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Resumen

La eritropoyetina humana recombinante (rhEPO) es producida a partir de células de ovario de hamster chino (CHO) mediante
técnicas de ADN recombinante. Su cuantificacién durante el proceso de produccion se lleva a cabo predominantemente
mediante técnicas de inmunoensayo, el cual presenta la desventaja de alto costo y largo tiempo de ejecucion. El presente
estudio propone una metodologia para cuantificar rhEPO por fase reversa en cromatografia liquida de ultra resolucién (FR-
CLUR) en muestras de diversas etapas del proceso de manufactura de rhEPO. Se presentan los resultados de la validacién del
método que demuestran que el método es preciso, exacto y especifico dentro de un coeficiente de variacion del 5%.

Abstract

Recombinant human Erythropoietin (rhEPO) is produced through DNA recombinant technology in Chinese Hamster Ovary cells.
Its quantification during the manufacturing process is usually performed with immunoassay techniques, which is expensive
and time consuming. The present study proposes a methodology to quantify rhEPO by reverse phase-ultra performance liquid
chromatography (RP-UPLC) in broad media culture and clarified media. The article presents the validation of the method that
demonstrates its precision, accuracy and specificity with a CV below of 5%.
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Introduccion

La Eritropoyetina es una glicoproteina que promueve la
generacién de glébulos rojos en el torrente sanguineo, que se
utiliza en el tratamiento de pacientes con insuficiencia renal
crénica.! La eritropoyetina humana recombinante (thEPO) es
idéntica en su secuencia de aminodcidos a la proteina nativa.
Estd consituida por 165 residuos de aminodcidos que forman
dos puentes disulfuro y presenta cuatro sitios de glicosilacién.
Los diferentes patrones de glicosilacién generan ocho isoformas
principales por electroforesis capilar de zona (con pesos
moleculares entre 34 y 39 kD).2 Su produccién se lleva a cabo
mediante técnicas de ADN recombinante por el cultivo de
células de Ovario de Hamster Chino (CHO). Durante esta
etapa, las células CHO secretan al medio de cultivo thEPO junto
con otras proteinas de hospedero. Debido a esto su purificacién
incluye operaciones unitarias cromatogrificas y de ultrafiltracién
para la separacién de las proteinas presentes en el medio y la
de interés. El control de este proceso requiere metodologias de
cuantificacién que permitan estimar el rendimiento de manera
rapida, precisa y exacta. Usualmente, la cuantificacién de thEPO
durante el cultivo y purificacién se realiza a través de técnicas de
ELISA.? Las técnicas de inmunoensayo tienen la ventaja de ser
especificas para la proteina de interés, sin embargo, presentan el
inconveniente de ser costosas y debido a la duracién del ensayo
(entre 5y 10 h) no pueden ser usadas como métodos de control
de proceso. Por otro lado, la naturaleza de la metodologia provoca
que los coeficientes de variacién del andlisis (entre el 10 y el 20 %)
sean mayores a los que se obtienen por métodos cromatogrificos
4 por lo que existe la necesidad de tener métodos mds rapidos,
precisos y con menor variacion.

En el presente articulo se propone una metodologia por Fase
Reversa-Cromatografia Liquida de Ultra Resolucién (FR-
CLUR) adecuada para la cuantificacién de thEPO, capaz de

separar adecuadamente la proteina de interés.

Las técnicas de CLUR tienen ciertas ventajas sobre las de alta
resolucion (CLAR). Las columnas de CLUR son empacadas
con particulas de 1.7 um, 2.9 veces menores a las usadas en
CLAR que son de aproximadamente 5 wm incrementando
la resolucién, reduciendo los tiempos de corrida y el gasto
de disolventes® utilizados como fase mévil. Esta técnica ha
sido utilizada recientemente en la cuantificacién de muestras
complejas como el Interferén alfa-2b en cuerpos de inclusién (6]
y flavonoides en orina.”

