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precipitacion etandlica aumenta la agregacion a partir de un valor de carga igual a 1,6 mg/mL.
Adicionalmente se estudié el comportamiento del funcionamiento de la columna de hidrofobicidad
en cuanto a pureza final del eluato para los distintos valores de carga, dando como resultado que
los niveles de pureza final no se afectan con los incrementos de carga hasta el valor de 3,2 mg/mL
(Fig 3.17).

A partir de la carga 3,2 mg/mL se observo pérdidas de la Epohr en la fraccién no absorbida al gel,

esto indica que la maxima capacidad del gel de hidrofobicidad es menor a 3,2 mg/mL (Fig 3.17,

linea 3).
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Figura 3.17. Eiectroforesis SDS-PAGE 15 % realizada a los eiuatos obtenidos para cada
valor de carga estudiado. De izquierda a derecha: 1- Peso molecular, 2,4,5,6,7- Eluato de
las cargas 3,2; 1,6; 1; 0,4 y 0,2 mg/mL respectivamente, 3-fraccion no absorbida carga 3,2
mg/mL, 8- Material de referencia. Se aplicaron volimenes iguales de muestras..
¢ Influencia de la concentracion de la proteina sobre el recobrado de la precipitacion etanélica
Si se quisiera introducir la dilucion con etanol al 50 % como solucién tecnoldgica al problema de
agregacion en el proceso actual, implicaria en primer lugar una dilucion excesiva de la muestra a
procesar, provocando disminucion de la productividad del proceso. Ademas de mantenerse el paso
de precipitacion etandlica como método de concentracion de la muestra, se podria este afectar por

las diluciones realizada, ya que esta reportada (Scopes, 1994) la disminucién de los recobrados de

los procesos de precipitacion a medida que disminuye la concentracion de la proteina.
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Figura 3.18. Estudio de la influencia de la dilucion con etanol al 50 % en el recobrado de la
precipitacion etandlica. Las diluciones estudiadas fueron 1/2, 1/4 y 1/8. Se compararon los
puntos experimentales utilizando el paquete estadistico Statgraphics. Plus. Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Letras iguales indican que no
existen diferencias estadisticamente significativas (p= 0, 05)

Lo antes expuesto se demuestra con los resultados obtenidos en el experimento de precipitacion
etandlica de cada variante de dilucién (Fig 3.18 y Anexo 17). Se obtuvo diferencias significativas de
la muestra sin diluir con respecto a las restantes diluciones (p= 0,0001).EIl recobrado disminuye de
un valor inicial de 90 % hasta 25 % para el ultimo valor de dilucién. Este resultado imposibilita la
aplicacion de este cambio tecnoldgico como via de solucion al problema de agregacion. Es también
cierto que se podria analizar como paso alternativo de concentracién el empleo de membranas de
ultrafiltracion, lo cual ya esta siendo aplicado en el proceso de produccién.

-Estudio de la influencia de la dilucion del eluato del gel de Hidrofobicidad con el tampon PBS
Como estudios adicionales se realizaron experimentos de dilucion del eluato del Butilo con el
tampoén PBS, teniendo como objetivo fundamental analizar y comparar el comportamiento del
proceso de agregacion al disminuir la concentracion de proteinas y la concentracion de etanol en las
distintas muestras.

Era esperado que la disminucién de ambos parametros conllevaria a una disminucién significativa
del porciento de agregacion para cada dilucién comparada con la muestra sin diluir al tiempo 0 min.
(Fig 3.19 y Anexo 18) (p= 0,0433). Es suficiente con una dilucién de 1/2 para obtener un 0,78 % de
agregados. Esto sirve para argumentar que no solo la concentracién de proteina influye sobre este

proceso de agregacion, sino que el etanol
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juega el papel determinante en este fendmeno, pues es necesario realizar una dilucién de 1/8 con
etanol, para lograr el mismo valor de agregacién que se obtienen con el control, el cual es
significativamente superior al obtenido con la dilucién 1/2 con tampén PBS. Esta seria una posible
solucion tecnoldgica para disminuir los agregados, pero esta condicidon no permite el proceso de

inactivacion viral requerido.
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Figura 3.19. Influencia de la dilucion del eluato con el tampdn PBS sobre la agregacién de la
Epohr. Se representan las diluciones 1/2, 1/4 en el tamp6n PBS y el control (con etanol 50%).
Todos los valores son representados para tiempo O minutos. Se compararon los puntos
experimentales utilizando el paquete estadistico Statgraphics.Plus. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Letras iguales indican que no existen
diferencias estadisticamente significativas (p=0,05)

Hasta aqui se ha demostrado que el etanol al 50 % influye de forma determinante sobre el proceso
de agregacion de la Epohr, lo cual coincide con lo reportado en la literatura para otras proteinas
(Renard y colaboradores, 1999; Makarov y colaboradores, 1995; Jirgensons y colaboradores, 1982).

Este es el primer reporte de agregacion de la Epohr mediante el uso de etanol.

3.2.2 Determinacion de la influencia de la columna de hidrofobicidad sobre la agregacion de
la Eritropoyetina humana recombinante

Como parte de la segunda hipétesis enunciada se plantea que la agregacion se pudiera producir por
efecto directo del etanol sobre los monémeros de Epohr y/o que el gel de hidrofobicidad interviene

también en este efecto. El primer planteamiento fue discutido en
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los epigrafes anteriores, evidenciandose claramente que este juega un papel importante en la
agregacion. También pudiera ocurrir que la interaccion de la molécula con la matriz provocara
modificaciones conformacionales en la proteina que conllevara a iniciar la agregacién. Es posible
también un efecto sinérgico del etanol y la matriz hidrofébica.

El planteamiento anterior se basa teéricamente en lo reportado en la literatura en cuanto a que la
cromatografia de interacciones hidrofébicas puede introducir algunos cambios conformacionales en
las moléculas de proteina (Wu y colaboradores, 1986; Figueroa y colaboradores, 1986; Nelu y
colaboradores, 1989; Tibbs y Fernandez, 2003), los cuales pudieran iniciar la agregacion molecular.
Ademas de acuerdo a lo reportado por Nelu (Nelu y colaboradores, 1989) cuando se incrementa la
carga a la columna hidrofébica se obtiene un incremento considerable de la agregacion de la p-
Lactoglobulina A, debido a la interaccién de los grupos hidrofébicos del gel con las zonas
hidrofébicas.

Teniendo en cuenta todos los aspectos mencionados con anterioridad, se realizé6 un estudio
comparativo entre una muestra monomeérica de Epohrque no habia sido procesada por el gel de
hidrofobicidad y cuya concentracion de proteina final era similar a la obtenida en el eluato de Butilo y

la eluida de este paso cromatografico (control). A la primera muestra se le afiadié etanol hasta una

concentracion final del 50 % y se le realizé una cinética similar a la descrita en el epigrafe 3.2.1 a).
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Figura 3.20. Influencia de la columna de Butilo sobre la agregacién de la Epohr. Se
representan los resultados a tiempos O, 60 y 120 minutos de la muestra eluida por la
columna y la muestra sin pasar por la columna A. Se compararon los puntos
experimentales utilizando el paquete estadistico Statgraphics.Plus. Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Letras iguales indican que no
existen diferencias estadisticamente significativas (p=0,05)
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Los resultados obtenidos para dos réplicas experimentales mostraron (Fig 3.20 y Anexo 19) que a
partir de los 60 min se observan diferencias entre los valores de agregados de la muestra eluida de
la columna y la que no se sometidé a esta cromatografia (P= 0,0008). Se puede afirmar por lo tanto
que la matriz hidrofébica tiene un efecto directo en la formacion de los agregados y que este efecto

se potencia en el tiempo con la presencia del etanol al 50 %.

0% Etanol

\
J \

"\

VA —~ T Noaa=

— P a2, — T

1 e

Fig 3.21. Cambio en el espectro de Dicroismo circular en el cercano UV de la Epohr cuando es
incubada a diferentes tiempos en presencia del etanol al 50 %.

En la Figura 3.21 se observan la influencia del etanol al 50 % sobre la estructura de la proteina.
Cuando la muestra se incuba a diferentes tiempos en presencia de este solvente, su espectro de
Dicroismo circular en el cercano ultra violeta cambia apreciablemente con respecto a la muestra
control (sin etanol, diluida la misma con agua a la misma concentracion). Una vez que se elimina el
etanol el espectro de la proteina no se recupera en su totalidad, pero si se observa una restitucion
comparado con la afectacion inicial que provocé el etanol (Fig 3.22).Ademas la lectura del DC fue
realizada inmediatamente eliminado el solvente, por lo que se pudiera esperar que en transcurso del
tiempo la estructura se pudiera recuperar totalmente, si tenemos en consideracion que la actividad

bioldgica no se afecta.
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Fig 3.22. Espectro de Dicroismo circular en el cercano UV de la Epohr una vez que se elimina el etanol.
Teniendo en cuenta los resultados anteriores se pudiera pensar en un modelo de agregacion que cuenta con
dos pasos:

A: El proceso de interaccién de la proteina con la matriz hidrofébica. Durante este proceso la estructura de la
proteina cambia de forma tal que mas aminoacidos hidrofébicos interactuan con el ligando de la matriz.

