La Seguridad Viral de los Productos Derivados del Plasma

DIAPOSITIVA 1

Esta presentacion abarcara los estudios de validacion viral para los productos derivados
del plasma. La FDA exige que el proceso manufacturero para productos biofarmacéuticos
sea validado en términos de su capacidad de inactivar y eliminar los virus. Esta
presentacion dara un vistazo general a los estudios de validacion, y al enfoque de la FDA
para medir tales datos de validacion.

DIAPOSITIVA 2
La presentacion esbozard los enfoques actuales para asegurar la seguridad viral de la
sangre y los productos sanguineos. El énfasis sera en los productos manufacturados, y
coémo la validacion viral y la depuracién viral juegan un papel importante en asegurar su
seguridad viral.

DIAPOSITIVA 3

Hay varias capas de seguridad para asegurar la seguridad tanto de los componentes
transfundidos como de los productos fabricados. Estas incluyen examinar a los donantes
para determinar su estado de salud, y los factores de riesgo para enfermedades
contagiosas. Ademas, se mantienen registros de aplazamiento de donantes, para eliminar
las recolecciones de sangre y plasma de donantes no idéneos. El préximo paso preventivo
es analizar las donaciones para detectar ciertos marcadores virales, con los que quizas
estén familiarizados. Observaran la lista de estos marcadores virales en la préxima
diapositiva. Las donaciones que se recolecten se colocaran bajo cuarentena hasta que los
resultados de las pruebas estén disponibles. Finalmente, también hay un sistema de
monitoreo para investigar cualquier tipo de reporte de evento adverso relacionado con la
sangre y los productos sanguineos, para asegurar que se corrija cualquier deficiencia.

DIAPOSITIVA 4

Este grafico muestra las pruebas de marcadores virales requeridas o recomendadas para
la sangre destinada a transfusiones y para plasma destinado para fabricar otros productos
sanguineos. Los requisitos de prueba para las donaciones de sangre son ligeramente
diferentes que para las donaciones de plasma. Las donaciones de sangre son examinadas
para detectar el Antigeno de Superficie de la Hepatitis B, llamado HBSAG, el antigeno de
superficie para el virus de la Hepatitis B, llamado VHB, y el anti-HBc, el anticuerpo al
antigeno nuclear del VHB. La prueba anti-HBc es una prueba exigida para la sangre, pero
no para el plasma. La prueba de deteccién de la hepatitis C, llamado VHC, se realiza
analizando para detectar el anticuerpo anti-VHC y el acido nucleico, VHC-NAT. Se exigen
estas pruebas para la “sangre para transfusiones” y para el “plasma para mayor
procesamiento manufacturero”.

Lo mismo ocurre con el VIH. Analizamos usando tanto serologia como NAT. Las pruebas
de antigeno P24 han sido sustituidas por la VIH-NAT. Para el VLTH-1y 2, se llevan a cabo
pruebas de serologia para la “sangre para transfusiones” pero no para el “plasma para
mayor procesamiento manufacturero”. Para el Virus del Nilo Occidental, se exige la prueba
del acido nucleico para la sangre, pero no se exige ni recomienda para el “plasma para
mayor procesamiento manufacturero”.

DIAPOSITIVA 5




Con respecto a los productos derivados del plasma, que son el objeto de esta charla,
ademas de las cinco capas de seguridad antes detalladas, hay otro paso importante para
asegurar la seguridad viral de estos productos — la inclusion de un paso de depuracion viral
en el proceso manufacturero de estos productos. Para cualquier producto fabricado, el
patrocinador debe mostrar la capacidad del proceso manufacturero de depurar los virus
gue son objeto de preocupacion para ese producto en particular. Ademas de ello, desde
luego, también se hacen cumplir las buenas practicas de manufactura actuales (current
good manufacturing practice, o “cGMP”) con respecto al producto fabricado. En relacion a
la depuracion viral, la FDA se asegura de que el producto que esta viralmente desactivado
sea segregado de productos no desactivados.