Las técnicas de fase reversa estan basadas en la separacién de
sus componentes por su polaridad. La fase estacionaria estd
constituida por ligandos de cadenas carbonadas de entre 4y 18
carbonos® que retiene moléculas con caracteristicas hidrofébicas.
La elucién de los componentes de una muestra se obtiene al
hacer pasar como fase mévil un gradiente con disolventes
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orgénicos (por ejemplo: acetonitrilo), que al lograr un equilibrio
determinado desprenden los compuestos retenidos en la fase
estacionaria.’

Estos métodos reducen los costos por andlisis (comparados con
los costos por ELISA) y tienen la ventaja de poder ser usados
como métodos para control de proceso por sus cortos tiempos
de anilisis (5 a 10 minutos). La muestra sélo necesita filtrarse
para evitar tapar las columnas, por lo que los coeficientes de
variacién del método son menores al 5%. Nuestro grupo de
investigacién ha reportado anteriormente la aplicacién de los
criterios de validacién de las guias de la ICH para un método
espectrofotométrico,!? ahora presentamos el montaje y la
validacién de un método cromatogrifico.

Materiales y métodos

Reactivos y muestras

Paralavalidacion se utilizé estindar de Eritropoyetina (estindar
interno de Probiomed SA de CV) a una concentracién de 0.65
pg/pL en amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.0 y muestras
de diferentes etapas del proceso de cultivo y purificacién, que
incluyen el medio libre de células acondicionado y de tres
operaciones unitarias del proceso de purificacién. Para la
preparacion de las fases méviles se empleé acetonitrilo (J.T.
Baker) grado HPLC, 4cido trifluoroacético (TFA, J.T. Baker)

y agua desionizada.

Preparacién de las muestras

Las muestras de las diferentes etapas del proceso y el estindar
se filtraron a través de acrodiscos (Pall) de 0.2 pm previo a su
inyeccién en el cromatégrafo. El estindar se diluy6 con agua
desionizada para la preparacién de las muestras de validacién y
las muestras de proceso se diluyeron con solucién amortiguadora

de fostatos pH 7 y con Tris-NaCl pH 7.2 segun fuera el caso.

El medio Mock se obtuvo del cultivo de una clona transformada
con el mismo vector de expresién que la clona de produccién, pero

sin el gen de EPO, y se utiliz6 para la prueba de especificidad.

Cuantificaciéon de thEPO por FR-CLUR

Durante el desarrollo y la validacién del método se empled un
sistema de CLUR Acquity (Waters). El procesamiento de la
informacion se llevé a cabo con el software Empower® (Waters).
La separacién se llevé a cabo en una columna Acquity BEH300
C,;2.1xde 150 mm (Waters), a una temperatura de 45°C. Los
cromatogramas se adquirieron con un detector UV a 214 nm.
El flujo de trabajo fue 0.2 mL/min. La fase mévil A (FMA) fue
compuesta de 0.1% de TFA en agua desionizada, la fase mévil
B (FMB) se constituy6 con 0.1% de TFA en acetonitrilo. El
tiempo de corrida fue de 6 minutos: La separacién se obtuvo con
un gradiente lineal de 30% FMB, en un minuto, posteriormente
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se llevé al 100% de FMB en un minuto adicional y se mantuvo
otro minuto, nuevamente se llevé a las condiciones iniciales para
equilibrar la columna durante 3 minutos.

Validacién del método de cuantificacién de thEPO por
FR-CLUR

El método se valid6 considerando los pardmetros establecidos
para un método cuantitativo en la guia de la ICH’ para la
validacién de métodos analiticos. Por lo tanto se evaluaron los
siguientes atributos de medicion:

Linealidad del sistema. Se prepararon por triplicado soluciones
de estindar interno de EPO recombinante a una concentracién

de 0.15 pg/pL. Se inyectaron 0.15, 0.30, 0.45, 0.60 y 0.75 pg

de proteina.

Linealidad de método. Se prepararon por triplicado muestras de
medio acondicionado y adicionadas con estindar interno. Se
obtuvo una concentracién final de 0.15 pg/pL. Se inyectaron

0.15, 0.30, 0.45, 0.60 y 0.75 pg de proteina.

Precision del sistema. Se inyectaron 0.45 pg de estdndar interno
por sextuplicado.

