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4. Lista de Abreviaturas

ADN: Acido Desoxirribonucleico.

BFS: Blow-Fill-Seal por sus siglas en inglés, que significa Soplado-

Llenado-Sellado.

CDR: Complementarity Determining Region por sus siglas en inglés,

que significa Regién Determinante de la Complementariedad.

COFEPRIS: Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos

Sanitarios.
DF: Diafiltracion.

EMA: European Medicines Agency por sus siglas en inglés, que

significa Agencia Europea de Medicamentos.
ET: Esterilizacion Terminal.
Fc: Fragmento Cristalizable.

FDA: Food and Drug Administration por sus siglas en inglés, que
significa Administracion de Alimentos y Medicamentos de los

Estados Unidos.
FEUM: Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.

GMP: Good Manufacturing Practices por sus siglas en inglés, que

significa Buenas Préacticas de Manufactura.

HEPA: High Efficiency Particulate Air por sus siglas en inglés, que

significa Atrapador de Particulas de Alta Eficiencia.

HVAC: Heating, Ventilation and Air Conditioning por sus siglas en

inglés, que significa Calefaccion, Ventilacion y Aire Acondicionado.

HVR: Hypervariable Region por sus siglas en inglés, que significa

region hipervariable.



ISO: International Organization for Standardization por sus siglas
en inglés, que significa Organizacion Internacional para Ila

Estandarizacion.

mADb: Monoclonal Antibody por sus siglas en inglés, que significa

Anticuerpo Monoclonal.

NAE: Nivel de Aseguramiento de la Esterilidad.
OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PA: Procesamiento Aséptico.

Pa: Pascal, unidad de presion del Sistema Internacional de

Unidades.
pH: Potencial de Hidrégeno.
PNO: Procedimiento Normalizado de Operacion.

QRM: Quality Risk Management por sus siglas en inglés, que

significa Gestion de Riesgos de Calidad.

RABS: Restricted Access Barrier Systems por sus siglas en inglés,

que significa Sistemas de Barrera de Acceso Restringido.
SPA: Simulacion de Proceso Aséptico.
UF: Ultrafiltracion.

WEFI1: Water For Injection por sus siglas en inglés, que significa Agua

Para la Fabricacion de Inyectables.



5. Glosario

Anticuerpo monoclonal (mADb): Poblacibn de anticuerpos
homogéneos obtenida de un solo clon de linfocitos o mediante

tecnologia recombinante y que se une a un solo epitopo.

Area aséptica: Area disefiada, construida y mantenida con el objeto
de tener dentro de limites preestablecidos el numero de particulas

viables y totales en superficies y medio ambiente.

Area autocontenida: Area completa y separada en los aspectos de
operacion, incluyendo flujos de personal y equipos. Esto incluye
barreras fisicas, asi como sistemas de aire independientes, aunque no

necesariamente implica dos edificios distintos ni separados.

Banco Celular de Trabajo: Al que se prepara de alicuotas de una
suspension homogénea de células obtenidas de cultivar el Banco

Celular Maestro bajo condiciones de cultivo definidas.

Banco Celular Maestro: Alicuota de una coleccion celular que en su
desarrollo ha sido preparada de las células clonadas bajo condiciones
definidas, contenida dentro de multiples envases y almacenada bajo

condiciones especificas.

Biofarmaco: Toda substancia que haya sido producida por
biotecnologia molecular, que tenga actividad farmacoldgica, que se
identifique por sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas y que
reina las condiciones para ser empleada como principio activo de un

medicamento biotecnoldgico.

Bioproceso Aguas Arriba (Upstream): El proceso aguas arriba se
define como el crecimiento microbiano requerido para producir
biotecnoldgicos u otras biomoléculas e involucra una serie de eventos
que incluyen la seleccion de la linea celular, los medios de cultivo, los

pardmetros de crecimiento y la optimizacion del proceso para lograr
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condiciones Optimas para el crecimiento celular y la produccion

biotecnoldgica.

Bioproceso Aguas Abajo (Downstream): El procesamiento aguas
abajo incluye todos los pasos necesarios para purificar un producto
biol6gico desde el caldo de cultivo celular hasta el producto purificado
final. Involucra multiples pasos para capturar la biomolécula diana y
eliminar las impurezas relacionadas con la célula huésped (por
ejemplo, proteinas de la célula huésped, ADN, etc.), impurezas
relacionadas con el proceso (por ejemplo, tampones, ligandos
lixiviados, antiespumante, etc.) e impurezas relacionadas con el

producto (ej., agregados, fragmentos, especies recortadas, etc.).

Calificacion: Realizacion de las pruebas especificas basadas en
conocimiento cientifico, para demostrar que los equipos, sistemas
criticos, instalaciones, personal y proveedores cumplen con los
requisitos previamente establecidos, la cual debe ser concluida antes

de validar los procesos.

Campafa de fabricacidén: Fabricacion de una serie de lotes del
mismo producto en un periodo definido de tiempo seguido por
actividades de limpieza y, en su caso, de sanitizacion, antes de pasar
a otro producto. Los productos diferentes no son producidos al mismo

tiempo, pero si utilizando el mismo equipo.

Carga biologica: Nivel y tipo (objetable o no) de microorganismos
presentes en materias primas, medios, sustancias bioldgicas,
productos intermedios o productos terminados. Considerado como

contaminacion cuando el nivel y/o tipo excede las especificaciones.

Capacitacion: Actividades encaminadas a generar o desarrollar

habilidades en el personal.



Contaminacion: Presencia de entidades fisicas, quimicas o biolégicas

indeseables.

Contaminacion cruzada: Presencia de entidades fisicas, quimicas o
biol6gicas indeseables, procedentes de un proceso o producto

diferente.

Contaminante: Impurezas indeseables de naturaleza quimica o
microbiolégica, o de materia extrafia, presentes en un insumo,

producto intermedio y/o producto terminado.

Control de cambios: Evaluaciéon y documentacion de cualquier

cambio que pudiera impactar en la calidad del producto.

Control en proceso: Verificaciones realizadas durante la fabricacion

para el seguimiento, y de ser necesario, ajuste del proceso.

Criterios de aceptacion: Especificaciones, estandares o intervalos
predefinidos que deben cumplirse bajo condiciones de prueba

preestablecidas.

Despirogenado: un proceso utilizado para destruir o eliminar los

pirégenos (por ejemplo, endotoxina).

Desviacién o no conformidad: Al no cumplimiento de un requisito

previamente establecido.

Especificacion: Descripcion de un material, sustancia o producto, que
incluye los parametros de calidad, sus limites de aceptacion y la

referencia de los métodos a utilizar para su determinacion.

Esterilidad: La ausencia de todo organismo viable de cualquier indole,
en un producto que ostenta la cualidad de ser estéril. Esta es una

condicion absoluta.
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Fabricacion: Operaciones involucradas en la elaboracién o produccion
de un medicamento desde la recepcion de insumos, liberacion,

almacenamiento y distribuciéon como producto terminado.

Fermentacion: Mantenimiento o propagacion de células microbianas
in vitro. La fermentacidén se opera y progresa en condiciones axénicas

para garantizar un cultivo puro sin microorganismos contaminantes.

Inactivacion: Eliminacion o reducciéon a un limite aceptable de
infectividad de microorganismos o desintoxicacion de toxinas por

modificaciéon quimica o fisica.

Inactivacioén viral: Eliminacién de la actividad viral, a través de un

método quimico o fisico.

Limpieza: Proceso para la disminucidén de particulas totales a niveles

establecidos.

Linea celular: Tipo de poblaciéon celular con caracteristicas definidas
que se originaron por subcultivos seriados de una poblaciéon celular

primaria.

Llenado aséptico simulado: Operacion de llenado utilizando medio
de cultivo en lugar de producto, poniéndolo en contacto con las
superficies del equipo, sistemas de cierre, ambiente y operaciones del

proceso para reproducir las condiciones de operacion.

Lote semilla de trabajo: Cultivo de un microorganismo derivado de
un lote de semilla maestro o de un lote de semilla intermedio. Esta

destinado a un uso en produccion.

Lote semilla maestro: Cultivo de un microorganismo derivado del
lote de semilla pre-maestro, distribuido en contenedores en una sola
operacion, de manera que garantice la homogeneidad y la estabilidad,

y prevenga cualquier contaminacion.
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Particulas viables: Cualquier particula que bajo condiciones

ambientales apropiadas puede reproducirse.

Peor caso: Condicidon o conjunto de condiciones que abarcan limites
y circunstancias superiores y/o inferiores de proceso, dentro de
procedimientos normalizados de operacion, que poseen la mayor
oportunidad de falla en el proceso cuando se compara con condiciones
ideales. Tales condiciones no inducen necesariamente a fallas en el

producto o proceso.
Pirégeno: Sustancia que induce una reaccion febril en un paciente.

Produccién: Operaciones involucradas en el procesamiento de

insumos para transformarlos en un producto a granel.

Producto a granel: Producto en cualquier etapa del proceso de

produccion antes de su acondicionamiento primario.

Producto Biotecnoldgico: También Illamado Medicamento
Biotecnoldgico, es toda substancia que haya sido producida por
biotecnologia molecular, que tenga efecto terapéutico, preventivo o
rehabilitatorio, que se presente en forma farmacéutica, que se
identifiqgue como tal por su actividad farmacoldgica y propiedades

fisicas, quimicas y bioldgicas.

Producto intermedio: Material obtenido durante etapas de la

produccion antes de convertirse en un producto a granel.

Producto semiterminado: Producto que se encuentra en su envase
primario y que sera sometido a etapas posteriores para convertirse en

producto terminado.
Producto terminado: Medicamento en su presentacion final.

Programa de monitoreo ambiental: Establecimiento de una

secuencia cronolégica de actividades para evaluar el cumplimiento de
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los parametros establecidos de particulas viables y totales en un

ambiente controlado.

Recoleccibn o Cosecha: procedimiento mediante el cual se
recuperan las células, cuerpos de inclusién o sobrenadantes crudos que

contienen el ingrediente activo no purificado.

Sanitizacion: Accion de eliminar o reducir los niveles de particulas
viables por medio de agentes fisicos o quimicos, posterior a la actividad

de limpieza.

Sistema contenedor cierre: Conjunto de materiales de empaque
que contienen y protegen a la forma farmacéutica. Incluye tanto al
envase primario como al secundario, si este ultimo cumple la funcion

de proporcionar proteccion adicional al producto.

Sistema vector-hospedero: Elemento genético capaz de introducir
acido desoxirribonucleico y causar su replicacion y expresion en una

célula hospedera.

Sistemas criticos: Aquéllos que tienen impacto directo en los

procesos y productos.

Validacion: Evidencia documental generada a travées de la
recopilacion y evaluacion cientificas de los datos obtenidos en la
calificacion y de las pruebas especificas, a lo largo de todo el ciclo de
vida de un producto, cuya finalidad es demostrar la funcionalidad,
consistencia y robustez de un proceso dado en cuanto a su capacidad

para entregar un producto de calidad.

Validacion de limpieza: Evidencia documentada de que un
procedimiento de limpieza para las areas y equipos usados en la
fabricacion de medicamentos reduce a un nivel preestablecido los

residuos del agente de limpieza y producto procesado.
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6. Introduccion

El Procesamiento Aséptico (PA) permite preservar la esterilidad de un
medicamento que es ensamblado a partir componentes estériles y sélo es
utilizado en productos que no resisten la esterilizacion terminal (ET),

como los productos biotecnoldgicos.

A causa de la utilizacion de técnicas de propagacion celular en la
produccion de biomoléculas y por ende el uso de componentes
promotores del crecimiento durante el proceso de fabricacion, el riesgo
de contaminacion microbiana se encuentra implicito en dicho proceso, por
consiguiente, es imprescindible que la produccién se lleve a cabo bajo

estrictas técnicas asépticas a través del PA.

El PA es uno de los procesos mas criticos involucrados en la fabricacion
de los productos biotecnoldgicos. Este requiere un estricto control,
principalmente en las etapas de cultivo celular y llenado. Asi, para
garantizar la esterilidad en todo el lote de biomedicamento es
indispensable la validacion del PA, pues a través de esta se demuestra o
asegura que las técnicas asépticas y las medidas de control son

ejecutadas de manera Optima.

Debido a lo anterior, por motivo de la naturaleza de los productos
biotecnoldgicos, asi como el riesgo inherente de contaminacion durante
su proceso de fabricacion, es necesario establecer los requerimientos
bésicos de la validacion del PA en la fabricacion de los productos
biotecnolégicos con fundamento en el marco regulatorio nacional e
internacional con el propdsito de garantizar la seguridad y eficacia de los

productos biotecnoldgicos.
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7. Objetivo General

Proporcionar una guia con los aspectos basicos involucrados en la
validaciéon del Procesamiento Aséptico durante la fabricacidon de productos
biotecnolégicos contemplando la regulaciéon nacional e internacional, asi

como estudios de investigacion cientifica.