B: La interaccion de la proteina con el solvente: La presencia del etanol produce un cambio adicional sobre la

estructura de la proteina y aumenta aun mas la agregacion de la misma.

3.2.3 Influencia del Tween 20 sobre la agregacion de la Eritropoyetina humana recombinante

Ha sido ampliamente reportado el efecto desagregante de los detergentes sobre los agregados solubles e
insolubles (Bam y colaboradores, 1998; Kerwin y colaboradores, 1998, Lotte y colaboradores, 1998). De
forma especifica se plantean dos alternativas de accion del Tween 20 sobre los procesos de agregacion, las
cuales incluyen, en primer lugar, la adsorcion de este detergente a las moléculas de proteina, evitando la
interaccion proteina- proteina y la competencia del mismo en la adsorcion sobre la interfase aire-liquido o
solido- liquido (Tandon y Horowitz, 1987; Sluzky y colaboradores, 1991; Timasheff, 1994).

En este caso particular se evaluod el posible efecto de adsorcién del Tween 20 sobre la molécula de proteina
y la posibilidad de que impidiera la formacion de los agregados durante el proceso de elusion con etanol, lo
cual pudiera ser una alternativa tecnoldgica adecuada para ser introducida en el proceso productivo, para asi

reducir los niveles de agregados finales.
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Figura 3.23. influencia del Tween 20 en la agregacion de la Epohr. Se representan los
porcientos de agregados para O min., 60 min. y 120 min. de la condicién eluida con etanol al
50 % O y de la eluida con etanol al 50% + 0,01 % de Tween 20. Los valores ¢ y m son los
porcientos de agregados después de la precipitacion para el control y las variantes
experimentales. Se compararon los puntos experimentales utilizando el paquete estadistico
Statgraphics. Plus. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Letras iguales indican que no existen diferencias estadisticamente significativas
(p=0,05)

En la Fig 3.23 y el anexo 20 se muestran los resultados de tres réplicas experimentales del proceso de elusion
de la Epohr de la cromatografia de hidrofobicidad con etanol al 50 % y 0,01 % de Tween 20. El estudio
estadistico evidenci6 diferencias significativas entre los tiempos 60 min y 120 min (p= 0,0019) en cuanto al
porciento de agregacion (para 120 min., 26 % disminucion de los agregados), lo mismo ocurrié para el
precipitado etandlico (p= 0,0017).

La pureza del producto final por SDS-PAGE no se afectdé por la presencia del Tween 20, lo cual se puede
apreciar en la Fig 3.24. Los otros parametros de liberaciéon tampoco se afectan debido a que este detergente
se emplea a lo largo de todo el proceso de purificacién, como constituyente de las diferentes soluciones
tampon. Ademas, la formulacién final de este producto contiene también este detergente.

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos del estudio anterior se puede plantear que es posible
introducir este cambio en el proceso productivo sin producir alteraciones a los resultados de pureza. Se
pudieran realizar otros experimentos donde se estudien valores superiores de concentracion de este
detergente, pero se debe tener en cuenta que si se realiza un paso de concentracién por membrana, los

valores de concentracion del detergente se pueden incrementar tantas veces como se concentre la muestra.
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Figura 3.24. Electroforesis SDS-PAGE (12,5%) de la elusion del gel de hidrofobicidad con el
etanol al 50% y con etanol al 50 % + 0,01 % de Tween 20:1- Peso molecular, 2- eluato con
etanol al 50 %, 3- eluato con etanol al 50 % + 0.01 % de Tween 20 y 4- Material de
Referencia. Se aplicaron la misma cantidad total de proteina.

Como resumen de los resultados obtenidos en el estudio de agregacién de la Epohr podemos plantear lo
siguiente:
1. La agregacion se produce durante la elusion de la Epohr de la cromatografia de exclusion molecular.
2. La agregacion se produce por interacciones no covalentes entre los monémeros de la Epohr.
3. El proceso de agregacion disminuye con la disminucién de la concentracion de proteina.
4. El recobrado del paso de precipitacion etandlica disminuye al disminuir la concentracién de proteina
de la muestra.
5. El paso de precipitacién etandlica incrementa la agregacion a partir del valor de 1,6 mg de
proteina/mL de carga a la matriz hidrofébica.
6. La agregacion se produce por un efecto sinérgico entre la interaccion de la Epohr con la matriz
hidrofébica y la interaccion con el etanol al 50%.

7. El Tween 20 ejerce un efecto desagregante sobre las formas agregadas de la Epohr.
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3.3 Estudios de Prefactibilidad de la produccién de la Epohr

Para realizar el estudio de prefactibilidad de la produccion de la Epohr producida con el proceso desarrollado

se analizaron dos escenarios:

Escenario A. Una planta construida en Cuba

Escenario B: Una planta construida en un pais del tercer mundo al cual se le ha hecho una transferencia

tecnoldgica del proceso de produccién desarrollado.

Para ambos casos se realizaron estudios de Prefactibilidad y se analizaron los indicadores econdmicos

tipicos: Tasa interna de retorno (TIR - IRR en inglés), Valor Presente Neto (VPN - NPV en inglés) y tiempo de

recuperacion de la inversion

CONSIDERACIONES GENERALES

1.

2
3.
4

Capacidad maxima de produccién de la planta: 2 millones de dosis de 2000 UI.

Tiempo requerido desde el inicio del proyecto hasta el comienzo de la produccion: 2,5 afios.

El andlisis se realizé para un horizonte de 10 afios a partir del momento del inicio del proyecto.

Se considerd que los costos iniciales de Investigacion / desarrollo del proyecto fueron de $4,0 MM
USD. Estos se consideraron como costos preliminares, a ser reembolsados durante 15 afios de
produccion.

Todos los costos, incluyendo salarios, se consideraron en una sola moneda (USD) para facilitar los
analisis posteriores.

Costo de transportacion del equipamiento a la planta del 10% de su costo.

Los gastos de puesta en marcha se consideraron como un 6% de la inversion total y se contabilizaron
en el momento de arrancada de la planta.

Se consideré que el periodo de depreciacion del equipamiento tecnoldgico es 10 afios, de los
sistemas de ingenieria 15 afos y de las edificaciones 20 afios. Al final del periodo estudiado (10
anos), se tuvo en consideracion el valor residual de la inversién.

En el primer afio de produccion (afio 2,5 del proyecto), la planta debera producir 0,5 millones de
dosis. Al siguiente afio la produccién se debera incrementar hasta 1,5 millones y al siguiente afio y en

lo adelante debera producir a su maxima capacidad, esto es, 2 millones de dosis de 2000 Ul por afo.

10. Se ha considerado que existe mercado para toda la produccion.

11. Se considerd un precio deslizante del producto, comenzando a $7,30 la dosis y una disminucion

anual del 10% del precio del afo anterior. Esto es:
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Tabla 3.11. Consideracién de los precios por afio en el estudio de prefactibilidad de la produccion de

la Epohr.
Afo del Proyecto 3 4 5 6 7 8 9
Precio en USD $7.,30 $6,60 $5,90 $5,30 $4,80 $3,90 $3,50

12. Se considerd que el costo de produccion por concepto de materiales era de $2,00 USD por dosis
(Bouyon, 2000) que los costos asociados a la comercializacion del producto era de un 3% de las
ventas y los costos administrativos de un 5% de las ventas.

13. Finalmente, se considerd una obligacién impositiva de un 20% sobre las utilidades.

Consideraciones especificas del escenario A

1. Inversion en equipamiento tecnoldgico (ex fabrica) de $3 MM USD la cual se paga en su totalidad a
partir de la firma de los contratos de adquisicion.
2. No se considera el pago de aranceles por la importacion del equipamiento.
3. Inversidn en sistemas y servicios ingenieros de $3 MM USD, distribuidos de la siguiente manera:
Afo 0 del proyecto: $2,0 MM USD
Afo 1 del proyecto: $0,5 MM USD
Afio 2 del proyecto:  $0,5 MM USD
4. Costo de edificaciones, incluyendo cuartos limpios, igual a $2 MM USD, distribuidos de la siguiente
manera:
Afo 0 del proyecto: $1,0 MM USD
Afo 1 del proyecto: $0,5 MM USD
Afio 2 del proyecto:  $0,5 MM USD
5. Se considerd una contingencia del 5% del total de la inversién.
6. El capital de trabajo se consideré como el 50% de los gastos de operacién de la planta, disponible
a partir del comienzo del tercer ano del proyecto, o sea, 6 meses antes de comenzar la
produccion.
7. Se consideré una némina anual de $210 000 pesos, lo que equivale a 50 trabajadores con un
salario medio de $350 pesos.
A partir de las consideraciones anteriores se realiz6 el estudio de Prefactibilidad, cuya tabla resumen se
muestra en el Anexo 21.