Precision del método (repetibilidad). Esta prueba se evalué con
4 muestras de diferentes etapas del proceso de fabricacién de
EPO. Primero se prepararon muestras de medio acondicionado
adicionadas con estdndar para tener concentraciones de 0.15,
0.20 y 0.25 pg/pL. Se inyectaron por triplicado 0.30, 0.40 y
0.50 pg de proteina.

Como segundo paso, se utilizé una muestra proveniente de
la operacién unitaria 1 y se adicionaron con muestras de un
estindar a 0.65 pg/pL con diferentes soluciones amortiguadoras
como se indica en la Tabla 1. Procedimientos similares se
utilizaron para las operaciones unitarias 2 y 3.

Exactitud. Se prepararon muestras de proceso (medio
acondicionado y operaciones unitarias 1, 2 y 3) adicionadas con
estdndar para obtener concentraciones de 0.10, 0.15 y 0.20 pg/
pL. Se inyectaron 0.30, 0.45 y 0.60 pg de proteina.

Especificidad. Se determiné inyectando por triplicado una
muestra de cultivo Mock y muestra de cultivo de EPO.

Intervalo de analisis. Se determiné como el intervalo evaluado
en donde la respuesta cumpli6 con el parametro de linealidad.

Limite de deteccion. Se determiné usando la formula LD= 10s/m.

Donde s es la desviacién estandar de la ordenada al origen de la
curva tipo y m es la pendiente de la curva tipo.

22

Comparacién del método propuesto contraelinmunoensayo
Se llevé a cabo una demostracién de la comparabilidad del
método de FR-CLUR contra el Inmunoensayo tradicional
utilizando diferentes muestras, tanto de cultivo como del
proceso de purificacién. El inmunoensayo se llevé a cabo
utilizando el kit comercial Human Erythropoietin ELISA Kit
(R&D Systems).

Resultados y discusiéon

El método descrito en el presente articulo es capaz de separar
un pico definido correspondiente a thEPO con un tiempo de
retencién de 3.2 minutos. La Figura 1 muestra un cromatograma
tipico del estindar de EPO. Debido a la especificidad y tiempo
de anilisis, esta metodologia puede utilizarse para diferentes
muestras a lo largo del proceso con diferentes grados de
pureza, como muestras complejas de medio acondicionado
(extracto crudo), que contienen proteinas diferentes de EPO
y componentes del medio de cultivo. La Figura 3 muestra
cromatogramas tipicos de muestras de las diferentes operaciones
unitarias, puede notarse la disminucién de picos adicionales
conforme aumenta el grado de pureza de la muestra.
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Figura 1. Cromatograma tipico del estandar interno de EPO
recombinante humana, el tiempo de retencién es de 3.2 minutos.

La validacién del método se llevé a cabo evaluando los
pardmetros establecidos por la ICH’. La linealidad del sistema
se determind con una curva estindar de 5 puntos en un intervalo
de contenido entre 0.15 y 0.75 ug, mientras que para lalinealidad
del método se construyé una curva equivalente con muestras
de proceso adicionadas con estindar en el mismo intervalo de
concentracién. La Figura 2 muestra las curvas tipo obtenidas;
ambas curvas tienen un coeficiente de correlacién superior a 0.99
y tienen la misma pendiente, por lo que la linealidad del sistema
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Figura2. Curvas tipo que demuestran lalinealidad del sistema
y la linealidad del método (M) Curva tipo con estandar. (M)
Curva tipo con muestra de proceso adicionada con estandar.

y del método cumple de acuerdo a los criterios de aceptacién
establecidos para este atributo de medicién (Tabla 2).

La precisién del sistema se determind inyectando por sextuplicado
0.45 ug de estindar de EPO, el coeficiente de variacién de la
prueba fue de 1.89 %. La precisién del método se determiné
al adicionar a muestras del proceso de concentracién conocida
una muestra de estindar para llevarlos a una concentracién
final conocida en tres niveles diferentes (Tabla 1). Las muestras
se analizaron por triplicado y se calcularon sus coeficientes de
variacion. Todas las muestras, en todos los niveles de la prueba
tuvieron coeficientes de variacién menores al 5 %, en el caso de
las muestras del proceso de purificacién su matriz no tuvo efecto

sobre la precisién (Tabla 2).