8. Objetivos Particulares

e Utilizar como caso especifico de producto biotecnoldgico
anticuerpos monoclonales, obtenidos a traves de lineas celulares de

mamiferos en presentacion liquida.
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9. Productos Biotecnoldgicos
I. Definicién.

Se consideran productos Dbiotecnolégicos, aquellos alimentos,
ingredientes, aditivos, materias primas, insumos para la salud,
plaguicidas, sustancias toxicas o peligrosas, y sus desechos, en cuyo
proceso intervengan organismos Vvivos o parte de ellos, modificados por
técnica tradicional o ingenieria genética. Dentro de insumos para la salud
se encuentran, proteinas recombinantes, anticuerpos monoclonales,

entre otros. 21

Los biotecnolégicos son, por lo general, moléculas grandes y altamente
complejas, debido a sus caracteristicas estructurales y funcionales
particulares, derivadas de células u organismos vivos.'® Los anticuerpos
monoclonales (mAb) son moléculas de unidn con una alta especificidad
hacia su objetivo y son herramientas indispensables en la investigacion,

el diagndstico y la terapia.l’

Las terapias de anticuerpos monoclonales han sido aprobadas para mas
de 30 objetivos y enfermedades como esclerosis mualtiple, trastornos
inmunoldgicos como la artritis reumatoide y la psoriasis y principalmente
el cancer. Los anticuerpos se han convertido en la nueva columna
vertebral de la industria farmacéutica, que anteriormente dependia de
moléculas pequefias. En comparacion con dichas moléculas, los mAb
cuentan con alta selectividad de diana y, por lo tanto, menos toxicidad
(como resultado de la unién con otros objetivos).?® Hasta 2017 la Agencia
Europea de Medicamentos (EMA) y la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) han aprobado 76 anticuerpos
monoclonales para uso terapéutico, mientras que en México la Comisiéon
Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) cuenta

con 9 anticuerpos monoclonales innovadores hasta enero de 2018. 34
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La producciéon de mAb en su mayoria es basada en mamiferos, debido a
que estos sistemas poseen la capacidad para llevar a cabo modificaciones
postraduccionales y, por lo tanto, son idéneas en la produccion de
proteinas complejas que requieren mayor nivel de procesamiento
postraduccional como plegamientos, carboxilacion, glicosilacion, union de
subunidades, etc. 1° Las lineas celulares de ovario de hamster chino (CHO)
o de mieloma de raton (NSO, SP2 / 0) son las lineas celulares huésped
mas utilizadas actualmente para los productos comercializados y en
menor medida las bacterias gramnegativas, que se usan en la fabricaciéon
biotecnolégica para producir productos de Acido Desoxirribonucleico
(ADN) recombinante, como proteinas terapéuticas, que no requieran
modificaciones postraduccionales. La seleccion del sistema de expresion
esta determinada por su capacidad para ofrecer una alta productividad,

cumpliendo los atributos de calidad de producto.-6:11
Il. Proceso de fabricacion general de productos biotecnolégicos.

La mayoria de los mAb terapéuticos disponibles en la actualidad estan
diseflados genéticamente como, por ejemplo, trastuzumab vy
bevacizumab, anticuerpos humanizados, donde la secuencia de proteinas
de un anticuerpo humanizado es esencialmente idéntica a la de una
variante humana, a pesar del origen no humano de algunos de sus
segmentos de la region determinante de la complementariedad (CDR)
responsables de la capacidad del anticuerpo para unirse a su antigeno
diana. Para llevar a cabo la humanizacién de los anticuerpos se pueden
efectuar varias técnicas, la mas importante se basa en la insercién de CDR
de interés en un marco de anticuerpos humanos, asi los anticuerpos
"humanizados" resultantes contienen 85-90% de secuencias humanas. La
insercion de los segmentos de codificacion de CDR adecuados permite
propiedades de unién deseadas y la estructura de anticuerpo humano

garantiza, en cierta medida, baja inmunogenicidad. Para conseguir el mAb
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se utilizan técnicas como ADN recombinante que implica uso de un vector

apropiado con expresion en células de mamiferos.®8

La fabricacion industrial de anticuerpos farmacéuticos es una tarea

compleja que requiere un esfuerzo considerable.

La produccion a gran escala de mAb utiliza sistemas de produccion de
mamiferos seguidos de la eliminacion y purificacion de células mediante
cromatografia secuencial y etapas de filtracibn por membrana, para
reducir constantemente las impurezas del producto (como variantes de
proteinas) y no relacionadas con el producto (por ejemplo, proteinas de

la célula huésped) a niveles aceptables.?

Después de obtener la mejor seleccion tanto de lineas celulares como de
clones, es decir, la adecuada combinacion para la produccion de
anticuerpos durante la etapa de desarrollo, se da paso a los procesos de

cultivo celular a gran escala.'®

El proceso de fabricacion biotecnoldgica “agua arriba” o “upstream”
comienza con el crecimiento del inGculo después de la descongelacion del
vial, este se realiza en matraces de agitacion o matraces giratorios, que
aumentan progresivamente en tamafno y/o volumen, en esta etapa del
proceso suelen emplearse biorreactores desechables. La masa celular se
escala a través de varias etapas antes de ser transferida al biorreactor de
produccion, donde la produccion de “lote alimentado” es la mas frecuente
e implica la adicibn de pequefios volumenes de alimento para
complementar los nutrientes presentes en el biorreactor a medida que
incrementa el crecimiento celular y por ende la produccién del producto,
el medio que contiene los metabolitos es retirado una vez finalizada cada
corrida. El oxigeno disuelto, el pH, la temperatura y la transferencia de
masa de oxigeno y dioxido de carbono son controladas en el biorreactor
de produccion. Por otro lado, el cultivo celular de perfusion es aquel en

donde las células se retienen en el biorreactor y los nuevos medios son
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alimentados continuamente, este es empleado en menor medida en los
procesos, debido a los desafios implicados en el mantenimiento de la
esterilidad durante largos periodos de tiempo. En la llustracion 1 se
muestra un diagrama de proceso de produccidn en sentido “agua arriba”
0 “upstream” adoptado en compafias biotecnoldégicas para el proceso

fabricacion de mAb.

Un componente usual de los medios de cultivo celular son los hidrolizados
de levadura o fuentes vegetales puesto que estos permiten altos titulos
de cultivo celular y de secrecion de productos, a diferencia del uso de
suero en procesos a gran escala.®® La etapa de cultivo es una de las
operaciones clave dentro de la produccién de proteinas recombinantes,
ya que afecta el rendimiento y la calidad del producto (por ejemplo, el

perfil de glicosilacién del producto).3’

El procedimiento comun de recoleccion para el cultivo celular de mAb
emplea la centrifugacion seguida de filtros de profundidad (lecho fibroso
donde las particulas pueden ser atrapadas en la superficie, pero también
en el grueso del medio filtrante) y de membrana (atrapan particulas en la
superficie mediante intercepcion directa, es decir, impiden el paso de las
particulas), esto previo a las filtraciones realizadas en la produccién en
sentido “agua abajo” o “downstream” con el fin de eliminar las células y
los residuos celulares, siendo el filtro de profundidad por su elevada
retencion de contaminantes el mas conveniente para adsorber las

impurezas solubles, como las proteinas de la célula huésped y el ADN.4%
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llustracion 1 Proceso de Produccidn “agua arriba” o “upstream”
adoptado en compafias biotecnoldégicas para el proceso

fabricacion de mAb. 1

El proceso de fabricacion biotecnolégica continda en sentido “agua abajo”
o “downstream” donde la purificacion de la proteina recombinante y la
eliminacién de impurezas tienen lugar. Se recolecta el producto del caldo
celular obtenido, se concentra y se lleva a cabo la separacion de las
impurezas (como lo son células, residuos celulares, ADN, y la mayoria de
las proteinas). En la llustracion 2 se muestra un diagrama para un proceso
de produccién en sentido “agua abajo” o “downstream” que se utiliza a

menudo para la producciéon de mAb.1

La separacion de impurezas se basa en el uso de la cromatografia de
afinidad donde el ligando de la Proteina A se une de manera especifica a
la regiéon del fragmento cristalizable (Fc) de los mAb. En un solo paso esta
técnica proporciona una pureza> 98%, asi las proteinas de la célula

huésped, el ADN y otras impurezas del proceso de cultivo celular fluyen
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mientras el producto se une a la fase estacionaria, después los mAb se
obtienen a través de elucion en condiciones de pH bajo, la posterior etapa
de “pulido” permite alcanzar niveles aceptables de pureza farmacoldgica,
reduciendo impurezas relacionadas con el producto como proteinas de la
célula huésped, el ADN y los agregados de alto peso molecular, a
continuacion se da paso al aclaramiento viral, en el cual se efectua la
inactivacion viral y la eliminacion viral basada en la filtracion, siendo el
ultimo paso la ultrafiltracion/diafiltracion (UF/DF) con el fin de reducir los
volumenes de almacenamiento para asi intercambiar el producto en el

tampon de formulacién y obtener la sustancia farmacéutica. ’

| |

Fltro Compone’nFes Columna Recipiente de Ajuste Filtro 0.2pm Recipiente de Eluato
cromatograficos de pH
Cromatografia de afinidad (Proteina A)
y
| ; [ |
| 1
Filtro Componentes Columna Redpiente de Ajuste Filtro 0.2um Recipiente de Eluato

cromatograficos de pH

Cromatografias de pulido (X2) .

—_— - — = AN ] —-

) Recipiente Ultrafiltracién y Formulacién, Liofilizacién Farsr:lj::::?érji::a a
. . - _ = r
Filtro 0.2pm Filtro Viral FiItra[n):[i)grtl Viral Diafiltr acién Filtro 0.2pm y Control de Calidad granel
Filtracién Viral Llenado Final
llustracion 2 Proceso de Producciéon ‘“agua abajo” o

“downstream” que se utiliza a menudo para la produccién de

mADb.1:2
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La mayoria de los mAb se encuentran formulados en liquido o en polvo
liofilizado envasado con liquido para diluciéon, sin embargo, cabe destacar
que los mAb son mas estables en una formulacién liofilizada (donde es
eliminada el agua por congelamiento del producto humedo y la posterior
sublimacion de esta en condiciones de vacio) que en la forma liquida,
puesto que la naturaleza proteica de los mAb, su estabilidad es afectada

durante el almacenamiento a largo plazo.4°
I1l. Contaminantes comunes

El desarrollo de un proceso de fabricacibn para un mAb requiere la
consideracion de numerosos factores diferentes, incluida la eliminacion de
impurezas, si bien el proceso de fabricacion cuenta con etapas de
purificacion y pulido, hay un riesgo intrinseco de contaminantes en el

producto.

El rechazo de lotes de productos biotecnoldgicos, durante la produccion,
generalmente se deben a la contaminacion por agentes bioldgicos, tal
como los microorganismos o subproductos producidos por estos o por los

sistemas de expresion utilizados, incluidas las toxinas o los pirégenos.2®

Al ser los productos biotecnoldgicos aislados de sustancias proteinicas, las
impurezas mas comunes en estos son proteinas residuales de la célula
hospedera, agregados de alto peso molecular, ADN vy virus. Estas
impurezas pueden causar reacciones alérgicas o hacer que los efectos
terapéuticos del medicamento sean diferentes a los previstos y provocar

una respuesta inmune adversa.

