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precipitación etanólica aumenta la agregación a partir de un valor de carga igual a 1,6 mg/mL. 

Adicionalmente se estudió 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 observó pérdidas de la Epohr en la fracción no absorbida al gel, 

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

línea 3). 

 

• Influencia de la concentración de la proteína sobre el recobrado de la precipitación etanólica 

Si se quisiera introducir la dilución con etanol al 50 % como solución tecnológica al problema de 

agregación en el proceso actual, implicaría en primer lugar una dilución excesiva de la muestra a 

procesar, provocando disminución de la productividad del proceso. Además de mantenerse el paso 

de precipitación etanólica como método de concentración de la muestra, se podría este afectar por 

las diluciones realizada, ya que está reportada (Scopes, 1994) la disminución de los recobrados de 

los procesos de precipitación a medida que disminuye la concentración de la proteína. 

 

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-fracción no absorbida carga 3,2 
mg/mL, 8- Material de referencia. Se aplicaron volúmenes iguales de muestras.. 
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Lo antes expuesto se demuestra con los resultados obtenidos en el experimento de precipitación 

etanólica de cada variante de dilución (Fig 3.18 y Anexo 17). Se obtuvo diferencias significativas de 

la muestra sin diluir con respecto a las restantes diluciones (p= 0,0001).El recobrado disminuye de 

un valor inicial de 90 % hasta 25 % para el último valor de dilución. Este resultado imposibilita la 

aplicación de este cambio tecnológico como vía de solución al problema de agregación. Es también 

cierto que se podría analizar como paso alternativo de concentración el empleo de membranas de 

ultrafiltracíón, lo cual ya está siendo aplicado en el proceso de producción. 

- Estudio de la influencia de la dilución del eluato del gel de Hidrofobicidad con el tampón PBS 

Como estudios adicionales se realizaron experimentos de dilución del eluato del Butilo con el 

tampón PBS, teniendo como objetivo fundamental analizar y comparar el comportamiento del 

proceso de agregación al disminuir la concentración de proteínas y la concentración de etanol en las 

distintas muestras. 

Era esperado que la disminución de ambos parámetros conllevaría a una disminución significativa 

del porciento de agregación para cada dilución comparada con la muestra sin diluir al tiempo 0 min. 

(Fig 3.19 y Anexo 18) (p= 0,0433). Es suficiente con una dilución de 1/2 para obtener un 0,78 % de 

agregados. Esto sirve para argumentar que no sólo la concentración de proteína influye sobre este 

proceso de agregación, sino que el etanol 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.18. Estudio de la influencia de la dilución con etanol al 50 % en el recobrado de la 
precipitación etanólica. Las diluciones estudiadas fueron 1/2, 1/4 y 1/8. Se compararon los 
puntos experimentales utilizando el paquete estadístico Statgraphics. Plus. Letras diferentes 
indican diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). Letras iguales indican que no 
existen diferencias estadísticamente significativas (p≥ 0, 05) 
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juega el papel determinante en este fenómeno, pues es necesario realizar una dilución de 1/8 con 

etanol, para lograr el mismo valor de agregación que se obtienen con el control, el cual es 

significativamente superior al obtenido con la dilución 1/2 con tampón PBS. Esta sería una posible 

solución tecnológica para disminuir los agregados, pero esta condición no permite el proceso de 

inactivación viral requerido. 

 

Hasta aquí se ha demostrado que el etanol al 50 % influye de forma determinante sobre el proceso 

de agregación de la Epohr, lo cual coincide con lo reportado en la literatura para otras proteínas 

(Renard y colaboradores, 1999; Makarov y colaboradores, 1995; Jirgensons y colaboradores, 1982). 

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

3.2.2 Determinación de la influencia de la columna de hidrofobicidad sobre la agregación de 
la Eritropoyetina humana recombinante 

Como parte de la segunda hipótesis enunciada se plantea que la agregación se pudiera producir por 

efecto directo del etanol sobre los monómeros de Epohr y/o que el gel de hidrofobicidad interviene 

también en este efecto. El primer planteamiento fue discutido en 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.19. Influencia de la dilución del eluato con el tampón PBS sobre la agregación de la 
Epohr. Se representan las diluciones 1/2, 1/4 en el tampón PBS y el control (con etanol 50%). 
Todos los valores son representados para tiempo 0 minutos. Se compararon los puntos 
experimentales utilizando el paquete estadístico Statgraphics.Plus. Letras diferentes indican 
diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). Letras iguales indican que no existen 
diferencias estadísticamente significativas (p≥0,05) 
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los epígrafes anteriores, evidenciándose claramente que este juega un papel importante en la 

agregación. También pudiera ocurrir que la interacción de la molécula con la matriz provocara 

modificaciones conformacionales en la proteína que conllevara a iniciar la agregación. Es posible 

también un efecto sinèrgico del etanol y la matriz hidrofóbica. 