DIAPOSITIVA 6

El objetivo de la depuracion viral, y el motivo por el que la FDA exige estudios de validacion
viral, es proporcionar evidencia de que un proceso manufacturero tiene la capacidad de
desactivar y remover efectivamente los virus en cuestion — los virus patogénicos que
potencialmente podrian encontrarse en los donantes. Estos son virus por los que
actualmente se examina a los donantes. Los pasos de la depuracién estan disefiados para,
esencialmente, depurar el virus residual que podria sobrar en la reserva manufacturera.
Por ejemplo, cuando una donacién positiva es inadvertidamente incluida con el resto, o
cuando una donacion positiva arroja resultados negativos de la prueba porque se
encontraba dentro del “periodo ventana” para las pruebas serolégicas y de NAT, la
depuracion viral asegura que los virus no terminen en el producto final.

Ademas de la depuracion de virus patogénicos conocidos, los estudios de validacion viral
también deben mostrar que los pasos de depuracién viral son robustos, en el sentido de
gue eliminan o desactivan los virus no conocidos, o por los cuales no se han examinado a
los donantes. Esto se demuestra con estudios de validacion que muestren que el proceso
manufacturero pudo depurar una amplia variedad de virus con diferentes caracteristicas
fisioquimicas.

DIAPOSITIVA 7

Observen que la depuracion viral se refiere a la desactivacion y/o a la eliminacion viral. El
paso de depuracién viral en un proceso manufacturero dado podria ser deliberado — es
decir, que ha sido incluido en el proceso manufacturero con el fin de depurar los virus. Por
ejemplo, éstos podrian ser una inactivacion quimica como un tratamiento con detergente
solvente, que es un paso adoptado con el fin de depurar virus. Otro ejemplo es el filtrado,
como el nanofiltrado, diseflado para eliminar o remover virus. Otro ejemplo es el
tratamiento con calor terminal, que se usa en una variedad de productos.

Sin embargo, algunos pasos de depuracion viral en los procesos manufactureros podrian
no tomarse con el fin explicito de depurar virus, sino mas bien son parte de los pasos
generales de purificacion de la proteina, que se saben que contribuyen también a la
depuracion de virus. Por ejemplo, algunos de los pasos de precipitacion y separacion en el
proceso manufacturero de productos derivados del plasma y productos recombinantes
también tienen capacidad de depuracion viral. Otro ejemplo es el tratamiento de pH bajo,
gue se ha demostrado que contribuye a la depuracion viral.

Cuando se estima la capacidad global de depuracién viral de un proceso manufacturero
dado, se evalla cada paso de depuracion por separado. La reduccion logaritmica total para



un proceso dado es la suma de los pasos individuales de depuracién en el proceso. Estos
multiples pasos deben funcionar con mecanismos diferentes e independientes a fin de ser
aditivos, y no deben sobreestimar la capacidad de depuracion del proceso manufacturero.

DIAPOSITIVA 8

En las préximas dos diapositivas se cubrird la estrategia actual que la FDA espera para
realizar la depuracion viral en un proceso manufacturero, con énfasis en los productos
derivados del plasma.

El primer paso es la seleccion de los virus a ser estudiados. Obviamente, uno desea que
los virus sean relevantes para el producto en cuestion, y relevantes para el material inicial.
Entonces, se debe asegurar que los ensayos validados estén disponibles para permitir la
deteccion y determinacion del titulo de los virus bajo estudio.

Los estudios de validacion viral no se realizan en el contexto del proceso manufacturero
propiamente dicho, sino que se realizan a escala de laboratorio fuera del entorno
manufacturero, a fin de evitar la introduccion del virus al area manufacturera. Uno de los
componentes importantes de la validacion que la FDA busca es qué tan relevante es el
modelo a pequefia escala o a escala de laboratorio con respecto al proceso manufacturero
real. Una vez se establezca la relevancia de esta pequefia escala con respecto al paso del
proceso manufacturero real, entonces se adulterard un paso de depuracion en particular
con un titulo alto del virus de prueba. El virus de prueba podria ser un virus relevante o
podria ser un virus modelo. La etapa final serd determinar la reduccion logaritmica del virus
para el paso que se esta validando.