Con los resultados obtenidos se calcularon los siguientes indicadores econdémicos:

Tasa interna de retorno
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Valor presente neto

Periodo de recuperacion de la inversion (Fig 3.25)
Para las condiciones analizadas se obtuvo una tasa interna de retorno de un 22%, un valor presente neto a
una tasa de descuento anual del 10% de $8,9 MM USD y una periodo de recuperacion de la inversion de 4;4

anos.

to (x 1000 USD)

Fig 3.25 Calculo del périodo de _re_cdpefaciéh de la inversion del escenario A (Una planta
construida en Cuba)
Consideraciones especificas del escenario B

Se realiz6 el estudio de Prefactibilidad de la inversién atendiendo a las siguientes consideraciones:
1. Inversidn en equipamiento tecnoldgico (ex fabrica) de $3 MM USD, la cual se paga a los
suministradores en tres partes iguales durante los afios 0, 1y 2 del proyecto, o sea:
A la firma del contrato (33%)
A la terminacién de su confeccion (33%)
Después de instalados y puestos en funcionamiento (33%)
2. Se considera un pago del 20% de aranceles por la importacion del equipamiento.
3. Costo de transportacion del equipamiento a la planta del 10% de su costo.
4. Inversion en sistemas y servicios ingenieros de $3 MM USD, distribuidos de la siguiente manera:
Afio 0 del proyecto: $0,5 MM USD
Afo 1 del proyecto: $2,0 MM USD
Afio 2 del proyecto: $0,5 MM USD
5. Costo de edificaciones, incluyendo el terreno, facilidades temporales, obras auxiliares que fueran
requeridas y cuartos limpios, igual a $3 MM USD, distribuidos de la siguiente manera:
Afio 0 del proyecto: $2,0 MM USD —
Afio 1 del proyecto: $0,5 MM USD
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Afio 2 del proyecto: $0,5 MM USD

6. Se considerd una contingencia de $0.5 MM USD disponible desde el afio 0 del proyecto.

7. El capital de trabajo durante el tiempo de construccion se consideré como un 15% de la inversién
para cada afo de trabajo. Una vez iniciada la produccién, se consideré como 1/3 de los gastos de
operacioén de la planta.

8. Se considerdé una némina anual de $150 000 USD.

9. Con respecto a la estructura del capital para a inversion, se consideré que la empresa aporto el
20% del mismo, mientras que el 80% restante se obtuvo a partir de un préstamo bancario a pagar
en 5 anos a partir del afio 1 del proyecto con un 15% de interés.

A partir de las consideraciones anteriores se realiz6 el estudio de Prefactibilidad, cuya tabla resumen se
muestra en el Anexo 22
Con los resultados obtenidos se calcularon los siguientes indicadores econémicos:

Tasa interna de retorno

Valor presente neto

Periodo de recuperacion de la inversion (Fig 3.26)
Para las condiciones analizadas se obtuvo una tasa interna de retorno de un 20%, un valor presente neto a
una tasa de descuento anual del 10% de $8,0 MM USD y un periodo de recuperacién de la inversion de 5
afos.
Los resultados obtenido muestran que en ambos escenarios y aun bajo las severas condiciones
analizadas, la inversién se puede considerar aceptable, ya que una TIR de un 20 - 22% es superior a la
tasa de interés considerada de un 15%, que de por si es alta. Esto significa que la inversion se puede

considerar rentable.

Flujo neto (x 1000 USD)
-

Tiem po (afios)

Fig 3.26 Calculo del periodo de recuperacién de la inversion del escenario B (Una planta
construida en un pais del tercer mundo al cual se le ha hecho una transferencia
tecnologica del proceso de produccién desarrollado).
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El valor presente neto obtenido, para un horizonte de proyecto de 10 afos y una tasa de descuento anual del
10%, también se puede considerar bueno para ambos casos y asciende a $8-9 MM de USD. Su valor
representa las ganancias que se pueden esperar de la operacién de la planta, recalculadas al valor presente
del dinero y considerando una pérdida de un 10% anual de ese valor.

El periodo de recuperacion de la inversion resulté estar en el rango de 4,4 ~ 5 afos. Este se puede considerar
un poco alto para este tipo de inversion teniendo en cuenta que estos estudios de prefactibilidad pueden tener
un variacion en exactitud entre un 20-30 %. Normalmente, para las inversiones en el campo de la
biotecnologia el tiempo de recuperacion se puede esperar que sea entre 3 y 5 anos. El valor obtenido se
pudiera mejorar si fuera posible realizar las obras ingenieriles en un tiempo menor a los 2,5 previstos, cosa
que parece muy poco probable. Otro aspecto a considerar seria alcanzar los niveles de explotacion de la
maxima capacidad de produccion en un tiempo menor al previsto. No debe descartarse la posibilidad de
analizar detalladamente los costos de inversion y produccion estimados, ya que si se logra su disminucion, ya
bien sea por ofertas mas favorables de los suministradores (sin afectar sus especificaciones de calidad),
aumento de la eficiencia de produccién, u otros aspectos, todos los indicadores econdmicos analizados
podrian mejorarse.

Como conclusion final de este analisis, se puede establecer que de acometerse esta inversion, se debe ser
muy cuidadoso y tomar todas las medidas posibles para realizar el proyecto en el menor tiempo posible, ya
que atrasos en las obras de construccion pudieran afectar sensiblemente el tiempo de recuperacion de la
inversion. No obstante, analizando todos los indicadores, se puede considerar que la inversién, en cualquiera

de los dos escenarios analizados, resulta viable desde el punto de vista de prefactibilidad econémica.
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4. CONCLUSIONES
De acuerdo a los objetivos trazados en el trabajo y el desarrollo posterior del mismo se puede concluir
que:

1. Fue posible desarrollar un proceso escalable y novedoso de purificacién de la Epohr capaz de
brindar un producto con la calidad requerida.

2. Se pudo identificar un efecto conjunto y reversible del etanol y la cromatografia de interacciones
hidrofébicas sobre la agregacion de la Epohr, no reportado en la literatura, el cual se puede
revertir.

3. Fue posible implementar mediante el proceso desarrollado una produccién econdémicamente
factible de Epohr a escala comercial avalado por un estudio de prefactibilidad econémica que

permite asegurar el impacto econdmico y social para el pais.
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Conclusiones

5. RECOMENDACIONES

En este trabajo se plantean las siguientes recomendaciones:

1. Realizar otros estudios adicionales en el paso de precipitacion etandlica para el aumento del

recobrado del mismo.

2. Introducir en el proceso productivo la elusién con etanol al 50 % suplementado con Tween 20.
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ANEXO 1. Representacién hipotética de la interaccidn entre un gel y la superficie hidrofébica de una
proteina

Parches :
Hidrofébicos Moléculas de Agua

Soporte Hidrofilico
D
)

Cambio Conformacional
de la proteina

Ligando
Hidrofobico

Proteina

Figura 9.1. Representacion hipotética de la interaccidn entre un gel y la superficie
hidrofébica de una proteina
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ANEXO 2. Resultados de las corridas experimentales del estudio de las condiciones de operacion de la
cromatografia de exclusién molecular.

Tabla 9.1. Resultados de las corridas experimentales del estudio de las condiciones de operacion de la
Cromatografia de Exclusiébn Molecular (Sephasex G-25) en el proceso de purificacion de la
Eritropoyetina humana recombinate.