El planteamiento anterior se basa teóricamente en lo reportado en la literatura en cuanto a que la 

cromatografía de interacciones hidrofóbicas puede introducir algunos cambios conformacionales en 

las moléculas de proteína (Wu y colaboradores, 1986; Figueroa y colaboradores, 1986; Nelu y 

colaboradores, 1989; Tibbs y Fernández, 2003), los cuales pudieran iniciar la agregación molecular. 

Además de acuerdo a lo reportado por Nelu (Nelu y colaboradores, 1989) cuando se incrementa la 

carga a la columna hidrofóbica se obtiene un incremento considerable de la agregación de la p-

Lactoglobulina A, debido a la interacción de los grupos hidrofóbicos del gel con las zonas 

hidrofóbicas. 

Teniendo en cuenta todos los aspectos mencionados con anterioridad, se realizó un estudio 

comparativo entre una muestra monomérica de Epohrque no había sido procesada por el gel de 

hidrofobicidad y cuya concentración de proteína final era similar a la obtenida en el eluato de Butilo y 

la eluída de este paso cromatogràfico (control). A la primera muestra se le añadió etanol hasta una 

concentración final del 50 % y se le realizó una cinética similar a la descrita en el epígrafe 3.2.1 a). 

 
 

 

 

Figura 3.20. Influencia de la columna de Butilo sobre la agregación de la Epohr. Se 
representan los resultados a tiempos O, 60 y 120 minutos de la muestra eluída por la 
columna y la muestra sin pasar por la columna A. Se compararon los puntos 
experimentales utilizando el paquete estadístico Statgraphics.Plus. Letras diferentes 
indican diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). Letras iguales indican que no 
existen diferencias estadísticamente 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 eluída de 

la columna y la que no se sometió a esta cromatografía (P= 0,0008). Se puede afirmar por lo tanto 

que la matriz hidrofóbica tiene un efecto directo en la formación de los agregados y que este efecto 

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

 

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 proteína. 

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 concentración). Una vez que se elimina el 

etanol el espectro de la proteína no se recupera en su totalidad, pero si se observa una restitución 

comparado con la afectación inicial que provocó el etanol (Fig 3.22).Además 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 consideración que la actividad 

biológica 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 agregación que cuenta con 

dos pasos: 

A: El proceso de interacción de la proteina con la matriz hidrofóbica. Durante este proceso la estructura de la 

proteina cambia de forma tal que más aminoácidos hidrofóbicos interactúan con el ligando de la matriz. 

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

estructura de la proteína y aumenta aún más la agregación de la misma. 

 
3.2.3 Influencia del Tween 20 sobre la agregación 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 específica se plantean dos alternativas de acción del Tween 20 sobre los procesos de agregación, las 

cuales incluyen, en primer lugar, la adsorción de este detergente a las moléculas de proteína, evitando la 

interacción proteina- proteina y la competencia del mismo en la adsorción sobre la interfase aire-líquido o 

sólido- líquido (Tandon y Horowitz, 1987; Sluzky y colaboradores, 1991; Timasheff, 1994). 

En este caso particular se evaluó el posible efecto de adsorción del Tween 20 sobre la molécula de proteína 

y la posibilidad de que impidiera la formación de los agregados durante el proceso de elusión con etanol, lo 

cual pudiera ser una alternativa tecnológica adecuada para ser introducida en el proceso productivo, para así 

reducir los niveles de agregados finales. 
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En la Fig 3.23 y el anexo 20 se muestran los resultados de tres réplicas experimentales del proceso de elusión 

de la Epohr de la cromatografía de hidrofobicidad con etanol al 50 % y 0,01 % de Tween 20. El estudio 

estadístico evidenció diferencias significativas entre los tiempos 60 min y 120 min (p= 0,0019) en cuanto al 

porciento de agregación (para 120 min., 26 % disminución de los agregados), lo mismo ocurrió para el 

precipitado etanólico (p= 0,0017). 

La pureza del producto final por SDS-PAGE no se afectó por la presencia del Tween 20, lo cual se puede 

apreciar en la Fig 3.24. Los otros parámetros de liberación tampoco se afectan debido a que este detergente 

se emplea a lo largo de todo el proceso de purificación, como constituyente de las diferentes soluciones 

tampón. Además, la formulación 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 concentración de este 

detergente, pero se debe tener en cuenta que si se realiza un paso de concentración por membrana, los 

valores de concentración del detergente se pueden incrementar tantas veces como se concentre la muestra. 

 

Figura 3.23. influencia del Tween 20 en la agregación de la Epohr. Se representan los 
porcientos de agregados para O min., 60 min. y 120 min. de la condición eluida con etanol al 
50 % O y de la eluida con etanol al 50% + 0,01 % de Tween 20. Los valores ♦ y ■ son los 
porcientos de agregados después de la precipitación para el control y las variantes 
experimentales. Se compararon los puntos experimentales utilizando el paquete estadístico 
Statgraphics. Plus. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas 
(p<0,05). Letras iguales indican que no existen diferencias estadísticamente significativas 
(p≥0,05) 
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Como resumen de los resultados obtenidos en el estudio de agregación de la Epohr podemos plantear lo 

siguiente: 

1. La agregación se produce durante la elusión de la Epohr de la cromatografía de exclusión molecular. 

2. La agregación se produce por interacciones no covalentes entre los monómeros de la Epohr. 

3. El proceso de agregación disminuye con la disminución de la concentración de proteína. 

4. El recobrado del paso de precipitación etanólica disminuye al disminuir la concentración de proteína 

de la muestra. 