Por otra parte, la contaminacion bacteriana se encuentra latente durante
todo el proceso, por ejemplo, durante la fase de cultivo donde se utilizan
componentes que promueven el crecimiento, esta se produce con tanta
frecuencia en la fabricacion de productos de cultivos celulares

tradicionales como en la fabricacion de productos de cultivos
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recombinantes.'? Asi, de llegar a existir contaminacién bacteriana puede
resultar en altos niveles de endotoxinas que se co-purificarian con la
proteina a granel. Este tipo de impurezas son una causa potencial de
reacciones pirogénicas en medicamentos parenterales puesto que actlan
como un inmunoestimulante fuerte que activa el sistema del
complemento, un peligro grave para la salud llegando en algunos casos a

ser fatal para el paciente.?®

La presencia de contaminantes microbiol6gicos en los medicamentos no
solo los hace peligrosos desde el punto de vista infeccioso, sino que
también puede cambiar las propiedades fisicas, quimicas y organolépticas
de los medicamentos, alterar el contenido de los principales ingredientes

activos o convertirlos en productos téxicos.3°

Por lo anterior la contaminaciéon microbiolégica de los productos
biotecnolégicos ademas de representar un gran peligro por los
componentes bacterianos secretados en el biofarmaco, como las
endotoxinas, potencialmente puede llegar a causar el deterioro de la
proteina a consecuencia de la metabolizacion realizada por estos
microorganismos contaminantes. A continuacion se sefalan posibles
escenarios perjudiciales respecto a la contaminacion microbiolégica en la

produccion de anticuerpos monoclonales:32:36

e Degradacion del principio activo, mAb, llevada a cabo por las
enzimas producidas por contaminantes microbianos reduciendo la
dosis, alterando su identidad y reduciendo su eficacia que, por lo
tanto, trae consigo una disminucién en la potencia biotecnoldgica,
también puede verse reflejado en la alteracion de las estructuras
mas susceptibles de los mAb, particularmente en las regiones
hipervariables (HVR), con ello los productos degradados ademas de

poder manifestar una actividad reducida, podrian mostrar un
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aumento de la inmunogenicidad, representando un peligro potencial

para la salud de los pacientes.40-13

e En el caso de contaminacidon por micoplasma, como Mycoplasma
Arginini o Mycoplasma orale, existe un rendimiento reducido del
mADb, en otros casos el mAb producido resulta ser para micoplasma

en lugar de antigeno objetivo.

e En el caso de contaminacidén por virus, como el parvovirus, puede
resultar en un evento catastréfico como la muerte del cultivo

celular.

Consecuentemente, en vista que los mAb estan reservados a tratamiento
de enfermedades como el cancer y son administrados generalmente por
via intravenosa es critico el control de la carga bioldgica en todo el proceso
de fabricacion, a traves de la validacion del PA para minimizar el riesgo
de contaminacion de los medicamentos y garantizar la esterilidad del

producto biotecnoldgico.
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10. Validacién del Procesamiento Aséptico
I. Fuentes de Contaminacion Comunes

En el proceso de fabricacion de mAb, existe un riesgo de contaminacion
latente en cada operacion, no solo en la etapa de llenado final, puesto que
las condiciones del proceso son favorables para el crecimiento microbiano
(por ejemplo, disponibilidad de agua, pH, temperatura, contenido de
carbono). Gracias a la alta tasa de crecimiento bacteriano, que incluso
puede llegar a superar y destruir las células animales que tienen una tasa
de crecimiento menor, la contaminacion en etapas intermedias puede

llevar a las siguientes consecuencias significativas para el proceso:

e Alteraciones en los perfiles de impurezas (mas alla del ultimo paso
de eliminaciobn de estas) propiciados por los subproductos

microbianos (endotoxinas, ADN, flagelos y exotoxinas).
e Lotes fallidos, es decir, el rechazo del producto final.

e Problemas de seguridad potencialmente significativos por pérdida

de tiempo y dinero invertidos en la investigacion y en la fabricacion.

Por lo anterior, ademas de comprender las operaciones unitarias del
proceso de fabricacion de mAb y los puntos criticos de control de este,
es indispensable que las biotecnolégicas cuenten con un amplio
soporte de conocimiento sobre los contaminantes mas frecuentes en
un bioproceso y las fuentes mas comunes de contaminacion, esto a
través de la gestion de riesgos de la calidad del proceso, precedente a
la validacion, a fin de lograr el adecuado monitoreo y control de las

condiciones asépticas.

Los contaminantes bacterianos asociados a la contaminacion de los
bioprocesos incluyen bacterias, hongos, levaduras, mohos vy

contaminaciéon por virus, como se muestra en la Tabla 1
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“Contaminantes microbianos comunes en procesos biotecnolégicos.”*®

En la mayoria de los entornos liquidos, los microorganismos existen

como biopeliculas (comunidades multicelulares unidas por una matriz

extracelular autoproducida) y la erradicacion completa de esta es muy

dificil.®

CONTAMINANTES MICROBIANOS COMUNES EN PROCESOS

BIOTECNOLOGICOS.

Contaminante | Ejemplos de Contaminantes | Fuente primaria
tipicos

Cocos Gram | Staphylococcus, Humana

+) Streptococcus, Micrococcus

Bacilos Gram | Corynebacterium, Suelo

+) Actinomyces, Arthrobacte

Bacilos Gram | Bacillus, Clostridium | Suelo, polvo,

©) (anaerobio) vegetacion

Formadores de

esporas

Bacilos Gram | Pseudomonas, Ralstonia, | Agua

) Burkholderia, Acenitobacter

Suelo, agua vy

Stenotrophomonas, Serratia, | vegetacion
Klebsiella

Levaduras Candida, Rhodotorula, | Humana, suelo,
Cryptococcus vegetacion

Moho Aspergillus, Penicillium, | Polvo, suelo,
Alternaria, Fusarium, | vegetacion
Cladosporium
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Micoplasmas Mycoplasma hyorhinis | Materiales y
(porcinos), reactivos de

o ) origen animal,
Mycoplasma arginini (bovinos),
lineas celulares,
Mycoplasma orale (humanos; el
_ i . personal de
contaminante mas comun),
laboratorio,
Acholeplasma laidlawii (medio
instalaciones

ambiente)
Virus Bacteriofago (contaminante de | Materiales Yy
lineas celulares bacterianas), | reactivos de

Parvovirus (virus de ratones | origen animal,
diminutos), Retrovirus (X-MuLV), | lineas celulares
virus de la diarrea viral bovina

(BVDV)

Tabla 1 Contaminantes microbianos comunes en procesos

biotecnoldgicos. *°

Existen multiples maneras para que estos microorganismos se
introduzcan dentro del bioproceso. En general, las principales fuentes de
contaminacion microbiana son: materiales, instalaciones, servicios
publicos, personal, procesos y equipos. *° En la llustracién 3 se muestran
“Factores principales que influyen en el riesgo de contaminacion

microbiolégica de los productos biotecnolégicos.” 2°
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Maquinaria,

equipo y
herramientas

Materias
~ primasy
HIJITIE""J._- materiales de
Producto . envase
Biotecnologico

Medio
ambiente
incluido
aire, agua,
etc

Métodos y
técnicas

llustracion 3 Factores principales que influyen en el riesgo de

contaminacion microbioldgica de los productos biotecnoldgicos. 2°

Con el fin de prevenir o reducir el riesgo de contaminacioén por las fuentes
mas comunes antes mencionadas, a continuacion, se enlistaran los

requerimientos en las operaciones unitarias clave para el PA de los

bioprocesos.3°
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Il. Operaciones unitarias implicadas en el PA

En vista de que no existe un proceso para esterilizar el producto en su
envase final, la fabricacién aséptica de medicamentos biotecnolégicos se
compone de numerosos segmentos individuales que en conjunto mitigan

la posibilidad de contaminacion hacia el ambiente critico o al producto.

El PA involucra mas variables que la esterilizacion terminal, por ejemplo,
el material de vidrio es sometido a esterilizacion/despirogenado por calor
seco; los tapones de goma son sometidos a esterilizacion por calor
hdmedo; mientras que las formas farmacéuticas liquidas, en este caso los
mAb, se someten a esterilizacion por filtraciéon y es fundamental que los
envases se llenen y sellen en un ambiente controlado, de acuerdo con el
Apéndice Normativo A de la NOM-059 vigente. Todas las variables
representan un riesgo de contaminacion microbiana y como se ha
mencionado anteriormente, podria resultar en la distribucion de un
producto no estéril, por ello, las operaciones unitarias en torno a este
requieren de un control cuidadoso y es necesario que sean validadas de

manera precedente a iniciar el PA.10.31,39

Los requisitos de validacion apropiados para una instalacion de PA tienen
como objetivo primordial: la provision de personal operativo calificado,
principalmente, en las técnicas de trabajo en condiciones asépticas, con
el equipo y ropa convenientes, asi como un medio ambiente con aire
controlado, por lo que respecta a particulas viables y totales, temperatura
y humedad relativa, disefiado debidamente y que permita, ademas, el

mantenimiento eficaz de las unidades de suministro de aire. 3°

La importancia y los aspectos basicos por considerar en la validacion de
cada uno de los multiples elementos que integra el PA se muestra a

continuacion:
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a. Areas

Estas incluyen los acabados sanitarios, las condiciones ambientales "as-
built”, estatica y dinamica de la misma, los materiales de construccion,
los recubrimientos, la colocacion de la maquinaria dentro del area, sus

materiales de construccion, las instalaciones, los servicios, etc. 31

La NOM-059-SSA1-2015 (seccion 8.2.2 “Areas de produccion”), la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) (“GMP for Biological Products
Guideline”) y La FDA (“Guidance for Industry Sterile Drug Products
Produced by Aseptic Processing-Current Good Manufacturing Practice”)
puntualizan los criterios basicos a considerar para las areas de

produccion, entre ellos cabe destacar los siguientes:

e El tamafo y numero de areas debera ser acorde a la capacidad de
fabricacion, equipos, diversidad de productos y tipo de actividades
para cada una de las areas, ademas contemplar cuartos para el
acceso y salida del personal y cambio de ropa de acuerdo a su

clasificacion.

e Contar con tuberias identificadas, de acuerdo al codigo de la NOM-
026-STPS-2008, tuberias que transfieran materias primas,
productos intermedios o a granel, deben ser de un material inerte
no contaminante, por ejemplo Acero Inoxidable 316 y 304, y estar
identificadas, mientras que los drenajes deben contar con trampas

a fin de prevenir contraflujo o contaminacion.

e Se debe contar con areas para el almacenamiento de los accesorios
de los equipos de fabricacion, herramientas, sustancias o materiales
requeridos para el mantenimiento de los equipos de fabricacion
cumpliendo con las condiciones sanitarias de acuerdo al area donde

se encuentren.
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Las areas de produccion deben tener acabado sanitario, es decir
terminacién de superficies interiores de las areas con la finalidad de
evitar la acumulacidon de particulas viables y no viables y facilitar su
limpieza, todos los servicios deben ser disefiados e instalados para
evitar acumulacion de polvos y facilitar su limpieza, su ubicacion
debe evitar flujos cruzados, minimizando el riesgo de contaminacion

al producto.

Las areas de produccion, muestreo, pesadas, envasado primario y
todas aquéllas donde se encuentren expuestos componentes,
productos y sus servicios inherentes (particularmente los sistemas
de aire) en la fabricacion de biofarmacos deben ser completamente
independientes y autocontenidas. Areas donde se generen polvos

deben contar con sistemas de extraccion y coleccion de polvos.

Las operaciones criticas para la fabricaciéon de estériles como la
preparacion de materiales, procesos de esterilizacién,
despirogenado y llenado, deben realizarse en areas controladas y
separadas fisicamente, el pesado y muestreo de farmacos estériles
podra realizarse también en una zona especifica del area de

produccion.

En las areas asépticas, los techos falsos deben ser sellados para
prevenir contaminacion proveniente del espacio encima de ellos y
en las areas Clase A y Clase B, usadas para produccién aséptica,

estan prohibidos los drenajes.

A pesar de que las areas tengan que ser separadas para cada uno
de los procesos de fabricacion, los procesos de formulacién y
llenado de biotecnolégicos podran efectuarse en areas
de fabricacion comunes de productos estériles previa autorizacion

de la COFEPRIS.
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Se debe asegurar especialmente la contencion en areas donde se
manejen productos que contengan agentes patdgenos, de alta
toxicidad, virus o bacterias vivas, se deben utilizar sistemas de
ventilacion dedicados sin posibilidad de recirculacion con areas
adyacentes donde no se manejan organismos patdégenos viables,

con el propdésito de evitar la liberacion de éstos al medio ambiente.

Se debe contar con un sistema de alarma para indicar cualquier falla
en el sistema de aire, indicadores de presion diferencial y
la diferencial de presiones debe ser registrada, ademas se debe
demostrar que el patréon de flujo de aire no representa un riesgo de

contaminacion.

Se debe contar con un sistema de “interlock” y un sistema de
alarma visual y/o auditivo para evitar que dos puertas consecutivas

sean abiertas simultdneamente.

Los vestidores para ingreso a areas de PA deben disefiarse como
esclusas de aire y proporcionar separacion fisica de las diferentes
etapas de cambio. La etapa final de los vestidores, en condiciones
estaticas, debe cumplir con la misma clasificacion del area a la que
conduce. Estos deben ser separados para entrada y salida del

personal.

Las operaciones de acondicionamiento deben realizarse en un area
especifica, diseflada Yy localizada de forma tal que el flujo de
personal, insumos y producto en proceso evite contaminacion,

confusion y mezcla de productos e insumos.