Corrida X1 X2 Recobrado (%)
1 -1 -1 62,5
2 -1 0 74,0
3 -1 1 55,5
4 -1 -1 61,0
5 -1 0 70,0
6 -1 1 50,3
7 0 -1 46,8
8 0 0 87,5
9 0 1 82,0
10 0 -1 46,0
11 0 0 88,4
12 0 1 75,0
13 1 -1 58,6
14 1 0 93,7
15 1 1 52,0
16 1 -1 63,0
17 1 0 95,7
18 1 1 47,9

La variable X, corresponde a la velocidad lineal y X, a la carga de la columna.
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ANEXO 3. Resultado estadistico del disefio experimental! 3? del estudio de las condiciones
de trabajo del Cromatografia de Exclusién Molecular



ANEXO 3. Resultado estadistico del disefio experimental! 3? del estudio de las

condiciones de trabajo del Cromatografia de Exclusiéon Molecular
Multiple Regression Analysis

Dependent variable : Var 1
Standard T
Parameter Estimate Error Statistic P-Value
CONSTANT 88.6167 6 .17687 14.3465 0.0000
Factor A 3.13333 3 . 38321 0.926143 0.3726
Factor B 2.06667 3 .38321 0.61086 0.5527
Factor A*Factor A -5.6 5 .85989 -0.95565 0.3581
Factor B*Factor B -26.5 5 .85989 -4.52227 0.0007
Factor A*Factor B -0.5 4 .14357 -0.120669 0.9060
Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Model 3105.51 5 621., 4.52 0.0150

101
Residual 1648 .24 12 137. %

353
Total (Corr.) 4753.74 17

R-squared = 65.3276 percent
R-squared (adjusted for d.f.) = 50.8807 percent Standard Error of Est. = 11.7198 Mean
absolute error = 8.11481 Durbin-Watson statistic = 1.47707

The StatAdvisor

The output shows the results of fitting a multiple linear regression
model to describe the relationship between Var_1l and 5 independent
variables. The equation of the fitted model is

Var_I = 88.6167 + 3.13333*Factor_A + 2.06667*Factor_B —
5 . 6*Factor_A*Factor_A - 26.5*Factor_B*Factor_B - 0.5*Factor_A*Factor_B

Since the P-value in the ANOVA table is less than 0.05, there is a statistically
significant relationship between the variables at the 95% confidence level.

The R-Squared statistic indicates that the model as fitted explains
65.3276% of the variability in Var_Il. The adjusted R-squared statistic,
which is more suitable for comparing models with different numbers of
independent variables, is 50.8807%. The standard error of the estimate shows
the standard deviation of the residuals to be 11.7198. This value can be
used to construct prediction limits for new observations by selecting the
Reports option from the text menu. The mean absolute error (MAE) of 8.11481
is the average value of the residuals. The Durbin-Watson (DW) statistic tests
the residuals to determine if there is any significant correlation based on
the order in which they occur in your data file. Since the Dw value is
greater than 1.4, there is probably not any serious autocorrelation in the
residuals.

In determining whether the model can be simplified, notice that the
highest P-value on the independent variables is 0.9060, belonging to
Factor_A*Factor_B. Since the P-value is greater or equal to 0.10, that term
is not statistically significant at the 90% or higher confidence level.
Consequently, you should consider removing Factor_A*Factor_B from the model.
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ANEXO 4. Establecimiento del proceso de purificacion de la Epohr a escala analitica Datos

primarios.

Tabla 9.2 .Proceso de purificacion de la Epohr a escala analitica. Réplica 1.

Muestra Volumen Conc. Prot.total Pureza Epo Recobrados

(mL) (mg/mL) (mg) (%) (mg) (%)

1 250,0 0,13 32,5 0,10 3,70 100,0

2 320,0 0,10 32,0 0,10 3,60 98,0/98,0

3 325,0 0,04 13,0 i i -

4 23,0 0,12 2,56

5 43,0 0,08 3,44 87,0 2,30 63.8/62,0

6 45,0 0,01 0,45 i i i

7 10,0 0,01 0,10

8 3,70 0,48 1,77 100,0 1,77 77,0/47,8

9 2,50 0,30 0,75 100,0 0,75 42,0/20,2

El primer valor de recobrado representa el recobrado del paso y el segundo el acumulado. La
concentracion de la Epohr en la muestra 1 fue estimada de 15 pg/mL. Muestra 1. Aplicado a la G-
25, 2: Eluato de la G-25, 3: Fraccion no absorbida al Intercambio l6nico, 4: Lavado del Intercambio
I6nico, 5: Eluato del Intercambio I6nico, 6: Fraccion no absorbida de la matriz de hidrofobicidad, 7:
Lavado de la matriz de hidrofobicidad, 8: Elusién de matriz de hidrofobicidad, 9: Producto de de la

precipitacion etandlica.

Tabla 9.37. Proceso de purificacion de la Epohr a escala analitica. Réplica 2.

Muestra Volumen Conc. Prot.total Pureza Epo Recobrados

(mL) (mg/mL) (mg) (%) (mg) (%)

1 250,0 0,16 40,0 0,10 3,70 100,0

2 350,0 0,11 38,5 0,10 3,56 96,0/96,0

3 375,0 0,03 11,2 F ; i

4 53,00 0,10 5,30

5 55,00 0,04 2,20 90 2,00 57,0/54,0

6 58,00 0,00 0,00 i i i

7 6,00 0,02 0,12

8 4,50 0,32 1,44 100,0 1,44 72,0/39,0

9 2,00 0,40 0,80 100,0 0,80 55,0/21,0




Anexos

ANEXO 4. Establecimiento del proceso de purificacion de la Epohr a escala analitica. Datos
primarios.

Tabla 9.4. Proceso de purificacion de la Epohr a escala analitica. Réplica 3.

Muestra Volumen Conc. Prot.total Pureza Epo Recobrados

(mL) (mg/mL) (mg) (%) (mg) (%)

1 250,0 0,12 30,0 010 3,70 100,0

2 320,0 0,09 28,8 0,10 3,55 96,0/96,0

3 325,0 0,04 13,0 i i i

4 23,00 0,12 2,76

5 43,00 0,08 3,44 87,0 2,90 82,0/78,0

6 45,00 0,01 0,45 i i i

7 10,00 0,01 0,10

8 3,70 0,48 1,77 100,0 1,77 61,0/45,0

9 2,60 0,30 0,78 100,0 0,78 44.0/21,0

El primer valor de recobrado representa el recobrado del paso y el segundo el acumulado. La
concentracion de la Epohr en la muestra 1 fue estimada de 15 pg/mL. Muestra 1. Aplicado a la G-
25, 2: Eluato de la G-25, 3: Fraccion no absorbida al Intercambio lonico, 4: Lavado del
Intercambio I6nico, 5: Eluato del Intercambio Iénico, 6: Fraccion no absorbida de la matriz de
hidrofobicidad, 7: Lavado de la matriz de hidrofobicidad, 8: Elusion de matriz de hidrofobicidad, 9:
Producto de de la precipitacion etandlica.
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ANEXO 5. Resultados de la validacion viral del proceso de purificacion de la Eritropoyetina
humana recombinante.

Tabla 9.3. Resultados de la validacion viral del proceso de purificacion de la Eritropoyetina humana
recombinante

ETAPAS Parvovirus Poliovirus VDVB VIH-1
Inactivacién

ETOH (A) <1 <1 4 4
Remocion

ClI (B) 2 1 2 6
Butyl (C) 2 2 <1

HPLC (D) 2 2 1 4
Totales 6 5 7 17

A: Inactivacion por etanol al 50 % durante 2 h.
B: Remocion por la columna de intercambio anidnico
C: Remocion por la columna de hidrofobicidad (TSK butyl)

D: HPLC: Remocién por la columna de Gel filtracion -HPLC.
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ANEXO 6. Resultado de los proceso de purificacion a escala piloto de la Epohr.

Tabla 9.4. Resultados de las diferentes corridas del la escala piloto del proceso de
purificacion de la Epohr.

Analisis/corrida Corrida No.1 Corrida No2 Corrida No3 Corrida No4.
Pureza por SDS- PAGE 100,0 % 100,0% 100,0% 100,0%
Pureza por Filtracionen ~ 97,1% 94,3 97,7 98,7%

Gel
Contenido de acido 10,0 mol 9,0 mol 10,0 mol 11,0 mol AS/mol

Sialico Actividad AS/mol prot. 84 AS/mol prot. 198  AS/mol prot. 124 prot 172 412 Ul/mg.

especifica 458 Ul/mg 720Ul/mg 959 Ul/mg

AS: Acido sialico
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ANEXO 7. Material de Referencia de la Eritropoyetina humana recombinante.



CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA

DIRECCION DE CALIDAD
MATERIAL Material de Referencia para la Eritropoyetina Humana Recombinante
PREPARADO POR Grupo de Desarrollo FECHA DE PREP 31/01/2001
CODIGO EPO-02-0101 YOL. POR VIAL 400 iiL.

ORIGEN:

Procede de los lotes de produccion 46. MPA.009(30/6/01), y 46. MPA.010 (18/7/01) de Eritropoyetina, los cuales fueron
obtenidos en el CIGB por via recombinante

DESCRIPCION: Liquido transparente, sin precipitados ni particulas en suspension.

uso

Se utilizara en:

-Determinacion de pureza por electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS. -Numero de isoformas en la zona
de corrida por Isoelectroenfoque.

. -Determinacion de contaminantes de la cepa hospedera por inmunodot.

. -Inmunoidentificacién de la EPO por Western- blot.

-Determinacion de la concentracion de EPO por ELISA.

-Determinacion de la relacion molar sidlico/proteina por el método de Peryodato-Resorcinol. -Determinacion de la Actividad

Biolégica de la EPO por el método de Actividad Biologica.