DIAPOSITIVA 9

Como ya se menciono, los diferentes pasos se validan por separado. La reduccién
logaritmica total del virus para el proceso manufacturero completo se determina sumando
la reduccidén logaritmica contribuida por los pasos individuales. Al evaluar los estudios de
depuracion viral, la FDA desea asegurarse que de los parametros criticos para un paso de
depuracion dado en la escala pequefia son los mismos que para el proceso manufacturero
real. Para esto, se pide al fabricante que proporcione una comparacion lado a lado de los
parametros criticos entre las dos escalas. Como ya se menciond, esto se hace para
asegurar la relevancia de la escala pequefia con respecto al proceso real. Si la escala
pequefia no imita el proceso real, entonces el ejercicio entero sera en vano en términos de
proporcionar garantias con respecto a la depuracion viral.

DIAPOSITIVA 10

El paquete de validacion suministrado a la FDA debe incluir la seleccion de los virus que se
usaron en el estudio, asi como también una justificacion para dicha seleccion. Obviamente,
los virus de prueba deben ser relevantes al material inicial. Si el producto es una célula
cultivada — es decir, un producto recombinante — entonces se deben usar virus que son
probables de encontrarse en cultivos de tejido para los estudios de validacion. Y, si el
producto es derivado de seres humanos, uno se debe enfocar en los virus patogénicos que
podrian estar potencialmente presentes en la sangre y en el plasma, especialmente
aguellos virus que se busca detectar con las pruebas a nivel de donante. Este enfoque
podria no ser factible en todas las situaciones. Por ejemplo, algunos de los virus
patogénicos podrian no crecer en cultivos de células. Por lo tanto, la disponibilidad de un
cultivo idéneo podria limitar la seleccién de virus usados en los estudios de validacion.




DIAPOSITIVA 11

Algunos virus podran crecer deficientemente en cultivos; es decir, nunca alcanzan el alto
titulo necesario para los estudios de validacion. Ademas, para algunos virus, es posible que
no haya disponible un ensayo confiable para determinar fidedignamente el titulo del virus.

En general, el enfoque al escoger los virus para el estudio de validacién es usar el virus
relevante si ello es factible. El virus relevante sera tan cercano a lo que esperamos en un
caso real de contaminacion. Si el uso del virus relevante no es factible, entonces se usaran
virus modelo como sustitutos para los virus reales de inquietud.

DIAPOSITIVA 12

Los virus que son adaptados para estudios de validacion podran comportarse de modo
diferente que el tipo salvaje del virus de inquietud. Si se tiene que usar un virus modelo, la
expectativa es usar un virus modelo que ha demostrado ser mas resistente a la
desactivacion, si es el paso de desactivacion lo que esta siendo validado. Y si lo que hay
gue validar es la eliminacién o remocién, la seleccion del virus modelo debe basarse en el
tamafio y en similitudes fisico-quimicas con el virus relevante. Hay una tendencia a usar un
virus modelo que da una mejor reduccion logaritmica. Como ya se menciond, si hay
diferentes virus modelos disponibles para un virus de inquietud, se debe usar el virus mas
resistente.

DIAPOSITIVA 13
Para productos derivados del plasma, estos son los virus que la FDA espera y pide que los
fabricantes usen cuando hacen sus estudios de validacién viral:

VIH. El uso de este virus es un requisito, y debe incluirse en todo estudio de validacién viral
relativo a productos derivados de seres humanos.

