie 2,15).
Se midié una suspension de polvo en un disolvente (por ejemplo, isopropanol) con un haz de laser de angulo bajo, y
se calculé la distribucion del tamafo de particula. El diametro medio del volumen D[v,0,5] es el diametro donde el 50
% de la distribucion esta por encima y el 50 % esta por debajo de la mediana. Preferiblemente, dos determinaciones
del tamafio medio de particula no deberian diferir en mas del 5 % relativo. La forma de las curvas en las dos
determinaciones también deberia ser preferiblemente la misma D[v,0,9] es el diametro donde el 90 % de la distribucion
del volumen esta por debajo de este valor. D[v,0,1] es el diametro donde el 10 % de la distribucién de volumen esta
por debajo de este valor. El espacio es el ancho de la distribucion basada en el cuantil 10 %, 50 % y 90 % (espacio =
{Dlv, 0,9] -D[v,0,1]}/D[v,0,5]). Antes de cada medicion, el instrumento se estandarizé mediante el uso de perlas de un
tamafio molecular conocido que representa 2 umy 10 um. Se determind que los tamafos de particula de AIPO4 (antes
y después de la formulaciéon en Prevnar®) fabricados por ambos procedimientos eran comparables y dentro de las
especificaciones que se enumeran en la Tabla 1.

TABLA 1 - TAMANO DE LA PARTICULA

Antes de la formulaciéon | Después de la formulacion
D[v, 0,1 =22,0um D[v,0,1=22,0 um

D[v, 0,5] = 3,7 - 8,4um D[v, 0,5]=4,5-6,4um
D[v,0,91=<20,0 ym D[v,0,9]=<22,0 um

Ensayo de unién a proteinas: El porcentaje de proteina unido a AIPO,4 se determind midiendo la concentracion de
proteina total antes del contacto con el granulo de aluminio y después del tratamiento con el granulo de aluminio. El
contenido de proteina en el granulo se midié después de la resuspension en solucién salina. El porcentaje medio de
union de la proteina transportadora CRMjg7 formulada con AIPO,4 del procedimiento de la Figura 1 (97,5 + 0,8) y
formulado con AIPO, del procedimiento de la Figura 2 (96,1 £ 1,4) fueron comparables. El porcentaje promedio de
union de Prevnar® formulado con AIPO. del procedimiento de la Figura 1 (91,5 + 1,6) y formulado con AIPO4 del
procedimiento de la Figura 2 (91,7 + 1,9) también fueron comparables.

Ensayo de Nefelometria: La vacuna Prevnar® se analizé en cuanto a antigenicidad mediante nefelometria usando
citratacion como procedimiento para solubilizar el sedimento de aluminio. Basado en trabajos previos, se sabe que
solo los polisacaridos conjugados se unen al aluminio y no a los polisacaridos libres o sacaridos activados. La
antigenicidad asociada con el sedimento refleja el polisacarido que esta conjugado. Las mediciones de nefelometria
se realizaron con el sistema Beckman Array 360 usando anticuerpos y se criaron en conejos. La unién de conjugados
Prevnar® individuales a AIPO4 se midié usando nefelometria, y los datos para el material se prepararon usando los
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procedimientos de las Figuras 1y 2 fueron comparables.

Potencial Zeta/movilidad electroforética: El potencial zeta y la movilidad electroforética se determinaron utilizando un
Zetasizer. El potencial zeta de AIPO,4 del procedimiento de la Figura 1 fue un promedio de 4,7 £ 0,2 mV (5,1 £ 0,1, 3,5
+0,2y 55 + 0,2 mV). El potencial zeta de AIPO,4 del procedimiento de la Figura 2 fue un promedio de 3,3 + 0,3 mV
(3,6+0,3,26+0,4y3,7+0,1mV).