La exactitud se determind por el porcentaje de recobro obtenido
en muestras adicionadas con el estindar de diferentes etapas
del proceso, desde la mis compleja (medio acondicionado) a
la més pura (operacién unitaria 3), en la Figura 3 se muestran
cromatogramas tipicos de las 4 etapas del proceso. Los recobros
cumplieron con los criterios establecidos entre 95 al 105%,
exceptuando el nivel 1 de la operacién unitaria 1 que tuvo
108% de recobro, esta muestra cumple en un intervalo de
concentracién entre 0.45 y 0.75 ug (Tabla 2), demostrando
que el método es exacto, que las matrices evaluadas del proceso
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Figura 3. Cromatogramas tipicos de muestras de diferentes
etapas del proceso de obtencién de EPO recombinante.

y el tratamiento de la muestra, no interfieren en la exactitud
del método.

La especificidad del método se determiné utilizando una muestra
obtenida de un cultivo con células mock, que contiene los
mismos componentes del medio, pero sin EPO, el cromatograma
no presenta ningtn pico en el tiempo de retencién de EPO
(Figura 4). La muestra mock es muy compleja ya que tiene
compuestos provenientes del medio de cultivo y del metabolismo
celular. Ninguno de estos interfiere con el andlisis. No se
demostré interferencia mediante la adicién de otras proteinas
recombinantes.

Por dltimo, se 1levé a cabo una comparacién de las estimaciones
obtenidas por el método propuesto en este articulo y el método
tradicional por ELISA de muestras de cultivo, los resultados
muestran que ambos métodos presentan estimaciones
comparables, después de convertir el resultado a sus unidades
respectivas usando la equivalencia descrita en la farmacopea de
EPO de 100,000 UI/mg.!! Las diferencias de cuantificacién
entre los dos métodos presenta CV entre 0.07 y 21%, estas
diferencias las podemos atribuir al método de ELISA que tiene
coeficientes de variacién alrededor de 15%, mientras que la

Tabla 1. Preparacion de muestras adicionadas de la operacién unitaria 1.

Operacién unitaria 1 | Amortiguador | Estdndar | Amortiguador | Volumen de | Cantidad
0.70 pg/pL Tris-NaCl 0.65 pg/pL de fosfatos inyeccién | inyectada
(rL) (L) (L) (L) (L) (hg)
70 210 17 103 0.25
70 210 63 57 2 0.45
70 210 110 10 2 0.60
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Tabla 2. Criterios de aceptacién y resultados de la validacién de rhEPO por FR-CLUR.

Atributo de Medicién Pardimetro Criterio Resultado Dictamen
Linealidad del sistema m 20 2288819-2516383 Cumple
R? >0.98 0.99 Cumple
Linealidad del método Relacién x/y Fr=F(gl, gl ,0.99) Cumple Cumple
b Estadisticamente=0 -136447-8333.87 Verdadero

m 20 2178580-2469603 Cumple
R? 20.98 0.99 Cumple
Precisién del sistema CV (%) <5.00 1.89 Cumple
Precision del | Medio CV (%) <5.00 Nivel 12.20 Cumple
método Acondicionado Nivel 2 1.47 Cumple
Nivel 3 1.49 Cumple
Operacién CV (%) <5.00 Nivel 1 0.64 Cumple
unitaria 1 Nivel 2 0.45 Cumple
Nivel 3 1.04 Cumple
Operacién CV (%) <5.00 Nivel 1 1.00 Cumple
unitaria 2 Nivel 2 1.45 Cumple
Nivel 3 0.47 Cumple
Operacién CV (%) <5.00 Nivel 1 0.33 Cumple
unitaria 3 Nivel 2 3.02 Cumple
Nivel 3 0.48 Cumple
Xﬁgidona o | de%delrecobro | Y =100 £5.00% Nivel 1102 Cumple
Exactitud Nivel 2 100.3 Cumple
Nivel 3 97.89 Cumple
CV (%) <5.00 % Nivel 1 2.59 Cumple
Nivel 2 1.80 Cumple
Nivel 3 1.29 Cumple