Con respecto al VHB, el virus no crece en cultivos, ni tampoco hay un modelo especifico
para el VHB. Sin embargo, hay suficiente informacién que indica que algunos de los virus
de ADN grande pueden representar el VHB. En el pasado, se usaron chimpancés para
estudiar la depuracién del VHB. Sin embargo, actualmente no se requieren o necesitan
estudios con chimpancés para estudiar la validacion de la depuracién del VHB. Debe
notarse que la efectividad de las metodologias establecidas de desactivacién y remocion
viral esta relativamente bien establecida para ciertos virus. Al realizar estudios de
validacion viral, la FDA desea asegurar que los fabricantes puedan adaptar exitosamente
las metodologias establecidas a sus procesos manufactureros, y lograr un nivel esperado
de depuracién para virus conocidos.

VHC. Este virus tampoco crece en cultivos, por lo que hay una variedad de virus modelos
aceptables que se usan para la validacién de la depuracion.

El VHA si crece en cultivos de células, por lo que la expectativa es que se usaria el virus
real en sus estudios de validacion.

Para el parvovirus B19, que es un virus no encapsulado, existe también una serie de virus
pequefos no encapsulados que se usan como modelos para el B19.

En resumen, un panel de virus para los estudios de validacion viral debe incluir el VIH y el



VHA usando el virus real, y debe usar virus modelos para el VHB, VHC, y el B19. Con
respecto al B19, probablemente estén al tanto de que hay algunos medios de cultivo para
el B19 que todavia se consideran experimentales. Por lo tanto, esperamos que el
fabricante se apoye en virus modelos para el B19. Los virus modelos para el B19
normalmente tienen una alta resistencia a la desactivacion, comparados con el B19
cultivado, y son por lo tanto mas idéneos para los estudios de desactivacion.

DIAPOSITIVA 14

La validacion a pequefa escala o a escala de laboratorio es otro componente importante
de los estudios de validacion viral en general que debe evaluarse. La pequefia escala debe
incluir todos los pardmetros criticos que estan presentes en el proceso real. Por ejemplo,
en los valores relativos a la cromatografia para el volumen, se consideraran el tamafio y la
geometria. Y en el filtrado, uno espera que la presion, el volumen respecto al area de
superficie del filtro, y el indice de flujo sean los mismos para el estudio a pequefia escala
gue para el proceso manufacturero real. Los valores absolutos, tales como la temperatura y
el tiempo de incubacion deben ser idénticos en la escala de laboratorio y en la escala de
fabricacion.

DIAPOSITIVA 15

A medida que se disefa el estudio a pequefia escala, necesita ser validado observando
ciertas caracteristicas del producto, como la recuperaciéon del producto. En general, el
método de produccidén a pequefia escala debe reflejar el proceso a escala normal en la
mayor medida posible. Igualmente, se deben realizar muchas tiradas de produccion sin el
virus, para asegurar que la escala pequefia de hecho representa el paso real considerado.
También debe haber alguna comparacién estadistica con el proceso real. Si hay algunas
diferencias inevitables entre la pequefa escala y la escala real, las cuales son esperadas,
entonces deberan proporcionarse algunos estudios de validacién para mostrar que este
tipo de variacibn no impacta la capacidad general de depuracion de virus, y no esta
sobreestimando la matanza o eliminacién del virus. Una vez mas, como ya se menciono,
uno debe asegurarse de que lo que se hace en el laboratorio representa el paso real del
proceso manufacturero.

DIAPOSITIVA 16

En el caso de desactivacion, la validacion debe proporcionar la cinética y extension de la
desactivacion. Los datos cinéticos nos diran qué tan rapida y eficientemente se logré la
desactivacion. Tomen, por ejemplo, la desactivacion por calor del PRV a 60 grados por 10
horas, hecho en dos lugares diferentes para dos productos diferentes, logrando el mismo
nivel de reduccion de virus. Los estudios cinéticos podrdn mostrar que para un producto, la
desactivacion ocurrié en los primeros 30 minutos, mientras que para el otro producto, la
desactivacion podria haberse logrado sélo después de 10 horas. La desactivacidbn mas
lenta puede ocurrir cuando un fabricante usa una concentracibn mas alta de un
estabilizador, que también estabiliza el virus. Aqui los datos cinéticos mostrarian que la
desactivacion fue mas robusta y efectiva para un producto y menos para el otro. Por lo
tanto, los datos recibidos de los estudios cinéticos son muy importantes para establecer si
el paso es efectivo o no.