5. El paso de precipitación etanólica incrementa la agregación a partir del valor de 1,6 mg de 

proteína/mL de carga a la matriz hidrofóbica. 

6. La agregación se produce por un efecto sinèrgico entre la interacción de la Epohr con la matriz 

hidrofóbica y la interacción con el etanol al 50%. 

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

 

Figura 3.24. Electroforesis SDS-PAGE (12,5%) de la elusión 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. 
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3.3 Estudios de Prefactibilidad de la producción de la Epohr 

Para realizar el estudio de prefactibilidad de la producción 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 país del tercer mundo al cual se le ha hecho una transferencia  

tecnológica del proceso de producción desarrollado. 

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

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

recuperación de la inversión 

CONSIDERACIONES GENERALES 

1. Capacidad máxima de producción de la planta: 2 millones de dosis de 2000 Ul. 

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

3. El análisis se realizó para un horizonte de 10 años a partir del momento del inicio del proyecto. 

4. Se consideró que los costos inicíales de Investigación / desarrollo del proyecto fueron de $4,0 MM 

USD. Estos se consideraron como costos preliminares, a ser reembolsados durante 15 años de 

producción. 

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

análisis posteriores. 

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

7. Los gastos de puesta en marcha se consideraron como un 6% de la inversión total y se contabilizaron 

en el momento de arrancada de la planta. 

8. Se consideró que el período de depreciación del equipamiento tecnológico es 10 años, de los 

sistemas de ingeniería 15 años y de las edificaciones 20 años. Al final del período estudiado (10 

años), se tuvo en consideración el valor residual de la inversión. 

9. En el primer año de producción (año 2,5 del proyecto), la planta deberá producir 0,5 millones de 

dosis. Al siguiente año la producción se deberá incrementar hasta 1,5 millones y al siguiente año y en 

lo adelante deberá producir a su máxima capacidad, esto es, 2 millones de dosis de 2000 Ul por año. 

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

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

anual del 10% del precio del año anterior. Esto es: 
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12. Se consideró que el costo de producción por concepto de materiales era de $2,00 USD por dosis 

(Bouyon, 2000) que los costos asociados a la comercialización del producto era de un 3% de las 

ventas y los costos administrativos de un 5% de las ventas. 

13. Finalmente, se consideró una obligación impositiva de un 20% sobre las utilidades. 

 
Consideraciones específicas del escenario A 

1. Inversión en equipamiento tecnológico (ex fábrica) de $3 MM USD la cual se paga en su totalidad a 

partir de la firma de los contratos de adquisición. 

2. No se considera el pago de aranceles por la importación del equipamiento. 

3. Inversión en sistemas y servicios ingenieros de $3 MM USD, distribuidos de la siguiente manera: 

Año 0 del proyecto: $2,0 MM USD 

Año 1 del proyecto: $0,5 MM USD 

Año 2 del proyecto:     $0,5  MM USD 

4. Costo de edificaciones, incluyendo cuartos limpios, igual a $2 MM USD, distribuidos de la siguiente 

manera: 

Año 0 del proyecto: $1,0 MM USD 

Año 1 del proyecto: $0,5 MM USD 

Año 2 del proyecto:     $0,5  MM  USD 

5. Se consideró una contingencia del 5% del total de la inversión. 

6. El capital de trabajo se consideró como el 50% de los gastos de operación de la planta, disponible 

a partir del comienzo del tercer año del proyecto, o sea, 6 meses antes de comenzar la 

producción. 

7. Se consideró una nómina 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 realizó el estudio de Prefactibilidad, cuya tabla resumen se 

muestra en el Anexo 21. 

Con los resultados obtenidos se calcularon los siguientes indicadores económicos: 

Tasa interna de retorno

Tabla 3.11. Consideración de los precios por año en el estudio de prefactibilidad de la producción de 
la Epohr.  
 _____________________________  ________  _______  ________  ________  ________  ____  

Año 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 
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Valor presente neto 

Período de recuperación de la inversión (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 período de recuperación de la inversión de 4;4 

años. 

 

Se realizó el estudio de Prefactibilidad de la inversión atendiendo a las siguientes consideraciones: 

1. Inversión en equipamiento tecnológico (ex fábrica) de $3 MM USD, la cual se paga a los 

suministradores en tres partes iguales durante los años 0, 1 y 2 del proyecto, o sea: 

A la firma del contrato (33%) 

A la terminación de su confección (33%) 

Después de instalados y puestos en funcionamiento (33%) 

2. Se considera un pago del 20% de aranceles por la importación del equipamiento. 

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

4. Inversión en sistemas y servicios ingenieros de $3 MM USD, distribuidos de la siguiente manera: 

Año 0 del proyecto: $0,5 MM USD  

Año 1 del proyecto: $2,0 MM USD  

Año 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: 

Año 0 del proyecto: $2,0 MM USD –  

Año 1 del proyecto: $0,5 MM USD 

 

 

 

 

 

 

Fig 3.25 Cálculo del periodo de recuperación de la inversión del escenario A (Una planta 
construida en Cuba) 
Consideraciones específicas del escenario B 
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         Año 2 del proyecto: $0,5 MM USD 

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

7. El capital de trabajo durante el tiempo de construcción se consideró como un 15% de la inversión 

para cada año de trabajo. Una vez iniciada la producción, se consideró como 1/3 de los gastos de 

operación de la planta. 

