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COMENTARIOS
Con fundamento en el numeral 6.3.3.1 de la Norma Oficial Mexicana NOM-001-SSA1-2020, se publica el presente proyecto a efecto de que los interesados, a partir
del 1° de noviembre y hasta el 31 de diciembre de 2023, lo analicen, evalien y envien sus observaciones o comentarios en idioma espafiol y con el sustento técnico
suficiente ante la CPFEUM, sito en Rio Rhin nimero 57, colonia Cuauhtémoc, cddigo postal 06500, Ciudad de México.
Correo electronico: consultas@farmacopea.org.mx.

DATOS DEL PROMOVENTE

Nombre: Cargo:
Institucion o empresa: Direccion:
Teléfono: Correo electronico:

EL TEXTO EN COLOR ROJO HA SIDO MODIFICADO

Debe decir Justificacion*

ERITROPOYETINA HUMANA RECOMBINANTE

Esta monografia aplica tanto al biofarmaco como
al medicamento biotecnoldgico. La eritropoyetina
humana recombinante esta conformada por una
familia de glicoproteinas muy relacionadas que son
indistinguibles de la eritropoyetina humana natural
(eritropoyetina urinaria) en términos de su
secuencia de aminoacidos (165 amino&cidos,
véase Figura 1) y patron general promedio de
glicosilacion. taeritropoyetimaumana naturates
; .. G
La eritropoyetina estimula la eritropoyesis y en su
forma recombinante se produce in vitro a partir del
cultivo de células de mamiferos, en las cuales se
ha insertado el gen que codifica la eritropoyetina
humana.
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APPRLICDSR VLERYLLEAK EAENITTG(_I':A
EH(IISLNENIT VPDTKVNFYA WKRMEVGQQA
VEVWQGLALL SEAVLRGQAL LVNSSQPWEP
LQLHVDKAVS GLRSLTTLLR ALGAQKEAIS
PPDAASAAPL RTITADTFRK LFRVYSNFLR
GKLKLYTGEA CRTGD

Figura 1. Secuencia de aminoacidos de
eritropoyetina.

Nota: Las lineas representan puentes disulfuro.

BIOFARMACO
DESCRIPCION. El biofarmaco se presenta como
una solucion concentrada, incolora, clara o
ligeramente opalescente, libre de particulas.
ENSAYOS DE IDENTIDAD
Deberan aplicarse una de las siguientes
alternativas, comparando con una preparacion de
referencia.
Alternativa uno: A, B, C y D.
Alternativa dos: A, B, C,DyE.

A. Potencia. Cumple los requisitos de

acuerdo al método A o B, descritos en la
seccion de biofarmaco de esta monografia.

B. Electroforesis capilar. MGA 0312, ECZ.

Preparacion de la muestra. Diluir la preparacion
de la muestra con agua hasta obtener una
concentracion de 1 mg/mL. Desalar
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0.25 mL de esta solucion por paso a través de un
cartucho microconcentrador provisto de una
membrana con un limite de exclusién de masa
molecular no superior a 10 000 Da. Aiadir a la
muestra 0.2 mL de agua y desalar de nuevo.
Repetir una vez mas el proceso de desalacion.
Diluir la muestra con agua, determinar a traves del
método previsto en esta Farmacopea la
concentracion de proteinas y ajustarla con agua
hasta una concentracion de aproximadamente

1 mg/mL.

Preparacion de referencia. Disolver el contenido
de un vial de SRef de eritropoyetina en 0.25 mL de
agua. Proseguir Desalar la-desalacién como se ha
descrito para la preparacion de la muestra.
Capilar. De silice fundida sin reeubrir recubrimiento
con diametro interno de 50 um y longitud atil de
aproximadamente 100 cm.

Temperatura. 35 °C.

Solucidon amortiguadora concentrada. (cloruro
de sodio 0.1 M, tricina 0.1 M, acetato de sodio

0.1 M). Disolver 0.584 g de cloruro de sodio,
1.792 g de tricina y 0.820 g de acetato de sodio
anhidro en agua y diluir hasta 100.0 mL con el
mismo disolvente.

Solucién de putrescina 1 M. Disolver 0.882 g de
putrescina en 10 mL de agua. Distribuir en
alicuotas de 0.5 mL.

Solucién amortiguadora. (Tricina 0.01 M, cloruro
de sodio

CONSULTA A USUARIOS DE LA FEUM 2023-4 Pagina 3 de 22 PRODUCTOS BIOLOGICOS



‘.FEum

. SALUD e COFEPRIS — =l
P OMISION FEDERAL PARA LA | ‘ FARMACOPE R
CONTRA RIESCOR ARNITARING de los Estados Unidos Mexicanos

4

"2023, Anio de Francisco Villa, el revolucionario del pueblo”

Debe decir Justificacion*

0.01 M, acetato de sodio 0.01 M, urea 7 M,
putrescina 2.5 mM). Disolver 21.0 g de urea en

25 mL de agua calentando suavemente en bafio
de agua a 30 °C. Afiadir 5.0 mL de la solucién
amortiguadora concentrada y 125 pL de solucion
de putrescina 1 M. Diluir hasta 50.0 mL con agua.
Utilizando acido acético diluido, ajustar hasta

pH 5.55 a 30 °C y filtrar a través de una
membrana de 0.45 um.