Si el paso es la eliminacién o remocién, la FDA desea ver donde se encuentra el virus
eliminado.



DIAPOSITIVA 17

En general, para un producto derivado del plasma, la FDA espera que el proceso
manufacturero tenga por lo menos dos pasos de depuracién. Los pasos de remocidén son
dificiles de reducir en escala y de validar. También son inherentemente menos confiables.
Por lo tanto, en un proceso manufacturero, la dependencia absoluta en los pasos de
eliminacién o remocién para la depuracién de virus no es aceptable. Por lo menos uno de
los pasos de depuracién debe ser desactivacion.

Debido a la dificultad de remover virus no encapsulados, como el B19 y el VHA, y debido a
gue estos virus no son desactivados, especialmente en el caso del B19, se espera que se
incluya por los menos un paso de remocién en el proceso manufacturero. Desde luego,
éstos dependeran del tipo de productos. Algunos productos se consideran como a un
riesgo mas elevado de contaminacion a partir de virus no encapsulados. Para otros, el
riesgo es muy pequefio. Por lo tanto, cuanta capacidad de eliminacion es necesaria
dependera del proceso manufacturero y del producto.

DIAPOSITIVA 18

La otra cosa que se debe considerar es evaluar el efecto de cambios manufactureros en la
capacidad de depuracion viral del proceso. Cuando la FDA recibe un suplemento que
informa sobre uno o varios cambios en un proceso, la primera cosa que se considera es el
impacto potencial del cambio sobre la depuracion viral en general. Por lo tanto, si se hacen
cambios en la produccion y purificacion, debera determinarse el efecto de esos cambios en
las depuraciones virales, y podran requerir de nuevos estudios de validacion viral.

DIAPOSITIVA 19
Los criterios generales para un paso efectivo de depuracion de virus se delinean en esta
diapositiva.

Se necesita de una depuracién viral significativa. Los pasos que se incluyen para las
depuraciones virales se consideran mas efectivos si son reproducibles y controlables. Hay
una mayor garantia con respecto a tales pasos, especialmente si pueden ser facilmente
reducidos en escala y validados. La mayoria de los pasos de desactivacion caen dentro de
esta categoria. Algunos ejemplos son los tratamientos con detergente solvente y
tratamientos de calor. Otros criterios para demostrar que una metodologia de depuracion
es efectiva es mostrar que existe un impacto minimo en la calidad del producto y también
en la potencia del producto. Esencialmente, el virus necesita ser depurado, sin dafar el
producto o sin que éste se vuelva menos potente. Igualmente, el paso de depuracion no
debe generar nuevos antigenos que puedan causar inmunogenicidad.

DIAPOSITIVA 20

Los datos de validacién proporcionan un estimado de la capacidad del proceso
manufacturero de depurar los virus. La validacién no hace que el producto sea mas seguro,
pero proporcion la garantia de seguridad. Existen algunas limitaciones inherentes a los
estudios de validacion que se deben tener en cuenta. Por ejemplo, las cepas de virus que
se usan en los estudios de validacion podran ser diferentes que los tipos salvajes. Esto se
demuestra por medio de una serie de estudios que muestran que incluso diferentes cepas
del mismo virus pueden generar niveles diferentes de depuracion. El modelo a escala
reducida, o el modelo de laboratorio que se usa en los estudios de validacion, podria no
representar plenamente el paso real en el proceso manufacturero real. También hay una




tendencia a sobreestimar la matanza viral y la depuracion viral.

La otra limitacion que se debe tener en cuenta es la de la eliminacion o remocioén por
filtrado, que puede declinar a medida que el proceso de filtrado procede. Un ejemplo seria
un paso de nano-filtrado. En ese paso, la capacidad de depurar el virus para el volumen
inicial de producto filtrado podré ser diferente que el volumen subsiguiente del producto.
Este fendmeno se ha demostrado en una serie de estudios. Estas son las limitaciones que
se necesitan tomar en cuenta cuando se evallan los estudios de validacion viral.

