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RESUMEN

Introduccion: La eritropoyetina humana recombinante es una hormona glicoproteica
que estimula la proliferacion de células eritroides, producida en el Centro de
Inmunologia Molecular a partir de células de ovario de hamster chino. El proceso
productivo se controla mediante técnicas analiticas que evalian entre otros atributos
de calidad, identidad y potencia descritos en la Farmacopea Europea. Por otra parte, el
refinamiento, reduccion y reemplazo (3R) de bioensayos por métodos fisicoquimicos
menos variables y mas exactos constituye objetivo comun de la comunidad cientifica,
autoridades regulatorias y companias farmacéuticas.

Objetivo: Evaluar la técnica de electroforesis capilar descrita para la identificacion de
eritropoyetina, como método para la determinacion de su bioactividad utilizando el
modelo de I-number.

Métodos: Se realizo el montaje del método de I-number como método alternativo al
ensayo in vivo y se estudiaron parametros de precision y exactitud de potencia del

estandar fisicoquimico internacional de eritropoyetina (CRS 1.0). Se evalué la potencia
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en diez lotes producidos de ingrediente farmacéutico activo mediante este método y se
determino exactitud con respecto al método convencional.

Resultados: Se obtuvo el perfil tipo del estandar internacional, con un valor de I-number
similar al reportado en la literatura. Se encontré variabilidad menor de 1 % y exactitud
de 99 % de potencia del estandar mediante el método de I-number. Se cumplié la
especificacion de potencia en todos los lotes evaluados y se encontré una exactitud
entre el 107 %y el 120 %.

Conclusiones: Se demostréo que el método de I-number constituye un candidato
adecuado para el reemplazo del ensayo in vivo en la determinacion de potencia de
eritropoyetina que ademas de reducir considerablemente los costos, disminuye
variabilidad y aumenta exactitud de la medicion; lo cual posee un impacto directo en la
seguridad y eficacia del producto.

Palabras clave: eritropoyetina; electroforesis capilar; bioactividad; I-number.

ABSTRACT

Introduction: Recombinant human erythropoietin is a glycoprotein hormone that
stimulates erythroid cell proliferation, produced at the Center for Molecular Immunology
from Chinese hamster ovary cells. The production process is controlled by analytical
techniques that evaluate, among other quality attributes, identity and potency as
described in the European Pharmacopoeia. On the other hand, the refinement, reduction
and replacement (3R) of bioassays by less variable and more accurate physicochemical
methods is a common objective of the scientific community, regulatory authorities and
pharmaceutical companies.

Objective: To evaluate the capillary electrophoresis technique described for the
identification of erythropoietin, as a method for the determination of its bioactivity using
the I-number model.

Methods: We performed the assembly of the I-number method as an alternative method
to the in vivo assay and studied precision parameters and potency accuracy of the

international physicochemical standard for erythropoietin (CRS 1.0). Potency was
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evaluated in ten batches of active pharmaceutical ingredient produced by this method
and accuracy was determined with respect to the conventional method.

Results: The type profile of the international standard was obtained, with an I-number
value similar to that reported in the literature. Variability of less than 1 % and accuracy
of 99 % of potency of the standard was found by the I-number method. The potency
specification was met in all evaluated batches and an accuracy between 107 % and 120
% was found.

Conclusions: It was demonstrated that the I-number method constitutes a suitable
candidate for the replacement of the in vivo assay in the determination of erythropoietin
potency which, in addition to considerably reducing costs, reduces variability and
increases measurement accuracy; which has a direct impact on the safety and efficacy
of the product.