8. Se consideró una nómina anual de $150 000 USD. 

9. Con respecto a la estructura del capital para a inversión, se consideró que la empresa aportó el 

20% del mismo, mientras que el 80% restante se obtuvo a partir de un préstamo bancario a pagar 

en 5 años a partir del año 1 del proyecto con un 15% de interés. 

A partir de las consideraciones anteriores se realizó el estudio de Prefactibilidad, cuya tabla resumen se 

muestra en el Anexo 22 

Con los resultados obtenidos se calcularon los siguientes indicadores económicos: 

Tasa interna de retorno  

Valor presente neto 

Período de recuperación de la inversión (Fíg 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 período de recuperación de la inversión de 5 

años. 

Los resultados obtenido muestran que en ambos escenarios y aún bajo las severas condiciones 

analizadas, la inversión 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 sí es alta. Esto significa que la inversión se puede 

considerar rentable. 

 

 

 

 

 

Fig 3.26 Cálculo del periodo de recuperación de la inversión del escenario B (Una planta 
construida en un país del tercer mundo al cual se le ha hecho una transferencia 
tecnológica del proceso de producción desarrollado). 
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El valor presente neto obtenido, para un horizonte de proyecto de 10 años 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 operación de la planta, recalculadas al valor presente 

del dinero y considerando una pérdida de un 10% anual de ese valor. 

El período de recuperación de la inversión resultó estar en el rango de 4,4 ~ 5 años. Este se puede considerar 

un poco alto para este tipo de inversión teniendo en cuenta que estos estudios de prefactibilidad pueden tener 

un variación en exactitud entre un 20-30 %. Normalmente, para las inversiones en el campo de la 

biotecnología el tiempo de recuperación se puede esperar que sea entre 3 y 5 años. El valor obtenido se 

pudiera mejorar si fuera posible realizar las obras ingeníeriles en un tiempo menor a los 2,5 previstos, cosa 

que parece muy poco probable. Otro aspecto a considerar sería alcanzar los niveles de explotación de la 

máxima capacidad de producción en un tiempo menor al previsto. No debe descartarse la posibilidad de 

analizar detalladamente los costos de inversión y producción estimados, ya que si se logra su disminución, ya 

bien sea por ofertas más favorables de los suministradores (sin afectar sus especificaciones de calidad), 

aumento de la eficiencia de producción, u otros aspectos, todos los indicadores económicos analizados 

podrían mejorarse. 

Como conclusión final de este análisis, se puede establecer que de acometerse esta inversión, 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 construcción pudieran afectar sensiblemente el tiempo de recuperación de la 

inversión. No obstante, analizando todos los indicadores, se puede considerar que la inversión, en cualquiera 

de los dos escenarios analizados, resulta viable desde el punto de vista de prefactibilidad económica. 
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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 purificación 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 cromatografía de interacciones 

hidrofóbicas sobre la agregación de la Epohr, no reportado en la literatura, el cual se puede 

revertir. 

3. Fue posible implementar mediante el proceso desarrollado una producción económicamente 

factible de Epohr a escala comercial avalado por un estudio de prefactibilidad económica que 

permite asegurar el impacto económico y social para el país. 
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5. RECOMENDACIONES 

En este trabajo se plantean las siguientes recomendaciones: 

1. Realizar otros estudios adicionales en el paso de precipitación etanólica para el aumento del 

recobrado del mismo. 

2. Introducir en el proceso productivo la elusión con etanol al 50 % suplementado con Tween 20. 
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actividad biológica superior. CU-81/96, (Patente concedida en Cuba y Colombia 

Publicaciones. 

1. Documento de registro sanitario de la Epo producida en el CIGB 2002. 

Todas las informaciones técnicas de este trabajo han sido consideradas secretas por contener 

información tecnológica. 

Eventos Nacionales e Internacionales. 

1. Obtención de la Eritropoyetina humana recombinante expresada en Células de Ovario de 

Hamster Chino. (Biotecnología Habana 97). 

2. Purification and characterisation of the recombinant human Erytropoietin expressed in 

Chinese Hamster Ovary Cells ( Primer simposium Internacional de investigación y desarrollo 

de medicamentos, Habana Cuba 98) 

3. Purification and characterisation of the recombinant human Erytropoietin expressed in 

Chinese Hamster Ovary Cells. International Glysosimposium. Braunschweig 98. Germany. 