Se debera contar con un sistema de monitoreo de las variables
criticas de acuerdo a la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos (FEUM) a fin de cumplir con la clasificacion del Apéndice

Normativo A de la NOM-059.
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e EIPA ademas de requerir pisos, paredes y techos de superficies lisas
y duras que se puedan limpiar facilmente, también requiere;
controles de temperatura y humedad; un suministro de aire filtrado
a través de filtros de aire de alta eficiencia de particulas, bajo
presion positiva, independientemente de si el flujo es unidireccional
0 no; un sistema de monitoreo de condiciones ambientales; un
sistema para limpiar y desinfectar la sala y el equipo para producir
condiciones asépticas; un sistema de mantenimiento para cualquier
maquinaria y/o equipo usado en el control de las condiciones

asépticas.
b. Sistemas criticos

i. Sistema de Calefaccion, Ventilacibn y Aire

Acondicionado (HVAC).

El ambiente deseado en una instalacion de PA se puede lograr gracias al
alto nivel de tecnologia de filtracion de aire, lo que contribuye a la calidad
microbiol6égica y cantidad de particulas requerida. Las instalaciones
incluyen sistemas de barreras primarias (en las cercanias del articulo
expuesto) y secundarias en las que se lleva a cabo el PA. Ademas de
contemplar las caracteristicas mencionadas en la seccion de “areas”, se
deben considerar donde sea necesario dispositivos tales como esclusas de
aire y duchas de aire, diferenciales de presién adecuadas entre salas con
mayor presion positiva en los cuartos y zonas de PA, empleo de flujo de
aire unidireccional en las zonas en las que el producto o cualquiera de sus
componentes se expongan al ambiente. El Sistema de Calefaccion,
Ventilacion y Aire Acondicionado (HVAC) tiene la funcion de contribuir al
aseguramiento de calidad y pureza del producto, asi como favorecer las
actividades del personal que las lleva a cabo, este debe ser disefiado,
construido y mantenido de acuerdo con la FEUM con el fin de asegurar la

clasificacion requerida en el Apéndice A Normativo de la NOM-059-SSA1-
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2015 31 | tomando en consideraciéon al menos los siguientes parametros:
temperatura, humedad relativa de las areas que alimenta, volumen de
inyeccion de aire, diferenciales de presion entre las areas, numero de
cambios de aire por hora, conteo de particulas, flujos de aire, niveles de
limpieza, velocidad de flujo y pruebas de integridad de los filtros

Atrapadores de Particulas de Alta Eficiencia (HEPA).?!

Los contaminantes principales en el aire ambiental son clasificados en
particulas viables o microorganismos y particulas totales, presencia de

vapor de agua o de otras sustancias extranas.

El Aire de proceso se va a clasificar, principalmente, de acuerdo con el
grado de limpieza que tenga, y se mide con el contenido de particulas
totales por unidad de volumen y particulas viables por unidad de volumen

o por placa.3!

La pureza del aire estara en relacion directamente con la exposicion al
ambiente del producto y sus componentes antes de su envasado primario,
requiriendo un tipo de area de proceso particular. Los diferentes tipos de

clase se describen a continuacién: 38

e “Clase A” o “ISO Clase 5” utilizada en llenado y operaciones
asépticas, muestreo, pesado y surtido de insumos estériles. Esta
cuenta con monitoreo continuo de particulas totales y particulas
viables durante todo el proceso de llenado, Presion diferencial
>15Pa con respecto a cuartos adyacentes, aplicando un concepto
de cascada, temperatura de 18 °C a 25 °C y humedad relativa del
30-65%.

e “Clase B” utilizada como entorno de Clase A para productos estériles
que no llevan esterilizacion terminal, esclusas a cuartos de llenado
y cuartos de vestidores para areas Clase A. Esta cuenta con
monitoreo cada 3 meses de particulas totales y diario o por turno
de produccion para particulas viables, presion diferencial >15Pa con

34



respecto a areas no asépticas, aplicando un concepto de cascada,
temperatura de 18 °C a 25 °C y humedad relativa del 30-65%.

“Clase C” utilizada en el llenado de productos con esterilizaciéon
terminal, Preparacion de soluciones para filtracion esterilizante,
para esterilizacion terminal, elementos del sistema de contenedor-
cierre y Almacenamiento de accesorios para formas farmacéuticas
estériles. Esta cuenta con monitoreo cada 6 meses de particulas
totales (a excepcion de llenado de soluciones con esterilizacion
terminal que se realice ¢/3 meses) y semanalmente para particulas
viables, Presion diferencial 210Pa, temperatura de 18 °C a 25 °Cy
humedad relativa del 30-65%.

“Clase D” utilizada como entorno de Clase C, Cuartos de aisladores,
Cuartos incubadores y de refrigeraciéon (localizadas en areas de
producciéon), Preparacibn y envasado primario de formas
farmacéuticas no estériles, Muestreo, pesado y surtido de insumos
no estériles. Esta cuenta con monitoreo cada 6 meses de particulas
totales y mensualmente para particulas viables, Presion diferencial
=>5Pa Presion negativa donde se generan polvos con respecto a los
cuartos adyacentes y positiva con respecto a donde no se generan
polvos, temperatura de 18 °C a 25 °C y humedad relativa del 30-
65%.

“ISO Clase 9” utilizada Acondicionamiento Secundario. Esta cuenta
con monitoreo anual de particulas totales y particulas viables,
Presion diferencial positiva con respecto a areas no clasificadas,
temperatura de 18 °C a 25 °C.

Antes de ser esterilizados, los productos, materiales, recipientes,

componentes, pueden manipularse o procesarse en un ambiente de sala

limpia mas bajo, por ejemplo, la manipulaciéon de componentes después

del lavado puede realizarse en area grado D y la preparacion de soluciones
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a filtrar en area grado C, después de las etapas de esterilizacion todas las
operaciones de PA, es decir, manejo y llenado de preparaciones asépticas
deberan realizarse en un area Clase A, rodeada de un ambiente Clase B.
En el caso de las areas Clase A, B y C deben contar como minimo con
filtros terminales HEPA de 99.97% de eficiencia para particulas de tamafo
de 0.3 um. En el caso de Clase D deben contar como minimo con filtros
de eficiencia de 95% y para clase ISO 9 deben contar como minimo con

filtros de eficiencia de 85%b.

La FDA (“Guidance for Industry Sterile Drug Products Produced by Aseptic
Processing-Current Good Manufacturing Practice”) proporciona aspecto
bésicos a considerar entorno a los filtros HEPA que a continuacion se

mencionan:

e La integridad del filtro HEPA debe mantenerse para garantizar

condiciones asépticas.

e Las pruebas de fugas deben realizarse en la instalacién para
detectar brechas de integridad alrededor de las juntas de sellado, a

través de los marcos o a través de varios puntos del filtro.

e Las pruebas de fugas para los filtros HEPA deben realizarse en
intervalos de tiempo establecidos en las instalaciones de PA. Por
ejemplo, dichas pruebas deben realizarse dos veces al afio para la
sala de PA, o cuando se realicen cambios que afecten a los filtros

directa o indirectamente.

e Cuando se considere que la calidad del aire es inaceptable, es decir
se encuentre fuera de especificaciones, o como parte de una
investigacion sobre el llenado de los medios o la falla de esterilidad

del producto farmacéutico, se pueden realizar pruebas adicionales.
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e Los filtros instalados en tuneles de despirogenado por calor seco y
hornos, comunmente utilizados para despirogenar viales de vidrio,

deben probarse para detectar fugas.
ii. Agua, Aire Comprimido, Nitrégeno.

Otros sistemas criticos involucrados en el PA son, por ejemplo: agua, aire

comprimido, nitrégeno.

El sistema de generacion y distribuciéon de agua para uso farmacéutico
debe ser disefiado, construido y mantenido para asegurar la calidad del
agua, de acuerdo con la FEUM. El agua es la sustancia mas utilizada en la
industria farmacéutica, ya sea como disolvente o ingrediente para los
preparados farmacéuticos, en el lavado de envases o en las operaciones

de limpieza de areas y equipos durante los procesos de fabricacion.

Existen diferentes tipos de agua para uso farmacéutico cada uno es
definido por la FEUM (en su capitulo dedicado a sistemas criticos) y la
Farmacopea de los Estados Unidos de América (USP 41-NF 36), estos se

describen a continuacion:

e El Agua potable es la fuente de agua prescrita para la produccion
de agua para uso farmacéutico, esta puede emplearse en las etapas
iniciales de la sintesis quimica de las sustancias activas
farmacéuticas, asi como en la limpieza de los equipos empleados

para su produccion.

e Agua purificada se emplea como excipiente en la produccion de
preparaciones no parenterales y en otras aplicaciones
farmacéuticas, como por ejemplo la limpieza de determinados
equipos y componentes que entran en contacto con el producto no
parenteral. Debe cumplir con los requisitos de pureza quimica,
ibnica y organica, y debe protegerse de la contaminacion

microbiana. La calidad minima del agua fuente, o agua de
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alimentacion para la produccién de Agua purificada es la del Agua
potable, la cual puede purificarse usando operaciones unitarias que
incluyen la desionizacion, la destilacion, el intercambio i6nico, la
6smosis inversa, la filtracion u otros procedimientos de purificacion

adecuados.

e Agua para la fabricacion de inyectables. Se usa como vehiculo o
disolvente en la fabricacion de productos farmacéuticos inyectables,
fabricacion de principios activos de uso parenteral, asi como en los
ultimos pasos de la limpieza de equipos, tuberias y recipientes
involucrados en estos procesos. Esta es preparada a partir de Agua
potable a la que se le dan los tratamientos adecuados seguidos de
un proceso terminal de destilacién u otra tecnologia equivalente o
superior que demuestre la eliminacion de sustancias quimicas,
microorganismos y endotoxinas y que no contiene sustancias
adicionadas. También es posible tener como punto de partida el
agua purificada, sometiéndola a un proceso de destilacion. El
sistema usado para la producciéon, almacenamiento y dispensado o
distribucion de Agua para la fabricacion de inyectables debe estar
disefiado para prevenir la contaminacion microbiana, la formaciéon

de endotoxinas bacterianas y debe estar validado.

Cada uno de los tipos de agua debe cumplir con las especificaciones
establecidas en la monografia respectiva de la FEUM. Los sistemas de
purificacion, circulacion y almacenamiento del agua purificada deben
considerar elementos protectores que eviten la proliferacion microbiana,
asi como un programa frecuente de sanitizacion y monitoreo
microbiolégico que garantice la adecuada calidad microbiologica en los

puntos de uso.

El Agua potable debe cumplir con los requisitos de la versidén vigente de
la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994, donde el monitoreo
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sistematico de la calidad contempla llevar a cabo las siguientes pruebas

esenciales:
e Las propiedades organolépticas (color, olor y sabor).
e Turbiedad.
e Cloro residual libre.
e Dureza total.
e pH.
e Organismos coliformes totales.

e Escherichia coli o coliformes fecales u organismos termo

tolerantes.
¢ De manera complementaria se recomienda la prueba: Silice.

Debe tenerse precaucion durante el manejo y almacenamiento del agua
para evitar la contaminacion y/o el crecimiento de la carga microbiana y
establecer y registrar los tiempos limites de almacenamiento del agua
para produccion de productos estériles. El control de la calidad
microbioldégica de cualquier tipo de agua es crucial dada la ubicua
presencia de los microorganismos y la facilidad y rapidez con la que se
reproducen, ya que los microorganismos o sus productos metabdlicos en
el agua, como se ha abordado anteriormente, podrian llegar a causar

efectos adversos en los seres humanos.3?