O[_)era_cién y de % del recobro y -100 + 5.00% Nivel 1 108 No cumple*
unitaria 1 Nivel 2 99.56 Cumple
Nivel 3 97.61 Cumple
CV (%) <5.00 % Nivel 1 3.51 Cumple
Nivel 2 2.20 Cumple
Nivel 3 1.66 Cumple
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continuacién Tabla 2

REVISTA
MEXICANA
DE CIENCIAS

FARMACEUTICAS

Atributo de Medicién Pardmetro Criterio Resultado Dictamen
Exac.tith OI:.)era‘cién y de % del recobro y -100 + 5.00% Nivel 1 100.22 Cumple
(continda) unitaria 2 Nivel 2 97.48 Cumple
Nivel 3 96.44 Cumple
CV (%) <5.00 % Nivel 1 1.02 Cumple
Nivel 2 1.52 Cumple
Nivel 3 1.61 Cumple
OI:.)era‘cién y de % del recobro y -100 + 5.00% Nivel 1 104.78 Cumple
unitaria 3 .
Nivel 2 102.44 Cumple
Nivel 3 100.39 Cumple
CV (%) <5.00 % Nivel 1 0.37 Cumple
Nivel 2 1.21 Cumple
Nivel 3 2.08 Cumple
Especificidad Respuesta de No presenta respuesta Cromatograma sin pico Verdadero
muestra negativa en el tiempo de de EPO
retencién de EPO
i el orden de 100,000 veces, con la finalidad de se interpole el
o valor de la sefial dentro de la curva estindar. El método de FR-
= CLUR reportado aqui tiene un limite de deteccién mayor (0.04
B ug, Tabla 2), pero % CV menores que el ELISA tradicional, los
limites de cuantificacién e intervalo de medicién son adecuados
] para las muestras intencionadas. Ademds el tiempo de analisis
z = es muy diferentes, de 4.5 h para el ELISA y 5 minutos para el
s FR-CLUR, favoreciendo de esta forma el control de procesos.
Bia i
]
" Tabla 3. Comparacién entre el método de ELISA y FR-
= R I R R I I CLUR parala cuantificacién de rhEPO.
R — Muestra ELISA FR-CLUR | Diferencia | %CV
[y F——
—— b o it en%
UI/mL | mg/mL mg/mL
Figura 4. Especificidad del método cromatografico de
1 3739 0.037 0.034 8.1 6.71
cuantificacién de EPO por FR-CLUR.
2 5089 0.051 0.039 23.5 19.60
3 5767 0.058 0.045 22.4 17.45
4 5503 0.055 0.041 25.5 21.5
validacién del método de FR-CLUR tiene coeficientes menores s 02 0065 0.060 e 26
al 5%. Asi mismo las diferencias de cuantificacién medidas en - : : :
% van de 1.3 al 25%. Estos resultados se muestran en la Tabla 6 7243 0.072 0.073 1.3 0.07
3. La sensibilidad del método de ELISA es alrededor de 25 7 8738 0.087 0.097 11.5 7.01
pg/mL, esto es muy util para medir concentraciones séricas 3 9245 0.092 0.099 76 493
de EPO, pero incrementa el error de preparacién de muestras
d ducti [ 9 8636 0.086 0.089 3.4 2.129
e procesos productivos por la dilucién que se lleva a cabo en
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Conclusiones

En este estudio se demostré que el método de cuantificacién
por FR-CLUR es adecuado para estimar la concentracién de
EPO en muestras de medio acondicionado y de las operaciones
unitarias 1, 2y 3, segtin los atributos de medicién evaluados de
linealidad, precisién, exactitud y especificidad que cumplieron
con los criterios establecidos. Ademis, las diferentes matrices
en las que se encuentra el analito durante su purificacién no
tienen efecto sobre la exactitud y precisién del método. Esta
técnica pude ser utilizada para el seguimiento del proceso y se
considera factible sustituir el método de ELISA por el método
de FR-CLUR que es mds econémico y rdpido.
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