Keywords: erythropoietin; capillary electrophoresis; bioactivity; I-number.
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Introduccion

La eritropoyetina humana recombinante (EPOhr) es una hormona de naturaleza
glicoproteica producida por via biotecnoldgica que estimula la proliferacion de las
células eritroides. Tiene una amplia utilidad a nivel mundial en terapia de enfermedades
como la insuficiencia renal y la anemia aplasica, en enfermedades asociadas a bajos
niveles de eritropoyetina en plasma y como complemento en terapias para
enfermedades de alta incidencia, como el cancer y el sida.()

La EPOhr fue comercializada por primera vez en 1989 por Amgencomo EPOGEN®, pero
en la actualidad se encuentra disponible en diferentes subtipos dependiendo del patrén
de glicosilacion de la proteina de primera generacion (epoetina alfa, beta, delta, theta),

de segunda generacion (darbaepoetina hiperglicosilada) y Mircera (PEGilada).®
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El mecanismo de accion se basa en la unién de la EPOhr a su receptor que desencadena
una via de senalizacion intracelular altamente dependiente de la secuencia
aminoacidica de la proteina y de sus modificaciones postraduccionales (glicosilacion y
modificaciones de glicanos).®

La glicosilacion posee un alto impacto en la actividad bioldgica de las proteinas y se
asocia fundamentalmente a su estabilidad, solubilidad, plegamiento y tiempo de vida
media.?

La EPOhr constituye una mezcla altamente heterogénea de diferentes patrones de
glicosilacion de la proteina, a consecuencia de modificaciones posglicosilacionales,
como la sialilacion (acido N-acetil neuraminico y acido N-glicolil neuraminico),
fosforilaciones y O-acetilaciones.®

El perfil de glicosilacion posee un alto impacto en la eficacia de la proteina y en la
seguridad de los pacientes tratados, por lo que la caracterizacion de su perfil de
isoformas es un atributo critico de calidad,® que ha sido descrito en las monografias
internacionales de medicamentos como la Farmacopea europea (Ph. Eur. por sus siglas
en inglés) para la identificacion del producto mediante un método de electroforesis
capilar de zona (ECZ).®)

En el Centro de Inmunologia Molecular (CIM) se produce hace mas de 25 afios una alfa
EPOhr a partir de la clonacion del gen humano de la proteina en células de ovario de
hamster chino (CHO, por sus siglas en inglés, Chinese hamster ovary cells) bajo normas
de buenas practicas de produccion.

El proceso productivo, el ingrediente farmacéutico activo (IFA) y el producto terminado
se controlan con un amplio espectro de técnicas analiticas para chequear los atributos
de calidad de la proteina, como la identidad, fortaleza, pureza y actividad bioldgica que
aseguran su uso clinico.

La actividad biologica de EPOhr se evalua mediante un ensayo in vivo en ratones
normocitémicos descrito en la Ph. Eur, que se basa en la medicion de la estimulacion de
reticulocitos.® Este ensayo, por su naturaleza, se considera muy costoso, altamente

variable e inexacto.(”
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Por otro lado, el refinamiento, la reduccion y el reemplazo (Principio de las 3 Rs) de
bioensayos por métodos mas exactos y precisos como los métodos fisicoquimicos,
métodos basados en células u otras alternativas, constituye en la actualidad un objetivo
comun de sociedades de bienestar animal, grupos de expertos, autoridades regulatorias
y companias farmacéuticas; en particular para EPOhr, fundamentalmente asociado al
uso de un gran numero de animales de experimentacion.®

El ensayo de I-number se basa en un modelo matematico que permite estimar la
actividad biologica de EPOhr en funcion del perfil de isoformas obtenido mediante el
método de electroforesis capilar al estudio de la glicosilacion de albumina in vitro
(ECZ),%79 con el empleo de la bioactividad certificada para un estandar internacional de
eritropoyetina.

En los ultimos anos, este tipo de enfoque ha sido publicado para EPOhr por diferentes
autores, el ensayo del Z-number basado en una cromatografia de intercambio iénico
para el mapeo de glicanos(" y los ensayos basados en electroforesis capilar de I-
number, Ibio-number y el modelo de regresion lineal reducido.®11.12)

Este ultimo ha sido empleado en EPOhr beta y existen evidencias de su aprobacion por
la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) para el andlisis del control de calidad en
Europa.(®

A pesar de que se ha probado que el empleo del ensayo del I-number permite calcular
de manera precisa la bioactividad de diferentes estandares de referencia de
eritropoyetina,® no existen reportes de su empleo en el control de la calidad del
ingrediente farmacéutico activo (IFA) y en particular de EPOhr alfa.