Por otro lado, los gases comprimidos, como el aire, el nitrogeno y el
dioxido de carbono, se utilizan a menudo en salas limpias y con frecuencia
se emplean para purgar. Estos deben contar con la pureza apropiada (por
ejemplo, libre de petrdleo) y en cuanto a su calidad microbiolégica y de
particulas después de la filtraciéon debe ser igual o mejor que la del aire

en el ambiente en el que se introducen. Los filtros de membrana
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hidrofébicos producen un gas comprimido estéril que se puede emplear
en operaciones que involucran materiales estériles, como componentes y
equipos. Un ejemplo de ello es el uso de filtros de membrana estériles
para lineas de aire de autoclave, ingreso de aire para roturas de vacio en

el liofilizador y tanques que contengan materiales esterilizados.°

La NOM-059-SSA1-2015 (seccion 10.4 “Sistemas de produccion de
productos estériles.”) FDA (*Guidance for Industry Sterile Drug Products
Produced by Aseptic Processing-Current Good Manufacturing Practice”)
proporcionan aspectos basicos a considerar para los gases, que a

continuacién se mencionan:

e Cualquier gas que se utilice para purgar una solucion o desplazar el
aire del producto, se debe pasar a través de un filtro hidrofébico de

esterilizacion.??

e Los filtros de gas (incluidos los filtros de ventilacion) deben estar
secos. La condensacion en un filtro de gas puede causar un bloqueo
durante el uso o permitir el crecimiento de microorganismos. Es
importante considerar el uso de filtros hidrofobos, asi como la
aplicacion de calor a estos filtros cuando sea apropiado, y asi

prevenir residuos de humedad.

e Los filtros que sirven como limites estériles 0 que suministran gases
estériles, que pueden afectar la integridad del producto, se deben
probar durante la instalacion y de manera periédica (por ejemplo,

al final del uso).

e Se recomienda la realizacion de la prueba de integridad después de

actividades que pueden dafar los filtros.

e Las fallas de la prueba de integridad deben investigarse y los filtros

deben reemplazarse a intervalos apropiados y definidos.
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e Los tanques de retencion esterilizados y cualquier liquido contenido
deben mantenerse bajo presiéon positiva o sellados adecuadamente
para evitar la contaminacion microbiana. Deben establecerse
medidas de seguridad para evitar un cambio de presidon que pueda
resultar en contaminacion debido al reflujo de aire o liquido no

estéril.

e Los filtros HEPA deben reemplazarse cuando se detecta una falta de
uniformidad de la velocidad del aire en un area del filtro o los

patrones de flujo de aire son afectados negativamente.

c. Esterilizaciéon del producto y demas componentes

La esterilizacion del producto y demas componentes, incluyendo el envase

primario, son procesos que deben validarse.

Como se ha abordado anteriormente un medicamento biotecnoldgico
producido por PA puede estar contaminado por el uso de uno o mas
componentes que se encuentren contaminados con microorganismos o
endotoxinas, se debe garantizar previamente el cumplimiento de
especificaciones de los materiales de partida y empaque determinados
para el bioproceso asi como realizar la calificaciéon de proveedores la cual
debe ser concluida antes de la validacion del proceso, aunado a esto si la
esterilizacion es llevada a cabo por terceros, la responsabilidad de la
validacion es del fabricante del producto, asi como la conservacion de la
esterilidad durante el transporte de las instalaciones del tercero hasta el

ingreso al ambiente critico del fabricante.3!

Como ejemplos de los componentes en el Producto Biotecnoldgico
tenemos a los ingredientes activos, es decir, el biofarmaco, el agua para
la fabricacion de inyectables (WFI) y otros excipientes que se utilizan
dentro de la formulacion, por ello es importante caracterizar el contenido
microbiano (carga biologica, endotoxinas) de cada componente que

podria estar contaminado y establecer limites de aceptacion apropiados.
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El conocimiento de la carga biolégica es importante para evaluar si un

proceso de esterilizacion es adecuado.

A continuacién, se presentan los procesos de esterilizacibn mas comunes

en la fabricaciéon de productos biotecnolégicos.©

e La filtracion de una solucion a partir de la disolucion de el (los)
componente (s) en agua para la fabricacion de inyectables es un
método ampliamente utilizado para productos biotecnoldgicos,
como los mAb que son afectados adversamente por el calor, estos,

se hacen pasar a traves de una membrana esterilizante.

e Una variacion del método anterior incluye someter la solucion
filtrada a cristalizacion aséptica y precipitacion (o liofilizacion) del
componente como un polvo estéril. Sin embargo, este método
implica mas pasos, por lo tanto, tiene un mayor potencial de

contaminacion durante el procesamiento.

La NOM-059-SSA1-2015 (seccion 10.4 “Sistemas de produccion de
productos estériles.”) FDA (*Guidance for Industry Sterile Drug Products
Produced by Aseptic Processing-Current Good Manufacturing Practice”)
enlistan aspectos basicos a considerar para los componenetes, a

continuacién se mencionan:

e Debe haber procedimientos escritos y especificaciones apropiadas
para la aceptacion o el rechazo de cada lote de componentes que
puedan contener endotoxinas. Cualquier componente que no

cumpla con los limites de endotoxinas definidos debe ser rechazado.

e Deben existir procedimientos escritos que describan con suficiente
detalle la recepcion, identificacion, almacenamiento, manejo,
muestreo, analisis y aprobacion o rechazo de componentes y
recipientes y cierres de productos farmacéuticos, los cuales deberan

seguirse.
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Los componentes, los contenedores y cierres de productos
farmacéuticos se deben manipular y almacenar en todo momento

de una manera para prevenir la contaminacion.

Las operaciones de carga y descarga para la esterilizaciéon vy
despirogenado de insumos y materiales debe realizarse en un
ambiente que asegure su condicibn de esterilidad y evite

confusiones.

Se deben establecer, validar y registrar los tiempos limites entre la

esterilizacion y la utilizacion de los materiales.

Todas las soluciones, en particular fluidos de perfusion, de gran
volumen, se debe pasar a través de un filtro de retencion de
microorganismos, si es posible situado inmediatamente antes del

llenado. 21

d. Integridad del sistema contenedor-cierre.

Se conoce como “sistema contenedor-cierre”, al conjunto de materiales

de empaque que contienen y protegen a la forma farmacéutica. Incluye

tanto al envase primario como al secundario, si este ultimo cumple la

funcion de proporcionar proteccion adicional de la esterilidad del producto.

La NOM-059-SSA1-2015 y FDA (“Guidance for Industry Sterile Drug

Products Produced by Aseptic Processing-Current Good Manufacturing

Practice”) establecen criterios basicos a considerar para este sistema, a

continuacién se mencionan:

Se deben realizar pruebas de integridad al producto en su sistema

contenedor-cierre.

El manejo y llenado de preparaciones asépticas, cuando el sistema
contenedor-cierre no esté herméticamente cerrado, debe realizarse

en Clase A.
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Los contenedores cerrados por fusiéon, por ejemplo, ampolletas de
vidrio o plastico, deben inspeccionarse en su integridad al cien por
ciento. Para otro tipo de contenedores se deben verificar muestras

mediante procedimiento farmacopeico.

El sistema contenedor/cierre debe estar validado, a fin de garantizar

la integridad y esterilidad del producto.??

Para los medicamentos parenterales, como los medicamentos
biotecnolégicos, los recipientes y cierres deben ser estériles y
apirogénicos. ElI proceso utilizado para lograrlo dependera
principalmente de la naturaleza del contenedor y/o los materiales
de cierre. La validacion para este proceso debe demostrar su
capacidad para esterilizar y despirogenar estos materiales; los
tiempos de retencién de contenedores y cierres despirogenados

estériles también deben estar validados.1©

La preparacion previa a la esterilizacion de los recipientes de vidrio
abiertos generalmente implica una serie de ciclos de lavado y
enjuague. En esta preparaciéon se recomienda el uso de agua
purificada con el fin de no contaminar los recipientes para productos
parenterales. El agua de enjuague final debe cumplir con las
especificaciones de “agua para la fabricacion de inyectables”. Para
su esterilizacion los recipientes de vidrio son sometidos
generalmente a calor seco logrando tanto la esterilizacion como el
despirogenado, mientras que los recipientes de plastico pueden
esterilizarse con un gas apropiado, radiacibn u otros medios

adecuados, los cuales deberan estar validados.

Los cierres de caucho (por ejemplo, tapones y émbolos de jeringa)
se pueden limpiar mediante multiples ciclos de lavado y enjuague

antes de la esterilizacion por vapor o irradiacion final. El
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despirogenado se puede lograr mediante multiples enjuagues con

“agua para la fabricacion de inyectables” en caliente.

Con todo lo anterior es posible garantizar la integridad del sistema
contenedor-cierre y la conservacion de la esterilidad y apirogenicidad del

producto.

e. Limpieza y esterilizacion de equipos
La NOM-059-SSA1-2015 establece que después de haberse realizado el
proceso de inactivacion de vacunas de origen DNA recombinante, toxoides
y extractos bacterianos, podran ser formulados y llenados en las mismas
areas y equipos de otros productos estériles, considerando la valoracion
del riesgo correspondiente, asi como métodos de Ilimpieza Yy

descontaminacion validados.

A través de la limpieza es posible conseguir una disminucion de particulas
totales a niveles establecidos y reduccion de la carga microbiana en
equipos usados en la fabricacion de medicamentos biotecnoldgicos, esta
se efectia como preambulo de la sanitizacién y, en su caso, de la
esterilizacion de los equipos. A continuacion, se enlistan aspectos basicos
a considerar para la limpieza y esterilizacion de equipos, proporcionados
por La NOM-059-SSA1-2015 y la OMS (“GMP for Biological Products

Guideline”):

e El equipo de fabricacion debe ser disefiado y localizado para cumplir
con el uso propuesto, evitar riesgo de contaminacion, permitir su
desmontaje/montaje, limpieza, mantenimiento y esterilizacion, si

aplica.

e Debe existir un procedimiento validado para la limpieza que incluya
un programa, instrucciones y registros. Deben elegirse y utilizarse
equipos y agentes de limpieza adecuados, acordes a la naturaleza

de los productos, para que no actuen como una fuente de
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contaminacidén ni pongan en riesgo la calidad del biotecnoldgico, es
necesario asegurar que éste queddé libre de cualquier

contaminante.??

Deben contar con un programa para el uso de sanitizantes el cual

debe incluir un agente esporicida.

Cuando el método de limpieza incluya procesos de sanitizacion,
esterilizacion y/o descontaminacion, éstos deberan ser validados
(tres aplicaciones consecutivas del procedimiento con resultados
satisfactorios), utilizando métodos analiticos validados, para
detectar trazas. La periodicidad de determinacion de trazas debe
establecerse con base en Ila valoracion del riesgo, de
contaminantes, detergentes y/o sanitizantes. Ademas, se deben
evaluar e incluir en el reporte las posibles interacciones entre los

diferentes agentes sanitizantes.

La limpieza y/o esterilizacion de los accesorios de tanques de
fermentacion y cultivo que lo requieran debe hacerse siguiendo un
proceso validado. La vigencia de la limpieza de los equipos de
fabricacion debera establecerse con base en los resultados de la

validacion.

También se deben validar los procedimientos de limpieza de las

superficies que estén en contacto con el producto.

De procesar varios productos en el mismo equipo, con el mismo
procedimiento de Ilimpieza, puede usarse un producto
representativo para la validacion o el criterio del "peor caso”,

determinado este con base en la gestion del riesgo.

Los procedimientos de limpieza y sanitizacion de las areas Clase A

y B debe incluir un agente esporicida validado.
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Para garantizar la efectividad de la limpieza, sanitizacion y
desinfeccidon, incluyendo la eliminacion de residuos de agentes
usados se debera contemplar previamente, durante la gestiéon de
riesgos de la calidad, que los procesos biotecnoldgicos implican el
manejo de medios y otros agentes que promueven el crecimiento

bacteriano.3°

Se deben tomar precauciones ambientales y de seguridad del
personal durante los procesos de limpieza y sanitizacion, ademas,
el uso de agentes de limpieza y sanitizantes no debe suponer un

riesgo importante para el desempefio del equipo.

Cuando se utilicen sistemas abiertos durante el procesamiento (por
ejemplo, durante la adicion de suplementos de crecimiento, medios,
tampones, gases, y durante el muestreo y manipulaciones asépticas
durante el manejo de células vivas, como en los productos
biotecnolégicos), se deben implementar medidas de control para
evitar la contaminacion, confusiones y contaminacion cruzada.
Deben considerarse flujos l6gicos y unidireccionales de personal,
materiales, procesos y el uso de sistemas de limpieza en sitio y
esterilizacién en sitio, siempre que sea posible. El uso de sistemas
cerrados para mejorar la asepsia y la contencién debe considerarse

cuando sea posible.

En el cambio de campana se debe Illevar a cabo la
descontaminacion/esterilizacion intensiva, si es necesario, Yy
limpieza del equipo (todos los equipos y accesorios utilizados

durante la produccion) y el area de fabricacion.
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f. Calificacién de Personal

El elemento mas importante para la seguridad, eficacia y calidad de los
medicamentos, y en este caso la exitosa validacion del PA, es el personal,
por ser una potencial fuente de contaminacidon para el producto. Este debe
recibir induccién en BPF desde su contratacion, asi como el entrenamiento
en las actividades que va a realizar y capacitacion continua. La
capacitacion es particularmente relevante para la produccion de mAb por
riesgo de contaminaciobn microbiana debido al manejo de

microorganismos, medios de cultivo y organismos adventicios.3°

Se debe emprender el entrenamiento adecuado del personal en el manejo
de técnicas asépticas, incluyendo el proceso de vestimenta para que, por
ejemplo, los overoles, batas, guantes y otras protecciones para el cuerpo
cubran sustancialmente todas las superficies de piel y mucosas
expuestas. Es de suma importancia establecer medidas de control

especificas para el personal, como lo son: 31

e Establecimiento de indumentaria y equipos de proteccion

especificos
e Establecimiento de tiempos de permanencia en las areas de PA.

e Capacitacion, entrenamiento y calificacion de todo el personal

involucrado.

