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El producto Nimotuzumab, altamente demandado para el tratamiento de cancer de cabeza y cuello, se produce en
el Centro de Inmunologia Molecular a partir del cultivo, fermentacion y purificacion en la linea NSO/H7. El uso de
tecnologias adecuadas para la produccion a gran escala de anticuerpos monoclonales, de acuerdo con las buenas
practicas de manufactura y con costos de produccion razonables, se convierte en una necesidad para introducir
anticuerpos terapéuticos en mercados de alta demanda y con elevados requerimientos de calidad. El incremento
en la presencia de dimeros en el producto final afecta su calidad, por ende, la eficiencia y eficacia del proceso. Se
utilizaron las bases de datos del centro para realizar un analisis de componentes principales, empleando el programa
The Unscrambler 10.4 y se determinaron como variables mas influyentes en la variabilidad de los resultados: las
conductividades del producto ajustado y de salida en la columna de proteina A y membrana SQ y la masa de IgG en
el sobrenadante y el eluato de proteina. Se realizé un analisis de Pareto para determinar los parametros criticos del
proceso, resultando ser: el pH de los tampones de elucion y ajuste, del producto ajustado, de la salida en proteina y
membrana, la masa de IgG en eluato de proteina y sobrenadante, y la conductividad del producto ajustado.
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Introduccion cultivo, fermentacion y purificacion en la linea NSO/
H7.® El proceso de cultivo celular comienza con la
descongelacion de un vial del banco de células de
trabajo; después se realiza la expansion de la poblacion
celular a través de una serie de siembras en diferentes
recipientes de cultivo y se transfiere el cultivo al
fermentador de produccion, donde las células contintian
creciendo y se acumula el producto expresado en el
caldo de fermentacion.

Los anticuerpos monoclonales (AcM) se descubrieron
en la primera mitad de los afios setenta por Milstein
y Kohler fusionando una linea de células de mieloma
murino, sensible a ciertos farmacos, con células
de bazo de un animal inmunizado; consiguieron
seleccionar solamente las células hibridas y los
clones con especificidad conocida. Su trascendencia

fue enorme, ya que por primera vez era posible ) _ ) _
disponer de cantidades ilimitadas de anticuerpos con Existen varios modos de fermentacion en funcion de las

especificidades precisas. estrategias de suministro de medio fresco y de coleccion
del medio enriquecido. Los modos mas populares son:
cultivo por lote, cultivo por lote alimentado, cultivo
continuo y cultivo en perfusion. Las caracteristicas
del crudo cosechado del proceso de fermentacion
varian en funcion del medio de cultivo empleado, de la
productividad y las caracteristicas de la linea celular y
El producto Nimotuzumab, altamente demandado para de las condiciones de fermentacion fundamentalmente.®
el tratamiento de cancer de cabeza y cuello, se produce

en el Centro de Inmunologia Molecular a partir del

Los procesos de produccion de AcM en la industria
comprenden dos etapas fundamentales: el cultivo celular
y la purificacion. El cultivo de células recombinantes de
mamiferos es el sistema de expresion mas empleado
para producir AcM.®

* Ingeniera Quimica, Especialista III en investigacion, innovacion y desarrollo.
** Doctor en Ciencias Técnicas, Profesor Titular.
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El disefio de los procesos de purificacion depende
principalmente de las caracteristicas del crudo de
fermentacion y de la calidad requerida del producto final.
En general, se establece una estrategia que incluye tres
etapas fundamentales: captura, purificacion intermedia
y purificacion final o “pulido”. El objetivo de la etapa
de captura es aislar, concentrar y estabilizar el producto
de interés. En la fase de purificacion intermedia se
eliminan otras proteinas contaminantes. Finalmente,
en la fase de purificacion final o pulido se remueven
trazas remanentes de impurezas y el producto alcanza
la calidad final.®