4. Estrategia para el desarrollo de proteínas recombinantes para uso en humanos. Experiencia 

en el CIGB. (VIII Seminario Internacional de Producción Química- Farmacéutica, 1999) 

 

 

 

 

 

 

 

 



Autobibliografía

93

 

 

5. Strategies for development of recombinant proteins for humans use CIGB experience 

(Biotecnología Habana 99). 

6. Estrategia para el desarrollo de proteínas recombinantes en la fase de Investigación -

desarrollo con vistas a ensayos Clínicos en humanos (VIII Congreso Nacional de 

Biotecnología y Bioingeniería. IV Congreso Latinoamiericano de Biotecnología y 

Bioingeniería. Septiembre 13-17. Mexico,2002) 

7. Hydrophobic Chromatography interaction and ethanol induce aggregation of recombinant 
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ANEXO 1. Representación hipotética de la interacción entre un gel y la superficie hidrofóbica de una 
proteína 

 

Figura 9.1. Representación hipotética de la interacción entre un gel y la superficie 
hidrofóbica de una proteína 
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ANEXO 2. Resultados de las corridas experimentales del estudio de las condiciones de operación de la 
cromatografía de exclusión molecular. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 9.1. Resultados de las corridas experimentales del estudio de las condiciones de operación de la 
Cromatografía de Exclusión Molecular (Sephasex G-25) en el proceso de purificación 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 X2 a la carga de la columna. 
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ANEXO 3. Resultado estadístico del diseño experimental! 32 del estudio de las condiciones 
de trabajo del Cromatografía de Exclusión Molecular



 

 

ANEXO 3. Resultado estadístico del diseño experimental! 32 del estudio de las 
condiciones de trabajo del Cromatografía de Exclusión Molecular 
Múltiple Regression Analysis  

 

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_l and 5 independent 

variables. The equation of the fitted model is 

Var_l = 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_l. 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 ( D W )  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 D W  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.

 

 

 

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. , 

101 4.52 0.0150 
Residual 1648.24 12 137. . 

353   

Total (Corr.) 4753.74 17     
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ANEXO 4. Establecimiento del proceso de purificación de la Epohr a escala analítica Datos 
primarios. 

Tabla 9.2 .Proceso de purificación de la Epohr a escala analítica. Réplica 1. 

 

El primer valor de recobrado representa el recobrado del paso y el segundo el acumulado. La 
concentración 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: Fracción no absorbida al Intercambio Iónico, 4: Lavado del Intercambio 
Iónico, 5: Eluato del Intercambio Iónico, 6: Fracción no absorbida de la matriz de hidrofobicidad, 7: 
Lavado de la matriz de hidrofobicidad, 8: Elusión de matriz de hidrofobicidad, 9: Producto de de la 
precipitación etanólica. 

 

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 - - - 
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 - - - 

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 

Tabla 9.37. Proceso de purificación de la Epohr a escala analítica. Réplica 2. 

Muestra Volumen 

(mL) 
Conc. 
(mg/mL) 

Prot.total 
(mg) 

Pureza 
(%) 

Epo 

(mg) 
Recobrados 

(%) 
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 - - - 

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 - - - 

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 
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ANEXO 4. Establecimiento del proceso de purificación de la Epohr a escala analítica. Datos 
primarios. 

 

El primer valor de recobrado representa el recobrado del paso y el segundo el acumulado. La 
concentración 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: Fracción no absorbida al Intercambio Iónico, 4: Lavado del 
Intercambio Iónico, 5: Eluato del Intercambio Iónico, 6: Fracción no absorbida de la matriz de 
hidrofobicidad, 7: Lavado de la matriz de hidrofobicidad, 8: Elusión de matriz de hidrofobicidad, 9: 
Producto de de la precipitación etanólica.

 

 

 

 

 

 

Tabla 9.4. Proceso de purificación de la Epohr a escala analítica. Réplica 3. 
Muestra Volumen Conc. Prot.total Pureza Epo Recobrados 

 (mL) (mg/mL) (mg) (%) (mg) (%) 
1 250,0 0,12 30,0 0,10 

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 - - - 

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 - - - 

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 
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ANEXO 5. Resultados de la validación viral del proceso de purificación de la Eritropoyetina 
humana recombinante. 

Tabla 9.3. Resultados de la validación viral del proceso de purificación de la Eritropoyetina humana 
recombinante 

 

A: Inactivación por etanol al 50 % durante 2 h. 

B: Remoción por la columna de intercambio aniónico  

C: Remoción por la columna de hidrofobicidad (TSK butyl)  

D: HPLC: Remoción por la columna de Gel filtración -HPLC. 

 

 
 

 

ETAPAS Parvovirus Poliovirus VDVB VIH-1 

Inactivación 

ETOH (A) <1 <1 4 4 

Remoción 

Cll (B) 2 1 2 6 
Butyl (C) 2 2 <1 3 

HPLC (D) 2 2 1 4 
Totales 6 5 7 17 
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ANEXO 6. Resultado de los proceso de purificación a escala piloto de la Epohr. 