El objetivo del trabajo fue evaluar la técnica de electroforesis capilar descrita para la
identificacion de eritropoyetina, como método para la determinacion de su bioactividad

utilizando el modelo de I-number.

Métodos

El estudio se llevé a cabo en el laboratorio fisico-quimico del departamento de control

de la calidad del Centro de Inmunologia Molecular (CIM).
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Se utilizo el lote 1.0 del estandar de referencia fisico-quimico internacional de la Ph. Eur
(CRS, por sus siglas en inglés, Chemical Reference Standard) que contiene una mezcla
1:1 de epoetina alfa:beta.

El CRS 1.0 se establecio como estandar de eritropoyetina de la Ph. Eur. en el ano 2015y
se prepar6 a partir del lote 3 del estandar de referencia bioldgico (BRP, por sus siglas en
inglés, Biological Reference Preparation), trazable al lote vigente BRP 5.(141%)

Se emplearon en el estudio 10 lotes de IFA de EPOhr alfa producidos en el CIM,
previamente liberados por el departamento de aseguramiento de la calidad y se utilizé
el método de determinacion de la actividad bioldgica in vivo en ratones normocitémicos
descrito en la Ph. Eur.©®

Se empled el método de ECZ® utilizando un equipo de electroforesis capilar PA 800 plus
(Beckman Coulter, USA) y el programa de operacion del equipo y analisis de datos 32
Karat® version 10.1.

El I-number (1) se definié como la suma de los productos del porciento de area de cada
isoforma (pn) y el nimero de isoforma correspondiente (n), teniendo en cuenta las ocho

isoformas del perfil de EPOhr como se muestra en la ecuacion 1.

l=pTx1+p2x2+p3x3+pdx4+p5x5+p6x6+p7x7+p8x8(1)
I: valor de [-number

p: porciento de area de cada isoforma

La bioactividad mediante el método del I-number para el CRS 1.0 se calcul6 utilizando
la ecuacion 2, a partir del valor de I-number determinado para el CRS 1.0 en el presente
estudio, la bioactividad certificada para el lote 3 del estandar bioldgico internacional de
eritropoyetina (BRP, por sus siglas en inglés, Biological Reference Preparation), trazable
al lote BRP 5: (141,1 Ul/pg) y el valor de I-number reportado para el BRP 3: (530,9).©®

Bioactividad (crs1.0)= | (crs1.0) / | (8rP 3) * Bioactividad grr3)  (2)
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Para la determinacién de la bioactividad de los lotes de IFA producidos en el CIM (EPOhr
alfa) se empled la ecuacion 3, a partir del valor de I-number calculado para el CRS 1.0
en este estudio, la bioactividad certificada para el mismo (141,5 Ul/mg)('¥ y el valor de

I-number determinado para cada lote de IFA en el presente estudio.

Bioactividad (ra) = | ¢ra) / | (crs 1.0) * Bioactividad (crs 1.0) (3)

Montaje del método de I-number

El método de I-number tiene como punto de partida el porciento de las isoformas
individuales determinado a partir del perfil de ECZ que, al ser un método compendial de
acuerdo a las monografias vigentes armonizadas con la guia de validacion de métodos
analiticos ICH Q2(R1) (del inglés, International Council for Harmonisation of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for human use: Validation of Analytical Procedure),
no requiere una validacion total;('® sino que se debe realizar una verificacion del mismo
empleando un estandar de referencia internacional.

Para ello, se realizaron cinco corridas del estandar fisico-quimico internacional CRS 1.0
bajo las condiciones experimentales del laboratorio fisico-quimico del CIM.

Se evalué primeramente la obtencion del perfil tipo y el cumplimiento de las
especificaciones para esta técnica analitica de acuerdo a su certificado de calidad.

Se estudio la precision de la determinacidn del valor de I-number bajo condiciones de
precision intermedia y la exactitud de la bioactividad estimada mediante ambos
métodos, a partir del valor de actividad bioldgica certificada para el estandar

internacional CRS 1.0.04

Evaluacion de la actividad biologica en lotes de EPOhr mediante el método

de I-number
En una segunda fase del estudio se evaluo6 la actividad bioldgica de 10 lotes de IFA de
EPOhr alfa producidos en el CIM mediante el ensayo del I-number y el ensayo in vivo en

ratones normocitémicos.