En la década de 1960, se estudi6 por primera vez
el comportamiento de la agregacion de proteinas
(oligomerizacion). Durante el desarrollo de farmacos
proteicos comunmente ocurre el fendmeno de
agregacion. Los agregados pueden existir inicialmente
como pequeiios dimeros o fragmentos y progresar hacia
estructuras mas grandes, como particulas sub-visibles
o visibles, si dicha transicion es termodinamicamente
favorable; o sea, que tenga una variacién de energia
libre de Gibbs menor que cero.®

Las proteinas naturalmente tienen regiones hidrofobas
tanto en el exterior como en el interior de sus estructuras,
pero cuando éstas se despliegan y luego se repliegan
incorrectamente, sus estructuras cambian, exponiendo
muchos de los “parches” hidrofobos que antes no lo
estaban. Estos “parches” se atraen entre si, lo que hace
que las proteinas mal formadas se agrupen. A veces, la
agregacion se produce cuando las proteinas permanecen
intactas, pero se altera el equilibrio de toda la disolucion;
lo que provoca una cascada de eventos que desencadenan
la agregacion de las moléculas de proteina.©

Se ha descubierto que casi la mitad de los AcM
farmacéuticamente relevantes y las proteinas de fusion
Fc, presentan problemas de agregacion luego de la
purificacion en proteina A.©®

La inestabilidad de las moléculas de proteinas a menudo
se manifiesta por la formacion de agregados durante el
procesamiento y almacenamiento. Los agregados de
proteinas muestran una actividad biologica reducida o
nula y, lo que es mas importante, pueden mostrar una
alta inmunogenicidad en la clinica. En consecuencia,
es necesario controlar los niveles de agregados y las
propiedades de los productos proteicos terapéuticos.”

Es por ello que en las especificaciones de calidad
se establece el porcentaje de agregados admitidos
en un producto. El incremento en la exigencia de las
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regulaciones lleva a que internacionalmente se exija
entre 2-3% de dimeros. Aunque en la produccion de
Nimotuzumab se cumple con las especificaciones
establecidas, en ocasiones se alcanzan valores
muy cercanos al maximo permitido, no quedando
evidenciados los factores causantes de estas variaciones.

El problema de agregacidon no se puede eliminar, pues
es un fenomeno que ocurre durante todo el ciclo de vida
del producto, pero se pueden buscar alternativas que
permitan su disminucion, si se conocen las variables a
controlar.©®

Por otra parte, la tecnologia instalada posibilita contar
con un gran volumen de informacion de las variables y
parametros del proceso de fermentacion y purificacion,
lo que permite, a partir de la informaciéon almacenada,
aplicar el analisis de componentes principales (ACP)
para reducir la dimensionalidad de la base de datos
e interpretarlos mejor, con una minima pérdida de
informacién. Este método transforma la informacion
acumulada en unas pocas variables que explican una
gran parte de las fluctuaciones de las variables originales
y las interrelaciones entre ellas.®

Aunque la aplicacion del ACP es amplia en industrias
como la petroquimica, su uso en los procesos de
purificacion a escala industrial es escaso.®!?

El objetivo de este trabajo es determinar la influencia
de las variables de operacion en la variabilidad de los
resultados y en la formacion de dimeros en la etapa
de captura del proceso de produccion de un AcM
humanizado, el Nimotuzumab.

Materiales y Métodos

Descripcion del paso de captura del proceso de
purificacion del Nimotuzumab

La purificacion cromatografica del AcM Nimotuzumab
se inicia con la etapa de captura en la que la molécula
se une de forma selectiva y reversible a la region Fc del
ligando de proteina A.