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

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Análisis/corrida Corrida No.1 Corrida No2 Corrida No3 Corrida No4. 
Pureza por SDS- PAGE 100,0 % 100,0% 100,0% 100,0% 

Pureza por Filtración en 
Gel 

97,1% 94,3 97,7 98,7% 

Contenido de ácido 
Siálico Actividad 

específica 

10,0 mol 
AS/mol prot. 84 
458 Ul/mg 

9,0 mol 
AS/mol prot. 198 
720UI/mg 

10,0 mol 
AS/mol prot. 124 
959 Ul/mg 

11,0 mol AS/mol 
prot 172 412 Ul/mg. 

AS: Acido siálico 



Anexos 

 

 

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

DESCRIPCION: Líquido transparente, sin precipitados ni partículas en suspensión. 

USO 

Se utilizará en: 
-Determinación de pureza por electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS. -Número de isoformas en la zona 
de corrida por Isoelectroenfoque. 
. -Determinación de contaminantes de la cepa hospedera por inmunodot. 
. -Inmunoidentificación de la EPO por Western- blot. 
-Determinación de la concentración de EPO por ELISA. 
-Determinación de la relación molar siálico/proteína por el método de Peryodato-Resorcinol. -Determinación de la Actividad 
Biológica de la EPO por el método de Actividad Biológica. 

INSTRUCCIONES DE ESTABILIDAD, TRANSPORTACION Y 
ALMACENAMIENTO 

El análisis de estabilidad acelerado predice una pérdida de actividad 
de 0% por año cuando se almacena a -20°C. Por este motivo se 
recomienda almacenar a -20°C. No se garantiza que sean 
conservadas sus propiedades en caso de que el material sufra 
congelaciones y descongelaciones sucesivas. 

La estabilidad del material de referencia será evaluada en el Control 
Sistemático y cualquier cambio en las propiedades se le notificará a 
los usuarios. 

ESTADO DE LA HOMOGENEIDAD 

El estudio de homogeneidad se realizó con 12 unidades del 
material de referencia que fueron escogidas 
aleatoriamente y subdivididas en dos partes ¡guales. A las 
24 muestras resultantes se le asignó un orden de manera 
aleatorio para analizarlas. Se realizaron 6 ensayos donde 
se montaron 4 muestras por ensayo a las cuales se les 
evaluó pureza por GF-HPLC. Estadísticamente no se 
encontraron diferencias entre las 12 unidades por lo que se 
concluyó que el MR es homogéneo. 

INSTRUCCIONES DE USO 

Cada muestra deberá ser descongelada en el momento en que se utilizará en el ensayo que corresponda. 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA 

DIRECCION DE CALIDAD 

MATERIAL Material de Referencia para la Eritropoyetina Humana Recombinante 

VALORES DE PROPIEDAD Y SU INCERTIDUMBRE 

Característica 
certificada 

Valor Unidades Incertidumbre Método de análisis 
Lím. 

inferior 
Lím. 

superior 
Actividad Biológica 54301 UI/mL 49108 60043 * Actividad Biológica en 

ratones normocíticos 
y policitémicos 

Concentración de proteínas 
totales 

0.59 mg/mL 0.49 0.69 ** Absorbancia a 280nm 

Pureza 99.92 % 98.94 99.79 SDS-PAGI: 

N° de isoforma en la zona de 
corrida 

Se identifican de 6 a 8 isoformas ácidas en la zona de corrida. Isoelectroenfoque 

Inmunoidentificación El lote fue  identificado por el anticuerpo monoclonal (CB-EPO, 
observándose la banda correspondiente a la EP0 y no se observó 
degradación) 

Western-blot 

Determinación de 
contaminantes de la cepa 

hospedera 

<0.25 % 0 0.25 Inmuno-dot 

Concentración de EPO 0.327 mg/mL 0.304 0.352 ***ELISA 

Relación Molar Siálico/Proteína 12.83 mol/mol 10.80 14.86 l’eryodato-Rcsorcinol 

OBSERVACIONES 

♦Actividad Biológica tomando como referencia la preparación de referencia para Eritropoyetina de la Farmacopea Europea 
(El515000, Erythropoietin BPR). 
** La Absorbancia a 280nm fue determinada usando como coeficiente de extinción 7.43% reportado por European 
Pharmacopeia-Supplement 1999, 464-467. 
***ELISA tomando como referencia el lote de MPA 46MPA003. 



 

 

ANEXO 8. Especificaciones de Calidad de la Eritropoyetina humana recombinante.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Anexos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

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



C E NT R O DE  INGE NIE R Í A GE NÉ T IC A Y BIOT E C NO L OG Í A

 

 

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 características de los lotes estudiados, las especificaciones de calidad del producto así como la 
composición 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 hidrolítica 1. 