7
Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES




eciMED Revista Cubana de Farmacia. 2024;57:€1093

EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

Se estudié la exactitud de la bioactividad determinada por el método fisico-quimico del
I-number asumiendo como “valor verdadero” la bioactividad determinada mediante el
ensayo in vivo. Ya que a pesar de estar reportadas sus limitaciones en términos de
precision y exactitud de la medicion(, es el método establecido en la Ph. Eur. para la

evaluacion de la potencia en el IFA del producto.

Resultados

Se obtuvieron en las cinco corridas realizadas perfiles tipicos para el estandar
internacional fisico-quimico de eritropoyetina CRS 1.0 por el método de ECZ (fig. 1).
Los perfiles obtenidos fueron similares entre si y se correspondieron con el

electroferograma descrito para el CRS 1.0 durante su caracterizacion.
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Fig. 1 - Perfil tipo y porcentajes de isoformas obtenidos para el estandar internacional de

eritropoyetina CRS 1.0 mediante el método de electroforesis capilar de zona (n = 5).

En todos los casos, las corridas cumplieron con las pruebas de idoneidad del sistema
establecidas para este método en la Ph. Eur.®El analisis cuantitativo para determinar el
porcentaje de area de las isoformas individuales separadas del CRS 1.0 arrojé que en

todos los casos se cumplié con el rango especificado para las isoformas 1-8, (fig. 1).
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Desarrollo del método del I-number empleando el estandar fisico-quimico

internacional de eritropoyetina (CRS 1.0)

Se aplicé el método del I-number utilizando los datos obtenidos en el CIM mediante ECZ
para las cinco réplicas del estandar internacional CRS 1.0 evaluadas. Como se muestra
en la tabla 1, se obtuvo un valor de I-number promedio de las cinco réplicas del CRS 1.0
de 530,9, una variabilidad del 0,5 % bajo condiciones de precision intermedia y una
exactitud del 99,9 %. La bioactividad estimada para el CRS 1.0 empleando el I-number
calculado a partir de los datos de ECZ del CIM fue de 140,9.

Tabla 1- Determinacion del I-number y bioactividad del estandar internacional fisico-quimico

de eritropoyetina CRS 1.0

Parametro (n=5) Valores obtenidos Valores reportados
I-number 5309 530,6
Variabilidad (%) 05 1
Bioactividad |-number (Ul/mMg) 140,9 141,5
Exactitud (%) 99,9 99,8

Tomando como punto de partida los resultados del desarrollo del método con el
estandar internacional CRS 1.0; se evalud la bioactividad de 10 lotes de IFA de EPOhr
alfa producidos en el CIM mediante el método del I-number y el método in vivo

simultaneamente.

Determinacion de la bioactividad en lotes de Ingrediente Farmacéutico

Activo de eritropoyetina alfa con el empleo del método del I-number

Para la determinacion del I-number en muestras de IFA de EPOhr alfa producidos en el
CIM, se aplicé como punto de partida el método compendial de identificacion mediante
ECZ. El porcentaje de isoformas de la proteina para cada lote de IFA empleado se

muestra en la tabla 2.
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En todos los casos las corridas cumplieron con los criterios de adecuacion del sistema
y las muestras cumplieron con los criterios de aceptacion descritos en la version vigente
de la Ph. Eur.

Tabla 2 - Porcentajes de isoformas obtenidos mediante electroforesis capilar de zona para
lotes de ingrediente farmacéutico activo de EPOhr alfa producidos en el CIM.