Cualquier contaminante que haya quedado unido de
forma débil al gel se puede remover en los pasos de
lavado. Después, se realiza la inactivacion viral en medio
acido, seguida de un ajuste de pH y conductividad, con
el objetivo de modificar las propiedades de la disolucion
de elucion de proteina hasta valores adecuados para el
paso siguiente. Finalmente, se realiza una cromatografia
de intercambio anidénico en membrana Sartobind Q

(SQ).
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Metodologia empleada para el analisis

A continuacion, se abordan dos procedimientos no
excluyentes para la interpretacion de la formacion de
dimeros durante el proceso: el ACP® y la determinacion
de los parametros criticos utilizando el diagrama de
Pareto."V Estos procedimientos se realizaron de manera
independiente, el primero a partir del registro de datos de
las variables medidas en el proceso de purificacion y el
segundo a partir de la informacion, mediante entrevistas,
brindada por algunos expertos. Ambos procedimientos
se explican posteriormente, asi como el objetivo de la
aplicacion de cada uno.

Procesamiento de la informacion historica

En la transformacion, el preprocesamiento de los datos y
el ACP se emplean los programas Statgraphics Centurion
XVII version 17.2.00 y The Unscrambler version 10.4,
los cuales cuentan con diferentes herramientas para
realizar dichas tareas.

Se requiere de un enfoque multivariado de datos para
realizar un analisis profundo de la variabilidad del
proceso, en toda su complejidad. Se emplearon las
pruebas de Kraiser-Meyer-Olkin (KMO) y esfericidad
de Bartlett, para determinar la posibilidad de aplicar
técnicas de factorizacion a los datos reportados para la
primera parte del proceso de purificacion de un AcM.
La primera indica el grado en que cada variable de un
conjunto se predice sin error por las restantes variables
y la segunda se aplica para encontrar la presencia de
correlaciones entre las variables.

Se considerd como herramienta el ACP®, para lograr un
modelo de estado descriptivo de los procesos, mediante
la reduccion de la dimensionalidad de los datos.

Las bases de datos analizadas corresponden a las
campafias productivas de cuatro afos; contienen 12
pardmetros de calidad, 125 registros de cada uno
(muestras) y un atributo de calidad, el % de dimeros.

Para el analisis se consideraron todos los parametros
que se registran durante el proceso y son: masa de IgG
en el sobrenadante (mtsn), pH del tampdn de elucion
(phglic),conductividad del tampén de elucion (cdglic),
masa de IgG en el eluato de proteina A (mepa), pH de
salida en la columna de proteina A (phmp), conductividad
de salida en la columna de proteina A (cdmpa), pH del
tampén de ajuste (phtphl), conductividad del tampon
de ajuste (cdtphl), pH del producto ajustado (phpaj),
conductividad del producto ajustado (cdpaj), pH de
salida en la membrana SQ (phpsq), conductividad de
salida en la membrana SQ (cdpsq).
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Analisis de componentes principales

En el ACP se selecciona como forma de
preprocesamiento a aplicar a los datos el centrado y
escalado, se especifica la cantidad de componentes
principales a determinar y se emplea la validacion
cruzada, donde se separan individualmente todas las
muestras.

Para la interpretacion de los resultados obtenidos
primeramente se acude al grafico de la varianza explicada,
el cual permite identificar la cantidad de componentes
principales que representan la variabilidad del proceso,
incorporando asi una validacion del resultado.

Luego se analiza el grafico de la influencia para detectar
los puntos discrepantes (outliers). Las muestras con
elevada varianza residual o elevado distanciamiento
(leverage) se consideran puntos discrepantes (outliers),
que no se describen bien por el modelo y deben ser
eliminadas del analisis.?

Seguidamente se estudia el grafico de las puntuaciones
(scores) o mapa de las muestras, para detectar mediante
la elipse de Hotelling, con un 95% de confianza,
muestras que estén muy alejadas del resto y que pueden
ser datos discrepantes o agrupamientos.

Por ultimo, se utiliza el grafico de los pesos (loadings)
o mapa de las variables, con el objetivo de determinar
cuanto aporta cada una de las variables a ese componente.
El programa permite acceder también al llamado grafico
de los pesos de correlacion (correlation loadings), el
cual es util para observar las correlaciones entre las
variables y la influencia que cada una tiene sobre el
componente en cuestion, de una forma mas sencilla. Las
muestras que se localicen entre las dos elipses tienen un
alto aporte al componente del que estén mas cerca, y
mientras mas proximas al centro se encuentren, menos
significativas seran y su aporte a los componentes sera
pobre.