 

Tabla 1: Características de los lotes estudiados. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Lote - Fecha de 
fabricación 

Escala de 
producción 

Lotes de producto a 
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 24/7/99 Establecimiento 46. PF. 4004 

Tabla 2: Especificaciones de calidad del producto estudiadas. 
Especificación Límite de aceptación 

Pureza (Gel filtración) ≥ 95% 

Pureza (SDS-PAGE) ≥ 95%. 
C. Organolépticas Líquido transparente libre de partículas en suspensión 

Absorbancia (280 nm) ≥ 0.1 mg/mL. 
Western Blot Identificación de una banda de 30-40 kDa 

Acido Siálico ≥ 10 moles/mol de proteína 

Punto isoeléctrico De 6-8 isoformas en un rango de pH de 2.5 a 5.0 

Actividad específica ≥ 40 000 Ul/mg 

Tabla 3: Composición del buffer de MPA estudiada. 
Componentes Composición por dosis 1mL Función 

Cloruro de sodio 50 mM Isotonizante 

Fosfato de sodio dibásico 
70mM Regulador de pH 

Fosfato de sodio 
monobásico dihidratado 

30 mM Regulador de pH 

Tween 20 0.2 g/L Estabilizante, evita adsorción 
inespecífica. 
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METODOLOGÍA GENERAL 

El estudio de la MPA de EPOhr se llevó a cabo a través de una estabilidad en tiempo real, a una temperatura 
controlada de -20 ±2 0 C, por un período de tiempo de 12 meses. Este estudio se desarrolló siguiendo un 
cronograma de muestreo que se estableció 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 continuación Lote 

46.MPÁ.902 
  Tiempo (meses) 

Análisis 0 3 
       6 9 12 

Western - blot de 
identificación 

Identificado Identificado Identificado Identificado Identificado 

SDS PAGE (%) 1 0 0  
98 100 100 100 

Gel filtración (%) 94.3 100 100 98.1 97.5 

Acido siálico 
(moles/mol de 
proteína) 

10 9 11 15 7 

Punto Isoeléctrico 
(isoformas) 

8 -  8 -  7 

Actividad Específica 
(Ul/mg) 

198720 X X  X X  X X  1 18191 

Lote 46.MPA.903 
   Tiempo (meses) 

Análisis 0 3 6 9 12 

Western - blot de 
identificación 

Identificado Identificado Identificado Identificado Identificado 

SDS PAGE (%) 100 96 100 100 100 

Gel filtración (%) 97.7 100 100 97.3 96.1 

Acido siálico 
(moles/mol de 
proteína) 

10 14 12 8 7 

Punto Isoeléctrico 
(isoformas) 

8 -  8 -  7 

Actividad 

Específica (Ul/mg) 
124959 X X  X X  X X  115740 
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Durante todo el  estudio el  producto se conserv ó estér i l ,  tamoién se observ ó,  en el  anál isis 
organolépt ico,  un l íquido t ransparente y  l ibre de part ículas en suspensión,  acorde a lo especi f icado.  
El  producto no tuv o problemas de pi rógenos ni  de proteínas contaminantes de la cepa hospedera.  En 
todos los casos se obtuv o una absorción a 280 nm que cumpl ía con el  l ími te de especi f icación.  

DISCUSION 

La act iv idad especí f ica de todos los lotes se mant iene por encima oei  l im ite de \h especi f icación 
establecido,  no obstante se observ a una tendencia a di sminui r  con e!  t iempo de almacenamiento.  El 
lote 46 MPA 904 mostró la mayor perdida de act iv i dad en el  t iempo En este lote la pureza 
determinada por  gel  f i l t ración se encuentra por debajo de!  l ími te infer ior de la especi f icación a lo s 12 
meses.  La determinación de ácido siál ico del  lote 46 MPA 902 se encuentra fuera de l ími te a los 12 
meses y ei  lote 4 6 MPA 903 desde los 9 meses de estudio,  no obstante estos v alores muestran un 
comportamiento muy v ariable en el t iempo lo que di f icul ta el  anál isis desde el  punto de v ista de la 
estabi l idad del  producto.  

CONCLUSIONES 
Las especi f icaciones de ident i f icación por Western -  blot ,  pureza por SDS PAGE, cant idad de 
isoformas por Isoelectroenfoque, y Act iv idad Especí f ica (Ul/mg) se mant ienen dentro de los l ím ites 
establecidos hasta los 12 meses cuando la MPA es almacenada a -  20 °C. La pureza del  lote 46 
MPA. 904 por Gel  Fi l t ración de HPLC también cumple con los l ím ites establecidos hasta los 9 
meses,  pero cae l igeramente por debajo del  l ími te al  f inal  del estudio.  Los v alores de ác ido siál ico 
se comportan con cierta v ariabi l idad en el  t iempo por lo que no se t ienen en cuenta en este caso en 
el  anál isis de estabi l idad 

Teniendo en cuenta estos resul tados proponemos un t iempo de almacenamiento a -  20 °C para la  
MPA de EPOhr de 6 meses.  Este t iempo se establece para la MPA formulada en
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tampón fosfato salino y conserv ada en un envase de v idr io cal idad hidrol í t ica I ,  y con un 
sistema de cierre que logre la hermeticidad,  semejante al  bulbo de v idr io 2R empleado en 
este estudio. 
* 

RECOMENDACIONES 
1. Comenzar un nuev o estudio con lotes de producción reciente.  