INSTRUCCIONES DE ESTABILIDAD, TRANSPORTACION Y [ESTADO DE LA HOMOGENEIDAD

ALMACENAMIBTO El estudio de homogeneidad se realizo con 12 unidades del
El analisis de estabilidad acelerado predice una pérdida de actividadiyaterial de  referencia que fueron escogidas
de 0% por aio cuando se almacena a -20°C. Por este motivo selzjeatoriamente y subdivididas en dos partes jguales. A las
recomienda almacenar a -20°C. No se garantiza que seanp4 myestras resultantes se le asigné un orden de manera
conservadas sus propiedades en caso de que el material sufragjeatorio para analizarlas. Se realizaron 6 ensayos donde
congelaciones y descongelaciones sucesivas. se montaron 4 muestras por ensayo a las cuales se les
evalué6 pureza por GF-HPLC. Estadisticamente no se
encontraron diferencias entre las 12 unidades por lo que se|
concluyo6 que el MR es homogéneo.

La estabilidad del material de referencia sera evaluada en el Control
Sistematico y cualquier cambio en las propiedades se le notificara al
los usuarios.

INSTRUCCIONES DE USO

Cada muestra debera ser descongelada en el momento en que se utilizara en el ensayo que corresponda.




CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA

N° de isoforma en la zona de
corrida

DIRECCION DE CALIDAD
MATERIAL Material de Referencia para la Eritropoyetina Humana Recombinante
VALORES DE PROPIEDAD Y SU INCERTIDUMBRE
Caracteristica Valor Unidades Incertidumbre Método de analisis
certificada Lim. Lim.
inferior superior
Actividad Biolégica 54301 UI/mL 49108 60043 * Actividad Biolégica en
ratones normociticos
y policitémicos
Concentracion de proteinas 0.59 mg/mL 0.49 0.69 ** Absorbancia a 280nm
totales
Pureza 99.92 % 98.94 99.79 SDS-PAGI:
Se identifican de 6 a 8 isoformas acidas en la zona de corrida. Isoelectroenfoque

Western-blot

Inmunoidentificacion El lote fue identificado por el anticuerpo monoclonal (CB-EPO,

observandose la banda correspondiente a la EP0 y no se observo

degradacion)
Determinacién de <0.25 % 0 0.25 Inmuno-dot
contaminantes de la cepa
hospedera
Concentracion de EPO 0.327 mg/mL 0.304 0.352 ***ELISA
Relacion Molar Sialico/Proteina 12.83 mol/mol 10.80 14.86 I’eryodato-Rcsorcinol

OBSERVACIONES
¢Actividad Biolégica tomando como referencia la preparacion de referencia para Eritropoyetina de la Farmacopea Europea

(E1515000, Erythropoietin BPR).
** La Absorbancia a 280nm fue determinada usando como coeficiente de extincion 7.43% reportado por European

Pharmacopeia-Supplement 1999, 464-467.
***ELISA tomando como referencia el lote de MPA 46MPA003.
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SIC-033 PPO 4.10.046.92
Edicion 03 Pag. 1 de 2

Especificacion de Producto Intermedio

@)} Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia

Nombre: Materia Prima Activa de Eritropoyetina Humana Recombinante (EPO-rec) NP 4254

Edicion 02
- Datos generales

Apariencia fisica: Liquido transparente, libre de particulas en suspension
Condiciones de almacenamiento: -20+2°C
Formas de envase: Frascos de vidrio despirogenizados
Tiempo de vencimiento: 3 mesgs almacenada a -20°C (datos preliminares)*
Condiciones de esterilizacién: Por filtracion con membranas de acetato de celulosa de 0,2 ym
Tamaio de la muestra: 1 frasco que contiene entre 30 y 50 mL de MPA de EPO-rec

Tariafio de la muestra de retencion: 16 bulbosde 0,1 mL

Precauciones en la manipulacioén: Manipulese con idado

Composiciéon por mL

Proteina de Eritropoyetina humana recombinante contenida en el siguiente tampon fosfato (NP 6429).
dihidrogenofosfato de sodio dihidratado (NP 119) 4 68 mg/mL, hidrogenofosfato de sodio (NP 225) 9,93
mg/mL, cloruro de sodio (NP 023) 2,9 mg/mL y Tween 20 (NP 215) 02 g/L, pH 7,0 + 0,2,

Pruebas que se realizan Referencia Limites de aceptaciéon

Caracteristicas organolépticas PPO 4.09.140.98 Liquido transparente, libre de
particulas en suspension

Pureza por SDS-PAGE PPO 4.09.004 91 Banda principal entre 30 y 40 kDa
con una pureza = 95%

Pureza por Gel filtracion PPO 4.09.284.95 Area bajo la curva del pico

principal 2 95 %
Area de los picos anteriores al pico
principal < 2 %

ALYt Firma: @éﬁﬂ

Realizado por: Ing. Rebeca Bouyén Albarran

- S

W
Departamento: Produccién de EPO recombinante _? fore . m
: "i’i ! irma: '
T B &

1 216/

Aprobado por: Dra. Marisel Quintana Esquivel

Cargo: Directora de Calidad CIGB

e
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{B}) Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia

SIC-033 | PPO 4.10.046.92

Edicion 03

Pag. 2de 2

Especificacion de Producto Intermedio

pH
Identidad antigénica
Determminacién de proteinas
contaminantes del hospedero
Detzrminacion de trazas de ADN
del nospedero (células de ovario
de hamster chino)

Contenido de acido sialico

Punto isoeléctrico

Mapeo Peptidico

Actividad especifica
(Actividad biolégica /proteinas
cuantificadas por D.O) (U/mg)

Esterilidad

Pir6genos

PPO 4.09.068.92
Western Blot**
-
Dot Blot
PPO 4.09.022.91
Hibridizacion por Dot Blot
PPO 4.09.087.00
PPO 4.09.053.01
PPO 4.09.097.99
RP-HPLC de los péptidos
derivados de la protedlisis
PPO 4.09.012.91
Ratones policitémicos o
normocitémicos
PPO 4.09.274 94

PNO 07.002

Observaciones: *Se encuentran en curso estudios de estabilidad.
** No existe c6digo de PPO para EPO

Nombre: Materia Prima Activa de Eritropoyetina Humana Recombinante (EPO-rec) NP 4254
Edicién 02
Pruebas que se realizan Referencia Limites de aceptacion
Cuantificacion de proteina total PPO 4.08.057.92 20,1 mg/mL

Entre 6,5y 7,5

Identificacién de una banda de
30240 kDa

< 0,4 % de contaminantes del
hospedero

< 100 pg por cada 20 pg de EPO

> 10 moles/mol Proteina

De 6 a 8 isoformas en el rango
depHde25a5,0

Conforme al material de
referencia
> 40 000 Ul/mg

Pasa la Prueba

Pasa la Prueba

Realizado por: Ing. Rebeca Bouyé6n Albarran

3

Departamento: Produccién de EPO recombinante. "

Aprobado por: Dra. Marisel Quintana Esquivel

il r
'.; -

Cargo: Directora de Calidad CIGB

— 0l
Firma: WL

Fecha: ¢ | 2 1L/




ANEXO 9. Estudio de estabilidad de la Eritropoyetina humana recombinante.



CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA

INFORME DE ESTABILIDAD REAL DE LA MPA DE
ERITROPOYETINA HUMANA RECOMBINANTE

- OBJETIVOS DEL ESTUDIO: Estudiar la estabilidad de la Materia Prima activa de Eritropoyetina
Humana Recombinante '(EPOhr), producida en el CIGB, cuando es almacenada a - 20 °C, durante 12
meses.

LOTES ESTUDIADOS

Las caracteristicas de los lotes estudiados, las especificaciones de calidad del producto asi como la
composicion de esta MPA se muestran en las tablas Tabla 1, Tabla 2 y Tabla 3. El material dé envase
utilizado fueron bulbos de vidrio 2R calidad hidrolitica 1.

Tabla 1: Caracteristicas de los lotes estudiados.

Lote - Fecha de Escala de Lotes de producto a
fabricacién produccién que dieror. origen
46.MPA.902 31/6/99 Establecimiento 46. PF. 2002
46.MPA.903 20/7/99 Establecimiento 46. PF. 3003
46.MPA.904 2477/99 Establecimiento 46. PF. 4004

Tabla 2: Especificaciones de calidad del producto estudiadas.