Deteccién. Espectrofotometro a 214 nm. Ajustar el
inyector de muestras automatico para conservar la
muestra a 4 °C durante el anélisis.
Preacondicionamiento del capilar. Lavar el
capilar durante 60 min con hidréxido de sodio

0.1 Mfiltrado a través de una membrana filtrante
de 0.45 pymy durante 60 min con solucién
amortiguadora. Aplicar voltaje (20 kV)

durante 12 h.

Lavado antes de cada analisis. Lavar el

capilar con agua durante 10 min, con hidréxido

de sodio 0.1 M filtrado a través de una

membrana de 0.45 pm durante 5 min y con
solucién amortiguadora durante 10 min.
Inyeccién. Bajo presion o a vacio.

Migracion. Aplicar un campo eléctrico de

143 V/cm (15.4 kV para capilares con una longitud
total de 107 cm) durante 80 min, utilizando solucion
amortiguadora como electrolito en ambas celdas.
Aptitud del sistema. En el electroferograma
obtenido con la preparacion de referencia, se
observan picos claramente separados y que
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deberan corresponder al electroferograma
proporcionado con Eritropoyetina Humana
Recombinante SRef. El pico mas alto debe ser al
menos 50 veces mayor que el ruido de fondo-Si si
es necesario, ajustar la carga de inyeccion para
obtener picos de suficiente altura. Identificar los
picos correspondientes a las isoformas 1 a 8
(véase Fabla-2 Tabla 1). La isoforma 1 puede no
ser visible. Se detecta el pico correspondiente a la
isoforma 8 y la resolucion entre los picos
correspondientes a las isoformas 5 y 6 no es
inferior a 1. Repetir la separacién como minimo
tres veces. Realizar el mismo procedimiento para
la muestra. La linea base debera ser estable,
presentando poca desviacion, y la distribucién de
los picos deberé ser cualitativa y cuantitativamente
similar a la distribucion de los picos en el
electroferograma de la eritropoyetina de referencia.
La desviacion tipica relativa del tiempo de
migracion del pico correspondiente a la isoforma 2
deberé ser inferior al 2 %.

Limites. Identificar los picos correspondientes a
las isoformas 1 a 8 en el electroferograma obtenido
con la preparacion de la muestra por comparacion
con el electroferograma obtenido con la
preparacion de referencia. Calcular el contenido en
porcentaje de cada isoforma a partir del area del
pico correspondiente. Los valores obtenidos se
encuentran entre los intervalos listados en la
Tabla 1.

Tabla 1. Porcentaje de isoformas en eritropoyetina.
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Isoforma Contenido (%)
1 0al5
2 0al5
3 1a20
4 10a35
5
6
7

15240
10a35
5a25
8 Oals

C. Electroforesis en gel de poliacrilamida,
electrotransferencia e inmunodeteccion.

(a) Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS.
MGA 0311. Dimensiones del gel. 0.75 mm de
espesor, aproximadamente 16 cm de altura.
Dimensiones del gel. 0.75 mm de espesor,
aproximadamente 16 cm de altura.

Gel de resolucién. Poliacrilamida al 12 %
Solucién amortiguadora para muestras. Disolver
1.89 g de tris(hidroximetil)aminometano, 5.0 g de
laurilsulfato de sodio y 50 mg de azul de
bromofenol en agua. Afiadir 25.0 mL de glicerol y
diluir hasta 100 mL con agua. Ajustar el pH a 6.8
con &cido clorhidrico y diluir hasta 125 mL con
agua.

Preparacion de la muestra 1. Diluir la preparacion
a examinar en agua hasta obtener una
concentracion de 1.0 mg/mL. A un volumen de esta
solucion afiadir un volumen de la solucion
amortiguadora para muestras.
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Preparacion de la muestra 2. Diluir la preparacion
a examinar en agua hasta obtener una
concentracion de 0.1 mg/mL. A un volumen de esta
solucién afiadir un volumen de la solucion
amortiguadora para muestras.

Preparacion de referencia 1. Disolver el
contenido de un vial de SRef de eritropoyetina para
pruebas fisicoquimicas (0.1 mg) en 0.1 mL de agua
para obtener una concentracién de 1.0 mg/mL. A
un volumen de esta solucion afiadir un volumen de
la solucién amortiguadora para muestras.
Preparacion de referencia 2. Disolver el
contenido de un vial de eritropoyetina SRef en
agua y diluir con el mismo disolvente hasta obtener
una concentracion de 0.1 mg/mL. A un volumen de
esta solucion afiadir un volumen de la solucion
amortiguadora para muestras.

Preparacion de referencia 3. Una solucién de
marcadores de masa molecular en el intervalo de
10 a 70 kDa para calibrar los geles de
poliacrilamida con SDS.