DIAPOSITIVA 21

A pesar de las limitaciones que se acaban de indicar, los pasos de depuracion viral en
general han proporcionado una excelente seguridad viral con respecto a los virus
encapsulados. Las metodologias de desactivacion disponibles han demostrado ser muy
efectivas para depurar los virus encapsulados.

Sin embargo, todavia existen limitaciones con respecto a la depuracién de virus no
encapsulados, tales como el VHA y el B19. La razén es que la mayoria de los pasos de
desactivacion bien establecidos tienen poco o ningun efecto en los virus no encapsulados.
Por ejemplo, el tratamiento de calor tiene un poco de efecto en el virus de la Hepatitis A,
especialmente si se usa calor en la solucibn o pasteurizacion. Sin embargo, la
desactivacion por calor no es efectiva en contra del B19, como se muestra con el uso de
virus modelo para el B19.

DIAPOSITIVA 22

La razon por la que el B19 se considera un problema es porque es un virus pequefio no
encapsulado, resistente a la desactivacion, y debido a su pequefio tamafio, es dificil de
remover. También, el virus podria estar presente en un titulo muy alto en las reservas
manufactureras de plasma.

Los nano-filtros con tamafios de poro pequefio podrian eliminar el B19 en gran medida. Sin
embargo, usar un filtro con tamafio de poro pequefo podria no ser practico para la mayoria
de los productos con los que lidiamos, debido a su tamafio molecular grande, y también
porque no es practico filtrar un volumen muy grande del producto a través de filtros con
tamafo de poros pequefio en un lapso de tiempo razonable.

DIAPOSITIVA 23

Con respecto al B19, la FDA recomienda que las unidades de plasma fuente que
contengan un alto nivel de ADN de B19 deben detectarse y excluirse de la reserva
manufacturera. Esto se hace realizando pruebas de mini reservas. La prueba NAT del B19
se realiza solamente si el plasma esta destinado a atravesar por mas procesamiento
manufacturero. Actualmente, las donaciones de plasma destinadas a mayor procesamiento
manufacturero se analizardn para detectar el B19 en un formato de mini reserva, y
cualquier unidad que contenga un cierto nivel de ADN del B19 se excluird de la reserva
manufacturera. El limite general de ADN del B19 para la reserva manufacturera es 4
unidades logaritmicas por mililitro. La razon para analizar para detectar el ADN del B19 es
el alto titulo de virus en una unidad infectada, y el hecho de que el virus es dificil de
eliminar o desactivar, debido a su tamafio pequefio y a su resistencia a la desactivacion. Se
espera que niveles limitados de ADN del B19 en la reserva manufacturera, combinados con
la presencia de anticuerpos anti-B19 en una reserva manufacturera, y la contribucion de




otros pasos de depuracion viral en el proceso manufacturero, eliminaran o reducirdn en
gran medida el virus residual, y con ello se reduce el riesgo de infeccion del virus B19.

La FDA ha emitido una orientacion que esboza las recomendaciones de la FDA con
respecto al B19 en productos fabricados.

DIAPOSITIVA 24
En las proximas diapositivas encontrara una lista de referencias, orientaciones, e
informacion de contacto que podran ser utiles.

DIAPOSITIVA 25
Y esta diapositiva enumera mas materiales de referencia.

DIAPOSITIVA 26
Para mas informacion, usen la informacion de contacto que se indica aqui.

DIAPOSITIVA 27
Pueden encontrar informaciéon adicional en estos sitios Web.

DIAPOSITIVA 28

Esto concluye la presentacion, “La Seguridad Viral de los Productos Derivados del Plasma”
En esta oportunidad quisiéramos reconocer a todos aquellos que contribuyeron a su
desarrollo. Gracias.