Especificacion Limite de aceptacion
Pureza (Gel filtracion) = 95%
Pureza (SDS-PAGE) > 95%.
C. Organolépticas Liquido transparente libre de particulas en suspensioén
Absorbancia (280 nm) = 0.1 mg/mL.
Western Blot Identificacion de una banda de 30-40 kDa
Acido Sialico = 10 moles/mol de proteina
Punto isoeléctrico De 6-8 isoformas en un rango de pH de 2.5 a 5.0
Actividad especifica =40 000 Ul/mg
Tabla 3: Composicidn del buffer de MPA estudiada.
Componentes Composicion por dosis 1mL Funcion
Cloruro de sodio 50 mM Isotonizante
Fosfato de sodio dibasico 70mM Regulador de pH

Fosfato de sodio 30 mM Regulador de pH

monobasico dihidratado
Tween 20 0.2 g/L Estabilizante, evita adsorcion
inespecifica.
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METODOLOGIA GENERAL

El estudio de la MPA de EPOhr se llevd a cabo a través de una estabilidad en tiempo real, a una temperatura
controlada de -20 +2 ° C, por un periodo de tiempo de 12 meses. Este estudio se desarrollé siguiendo un
cronograma de muestreo que se establecié con anterioridad y se evaluaron en el tiempo las especificaciones de
calidad antes mencionadas.

RESULTADOS
Los resultados obtenidos en el tiempo para los diferentes lotes se muestran a continuacion Lote

46.MPA.902

Tiempo (meses)

Andlisis 0 3 6 9 12
Western - blot de Identificado Identificado Identificado Identificado Identificado
identificacion

SDS PAGE (%) 100 98 100 100 100
Gel filtracion (%) 94.3 100 100 98.1 97.5
Acido sialico 10 9 11 15 7
(moles/mol de
proteina)
Punto Isoeléctrico 8 2 8 ) 7
(isoformas)
Actividad Especifica 198720 e xx o 118191
(Ul/mg)
Lote 46.MPA.903
Tiempo (meses)

Andlisis 0 3 6 9 12
Western - blot de Identificado Identificado Identificado Identificado Identificado
identificacion

SDS PAGE (%) 100 96 100 100 100
Gel filtracion (%) 97.7 100 100 97.3 96.1
Acido sialico 10 14 12 8 7
(moles/mol de
proteina)
Punto Isoeléctrico 8 ) 8 ) 7
(isoformas)
Actividad 124959 XX XX XX 115740
Especifica (Ul/mg)
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Lote 46.MPA.804
| Tiempo (meses)

Analisis 0 3 6 9 12
iWester[w - blot de

. e s : ldentificado | Identificado ldentificado ldentificado ldentificado |

_identificacion | _ | , | |

SDS PAGE (%) : 100 100 100 100 100

Gel filtracion (9&) 98.7 99.8 100 97.4 94

Acido sidlico

| {(moles/mol de 11 15 S 12 11

| proteina) _ ! |

| Punto Isoelectrico N | .

Ve i / - - o] 7

_lisoformas)

| Actividad A e Sl
GHvige 172412 78800 X X X 581320

| Especifica (Ul/mg)

%. No se pudo ¢

Durante todo el estudio el producto se conservd estéril, tamoién se observd, en el anélisis
organoléptico, un liquido transparente y libre de particulas en suspensién, acorde a lo especificado.
El producto no tuvo problemas de pirégenos ni de proteinas contaminantes de la cepa hospedera. En
todos los casos se obtuvo una absorcién a 280 nm que cumplia con el limite de especificacion.

DISCUSION

La actividad especifica de todos los lotes se mantiene por encima oei limite de \h especificacion
establecido, no obstante se observa una tendencia a disminuir con e! tiempo de almacenamiento. El
lote 46 MPA 904 mostré la mayor perdida de actividad en el tiempo En este lote la pureza
determinada por gel filtracion se encuentra por debajo de! limite inferior de la especificacion a los 12
meses. La determinacion de acido sialico del lote 46 MPA 902 se encuentra fuera de limite a los 12
meses y ei lote 4 6 MPA 903 desde los 9 meses de estudio, no obstante estos valores muestran un
comportamiento muy variable en el tiempo lo que dificulta el analisis desde el punto de vista de la
estabilidad del producto.

CONCLUSIONES

Las especificaciones de identificacién por Western - blot, pureza por SDS PAGE, cantidad de
isoformas por Isoelectroenfoque, y Actividad Especifica (Ul/mg) se mantienen dentro de los limites
establecidos hasta los 12 meses cuando la MPA es almacenada a - 20 °C. La pureza del lote 46
MPA. 904 por Gel Filtracién de HPLC también cumple con los limites establecidos hasta los 9
meses, pero cae ligeramente por debajo del limite al final del estudio. Los valores de acido sialico
se comportan con cierta variabilidad en el tiempo por lo que no se tienen en cuenta en este caso en
el analisis de estabilidad

Teniendo en cuenta estos resultados proponemos un tiempo de almacenamiento a - 20 °C para la
MPA de EPOhr de 6 meses. Este tiempo se establece para la MPA formulada en
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tampén fosfato salino y conservada en un envase de vidrio calidad hidrolitica I, y con un
sistema de cierre que logre la hermeticidad, semejante al bulbo de vidrio 2R empleado

este estudio.

RECOMENDACIONES

1. Comenzar un nuevo estudio con lotes de produccién reciente.

Realizado por: Niurmys Martinez Gonzalez

Analista del Grupo de Desarrollo

Revisado por: Maribel Vega Simén

J' del grupo de desarrollo

Aprobado por: Lourdes Costa

Jefe del Departamento Analitico

en



Anexos

ANEXO 10. Planillas de liberacion de lotes producido a escala piloto de la Eritropoyetina humana
recombinante.
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CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA
SUBDIRECCION DE CALIDAD
___INFORDME DE ANALISIS PARA LA MATERIA PRIMA ACTIV A
NOMBRE Y DIRECCION [)! 1. PRODUCTOR:
('cnrm de Ingenieria Genética v Biotecnologia.
ANV 11 v 158, ( ubanacian. Playa. € indad de la Habana, C uba. P, O.Box: 0162,

\mmm DEL PRODUCTO: Eritropoyetina Humana recombinante.
"FECHA DE FABRICACION: 19/6 /99 N LOTE: 46.MPA 901

F PRUEBAS | LIMITE DE ACEPTACION Y METODO [ RESEL TADOS

Caracteristicas

l Liguido transparente, libre de p.ulsu:l.u cn
organolépticas ! suspension. PPO: 4.09.140.98 | Pasa ki prucha
Determinacion de pureza |

|

a) yBanda principal con una pureza > al 95 %, T 100,
PrO: 4.09.004.91
i : PPO: 4.09.006.91
Pro: L09.005.91

i Por electroforesis (SDS-PAGE)

e

S
f by Arest bajo L curva del pico principal  del 90 ", o
pum—— W) L 42 Pogpelilfagcion :
Cuantificacion de , S 0dme/mli i
! ! | 029 meiml
| _proteina total LTI LW R/ ﬂ\_I_B\_{_]I'_I_I_!_} _ "
! ¢ unluntin de acido sis !I!w ! PDe 9 a 13 moles/mol pmum i L0 malesiminol
i 8 ™~ §F : Mctodo tulnuum[run _ o ' !}:'mrin;n
i Punto isocléetrico L De6a S isoformas en el ¢ ango do |111 de2.5as | T
et i soclectroenfoque -
I)uumln wion tll I 1 ! Tdds nnln wion de una banda de ’a‘\ i h kl) 1.
f identidad antigenica . s _ Western Blot _ Fdentiticado
'[ Determinacion de i - ll 4 ”u (II. contaminantes de CHO)

[ proteinas contaminantes

___del hospedero

[ Determinacion de acidos |

| Dat Blot (3"

: s 100 pe por cada 16,8 up de EPO, Hibridacicn | i LU
nucleicos contaminantes
TR’ Il por Dot lilnl |
Mapeo peptidico RP-HPLC de fos puptulm derivados de L Contorm.