Determinacion de los parametros criticos del proceso
de purificacion

Para determinar el impacto de los parametros criticos
de calidad identificados en la etapa de purificacion
del proceso productivo de un AcM, sobre el atributo
de calidad (% de dimeros), se recurrié a especialistas
que poseen un amplio conocimiento del proceso para
la valoracion del peso de cada variable. Se utiliz6 la
siguiente escala para asignar indices de valoracién a
las variables de proceso sobre el atributo de calidad:
nulo (1), bajo (3), medio (5) y alto (7). Cuando Ia
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variabilidad se consider6 que incidia directamente sobre
la dimerizacion, sobrepasando etapas intermedias del
proceso, donde no ocurren transformaciones asociadas
al parametro en cuestion, existiendo evidencias de una
alta correlacion, se evalu6é como alto.

El criterio nulo se consider6 si la variabilidad incidia
poco en el desempefio de etapas del proceso, sin afectar
los agregados, existiendo evidencias de que no hay una
correlacion.

Diagrama de Pareto

El diagrama de Pareto es un método de analisis grafico
de amplia difusion, que permite separar entre las causas
mas importantes de un problema (las pocas que son
vitales) y las que lo son menos (las muchas triviales). Se
establece como principio que el 80% de las variaciones
en un proceso puede ser explicado por el 20% de las
causas de dichas variaciones.V

Para la categorizacion de los parametros en la primera
parte del proceso de purificacion, se elabor6 un grafico
de Pareto con los indices de prioridad reportados por los
expertos y su correspondiente porcentaje acumulativo
del gran total; para luego aplicar el criterio 80-20%, y
obtener el conjunto de parametros de mayor criticidad
respecto a la variabilidad del proceso en la ctapa de
purificacion.

Resultados y Discusion

Preprocesamiento de los datos

Se realiz6 la prueba estadistica de Kraiser-Meyer-Olkin
(KMO) y se obtuvo un indice KMO de 0,72. Este valor

clasifica el conjunto como regular, pues se encuentra en
el intervalo entre 0,70 y 0,79. La prueba de esfericidad
de Bartlett arroja un resultado del p-valor de cero,
menor que 0,05. Estos dos criterios permiten justificar la
aplicacion del ACP a los datos estudiados como técnica
para reducir la dimensionalidad.

Aplicacion del analisis de componentes principales

Los datos de las campanas productivas de los cuatro
afos se estudiaron mediante el ACP, donde se comenzo
con el analisis de 12 parametros que se registran para el
control de la calidad del proceso y 125 registros de cada
parametro (muestras). Todas las variables se centran
por el minimo y escalan por el rango. El analisis de la
bibliografia permitié encontrar la recomendacion de
centrar por el minimo y escalar por el rango, cuando
los valores negativos de un centrado por la media no
poseyeran significacion fisica, como es el caso de la
concentracion.'?

En la Figura 1 se muestra el grafico de la influencia,
donde no existen muestras en la seccion superior
derecha, que constituyan puntos discrepantes peligrosos.
Las muestras se observan como series temporales,
identificandolas por colores, segin el afo en que se
produce cada lote.

La muestra 100 presenta elevado valor de
distanciamiento, siendo un punto discrepante
influyente. La columna de captura perdid el empaque por
defectos del equipamiento y trajo como consecuencia
que, en este lote, el producto obtenido en dicha etapa
resultd altamente diluido. Esta es una situacion inusual
en el proceso y se elimind este punto del analisis, ya
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Fig. 1. Grafico de la influencia para 12 variables y 125 muestras.
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que no es representativo del mismo; es valido destacar
que, al concluir el proceso de purificacion de este lote, la
vacuna cumplio todas las especificaciones de calidad. El
punto 74 presenta distanciamiento, pero puede contener
informacion importante, por lo que no se eliminé del
analisis. El punto 94 constituye un punto discrepante.
En este lote se realizo el proceso de purificacion de
forma continua, pues debido a la alta demanda se
hizo necesario acortar los tiempos de produccion, sin
que se pusiera en riesgo la seguridad del proceso. Los
analisis de liberacion se realizaron de inmediato y se
continuo el proceso. Esta es una situacion que no ocurre
frecuentemente, por lo que se decidio eliminar esta
muestra del analisis.