Tiempo de sedimentacion: El tiempo de sedimentacién se controlé midiendo el cambio en la densidad 6ptica durante
30 minutos en un espectrofotdometro (Shimadzu UV160-IPC) a una longitud de onda de 645 nm. El tiempo/tasa de
sedimentacion (Aesss/min) de AIPO4 del procedimiento de la Figura 1 fue 0,024, 0,025 y 0,023. El tiempo/tasa de
establecimiento (Asss/min) de AIPO4 del procedimiento de la Figura 2 fue 0,027, 0,026 y 0,026.

La Tabla 2 compara algunos de los parametros que se usan en los procedimientos de las Figuras 1 y 2. Como se
muestra, el tiempo de sedimentacion del precipitado de fosfato de aluminio se redujo de aproximadamente 7-10 dias
a aproximadamente 2-5 dias al aumentar la temperatura de sedimentaciéon de 25 °C a 60 °C. Esto representa una
mejora significativa en la eficacia. Como se describe en el Ejemplo 1, las muestras de fosfato de aluminio producidas
por ambos procedimientos tienen caracteristicas fisicas, quimicas y funcionales similares.

TABLA 2 - COMPARACION DE PARAMETROS DE DOS PROCEDIMIENTOS

Procedimiento Figura 1 Figura 2
Temperatura de reaccion 25°C 25°C
Velocidad de mezcla durante la reaccion Configuracion del Redstato a 7/14 250 rpm

Equipo de mezcla

Vibromezclador

Rodete impulsor
Marine

Tamario/tipo de recipiente para la

Tanque - V13 de

sedimentacion Deposito de 200L x5 1000L
Tiempo de sedimentacion 7-10 dias 62-112 horas
Temperatura de sedimentacion 25°C 60 °C

Procedimiento para retirar el sobrenadante

Tubo de sifén en depositos

Tubo de sifén en
tanque

Numero de tanques en el procedimiento de
AlIPO4

2

2

Carga

Carga del AIPO4 del depésito al tanque
101

No se requiere

Velocidad de mezcla Despues del retiro del
sobrenadante

Configuracion del Reodstato a 8/93

250 rpm

Esterilizacion en las condiciones del lugar
(SIP)

2121 °C, 45 min

2121,1 °C, 30 min

Tiempo de mezcla durante el ajuste del pH

final 1-2hr@ 25 °C 2-4hr@25°C
Tamanio del depdsito de descarga 50L x 8 50L x 13
Sistema de muestreo Cerrado Cerrado

Muestreo de esterilidad

Todos los tambores

Primer y ultimo tambor

Temperatura de almacenamiento

2a8°C

2a8°C

Ajuste de pH final en el procedimiento

56a6,0

56a6,0

Ejemplo 3 - Simulacién de medios

Se llevaron a cabo estudios de simulacion de medios en el Skid de Preparacion de Medios (MPS) del Ejemplo 1
usando Caldo de Soja Triptico (TSB). Estos estudios demostraron un alto grado de seguridad de que las operaciones
de esterilizacion para el MPS mantuvieron la esterilidad y protegieron contra el ingreso microbiano durante la
fabricacion, el ajuste del pH, el muestreo y luego la transferencia de soluciones estériles a tambores. Cada ensayo de
estudio de medios consistid en un ajuste esterilizante y estéril del pH usando hidroxido de sodio 5N vy transferencia
estéril de TSB en dieciséis tambores. La transferencia estéril ocurrié después de una retencion estéril de 210 horas.
La retencion estéril establecio la cantidad total de tiempo que el sistema puede retenerse después de que se hayan
realizado las operaciones de esterilizacion (11 horas). TSB se recogi6 en una botella de 1 | de las dieciséis estaciones
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de llenado y se sometié a una incubacion completa. Las muestras tomadas de las ubicaciones #1 y #16 son
representativas de todo el procedimiento de transferencia de la solucion en tambores. Debido al disefio de sistema
cerrado del Skid de Preparacion de Medios del Ejemplo 1 y los resultados exitosos de este estudio, las pruebas de
esterilidad solo se deben realizar en el primer y Ultimo depdsito durante la produccidon comercial, en lugar de en cada
tambor, como fue necesario con el procedimiento representado en la Figura 1.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de produccion de fosfato de aluminio que comprende:

mezclar una solucion de cloruro de aluminio y una solucion de fosfato de sodio tribasico para producir una
suspension de fosfato de aluminio y un sobrenadante;

sedimentar la suspension de fosfato de aluminio en el rango de 50 °C a 70 °C para producir un precipitado de
fosfato de aluminio; y

retirar el sobrenadante, en el que los pasos de mezclar, sedimentar y retirar se efectian dentro de un sistema
cerrado.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la solucién de fosfato de sodio tribasico se agrega a la solucién
de cloruro de aluminio.

3. El procedimiento de la reivindicacion 2, en el que la solucion de fosfato de sodio tribasico se agrega a la solucion
de cloruro de aluminio hasta que el pH esta en el rango de 5,0 a 5,4 o en el rango de 5,1 a 5,3.

4. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el paso de mezclar se efectia a una
temperatura en el rango de 20 °C a 30 °C o a una temperatura de 25 °C.

5. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el paso de mezclar comprende mezclar
la solucién de cloruro de aluminio y la solucién de fosfato de sodio tribasico con un rodete impulsor que gira a 150 rpm
a 350 rpm, 0 a 200 rpm a 300 rpm o a 250 rpm.

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el paso de sedimentar se efectia a una
temperatura en el rango de 55 °C a 65 °C, 0 a 60 °C.

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el paso de sedimentar se efectia durante
un periodo de entre 2 dias a 5 dias, o entre 3 dias y 4 dias.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el paso de retirar comprende retirar el
sobrenadante usando un tubo de sifén.

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 que comprende ademas esterilizar el precipitado
de fosfato de aluminio, en el que los pasos de mezclar, sedimentar, retirar y esterilizar se efectian dentro de un sistema
cerrado.

10. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que el paso de esterilizar comprende calentar el precipitado de fosfato
de aluminio a una temperatura superior a 110 °C o superior a 121 °C.

11. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10 que comprende ademas ajustar el pH del
precipitado de fosfato de aluminio, en el que los pasos de mezclar, sedimentar, retirar, esterilizar y ajustar se efectian
dentro de un sistema cerrado.

12. El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que el paso de ajustar comprende ajustar el pH del precipitado de
fosfato de aluminio para estar en el rango de 5,6 a 6,0, o de 5,8 a 6,0, o de 5,9 a 6,0.

13. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que la concentracion de fosfato de aluminio
después del paso de mezcla esta en el rango de 9,0 a 16,5 mg/ml.

14. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 12, en el que después del paso de ajustar el pH,
el precipitado de fosfato de aluminio incluye particulas con una distribucion de tamafio que tiene una D [v, 0,5] en el
rango de 3,0 ym a 9,0 ym, o en el rango de 4,5 ym a 6,5 ym.

15. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 12, en el que después del paso de ajustar el pH,
el precipitado de fosfato de aluminio incluye particulas con una distribuciéon de tamafio que tiene una D [v, 0,1] de mas
de 1,5 um o de mas de 2,0 um.

16. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 12, en el que después del paso de ajustar el pH,
el precipitado de fosfato de aluminio incluye particulas con una distribuciéon de tamafio que tiene una D [v, 0,9] de
menos de 25 um o de menos de 20 um.
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El cloruro de aluminio se disuelve en el recipiente de
preparacion y se transfiere al recipiente de formulacién 12

Y

El fosfato de sodio tribasico se disuelve en el recipiente
de formulacion 12 y se transfiere al recipiente de
formulacion 13 hasta que el pH alcanza 5,2 £ 0,2
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v
Precipitacion
La suspension de fosfato de aluminio se mantuvo a 60 °C
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Retiro del sobrenadante
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