Realizado por: Niurmys Martínez González  

Analista del Grupo de Desarrollo 
  

Revisado por: Maribel Vega Simón  

J' del grupo de desarrollo  

 

Aprobado por: Lourdes Costa  

Jefe del Departamento Analítico 
 

Fecha
:  
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ANEXO 10. Planillas de liberación de lotes producido a escala piloto de la Eritropoyetina humana 
recombinante.
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ANEXO 12. Estudio de identificación de las distintas formas de la Epohr obtenida en la elusión 
de la Cromatografía de Exclusión Molecular en HPLC. 

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

 

 

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

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 
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ANEXO 13: Influencia del tiempo de reposo sobre la agregación de la Epohr eluída de la 
Cromatografía de hidrofobicidad 

 

Tabla 9.7. Resultados de la precipitación etanólica a los diferentes tiempos del estudio de la cinética de 
agregación. 

 

Los resultados muestran los porcientos de agregados determinados por la Cromatografía de Exclusión 
Molecular en HPLC de la muestra precipitada con etanol y resuspendida en tampón PBS. 
 

Tabla 9.6. Datos primarios del estudio de la cinética de agregación de la Epohr durante la 
elusión de la Cromatografía de Interacciones hidrofóbicas. _____________  

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 

Los resultados muestran los porcientos de agregados determinados por la Cromatografía 
de Exclusión Molecular en HPLC. 

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 
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ANEXO 14: Influencia de la concentración de la proteína sobre la agregación de la Epohr. 

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

 

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

 

Los resultados muestran los porcientos de agregados determinados por la Cromatografía de Exclusión 
Molecular en HPLC. 
 

 

 

 

Dilución % % 

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 
Cromatografía de Exclusión Molecular en HPLC. 

Dilución  % % 

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,g 

1/8 14,7 13,40 
12,2g 
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ANEXO 15. Influencia de la concentración de la proteína sobre la agregación de la Epohr. 

Tabla 9.10. Resultados del estudio de la influencia de la carga déla Cromatografía Hidrofóbica en la 
agregación. Valores obtenidos para el tiempo de Omin. 

 

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

 

Los resultados muestran los porcientos de agregados determinados por la Cromatografía de Exclusión 
Molecular en HPLC. 
 

Carga de la 
columna (mg / 
mL) 

% 
Agregados 

% 

Agregados 
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 Cromatografía de 
Exclusión Molecular en HPLC. 

Carga de la 
columna (mg 
/ mL) 

% 

Agregados 
% 

Agregados 
Media 

0,2 13,77 11,34 

8,01 

0,4 16,g6 13,41 

g,86 

1 40,41 40,04 

30,67 

1,6 42,7g 45,26 

47,73 

3,2 63,27 71,07 

78,87 
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ANEXO 16. Influencia de la concentración de la proteína sobre la agregación de la Epohr. 

Tabla 9.12. Resultados del estudio de la influencia de la carga de la Cromatografía de hidrofobicidad en 
la agregación. Valores obtenidos para el producto de la precipitación etanólica. 

 

Los resultados muestran los porcientos de agregados determinados por la Cromatografía de Exclusión 
Molecular en HPLC.
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Carga de la % % 
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 
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ANEXO 17. Influencia de la concentración de la proteina sobre el paso de precipitación etanólica 
de la Epohr. 

Tabla 9.13. Influencia de la concentración de la proteina sobre el recobrado de la precipitación etanólica. 

 

Los resultados muestran los porcientos de agregados determinados por la Cromatografía de Exclusión 
Molecular en HPLC. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Dilución % % 

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 
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ANEXO 18. Influencia de la concentración de la proteína sobre la agregación de la Epohr. 

Tabla 9.14. Resultados de la Influencia de la dilución del eluato de la Cromatografía de hidrofobicidad con 
el tampón PBS 

 

Los resultados muestran los porcientos de agregados determinados por la Cromatografía de Exclusión 
Molecular en HPLC. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Dilución % % 

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 
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ANEXO 19.Determinación de la influencia de la cromatografía de hidrofobicidad sobre la 
agregación de la Epohr. 

Tabla 9.15. Cinética de agregación de la muestra que no fue aplicada a la Cromatografía de Hidrofobicidad. 

 

Los resultados muestran los porcientos de agregados determinados por la Cromatografía de Exclusión 
Molecular en HPLC. 

Tabla 9.16. Cinética de agregación de la muestra que fue aplicada a la Cromatografía de 
Hidrofobicidad. 

 

Los resultados muestran los porcientos de agregados determinados por la Cromatografía de Exclusión 
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 

7,5 

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

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

 

A: Muestra eluída del gel de TSK-Butilo con etanol y 0,01% de Tween 20. B: 
Muestra eluída del gel de TSK-Butilo con etanol (control) 
Los resultados muestran los porcientos de agregados determinado por la 
Cromatografía de Exclusión Molecular en HPLC. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 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  
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ANEXOS 21. Estudio de prefactibilidad económica de la producción de la Eritropoyetina humana 

recombinante (escenario A).
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ANEXOS 22. Estudio de prefactibilidad económica de la producción de la Eritropoyetina humana 

recombinante (escenario B).
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