La NOM-059-SSA1-2015 (seccion 10.5 “Bioldgicos y Biotecnoldgicos”), La
FEUM (seccion “Esterilizacion”) y la OMS (“GMP for Biological Products
Guideline”) puntualizan los criterios basicos a considerar para el personal,

a continuacion se muestran puntos aplicables a la produccién de mAb.

e Personal que trabaje en areas donde se fabrican los productos
biotecnolégicos, incluyendo aquel personal que no participa
directamente en la produccion del medicamento, debera recibir

entrenamiento especifico y, posteriormente, ser calificado con el
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propdsito de contar con evidencia documental que demuestre que
es capaz de llevar a cabo sus funciones, es decir, en los procesos
en los que interviene, en técnicas de higiene, microbiologia, ademas
de procedimientos de limpieza, desinfeccién y cualquier medida de

seguridad especifica. 21:31

e En cuanto al entrenamiento inicial del personal, se debe llevar a
cabo una capacitacion adecuada antes de permitir que el individuo

ingrese al area de fabricacion aséptica.?t31

e Asi, para las operaciones asépticas, la capacitacion y entrenamiento

del personal involucrado y supervisor, debe incluir:

= Técnica aseéptica, técnicas de vestido/desvestido

(manipulaciéon y movimientos dentro de las areas limpias).
» QOperaciones especificas (intervenciones) en areas limpias.
» Entrenamiento basico en microbiologia.

*» Procedimientos para el desempefio o comportamiento dentro

de las areas de fabricaciéon y técnicas asépticas.

» Funciones especificas a realizar tales como filtracién, armado
y desarmado de maquinaria y equipo, ajustes, reparaciones,
mantenimiento, limpieza, sanitizacion, operacion,
manipulacion aséptica de los componentes y del producto, la
transferencia, el muestreo, el monitoreo y otras
intervenciones inherentes al PA, incluidos los trabajos de

mantenimiento correctivo y/o preventivo.

e Debera estar bajo la autoridad de una persona que se encuentre
calificada en técnicas utilizadas en la fabricacion de estos productos

y que posea el conocimiento cientifico en su fabricacion y manejo,
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incluyendo especialistas en areas de conocimiento requeridas de

acuerdo a la naturaleza del producto y de los procesos. 21

e Las personas responsables de la produccién y el control de calidad
deben contar con una adecuada formacion y experiencia practica en
disciplinas cientificas relevantes al proceso, como por ejemplo,
microbiologia, biologia, biometria, quimica, medicina, farmacia,
farmacologia, virologia, inmunologia, biotecnologia y medicina

veterinaria.3®

e Durante la jornada de trabajo el personal no debera pasar de las
areas con exposicion a microorganismos Vvivos 0 microorganismos
modificados genéticamente, tejidos animales, toxinas, venenos o
animales a areas donde se manejan otros productos (inactivados o
estériles) o diferentes organismos a menos que existan medidas de
descontaminacion efectivas, incluyendo el cambio completo de
indumentaria (cambio completo de la ropa, los zapatos apropiados

y la ducha, si corresponde). 2%:3°

e Las restricciones de paso del personal a las areas y las medidas de
control para evitar contaminacion del producto, deberan estar

basadas en la gestion del riesgo.

e Deberan implementarse medidas equivalentes para empleados
temporales, contratistas, auditores o0 alguna otra persona

previamente autorizada que deba ingresar a las areas.

e Debera existir un programa de capacitacion del personal en
practicas de bioseguridad y contencidon bioldgica; el programa debe
incluir al personal directo, al indirecto, al fijo o al contratado de

forma temporal.

La calificacion del personal de las areas asépticas debe realizarse una vez

concluidas apropiadamente la capacitacion y el entrenamiento. Los
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requisitos para dicha calificacion deberadn encontrarse asentados en un
procedimiento y tener los registros de los resultados, con el fin de avalar
la calificacion. Entre las pruebas se debera incluir la exitosa participacion
durante una simulacién de PA realizando la mismas funciones o

actividades que efectuara durante la produccion real.

Posteriormente, el personal debe participar regularmente en un programa
de entrenamiento continuo. El personal de supervision debe evaluar
rutinariamente la conformidad de cada operador con los procedimientos
escritos durante las operaciones reales. Del mismo modo, la unidad de
control de calidad debe proporcionar una supervisiéon regular de la
adherencia a los procedimientos establecidos y escritos y la técnica

aséptica durante las operaciones de fabricacion.

g. Control Ambiental

La NOM-059-SSA1-2015 define al Programa de monitoreo ambiental,
como el establecimiento de una secuencia cronolégica de actividades con
el fin de evaluar el cumplimiento de los pardmetros establecidos de
particulas viables y totales en un ambiente controlado, y segun la FEUM,
un programa de control ambiental debe ser capaz de detectar
oportunamente una desviacion adversa de las condiciones microbioldgicas
de modo tal que permita tornar acciones correctivas significativas y

eficaces.

Puesto que el control de particulas totales en ambientes controlados no
suministra informacion acerca del contenido microbiol6égico del ambiente,
los programas de control microbiano deben evaluar la eficacia de las
practicas de limpieza y desinfeccion realizadas por el personal que podrian
afectar la biocarga del ambiente controlado y asi mediante el control
microbiologico ambiental y el analisis de datos por parte del personal

calificado, mantener un estado de control en cuartos limpios y ambientes.
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A continuacion, se enlistan recomendaciones generales a considerar para

el Control Ambiental, proporcionados por la FEUM (SUPLEMENTO, 2016)
y la OMS (“GMP for Biological Products Guideline”):

Es responsabilidad del fabricante desarrollar, iniciar, implementar y
documentar tal programa de control ambiental microbioldgico,

ajustandolo a las instalaciones y condiciones especificas.

El control microbiano independientemente del disefio del sistema no
requiere forzosamente identificar y cuantificar todos los
microorganismos presentes en los ambientes controlados, sin
embargo, debe realizarse un muestreo del ambiente durante la
operacion normal para recopilar datos significativos, este debe
realizarse cuando se encuentre el personal operativo completo, los
materiales se encuentren en la zona de trabajo y se estén

desarrollando las actividades de proceso.

El control microbiolégico de cuartos limpios y algunos otros
ambientes controlados, cuando corresponda, debe incluir monitoreo
de: aire ambiental, aire comprimido y/u otros gases que se empleen
en la zona critica, superficies, equipos, recipientes de desinfeccion,
pisos, paredes y la vestimenta del personal (por ejemplo: guantes,

overoles).

Todo lo anterior tiene el objetivo de obtener estimaciones
representativas de la biocarga del ambiente, es decir, cuando se
tengan los datos recopilados y analizados, el personal capacitado
debe evaluar las tendencias, mediante la construccion de graficas
de control estadistico que incluyen niveles de alerta y de accion, a
una frecuencia recomendada y especificada para que, en caso de
exceder los niveles microbianos especificados, emitir informes o
resimenes para alertar al gerente responsable y realizar una

revision de la documentacion y una investigacion.
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La investigacion debe incluir una revision de la documentacion de
mantenimiento de la zona, documentacion de desinfeccion,
parametros fisicos u operativos inherentes tales como cambios de
temperatura y humedad relativa y la capacitacion del personal
involucrado, todo lo anterior dependera del sitio de muestreo que

se encuentre fuera de especificacion.

Entre las acciones a tomar podrian incluirse el refuerzo de
capacitacion del personal para enfatizar el control microbiano del
ambiente; muestreos adicionales y mas frecuentes, desinfecciones
adicionales, analisis adicionales de los productos, identificacion del
contaminante microbiano y su probable origen y determinar la
necesidad de reevaluar los procedimientos normalizados de
operacion vigentes y si fuera necesario, llevar a cabo los cambios

pertinentes y validarlos.

Debe existir un programa de monitoreo ambiental de aire,
superficies y personal descrito en un Procedimiento Normalizado de

Operacion (PNO).

Los sitios de muestreo deben ser seleccionados con una justificacion
basada en la gestion del riesgo y ser considerados dentro de la

calificacion del sistema HVAC.

Debe asegurarse que los equipos e instrumentos asi como los
métodos de muestreo que se utilicen para realizar los controles en
proceso no se vean afectados directa o indirectamente por el

proceso y viceversa.3°

El programa de monitoreo ambiental en condiciones dinamicas debe
complementarse con métodos para detectar la presencia de
microorganismos especificos utilizados para la produccién (por
ejemplo, levaduras recombinantes y bacterias productoras de
toxinas o polisacaridos). Este programa puede incluir la deteccion

53



de los organismos producidos y los agentes adventicios de los
organismos de produccién, especialmente cuando la fabricacion de
campafas se aplica sobre la base de los principios de Gestion de
Riesgos de Calidad (QRM).

Las pruebas de monitoreo deben repetirse durante el control de rutina del
cuarto limpio o del ambiente controlado y siempre que se realicen cambios
importantes en el funcionamiento, proceso, flujo de personal, operacion,
flujo de materiales, sistemas de manejo de aire o distribucion de equipos,
garantizando que la biocarga del ambiente cumple los requisitos para el

PA.
I1l. Filtracion Aséptica

Ciertas soluciones y liguidos que no resistan ser esterilizados por
esterilizacion terminal pueden filtrarse a través de un filtro estéril de
tamano de poro de 0.22um, en un contenedor previamente esterilizado.
Sin embargo, es importante considerar la posibilidad de complementar el
proceso de filtracion con algun grado de tratamiento térmico puesto que

estos filtros no permiten deshacerse de todos los virus o micoplasmas.

Dado que este método implica un mayor manejo y manipulacion, en
comparacion con otros procesos de esterilizacion, tiene un alto potencial
de contaminacién durante el procesamiento. Es conveniente utilizar doble
capa de filtro o realizar una segunda filtraciéon a través de un filtro de
retencion de microorganismos previo al llenado. La filtracion estéril final

debe realizarse lo mas cerca posible del punto de llenado.

A continuacion, se enlistan aspectos basicos a considerar para la Filtracion
Aséptica, proporcionados por La NOM-059-SSA1-2015 y la OMS (“Good

Manufacturing Practices for Sterile Pharmaceutical Products”):

e Todas las soluciones, en particular fluidos de perfusion de gran

volumen, se deben pasar a través de un filtro de retencion de
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microorganismo, de ser posible, este debera estar situado

inmediatamente antes del llenado.

Cualquier gas que se utilice para purgar una solucién o desplazar el
aire del producto, se debe pasar a través de un filtro de

esterilizacion.

La adicion de sustratos, soluciones reguladoras, antiespumantes,
soluciones para el ajuste de acidez o alcalinidad debe realizarse a
través de un puerto que garantice la transferencia estéril de esos

componentes o a través de filtros de esterilizacion.

La biocarga debe controlarse antes de la esterilizacion; debe haber
limites sobre la biocarga antes de la esterilizacion, la cual debe estar
relacionada con la eficiencia del método a utilizar. Se debe
determinar la biocarga en cada lote, tanto para productos llenados

asépticamente como para los que llevan esterilizacion terminal.

El tiempo de uso del filtro debe ser considerado en la validacion y
establecerse, ademas debe realizarse la prueba de integridad a los
filtros utilizados en el proceso de filtracion antes y después de su

uso.

Los filtros empleados en la produccién o envasado primario de
productos deben ser de materiales que no liberen fibras u otros
cuerpos extrafos. Las caracteristicas de desprendimiento de fibra
de los filtros deben ser minimas, practicamente cero. Los filtros que

contienen asbesto no deben utilizarse en ninguna circunstancia.