Luego de eliminar las muestras discrepantes influyentes
(94 y 100) se realiz6 nuevamente el ACP y se volvio a
examinar el grafico de las influencias verificando que no
se aprecian discrepantes peligrosas.

Se realizo el analisis del grafico de puntuaciones para
las 12 variables y 123 muestras sin emplear la elipse de
Hotelling (Fig. 2), con el objetivo de obtener una mayor
visibilidad de la distribucion de los puntos, y determinar
de forma mas precisa posibles agrupamientos.

La mayoria de las muestras del primer afio que presentan
valores de conductividad del producto de salida en la
membrana SQ fuera del intervalo recomendado, tienen
valores negativos en ambos componentes, exceptuando
la muestra 14, que posee el valor de conductividad
correspondiente al limite inferior.

En el segundo afo ocurre lo mismo y se exceptian las
muestras 52, 58 y 60, que presentan valores cercanos
al limite inferior de especificacion. En el tercer afio se

aprecia el mismo comportamiento y se exceptuan las
muestras 80 y 98, que poseen valores correspondientes
al limite inferior.

Se observa que la gran mayoria de los lotes
correspondientes al cuarto afio, presentan valores
positivos en los dos componentes y todos ellos poseen
valores de conductividad en el intervalo establecido.
Mientras, las muestras 103, 124 y 126, tienen valores
negativos en el segundo componente, pues se encuentran
fuera de las especificaciones establecidas.

De manera general, se puede decir que las muestras
que presentan valores de conductividad del producto
de salida en la membrana SQ en el intervalo de
especificacion establecido, poseen valores positivos en
ambos componentes, exceptuando las que tienen valores
cercanos a los limites establecidos.

En la Figura 3, que muestra el grafico de la varianza
explicada, se observa que con dos componentes
principales se logra explicar el 89,81% de la varianza
de los datos iniciales. El primer componente explica el
83,58% y el segundo el 6,42%. Las curvas de calibracion
y validacion del modelo no convergen totalmente, por lo
que el modelo describe bien los datos analizados, pero
es posible que no nuevos datos.

En el grafico de los pesos correlacionados (Fig. 4) se
observa el comportamiento de las variables, donde
existe una alta correlacion entre las masas de IgG en
el sobrenadante y en el eluato de proteina A, asi como
entre las conductividades de los productos de salida en
la columna y en la membrana SQ. Todos los parametros
que se encuentran en el interior de la primera elipse
no contribuyen significativamente a la variabilidad
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Fig. 2. Grafico de las puntuaciones sin elipse de Hotelling para 12 variables y 123 muestras.
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Fig. 3. Grafico de la varianza explicada para 12 variables y 123 muestras.
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Fig. 4. Grafico de los pesos correlacionados para 12 variables y 123 muestras. phtphl: pH del tampén de ajuste, mtsn: masa
de IgG en el sobrenadante, phglic: pH del tampoén de elucion, cdglic: conductividad del tampdn de elucion, mepa: masa
de IgG en el eluato de proteina A, phmpa: pH de salida en la columna de proteina A, cdmpa: conductividad de salida en la
columna de proteina A, cdtphl: conductividad del tampdn de ajuste, phpaj: pH del producto ajustado, cdpaj: conductividad
del producto ajustado, phpsq: pH de salida en la membrana SQ, cdpsq: conductividad de salida en la membrana SQ.

del proceso. Se aprecia como las conductividades del
producto ajustado, de los productos de salida en la
columna y en la membrana, asi como las masas de IgG
en el eluato de proteina y en el sobrenadante, son las que
aportan mayor variabilidad al proceso.