Lote |Isoforma Isoforma Isoforma Isoforma Isoforma Isoforma | Isoforma Isoforma
1 2 3 4 5 6 7 8

Rango 0-15% 0-15% 1-20 % 10-35 % 15-40 % 10-35% 5-25 % 0-15%

IFA 1 1,81 7,562 19,01 23,29 22,02 16,74 7,66 1,96
IFA 2 0,77 9,63 20,02 22,42 21,70 16,13 7,53 1,64
IFA 3 1,08 9,27 19,42 22,00 21,05 16,82 8,11 2,24
IFA 4 1,34 4,29 14,26 26,91 26,87 17,48 7,27 1,58
IFA 5 0,24 3,33 16,43 29,33 27,01 16,80 5,99 0,88
IFA 6 1,79 10,34 19,00 22,56 20,47 16,02 8,16 1,67
IFAT 0,96 8,24 19,27 22,93 21,49 17,00 8,25 1,87
IFA 8 0,33 4,01 17,42 29,48 26,25 15,90 577 084
IFA9 0,29 3,71 17,44 29,46 25,68 15,94 6,36 1,11
IFA10 0,24 3,33 16,43 29,33 27,01 16,80 5,99 0,88

Se calcularon los valores de I-number para cada lote de IFA y la bioactividad a partir de
los valores de I-number y los resultados de potencia determinados en el laboratorio del
CIM para el CRS 1.0.

En paralelo, se determin¢ la bioactividad de los lotes de IFA mediante el método in vivo
en ratones normocitémicos descrito en la Ph. Eur.

Los resultados de la determinacion de la bioactividad por ambos métodos y la exactitud

de la bioactividad calculada a partir del método de I-number, se muestran en la tabla 3.
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Tabla 3 - Bioactividad evaluada en lotes de EPOhr alfa producida en el CIM mediante el método

in vivo y el método fisico-quimico de I-number.

Lotes I-number Bioactividad (-number) (Ul/mg; | Bioactividad (n vivo) (Ul/mg]) Exactitud

(%)
IFA 01 4469 118,6 106,0 112
IFA 02 4415 117,2 103,4 113
IFA 03 446,7 118,6 108,0 110
IFA 04 463,1 1229 109,9 112
IFA 05 458,3 121,6 104,1 117
IFA 06 438,6 1164 108,5 107
IFA 07 4491 119,2 101,7 117
IFA 08 452,3 120,0 100,5 119
IFA 09 4554 1209 100,5 120
IFA10 458,3 121,6 1041 117

Discusion

El perfil tipo estandar internacional fisico-quimico de eritropoyetina CRS 1.0 por el
método de ECZ se correspondid con el obtenido durante su caracterizacion(® y cumplié
con las especificaciones establecidas lo que demostr6 que bajo las condiciones
analiticas del laboratorio del CIM fue posible ejecutar de manera adecuada el
procedimiento descrito en las farmacopeas; lo cual constituyé el punto de partida para

el desarrollo del método de I-number.

Desarrollo del método del I-number empleando el estandar fisico-quimico

internacional de eritropoyetina (CRS 1.0)
Durante el desarrollo del método, el valor promedio de I-number obtenido para el CRS
1.0 fue muy similar al valor reportado para este estandar por Hermentin® en su estudio

en el ano 2017. Por lo que la determinacion del valor de I-number del estandar
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internacional (CRS) pudiera constituir una herramienta atil en la comparacion de los
resultados de verificacion del método compendial de ECZ para la identificacion de EPOhr
en los diferentes laboratorios.

El certificado de calidad del estandar CRS 1.0 muestra el perfil tipo de ECZ, pero no
proporciona valores certificados del porcentaje de cada una de las ocho isoformas del
perfil, solo el cumplimiento de los amplios rangos especificados para cada una.

El I-number del CRS, en cambio, constituye un unico valor numérico que pudiera permitir
establecer un Unico rango para comparar cuan similar se realiza en los diferentes
laboratorios la cuantificacion del porcentaje de las isoformas del perfil de este estandar.
El valor de I-number fue descrito por primera vez en el aho 2006 como un atributo fisico
quimico para evaluar la calidad de eritropoyetina en un producto que contenia una
mezcla alfa:beta en una relacion 1:1.0)

Fue concebido como un modelo matematico para “describir” el grado de glicosilacion
de las isoformas de la proteina, que por concepto posee una relacion directa con su
actividad bioldgica; sin embargo, esta teoria fue demostrada mas de 10 afios después.®
La determinacion del I-number en si, sin la estimacion de la potencia a partir de él, podria
constituir un buen indicador de la estabilidad de la proteina, que refleja directamente
posibles modificaciones en los patrones de glicosilacién y sialilacion de la molécula. En
este sentido, los criterios muy amplios que emplea la Ph. Eur. para la identificacion de
EPOhr mediante el método de ECZ para cada una de las isoformas del perfil, podrian
reemplazarse por un rango unico y bastante estrecho de I-number, lo que pudiera
proporcionar un aumento significativo en la precision y exactitud del ensayo, con un
impacto directo en la seguridad y eficacia del producto.