El mismo filtro no debe utilizarse durante méas de un dia habil, a
menos que dicho uso haya sido validado, ademas este no debe
afectar al producto, ya sea eliminando los ingredientes o liberando

sustancias en él.
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e La integridad del filtro esterilizado debe confirmarse
inmediatamente después de su uso mediante un método apropiado,

como un punto de burbuja, flujo difusivo o prueba de presion.

e El tiempo requerido para filtrar un volumen conocido de solucion a
granel y la diferencia de presién que se utilizara en el filtro se debe
determinar durante la validacion y cualquier diferencia significativa
de estos durante la fabricacion normal debe documentarse e

investigarse, estos resultados deben incluirse en el registro de lote.

e La integridad de los filtros criticos de gas y aire debe confirmarse
después del uso. La integridad de otros filtros debe ser confirmada

a intervalos apropiados.

e En procesos que involucran condiciones severas, por ejemplo, la
circulacion del aire a alta temperatura, requieren considerar un

mayor monitoreo de la integridad del filtro.
IV. Llenado Aséptico

Una vez finalizado el proceso de produccién y haber obtenido la Sustancia
activa final a granel, es decir, el biofarmaco o mAb, este es mantenido en
uno o mas recipientes de donde posteriormente se dispone a formularse
y se llena en recipientes sellados finales que mantienen el producto en su
forma de dosificacion final, en otros términos, el producto terminado o
producto biotecnolégico, este debera ser llenado de manera aséptica ya
que como se ha abordado anteriormente en este trabajo escrito, en el
proceso de fabricaciéon de mAb, existe un riesgo de contaminacioén latente
en cada operacion, sin embargo el procedimiento de llenado final es el
proceso aseéptico mas critico y se debe realizar en un entorno

controlado.8:31

Previamente en la secciones "Areas" y "Filtracién Aséptica" se sefialé que

el llenado aséptico se realiza en areas controladas vy
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separadas fisicamente, “Clase A” o “ISO Clase 5”, con entornos “Clase B”,
y que los procesos de formulacién y llenado de biotecnoldgicos soélo
podran efectuarse en areas de fabricacion comunes de productos estériles
siempre y cuando exista una autorizacion previa de la COFEPRIS, ademas
todas las soluciones, se deberan pasar a través de un filtro de retencion

de microorganismo antes de este proceso.

Dependiendo en gran medida del disefio de la instalacion, el tamafo del
lote y el disefio del envase se enfocara la eleccion de la tecnologia a
emplear en el proceso de llenado, las plantas mas antiguas utilizan
cuartos asépticos en los que el personal vestido de manera igualmente
aséptica maneja el equipo de llenado, es decir, realiza la configuracion,
suministra los componentes, ejecuta los ajustes necesarios y el monitoreo
ambiental. Al ser los operadores humanos los responsables directa o
indirectamente de practicamente toda la contaminacion microbiana, las
operaciones de llenado aséptico cada vez mas estan encaminadas a
minimizar esta posibilidad de contaminacion, es decir que el operador
ingrese en el entorno critico. La produccién exitosa de mAb (parenterales
por PA) requiere un entorno en el que los microorganismos y las particulas
estén muy bien controlados. Por lo anterior se recomienda emplear
barreras de diversa sofisticacion y eficacia, que reducen la intervencion
humana durante este proceso critico, con el propdésito de aumentar la

proteccién otorgada a los materiales y sustancias estériles.?®

En las siguientes secciones se abordaran cada uno de los sistemas

utilizados en el PA.
I. Sistemas de Barrera de Acceso Restringido (RABS)

Muchas instalaciones nuevas utilizan tecnologia de aislamiento en la que
el entorno de llenado esta completamente cerrado por lo que se evita
completamente la contaminacion del personal. Los disefios de sala limpia

mas evolucionados son los RABS, donde las intervenciones del personal
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estan restringidas a ubicaciones definidas limitando el acceso del personal
al ambiente critico mediante sistemas mecanicos y de barrera, la
combinacion formada por una barrera fisica y un flujo de aire dinamico
permite proteccion al producto cercana a la de un aislador. Estos sistemas
son sujetos a una desinfeccion profunda antes de su uso y después de

cada apertura. 2831
Il. Soplado-Llenado-Sellado (BFS)

BFS es un sistema unico donde el contenedor final se forma como un
contenedor estéril justo antes de la etapa de llenado aséptico. Su ventaja
incluye el procesamiento rapido de cierre de contenedores e intervencion
aséptica minimizada, sin embargo, es indispensable el control del
contenido de endotoxinas en las perlas de LDPE (Polietileno Baja
Densidad), las cuales son utilizadas para crear los contenedores, asi como

las condiciones de fusiéon utilizadas para formarlos.10:28

El PA llevado a cabo en tecnologia BFS implica algunas condiciones, a
continuacion, se enlistan recomendaciones generales a considerar para la
validacion de este sistema, de acuerdo a La NOM-059-SSA1-2015
(seccion 10.4 “Sistemas de produccion de productos estériles.”), la FEUM
(SUPLEMENTO, 2016) y la FDA (“Guidance for Industry Sterile Drug
Products Produced by Aseptic Processing-Current Good Manufacturing

Practice”):

e Atender la configuracion, problemas del equipo y procedimientos
relacionados con el personal, prestando particular atencion a las
intervenciones que impliquen operaciones manuales en las areas de
soplado, cortado y ajuste/remocion, area de exposicion de las
boquillas de llenado, conexiones asépticas, y maniobras posteriores

a la filtracion.
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e Prestar particular atencion a la esterilizaciéon del equipo, el llenado,
la extrusion/esterilizacion de polimeros, la compatibilidad del
producto con el plastico, la integridad del sellado y la variacion del

peso por unidad.

e Garantizar que los contenedores BFS sean estériles y no pirogénicos
a través de la validacion de las condiciones de temperatura del
proceso de extrusion, asegurando que son efectivas contra

endotoxinas o esporas.

e Retos al material polimérico; evaluando si este es de calidad
farmacéutica, seguro, puro y cumple con los criterios apropiados
para plasticos. Ademas, los proveedores de polimeros deben estar
calificados y monitoreados con el objetivo de asegurar la calidad de

la materia prima.

e Se debe atender la posibilidad de generacion de fugas después del
llenado por fallos en la operacion de eliminacién de los sobrantes

del envase.

e Otros aspectos relevantes o indispensables son la calificaciéon de
equipo; validaciéon de limpieza y esterilizacion; el entorno en el que
se debe encontrar el equipo, “Clase A” 0 “ISO Clase 5”, con entornos
“Clase B”; capacitacion de los operadores y las intervenciones en la
zona critica del equipo incluyendo cualquier montaje aséptico antes
del comienzo de llenado, es imprescindible que solo el personal que
ha sido calificado y vestido adecuadamente pueda entrar en el

entorno clasificado que rodea la maquinaria BFS.
I11. Aisladores

El PA que utiliza sistemas de aislamiento separa el entorno de la sala
limpia externa de la linea de PA y elimina, mientras su operacion se

mantenga bajo control, la exposicion del producto al personal. Los
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aisladores estan construidos con varios materiales mas o menos
propensos a la perforacion y las fugas. Los dispositivos de transferencia
pueden variar desde disefios de una puerta, puertas dobles, hasta
sistemas completamente sellados que incorporan mecanismos de
esterilizacion. La transferencia de materiales dentro y fuera de la unidad

puede constituir una de las fuentes potenciales de contaminacioén. 10.21.38

Pese a que ningun aislador forma un sello absoluto, se puede lograr una
integridad muy alta en una unidad de presion positiva bien disefada,
respaldado por procedimientos adecuados para su mantenimiento,
monitoreo y control. Sin embargo, cualquier fuga en ciertos componentes
del sistema puede constituir una violacion de la integridad del sistema,
asi, los usuarios deben permanecer atentos a las posibles fuentes de
riesgo operacional. A continuacion, se destacan aspectos relevantes a
considerar de acuerdo con La FDA (“Guidance for Industry Sterile Drug
Products Produced by Aseptic Processing-Current Good Manufacturing

Practice”):

e La integridad de los guantes, los trajes y las costuras deben recibir
atencion diaria y ser incluidos en programas de mantenimiento
preventivos, las frecuencias de reemplazo deben establecerse en
procedimientos escritos que aseguren gque las partes se cambien
antes de que se rompan o degraden, esto, debido a que un conjunto
de guante o manga defectuoso representa una ruta de
contaminacion y un incumplimiento critico de la integridad del

aislador.

e Con cada uso, los guantes deben evaluarse visualmente para
detectar cualquier defecto fisico macroscopico. Las pruebas de

integridad fisica también deben realizarse de forma rutinaria.

e Debe existir un programa de seguimiento y mantenimiento con la

finalidad de identificar y eliminar cualquier guante que carezca de
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integridad y minimizar la posibilidad de poner en riesgo un producto

estéril.

Debido al potencial de migraciéon microbiana a través de orificios
microscopicos en los guantes se recomienda integrar el uso de un

segundo par de guantes finos.

Los sistemas de transferencia, las juntas y los sellos se encuentran
entre las otras partes que deben estar cubiertas por el programa de

mantenimiento.

El interior del aislante debe cumplir con los estandares de la Clase
A o ISO Clase 5.

El PA llevado a cabo en Aisladores implica algunas caracteristicas

especiales para la validacién de estos sistemas, a continuacion, son

enlistadas, de acuerdo a La NOM-059-SSA1-2015 y la OMS (“Good

Manufacturing Practices for Sterile Pharmaceutical Products”):

El uso de aisladores debe cumplir la calidad del aire requerida para

el proceso y producto que se manejen en estos.

La clasificaciéon del area donde se coloque el aislador depende del
disefio del aislador y su aplicacion, sin embargo, debe colocarse en

un area Clase D como minimo.

Deben contar con un sistema de monitoreo de las variables criticas

incluidas la prueba de fuga del aislador y la de los guantes.

Los aisladores deben introducirse a operacion solo después de la

validacion apropiada.

La validacion debe tener en cuenta todos los factores criticos de la
tecnologia del aislador, por ejemplo, la calidad del aire interior y
exterior (fondo) del aislador, la desinfeccion del aislador, el proceso

de transferencia y la integridad del aislador.
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IV. Simulacién de Procesamiento Aséptico (SPA)

La etapa final de la validacion del PA es llevada a cabo mediante la SPA,
donde el producto es sustituido por medio de cultivo, simulando el proceso
de fabricacién "normal" de los operadores, el medio ambiente, el equipo
y las superficies, que se produciria durante la fabricacion (desde el punto
de filtracion hasta el cierre del envase del producto) de rutina,
posteriormente, las unidades llenadas con el medio de cultivo son
incubadas en condiciones que promueven el crecimiento de
microorganismos, lo cual permitird detectar posible contaminacion
microbioldgica que ingrese al producto durante o después de su sellado

cuando las condiciones del PA no son las adecuadas.28:31

Las pruebas de llenado simulado normalmente incluyen la exposicion del

medio de cultivo microbioldgico a:

Las superficies de contacto del producto con el equipo.
e Sistemas Contenedor-Cierre.
e Ambientes Criticos.

e Manipulaciones que simulen las mismas condiciones de exposicion

del producto real en la fabricacion comercial.

Posteriormente los resultados se evalluan e interpretan para determinar
el riesgo potencial de que alguna unidad del producto fabricado se
contamine durante el proceso de fabricacion normal del producto (por
ejemplo: en adiciones de ingredientes, conexiones asépticas, llenado,
cierre o taponado). Cabe destacar que los datos de monitoreo ambiental
durante el proceso de llenado simulado proveen informacion importante
para la evaluaciéon del proceso.3! A continuacién, en la llustracion 4 se

ejemplifica un “Diagrama de flujo para la SPA.”14
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Existen diferentes aspectos a considerar sobre la SPA definidos por la
NOM-059-SSA1-2015 (seccion 10.4 “Sistemas de produccion de
productos estériles”) y la FEUM (SUPLEMENTO, 2016), los cuales se

describen a continuacion:

¢ Disefno del estudio: Debe establecerse un programa de pruebas de
llenado simulado que contemple los factores de riesgo de
contaminacion microbiolégica que puedan ocurrir en la linea de
fabricacion mediante la continua gestion de los riesgos a la
esterilidad del producto. La SPA debe semejar el PA real lo mejor
posible incorporando actividades y condiciones para el "peor caso",

retando las operaciones asépticas.
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Frecuencia y cantidad de corridas de llenado simulado:

Para nuevas instalaciones o procesos de fabricacion, las
pruebas de SPA se deberan realizar como parte de las
actividades de validacién. Es necesario que las pruebas
iniciales SPA sean llevadas a cabo posterior a: calificacion de
equipo, calificacion del sistema de HVAC, calificacion del
sistema de agua, validacion del sistema de esterilizacion,
implementacion del sistema de monitoreo y control
ambiental, calificacion del personal que incluya técnicas de
vestido y comportamiento en area criticas, y establecimiento

de procedimientos normalizados de operacion.