) o protedlisis. conforme al nm[uttll e n'icrt'nu 1
e T 1 |
|
|

Potencia (Actividad ~40 000 Ul mg. Prucha en ratones hiposicos, CERES

- :puliu.}_

'lL_ ~ Pirogenos ] l_:‘lz_l 1I Pasa ba proacha

} Esterilidad |_ —— USSP Y ]’.1'\._I T prucha
CERTIFICAMOS QUE. FOTE _ 46.MPA.901 _ DE MATERIA PRIMA

l ACTIVA DE 1.A FRIIR(H’()\'I"I'IV A HUMANA RECOMBINANTE. SATISFAC f, -

}I_Ob REQUERIMIENTOS ESTABLECIDOS,

Lic Lourdes ((I\f‘l

[ Cargo: Jefe de ‘| Firma: /—‘;_;__ ' I—e“c_l_r-j_
] Division Analitica | Ll e } Z» /{/ /‘"/}J
e e MR i e i ‘-'__f.‘.‘- —— = 5
2 )
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CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA
SUBDIRECCION DE CALIDAD
INFORME DE ANALISIS PARA LA MATERIA PRINIA ACTIV A
NOMBRE Y DIRECCION DEL PRODUCTOR:
Centro de Ingenieria Genética v Bioteenologia.
Ave. 31y 158, Cubanacan, Praya. Ciudad de la Habana, Cuba. P.O.Box: 6162
NOMBRE DEL PRODUCTO: Lritr opoyeting Humana rec runbmaurc

FECHA DE FABRICACION: 31/6/99 | ~ LOTE: 40. \II’_\ 902
PRUEBAS | LIMITE DEACEPTACION Y METODO [ RESULTADOS |
Caracteristicas Liguido transparente, libre de jll!iltill.i\tn .;
organolépticas ~suspension. PPO: 4.09.140.98 Pasa fa prueba |

-+

Determinacion de pureza a)Banda principal con una purcza > al 93 %, | 100 %,
PPO: 4.00.004.91
PIrO: 4,09.0060.91
PPO: 4.09.005.91
Por electroforesis (SDS-PAGT )
byArea bajo la curva del pico prineipal — dobvo vy

I’-l. 1" "

Por gel filtracion

Cunntificacion de i = 0.Img/ml. [ -
(L35 meiml
| profeina total : . DO a 280nm | _
,[ Contenido de dcido sidlico “De 9 a 13 moles/mol [n ateina ' D malesiminol
[ } - Mctodo colorimetrico pProtein
i Punte isacléctrico I De 6 a8 isoformas en el rango de pHode 2.5 0 2 I Tisatornas
. . _ Isoelectroentoque
Determinacion de la i dentificacion de una banda de 33 4 37 kDa
F_ identidad antigénica __'_ y _ ~ Western Blot | Ldentificado
Determinacion de 0.4 % de contaminantes de CHO
‘ proteinas contaminantes Dot Blot 2 e
_ del hospedero Al !
‘ Determinacion de acidos Lo fehor cada Bels b de 290 Vb eion 100 py
Conucleicos contaminantes
- et NN 113 .11 12 11T i
| \l apeo peptidico R HI'I ( tlL los péptidos derivados de L Cuntorm
‘ mmgmm— protedlisis. conforme al material de veferencia |
Potencia (Actividad W 40 000 U/mg. Prucha en ratanes hipaxicos 198720 U [ e
i especifica) | P Syt |
'r Pirdgenos ) ~Usp23 | Pasa L prucha
{ Esterilidad . gL = USSP 23 | Pasa la prucha
CERTIFICAMOS QUE El LOTE 46.MPA.902 DI MATERIA PRIMA |

ACTIVA DE LA ERITROPOYETINA HUMANA RECOMBINANTE, SATISEFEACE
I 0OS REQUERIMIENTOS ESTABLECIDOS. - - e
Lic | ﬁfudvs( osta

(';n‘;;n: Jefe de | Firma: 7 ] Fecha:
L Division Analitica_| 4_,_!: o CH o

\il L
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CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOILOGIA ]
SUBDIRECCION DE CALIDAD
INFORME DE ANALISIS PARA LA MATERIA PRIMA ACTIVA
NOMBRE Y DIRECCION DEL PRODUCTOR:
Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia.
Ave. 31 y 158, Cubanacan, Playa. Ciudad de la Habana, Cuba. P.O.Box: 6162.
NOMBRE DEL PRODUCTO: Eritropoyetina Humana recombinante. ]

FECHA DE FABRICACION:20/7 /99 ] LOTE: 46.MPA.903
PRUEBAS LIMITE DEAACEPTACION Y METODO RESULTADOS
Caracteristicas Liquido transparente, libre de particulas en
organolépticas suspension. PPO: 4.09.140.98 Pasa la prucha
Determinacion de pureza a)Banda principal con una pureza > al 95 %, 100 %

PPO: 4.09.004.91
PPO: 4.09.006.91
PPO: 4.09.005.91
Por electroforesis (SDS-PAGE)

¢ Yo
b)Area bajo la curva del pico principal = del 90 %, 5
Por gel filtracion
Cuantificacion de > 0,lmg/mL
proteina total DO a Zgﬂnm i
Contenido de acido sidlico De 9 a 13 moles/mol proteina 10 moles/maol
Método colorimetrico proteina
Punto isoeléctrico De 6 a 8 isoformas en el rango de pH de 2,5a 5 8 isoformas
Isoelectroenfoque
Determinacion de la Identificacion de una banda de 33 a 37 kDa.
identidad antigénica ~ Western Blot Identificado
Determinacion de < 0.4 % de contaminantes de CHO
proteinas contaminantes Dot Blot <03 %
del hospedero
I)cter.mlnacmn de- Reidos < 100 pg por cada 16,8 ug de EPO. Hibridacion <100 pg
nucleicos contaminantes
por Dot Blot.
Mapeo peptidico RP-HPLC de los péptidos derivados de la Conforme
proteolisis, conforme al material de referencia
Potencia (Actividad > 40 000 Uil/mg. Prueba en ratones hipoxicos. 124959 Ul/mmg
especifica)
Pirdgenos UusP 23 Pasa la prucba
Esterilidad USP 23 Pasa la prueba
CERTIFICAMOS QUE EL LOTE __46.MPA.903 DE MATERIA PRIMA
ACTIVA DE LA ERITROPOYETINA HUMAD RECOMBINANTE, SATISFACE
LOS REQUERIMIENTOS ESTABLECIDOS. .
Lic L/taurd‘i:'s?(ﬁﬁ.sig A
Cargo: Jefe de Firma: | Fechaz \ =
Division Analitica /5,/ $ ol \i /7//"?/”;
- /

\'I_ e .:.’.‘ (’,
i - %
T g i’-ic“‘ /

-....___—//
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? - CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOL OGIA
SUBDIRECCION DE CALIDAD
INFORME DE ANALISIS PARA LA MATERIA PRIMA ACTIN A

NOMBRE Y DIRECCION DEL PRODUCTOR:
Centro de Ingenicria Genetica v Bioteenologia, .
| AN 31y IS8 Cubanac: an. Playa, Ciudad de la Habana, Cuba. P.OBox: 01062, '

 NOMBRE DEL PRODUCTO: Eritropoyetinag Humana recombinanie.

I FC Ii}_ﬂi__\_@_lll( ACION:24/7 /99 ] - i_mhl__:lh \II’ AL004

PRULEBAS [ LIMITE DE ACEPTACION Y METODO | RESULT \I)()\ |
| Caracteristicas I,ﬂ;_u?h_a ﬁ'm{;: ente. libre de par ticulas ¢n ';
 urganolépticas | suspension. PPO: 4.09.140.98 | Pasalaprucha |
i Determinacion de puum Ii a)Banda principal con una pureza - al 95 9. 100 "4 '
' : PPO: 4.09.004.91

PPO: 4.09.0006.91
PPrO: 4.09.005.91
Por clectrotoresis (SDS-PAGE )
byAsrea bajo b curva del pico principal = del 90 "
Por gel filtracion

U8. 7%

¢ nantiticacion de > LTme ml.
. DA me/iml
proteina total DO a 280nm
Contenido de acido sidlico l)L ‘J i H moles mol proteina 11T moles/maol
. Metodo colorimetrico protein:
anto isocléerrico e h ah swharm s en L| rango de pthde 2,50 2 Tisolormas
. lxmlutlmnimjm
Determinacion de la I(!Lnn!u acion de una banda de 35 4 37 KDa.
identidad antigénica ! MW estern Bloo Fdentificado
Determinacion de ' < ().4 D wode eont 1m|n.mtu th . H()
| proteinas contaminantes Dot Blot < 13 %

del hr_l)ultrn
I)tll rminacion de acidos

FOO pa por cada 108 ug de EPOL Hibridacion <100 pe
nucleicos contaminantes
b= == | __por Dot Blot. i _
Mapeo peptidico | RP-HPLC de los |n_]}||(1r1\ derivados de L Conforme
- | pm[uulhh conforme al material de reterencin _ )

\etividad hiologica ' =40 000 U H/mg. l’nuln en ratones hipaxicos. " 172412 Ul/my,
Pirduenos , UsSP 23 | Pasa la plllLIJl ]
Esterilidad 1 - 1SP23 11 Pasa la prucha II

CERTIFICAMOS QUE LOTE _ 46.MPA.904 DE MATERIA PRIMA |

| ACTIVA DE I.A Humm’m’l”lm\ HUMANA RECONMBINANTE. SATISFACE |
LLOS REQUERIMIENTOS ESTABLECIDOS. . e

e 1

ﬂ\..
Lic Lullrt]L's Costa -

(dlLU Jefede | Firma: Fulu 1..' i | 1|
| Division Analitica = _/)'J/:J v |

<
\ " |




ANEXO 11. Diagrama de flujo del proceso de purificacion de la Epohr

Filtracion en Gel
(Sephadex G-25)

v

Intercambio I6nico (Q-
Sefarosa FTI9)

\{

Hidrofobicidad ( TSK-
Butilo)

\

Incubacion 2 h Etanol
50%

\{

Precipitacion etanol
90%

\4

| Filtracién en Gel-
HPLC

\/

Filtracion
esteril

\

IFA

Fig 9.2. Diagrama de bloque del proceso de purificacion Epohr. IFA: Ingrediente
farmaceéutico Activo.
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ANEXO 12. Estudio de identificacion de las distintas formas de la Epohr obtenida en la elusién

de la Cromatografia de Exclusion Molecular en HPLC.