El desarrollo del método de I-number en el CIM mostro excelentes resultados en
términos de precision y exactitud. En estudios anteriores, se ha reportado una alta
precision inter laboratorio para la determinacién del I-number (<1 %), en un analisis
retrospectivo realizado a partir de los datos de ECZ proporcionados para el
establecimiento de este estandar internacional en un estudio colaborativo entre

diferentes laboratorios.©®
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Esta alta precision se basa fundamentalmente en la precision y exactitud del método de
ECZ, por lo que se pudiera inferir que simultdneamente también debera verse
manifestada en la determinacion de la bioactividad de esta proteina.

De igual manera, en el analisis de la exactitud de la bioactividad estimada para el CRS
1.0 empleando el método del I-number con respecto a la potencia determinada en el
ensayo in vivo; se determin6 un porcentaje de recobrado del 99,9 %, muy similar a lo
reportado anteriormente;®9 lo cual comprueba que la medicién de la bioactividad
empleando este método, ademas de ser altamente precisa, es muy exacta.

Los resultados a partir de la evaluacion de la bioactividad del CRS 1.0, mediante el
método del I-number en el laboratorio de control de la calidad del CIM y su similitud con
los valores reportados, demuestran que pudiera ser una alternativa para sustituir el

ensayo in vivo con una mejoria considerable en la precision y la exactitud de la medicion.

Determinacion de la bioactividad en lotes de Ingrediente Farmacéutico

Activo de eritropoyetina alfa con el empleo del método del I-number
Para todos los lotes incluidos en el estudio se cumplié la especificacion de potencia
establecida en la Ph. Eur para el IFA de eritropoyetina (no menor de 100 000 Ul/mg de
proteina) determinada por ambos métodos analiticos. Se encontré una exactitud de la
bioactividad determinada a partir del método de I-number entre el 107 % y el 120 %,
valores que se encuentran dentro del rango descrito por diferentes autores para la
exactitud de la determinacion de la potencia de eritropoyetina (70-130 %).("

Es valido comentar que, de acuerdo a los resultados presentados, se considera que el
meétodo del I-number solo es adecuado para la estimacion de la actividad biologica de
EPOhr alfa, en lotes que cumplan con las especificaciones establecidas de identidad
mediante el método de ECZ, cuyo resultado constituye el punto de partida para su
aplicacion.

En este estudio solo se empled el método del I-number en lotes que cumplieron con los
rangos de identificacion establecidos en la Ph. Eur. para las isoformas de eritropoyetina,
por lo que no se conoce hasta el momento si es adecuada la estimacion de la

bioactividad en lotes que no cumplan los criterios de identificacion.
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La verificacion del desempefio del método compendial de electroforesis capilar de zona
para la identificacion de eritropoyetina bajo las condiciones experimentales del
laboratorio del Centro de Inmunologia Molecular, demostré que el método de I-number
pudiera constituir una herramienta util para comparar la cuantificacién del porciento de
las isoformas del estandar fisico-quimico internacional CRS entre diferentes
laboratorios y para el analisis de la estabilidad de la EPOhr.

Los resultados de esta investigacion demuestran que el método fisico-quimico del I-
number es adecuado para determinar la bioactividad del ingrediente farmacéutico
activo de eritropoyetina alfa con alta precision y exactitud por lo que constituye una
alternativa en el reemplazo del método in vivo en ratones normocitémicos para realizar
el control de la calidad del producto.

Todo lo cual permite concluir que este método es un candidato adecuado para el
reemplazo del ensayo in vivo en la determinacion de potencia de eritropoyetina que
ademas de reducir considerablemente los costos, disminuye variabilidad, aumenta la

exactitud de la medicion y posee impacto directo en la seguridad y eficacia del producto.
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