Las variables masas de IgG en el sobrenadante y en el
eluato de proteina se encuentran relacionadas de manera
directa en ambos componentes, lo cual tiene logica, ya
que la segunda mencionada varia con la masa de IgG
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que se procese al inicio de la purificacion (sobrenadante)
en dependencia de la eficiencia de la columna.

El parametro conductividad del producto ajustado
influye sobre la variabilidad del proceso de forma
positiva en ambos componentes, siendo esto logico; ya
que, en la etapa de inactivacion viral y ajuste de pH y
conductividad se producen cambios en la fuerza idnica
al preparar la muestra para el paso de intercambio i6nico
en cromatografia de membrana, lo que puede contribuir
a la formacion de dimeros.
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Las conductividades de los productos de salida en la
columna de proteina A y en la membrana SQ presentan
una alta correlacion, siendo las que aportan mayor
variabilidad al proceso y las de mas alto peso para el
CP2.

Las variables pH del tampon de elucion y del producto
de salida en la columna de proteina A se encuentran
relacionadas de forma directa en el CP1, lo que explica
el fenémeno fisico que se esperaba encontrar; debido
a que el valor de la ultima mencionada depende de la
masa total del tampoén de elucion anadido.

Los pesos de cada una de las variables de los dos
primeros componentes, se muestran en la Tabla 1. Se
aprecia que en el CP1 las variables que mas influyen
estan relacionadas con la cantidad de producto, mientras
que en el CP2 se relacionan con sus propiedades, en
especifico la conductividad.

El obtener que la conductividad del producto de salida
en la membrana sea la tercera variable de mayor valor
en el primer componente, significa que este componente
expresa que dicha variable tiene alto peso en la
variabilidad del proceso; aunque no llega a alcanzar
valores mayores o iguales a 0,7, que son los que el

Tabla 1. Pesos de las variables en cada componente.

Variables CP1 Variables CP2

mepa 0,7716 cdpsq 0,8531

mtsn 0,7623 cdmpa 0,8314
cdpsq 0,6116 cdpaj 0,7183
cdmpa 0,5752 cdglic 0,5710
phmpa 0,5210 mtsn 0,5011
cdpaj 0,4583 mepa 0,4489
phglic 0,3346 cdtphl 0,3244
cdtphl 0,2762 phmpa -0,1563
phtphl 0,0698 phtphl -0,3025
cdglic -0,0068 phglic -0,5705
phpsq -0,0332 phpsq -0,5963
phpaj -0,0380 phpaj -0,6250

mepa: masa de IgG en el eluato de proteina A, mtsn: masa de
IgG en el sobrenadante, cdpsq: conductividad de salida en la
membrana SQ, cdmpa: conductividad de salida en la columna
de proteina A, phmpa: pH de salida en la columna de proteina
A, cdpaj: conductividad del producto ajustado, phglic: pH del
tampon de elucion, cdtphl: conductividad del tampon de ajuste,
phtphl: pH del tampoén de ajuste, cdglic: conductividad del
tampon de elucion, phpsq: pH de salida en la membrana SQ,
phpaj: pH del producto ajustado.
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analisis de correlaciones con las elipses mostradas en la
Figura 5, asumen como que aportan gran variabilidad al
proceso. Este hecho se corrobora al analizar el segundo
componente, donde se obtiene que esta variable es la
de mayor peso, por lo que es una variable importante,
ya que en el CP2 es la de mayor peso y en el CP1 no se
toma por simple tecnicismo.

Determinacion de los parametros criticos del proceso
de purificacion

Para la determinacion de los pardmetros criticos se
consultaron seis expertos, que poseen gran experiencia
en el proceso, con 15,7 afos (desviacion estandar 5,3)
como promedio. Se establecié la influencia de los
parametros criticos sobre el atributo de calidad, segiin
el criterio de los expertos. Se empled como criterio
de seleccion la mediana de los valores reportados,
en los casos en que las opiniones de los expertos no
coincidieran.