Tabla 9.5. Resultados de la calibracion realizada a la columna TSK 3000 PW, 7,5 x 600 mm para la

identificacién de la Epohr

PM LogPM TR LogPM Protema
12500 | 4,09691 35,77 | 4,09691001 Citocromo C
45000 | 4,653213 31,67 | 4,65321251 Ovoalbumina
68000 | 4,832509 30,7 | 4,83250891 | Albumina
158000 | 5,198657 30,01 | 5,19865709 | Aldolasa

240000 | 5,380211 29,61 | 5,38021124 | Catalasa
440000 | 5,643453 27,57 | 5,64345268 | Ferritina
669000 | 5,825426 25,5 | 5,82542612 Tiroglobulina
Calibracion
; y =-0.1817x + 10.562
5 R =0.9478
5 ’\\'
4 ¢ LogPM
3 —— Linear (LogPM)
2
1
0
20 25 35 40

Fig 9.3. Resultados de la calibracion realizada a la columna TSK 3000 PW, 7,5 x 600 mm para la

identificacién de la Epohr
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ANEXO 13: Influencia del tiempo de reposo sobre la agregacion de la Epohr eluida de la
Cromatografia de hidrofobicidad

Tabla 9.6. Datos primarios del estudio de la cinética de agregacién de la Epohr durante la

elusion de la Cromatografia de Interacciones hidrofébicas.

Los resultados muestran los porcientos de agregados determinados por la Cromatografia

Tiempo % %
(min) Agregados | Agregados
Media
0 14,7 11,8

8,44

30 55,9 48,15
40,41

60 61,05 50,91
40,77

90 67,0 58,88
50,76

120 66,72 61,46
56,2

de Exclusiéon Molecular en HPLC.

Tabla 9.7. Resultados de la precipitacion etandlica a los diferentes tiempos del estudio de la cinética de

agregacion.
Tiempo % %
(min) Agregados | Agregados

Media

0 28,24 19,78
11,33

30 54,83 48,31
41,70

60 66,72 54,91
43,25

90 69,5 60,36
51,22

120 79,58 70,12
60,66

Los resultados muestran los porcientos de agregados determinados por la Cromatografia de Exclusion
Molecular en HPLC de la muestra precipitada con etanol y resuspendida en tampén PBS.
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ANEXO 14: Influencia de la concentracion de la proteina sobre la agregacién de la Epohr.

Tabla 9.8. Estudio de la dilucion del eluato de la Cromatografia de hidrofobicidad con etanol al 50 % (Tiempo
0 min)

Dilucién % %
en Agregados | Agregados
Etanol Media
1 14,7 11,8
8,44
1/2 12,3 9,87
7,44
1/4 11,8 9,7i
7,4
1/8 17,5 12,5
7,5

Los resultados muestran los porcientos de agregados determinados por la
Cromatografia de Exclusién Molecular en HPLC.

Tabla 9.9. Estudio de la dilucion del eluato de la Cromatografia de hidrofobicidad con etanol al 50 % (Tiempo
120 min)

Los resultados muestran los porcientos de agregados determinados por la Cromatografia de Exclusién
Molecular en HPLC.

Dilucion % %
en Agregados | Agregados
Etanol Media
1 40,41 40,04
30,67
1/2 32,05 25,05
ig,86
1/4 27,1 21,0
14,9
1/8 14,7 13,40
12,29
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ANEXO 15. Influencia de la concentracién de la proteina sobre la agregacién de la Epohr.

Tabla 9.10. Resultados del estudio de la influencia de la carga déla Cromatografia Hidrof6bica en la
agregacion. Valores obtenidos para el tiempo de Omin.

Carga de Ia % %
columna (mg / Agregados | Agregados
mL) Media
0,2 11,37 9,78
8,2
0,4 11,06 10,35
8,75
1 14,7 11,8
8,44
1,6 22,23 19,19
17,75
3.2 47,8 44,77
43,32

Los resultados muestran los porcientos de agregados determinados por la Cromatografia de

Exclusién Molecular en HPLC.

Tabla 9.11. Resultados del estudio de la influencia de la carga de la Cromatografia de hidrofobicidad en
la agregacion. Valores obtenidos para el tiempo de 120 min.

Carga de la % %
columna (mg Agregados Agrequos
Media
/ mL)
0,2 13,77 11,34
8,01
0,4 16,96 13,41
9,86
1 40,41 40,04
30,67
1,6 42,79 45,26
47,73
3,2 63,27 71,07
78,87

Los resultados muestran los porcientos de agregados determinados por la Cromatografia de Exclusién

Molecular en HPLC.
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ANEXO 16. Influencia de la concentracién de la proteina sobre la agregacién de la Epohr.

Tabla 9.12. Resultados del estudio de la influencia de la carga de la Cromatografia de hidrofobicidad en
la agregacion. Valores obtenidos para el producto de la precipitacion etandlica.

Cargadela % %
columna Agregados | Agregados
(mg /mL) Media

0,2 12,95 10,2
7,46
0,4 15,97 12,5
9,11
1 43,25 49,35
55,46
1,6 60,77 60,11
59,45
3,2 85,42 85,63
85,84

Los resultados muestran los porcientos de agregados determinados por la Cromatografia de Exclusion
Molecular en HPLC.
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ANEXO 17. Influencia de la concentracion de la proteina sobre el paso de precipitacion etandlica
de la Epohr.

Tabla 9.13. Influencia de la concentracion de la proteina sobre el recobrado de la precipitacion etandlica.

Dilucion % %
en Recobrado | Recobrados
Etanol Media
1 92,0 90,0
89,8
1/2 72,0 71,0
70,0
1/4 30,0 27,0
25,0
1/8 27,0 25,0
23,0

Los resultados muestran los porcientos de agregados determinados por la Cromatografia de Exclusion
Molecular en HPLC.
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ANEXO 18. Influencia de la concentracion de la proteina sobre la agregacion de la Epohr.

Tabla 9.14. Resultados de la Influencia de la dilucion del eluato de la Cromatografia de hidrofobicidad con
el tampén PBS

Dilucion % %
en Agregados|Agregados
PBS Media
1 14,7 11,8
8,44
1/2 0,37 0,78
1,19
1/4 0,53 1,24
1,95

Los resultados muestran los porcientos de agregados determinados por la Cromatografia de Exclusiéon
Molecular en HPLC.
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ANEXO 19.Determinacion de la influencia de la cromatografia de hidrofobicidad sobre la
agregacion de la Epohr.

Tabla 9.15. Cinética de agregacion de la muestra que no fue aplicada a la Cromatografia de Hidrofobicidad.

Los resultados muestran los porcientos de agregados determinados por la Cromatografia de Exclusién

Molecular en HPLC.

Tabla 9.16. Cinética de agregacion de la muestra que fue aplicada a la Cromatografia de

Hidrofobicidad.

Los resultados muestran los porcientos de agregados determinados por la Cromatografia de Exclusion

Molecular en HPLC.

Tiempo % %
(min) Agregados | Agregados

Media

0 3,24 2,89
2,54

60 6,46 5,79
5,12

120 2,95 5.22
TA]

Tiempo % %
(min) Agregados | Agregados

Media

0 2,21 2,46
2,71

60 12,21 13,9
1,6

120 17,87 20,05
22,23




ANEXO 20. Influencia del Tween 20 sobre la agregacion de la Epohr

Anexos

Tabla 9.17. Resultados de estudio de la influencia del Tween 20 sobre la agregacién de la Epohr

A B
Tiempo % % % %
(min) | Agregados | Agregados | Agregados | Agregados
Media Media
4,98 3,83
0 1,18 3,11 4,74 4,21
3,17 4,07
8,17 50,76
60 7,7 8,89 27,4 33,83
10,8 23,33
10,3 56,2
120 15,2 16,6 39,67 43,07
24,31 33,34

A: Muestra eluida del gel de TSK-Butilo con etanol y 0,01% de Tween 20. B:
Muestra eluida del gel de TSK-Butilo con etanol (control)

Los resultados muestran los porcientos de agregados determinado por la
Cromatografia de Exclusién Molecular en HPLC.



Anexos

ANEXOS 21. Estudio de prefactibilidad econémica de la produccion de la Eritropoyetina humana

recombinante (escenario A).
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Anexos

ANEXOS 22. Estudio de prefactibilidad econémica de la produccion de la Eritropoyetina humana

recombinante (escenario B).
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