Si la linea de proceso se califica de manera inicial deberan
efectuarse corridas de llenado simulado hasta asegurar que
los resultados sean consistentes y significativos y se logre una
operacion en estado de control. Deberan hacerse un minimo
de tres 3 corridas consecutivas y separadas con resultados

satisfactorios.

Las corridas subsecuentes de rutina seran determinadas con
base en la gestion del riesgo inherente al proceso,
ejecutandolas, al menos, cada 6 meses para cada linea de
proceso, asi como después de cualquier modificaciéon
significativa del sistema de aire acondicionado (HVAC),
instalaciones, equipo, proceso o producto. a fin de evaluar el

estado de control del PA.

En el disefio del programa se deberan incorporar las
actividades e intervenciones representativas de cada turno

durante la produccion normal.

Todos los cambios a los productos y a las lineas de proceso,
como; modificaciones de instalaciones, equipo, y lineas de
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proceso, cambios significativos en el personal, resultados
andémalos del control ambiental, cambios en el sistema
contenedor/cierre y paros de actividad prolongados, deben
ser evaluados a través del sistema de control de cambios, el
cual debe considerar como inicio, la gestion del riesgo de la

calidad, llevado a cabo por los expertos en el proceso.

Siempre que se obtengan resultados positivos en una prueba
de esterilidad en producto terminado, deberd hacerse una
investigacion a fondo de la o las causas raiz de estos
resultados y, si dicha investigacibn y su correspondiente
gestion del riesgo de la esterilidad asi lo muestra, debera

revalidarse el sistema del PA.

e Duracion de las corridas:

La duracion y tamafo ideal de las corridas de llenado
simulado son las mismas de la duracion y tamafo de la
fabricacion de un lote comercial, con la intencion de simular

de mejor manera las operaciones normales de la fabricacién.

De no ser posible el punto anterior, la duracion debera
definirse con base en una valoracidon riesgos, tomando en
cuenta las variables que determinen la mayor criticidad por lo

que respecta al tiempo de duracion.

El Tamano de las corridas de SPA debe ser tal que reproduzca
las condiciones y se determinen con exactitud Ila
contaminacion microbioldégica potencial, de acuerdo con la
Tabla 2 “Consideraciones para elegir el Tamafio de las

corridas de SPA”31:
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Lote de produccion Tamaino minimo Recomendaciones

——— del lote de SPA

Descripcion
(no. De

contenedores

llenos con medio

de cultivo)

Pequena <5,000 <5,000 El tamario del lote

escala para la SPA debe ser,
al menos, del mismo

tamano del lote de

produccion
Escala 5,000 a 5,000 a 10,000 El tamario del lote
media 10,000 unidades para la SPA debe ser,
unidades comparable al lote de
produccién
Gran > 10,000 ' =>10,000 unidades.
escala unidades
Llenado Cualquier | Mismo tamafo del El tamario del lote
Manual cantidad lote de produccion para la SPA debe ser,

al menos, del mismo
tamano del lote de

produccion

Tabla 2 Consideraciones para elegir el Tamano de las corridas de
SPA. 31
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Cabe destacar que para lotes menores a 5,000 unidades el numero de

piezas llenadas debe ser, al menos, igual al tamaro del lote del producto.

e Velocidad de la linea:

El programa de SPA debe considerar el rango de velocidades

usadas en la producciéon comercial.

Cada corrida de llenado simulado se debe evaluar una
velocidad determinada de la linea y la velocidad debe ser
justificada. Una alta velocidad es apropiada para un proceso
con intervenciones frecuentes. El uso de la prueba a baja
velocidad es apropiado para la evaluacién de procesos con
exposicion prolongada de producto estéril y contenedores y/o

tapones en el area aséptica.

Para determinar las velocidades a evaluar se debe tomar en

cuenta el analisis de riesgos del PA.

e Condiciones ambientales: Es decir, particulas totales y particulas

viables, deben ser monitoreadas a lo largo de toda la SPA.

¢ Medios de cultivo:

Los medios seleccionados para SPA deben demostrar la
promocion del crecimiento de bacterias Gram positivas,
bacterias Gram negativas, hongos y levaduras, aerobios y
anaerobios. Ademas, su seleccion debe hacerse con base al
tipo de dosificacion del producto, selectividad, claridad,

concentracién e idoneidad para la esterilizacion del medio.

Las pruebas de promocion de crecimiento deben llevarse a

cabo con estos mismos microorganismos.
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= El proceso de fabricacion debe ser simulado con exactitud
usando medios de cultivo y condiciones que faciliten la

deteccion de cualquier contaminacion microbioldgica.

» Cada unidad debe ser llenada con una cantidad y tipo de
medio de cultivo suficiente y, posteriormente, rodarlas con el
propdsito de que el medio de cultivo entre en contacto con

toda la superficie interna del envase.
e Incubacién y examen:

» Se debe llevar a cabo para todas las unidades llenadas con

medio de cultivo.

» La incubaciéon debe estar bajo condiciones adecuadas para la

deteccion de microorganismos.

» La temperatura de incubacion debe ser adecuada para
recuperar los aislamientos de la biocarga y del medio
ambiente y deben permanecer en el rango entre de 20°C -
35°C, +/- 2.5 °C.

= El tiempo de incubacién no debe ser menor de 14 dias. Si se
utilizan dos temperaturas de incubacion, las unidades
deberan ser incubadas por lo menos 7 dias a cada

temperatura, comenzando por la temperatura mas baja.

» (Cada unidad llenada con medio de cultivo debe ser examinada
por personal calificado con conocimientos, capacitacion y
experiencia en inspeccion de unidades con medio de cultivo

para deteccién de contaminacion microbiologica.
e Interpretacion de los resultados:

» La corrida de llenado simulado debe ser observada por Control
de Calidad.
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» Las unidades contaminadas deben reconciliarse con el tiempo
aproximado y la actividad durante la corrida. La grabacion en
video de la corrida de llenado simulado puede ser util para
identificar las practicas del personal que pudieran afectar
negativamente el PA y poder correlacionar estas con el

periodo en el que aparecieron las unidades contaminadas.

» Para cualquier tamafo de corrida, los incidentes intermitentes
de contaminacion microbiana pueden ser indicativos de
contaminacion de bajo nivel, el cual debe investigarse; por
ello, cualquier unidad contaminada debe considerarse
objetable y ser investigada, ademas de investigarse las
posibles causas raiz de la contaminaciéon, se debe investigar
los microorganismos hasta la especie, para lo cual se debera
mantener un cepario en Microbiologia de las cepas mas

comunes que se presentan en las areas asépticas.

» La investigacion de fallas debe incluir el impacto potencial
sobre la garantia de la esterilidad de los lotes fabricados

desde el ultimo estudio de llenado simulado exitoso.

Los criterios de aceptacion para las pruebas de llenado simulado se

muestran a continuacion:
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Tamano

de prueba

Una unidad contaminada

Investigacion

de causa raiz

Revalidaciéon

Dos unidades

contaminadas

Investigacion

de causa raiz

Revalidaciéon

Llenado

menor de
5,000

unidades

v

Llenado
entre
5,000y
10,000

unidades

Llenado
de mas de
10,000

unidades

Tabla 3 Criterios de Aceptacion para las pruebas de llenado

simulado. 3t
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La SPA culmina en la incubacion de los contenedores llenos de medios y
los resultados obtenidos muestran la tasa de contaminacién para el

llenado de medios.

El Nivel de Aseguramiento de la Esterilidad (NAE) proporcionado por el PA
depende principalmente de dos factores: la tecnologia empleada y el
personal que lleva a cabo el proceso. Es indispensable aplicar los
principios de gestion de riesgo desde el disefio del PA con el fin de
asegurar un NAE aceptable. 31 En la actualidad, el nivel de esterilidad
proporcionado a los materiales procesados de forma aséptica no se puede

medir. 28

A pesar de lo anterior en el caso de los procedimientos de preparacion,
llenado y produccién asépticos, se considera que la probabilidad media de
contaminacion es de 1073. Y en los procesos automatizados, se puede
llegar a alcanzar menores tasas de contaminacion, como por ejemplo en

el caso de los RABS 10y para los aisladores 105, 34

Al culminar exitosamente la SPA se demuestra la capacidad de un proceso
aséptico especifico para producir productos farmacéuticos estériles,
calificar o certificar al personal de PA y cumplir con los requisitos

reglamentarios. 23
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11. Discusion

Como se abordé a lo largo de este trabajo el control de la esterilidad en
la fabricacion de Productos Biotecnoldgicos es de importancia critica y
para garantizar la calidad establecida en los mAb se requiere un analisis
y control exhaustivo de los factores ambientales del proceso de
fabricacion, estos son, el aire, el agua, las superficies y las personas
involucradas en el proceso. Ademas del control ambiental, que juega un
papel crucial como estrategia de control de biocarga durante el
bioproceso, filtracion del biofarmaco, formulacion y llenado existen otras
operaciones unitarias relevantes que requieren ser validadas previo a
iniciar el Procesamiento Aséptico, como se muestra en la Tabla 4
“Elementos necesarios a considerar para la correcta Validacion del
Procesamiento Aséptico en la Fabricacion de Productos Biotecnholdgicos”
estas son: Procedimientos, Areas, Sistema HVAC, Sistemas criticos,
Esterilizacion del producto y demas componentes, Integridad del sistema
contenedor-cierre, Limpieza y Esterilizacion de equipos y Calificacion de
Personal. Por lo tanto, inicialmente al ejecutar la validaciéon del PA, el aire
debe ser debidamente filtrado, el sistema HVAC debe ser monitoreado
regularmente y mantenido de manera efectiva para suministrar a las
areas dedicadas la calidad de aire limpio esperado, asimismo, la presion
de la habitacion debe ser la adecuada al tipo de area, se debe evitar la
contaminacion cruzada a través de flujos légicos y unidireccionales de
personal, materiales y procesos, el equipo y los materiales deben
limpiarse, desinfectarse y/o esterilizarse antes y después de su uso,
conjuntamente el uso de sistemas de limpieza y esterilizacion en sitio
deben considerarse siempre que sea posible, el personal debe encontrarse
capacitado y calificado en el uso y seguimiento de las técnicas asépticas
con el fin de reducir las practicas que puedan agregar carga bioldgica al
producto, ademas de contar con ropa limpia y esterilizada, los
componentes y equipos utilizados en la produccion aséptica deben ser
esterilizados, igualmente los filtros de esterilizacion del biofarmaco con
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prefiltros asociados deben monitorearse adecuadamente y mantenerse en

condiciones Optimas.

Se debe considerar en la medida de lo posible el uso de sistemas cerrados
para mejorar la asepsia y la contencion. Todo el procesamiento de
productos biotecnologicos antes del llenado final, o sea, todos los
procesos biolégicos criticos (incluida la inoculacion, multiplicacion,
fermentacion, ruptura celular, inactivacion, purificacion, eliminacion de
virus, eliminacion de aditivos téxicos y dafinos, filtracion y formulacion)
deben mantenerse, en un entorno de baja carga bioldgica, esto es, que
cada una de las actividades que se efectien en el PA se lleven a cabo con

el objetivo de reducir la probabilidad de riesgo al nivel mas bajo aceptable.

Para culminar la validacion del PA la Simulacion del Procesamiento
Aséptico, proporcionara la informacion necesaria para establecer el riesgo
potencial de contaminacion del producto durante el proceso de fabricacion
normal y con esto poder establecer las acciones pertinentes para

reducirlo.

Elementos necesarios a considerar para la correcta Validacion

del Procesamiento Aséptico en la Fabricacion de Productos

Biotecnoldgicos.

Operaciones Unitarias, a Operaciones a realizar en la
validar previamente, etapa final de la validacién del
involucradas en el PA PA

Procedimientos Llenado Aséptico

Areas Simulacién de  Procesamiento
Aséptico

Sistemas Criticos
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Esterilizacién del producto y demas

componentes

Integridad del sistema contenedor-

Cierre

Limpieza y esterilizacion de

equipos

Calificacion de Personal
Control Ambiental
Filtracion Aséptica

Tabla 4 Elementos necesarios
Validacion del

Productos Biotecnoldgicos.

Procesamiento Aséptico en

a considerar para la correcta

la Fabricacion de
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12. Conclusiones

Se puede sugerir que a través de este trabajo escrito se lograron
establecer cada uno de los aspectos mas importantes a tomar en cuenta
para la exitosa validacion del Procesamiento Aséptico en la fabricacion de
Productos Biotecnoldgicos, todo ello posterior a cumplir el pertinente
proceso de investigacion, recopilacion y analisis de los puntos de
referencia establecidos en los objetivos de este trabajo, es decir, las
normativas nacional e internacional, asi como articulos de investigacion y

guias pertinentes.
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