Diagrama de Pareto

Se empled el programa Statgraphics Centurion XVII
version 17.2.00, y se obtuvo el diagrama de Pareto que se
apreciaen la Figura 5. Se observan las variables de mayor
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Fig. 5. Grafico de Pareto para las variables. phtphl: pH del
tampon de ajuste, mtsn: masa de IgG en el sobrenadante,
phglic: pH del tampon de elucion, cdglic: conductividad

del tampon de elucion, mepa: masa de IgG en el eluato
de proteina A, phmpa: pH de salida en la columna de
proteina A, cdmpa: conductividad de salida en la columna
de proteina A, cdtphl: conductividad del tampon de ajuste,
phpaj: pH del producto ajustado, cdpaj: conductividad del
producto ajustado, phpsq: pH de salida en la membrana
SQ, cdpsq: conductividad de salida en la membrana SQ.
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influencia sobre el atributo de calidad, lo que se justifica
a partir del criterio de Pareto, donde los parametros que
se encuentran por debajo del 80 % acumulativo tienen
mayor impacto sobre el atributo de calidad y deben
tener un estricto control.!'® Los parametros criticos del
proceso obtenidos fueron: pH de los tampones de ajuste
y elucion, del producto ajustado, de los productos de
salida en la columna de proteina A y en la membrana
SQ, asi como la masa de IgG en el eluato de proteina A
y en el sobrenadante, y la conductividad del producto
ajustado. Las variables conductividad del tampon de
elucion, del producto ajustado, de los productos de
salida en la columna de proteina A y en la membrana
SQ se consideran parametros claves de operacion; ya
que influyen en el desempefio del proceso, pero no de
forma significativa en la calidad del producto.

Conclusiones

Se concluye del andlisis exploratorio de datos, que con
dos componentes principales se explica el 89,81 % de la
varianza, y las variables conductividades del producto
ajustado y de salida en la membrana SQ, masas de IgG
en el eluato de proteina A y en el sobrenadante, son las
que aportan mayor variabilidad al proceso.

Se estudiaron doce parametros de calidad del proceso,
mediante el analisis de Pareto. Las variables: pH de los
tampones de ajuste y elucion, del producto ajustado, del
producto de salida en la columna de proteina A y en la
membrana SQ, asi como las masas de IgG en el eluato
de proteina A y en el sobrenadante y la conductividad
del producto ajustado resultaron ser parametros criticos;
mientras que las conductividades del tampon de ajuste,
del producto ajustado, de los productos de salida en la
columna de proteina A y en la membrana SQ resultaron
ser parametros claves.
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Application of Principal Component Analysis on dimers formation during a monoclonal
antibody’s purificationapnea

Abstract

Nimotuzumab (hR,) is produced at the Center of Molecular Immunology (CIM). It is obtained from the culture,
fermentation, and purification in the cell line NSO/H7. This product has a high demand both domestically and
internationally for the treatment of head and neck cancer. The use of adequate technologies for the large-scale
production of this product following good manufacturing practices and reasonable production costs becomes a necessity
to introduce this therapeutic antibody in high demand markets with high-quality requirements. The increase in dimers in
the final product will affect its quality, which in turn affects the efficiency and effectiveness of the process. Production
databases were used to perform principal component analysis using The Unscrambler 10.4 software. The conductivity
of the adjusted product, pH at the output product in the protein column and membrane, the mass of supernatant, and of
the eluate are detected as the variables with a higher influence on aggregate formation. The Pareto analysis was carried
out to determine the critical parameters of the process: pH of elution and adjust buffers, and adjusted products, pH at the
exit of protein column and membrane, the mass of protein in the eluate, and in the supernatant, and the conductivity of
the adjusted product.

Keywords: Monoclonal antibodies; purification; data analysis.
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