Preparacion de referencia 4. Una solucién de
marcadores de masa molecular en el intervalo de
10 a 70 kDa previamente tefiidos para calibrar los
geles de poliacrilamida con SDS y adecuados para
la electrotransferencia a una membrana apropiada.
Tratamiento de las muestras. Calentar a
ebullicién durante 2 min.

Aplicacion. 20 L, en el siguiente orden:
preparacion de referencia 3, preparacion de
referencia 1, preparacién de la muestra 1, pozo
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vacio, preparacién de referencia 2, preparacion de
la muestra 2 y preparacion de referencia 4. Al final
de la separacion, sacar el gel del aparato y cortar
en dos partes, conteniendo la primera parte la
preparacion de referencia 3, la preparacion de
referencia 1y la preparacion de la muestra 1y la
segunda parte la preparacion de referencia 2, la
preparacion de la muestra 2 y la preparacion de
referencia 4.

Deteccion. Tincion con azul de Coomassie sobre
la primera parte del gel.

Aptitud del sistema. Preparacion de referencia 3:
se satisfacen los criterios de validacion del método.
Resultados. El electroferograma obtenido con la
preparacion de la muestra 1 presenta una unica
banda difusa correspondiente en posicion e
intensidad a la Unica banda observada en el
electroferograma obtenido con la preparacion de
referencia 1.

(b) Electrotransferencia e inmunodeteccion.
Transferir la segunda parte del gel a una
membrana adecuada para la inmovilizacion de
proteinas, utilizando un equipo comercial de
electrotransferencia adecuado y siguiendo las
instrucciones del fabricante. Después de la
electrotransferencia, incubar la membrana en una
solucién amortiguadora isotonica neutra que
contenga un agente bloqueante adecuado (por
ejemplo, 50 g/L de leche descremada en polvo o
suero fetal de bovino al 10 % v/v), durante 1a 2 h,
seguida de incubacion durante 1a 14 henla
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misma solucion de bloqueo con una dilucion
adecuada de anticuerpo policlonal o0 monoclonal
anti-eritropoyetina. Detectar el anticuerpo unido a
la eritropoyetina utilizando un anticuerpo marcado
adecuado (por ejemplo, un segundo anticuerpo
conjugado con fosfatasa alcalina).

Aptitud del sistema. En el electroferograma
obtenido con la preparacion de referencia 4, los
marcadores de la masa molecular aparecen sobre
la membrana en bandas individuales, con una
relacion lineal entre la distancia de migracion y el
log10 de la masa molecular.

Resultados. El electroferograma obtenido con la
preparacion de la muestra 2 presenta una Unica
banda ancha correspondiente en posicion e
intensidad a la unica banda observada en el
electroferograma obtenido con la preparacion de
referencia 2.

D. Mapeo de péptidos. MGA 0536

Preparacion de la muestra. Diluir la preparacion a
examinar en solucion amortiguadora de tris-acetato
pH 8.5 hasta una concentracion de 1.0 mg/mL.
Equilibrar la solucion en solucién amortiguadora de
tris-acetato pH 8.5 utilizando un procedimiento
adecuado (didlisis frente a la solucion
amortiguadora de tris-acetato pH 8.5, o la filtracion
a través de membrana usando el procedimiento
descrito en Ensayo de identidad B, pero
reconstituyendo la muestra desalada con solucion
amortiguadora de tris-acetato pH 8.5). Transferir la
solucion dializada a un tubo de centrifuga de
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polipropileno. Preparar en el momento una
solucidn de tripsina grado secuenciacion a una
concentracion de 1 mg/mL en agua y afiadir 5 pL a
0.25 mL de la solucion dializada. Tapar el tubo y
colocarlo en bafio de agua a 37 °C durante 18 h.
Sacar la muestra del bafio de agua y parar
inmediatamente la reaccién mediante congelacion.

Preparacion de referencia. Disolver el contenido
de un vial de eritropoyetina SRef en agua hasta
obtener una concentracién de 1.0 mg/mL.
Preparar de la misma manera que la muestra,
procurando que todos los procesos se realicen
simultaneamente y en idénticas condiciones.

Fase-estacionaria- Columna. Gel de silice
butilsililada para cromatografia (5-10 um) de

4.6 mm x 25 cm de longitud.

Fase mavil A. Solucion al 0.06 % (v/v) de acido
trifluoroacético.

Fase moévil B. A 100 mL de agua afiadir 0.6 mL de
acido trifluoroacético y diluir hasta 1 000 mL con
acetonitrilo para cromatografia.

Condiciones del equipo. Cromatdgrafo de
liquidos equipado con un detector UV a 214 nm ¥
e e e

Programar el cromatografo de acuerdo al gradiente
indicado en la Tabla 2.

Acondicionamiento. En-las-condiciones-iniciales
durante-abmenes45-min-Equilibrar durante 15
minutos con fase movil A. Realizar un ensayo en
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blanco utilizando el gradiente indicado en la

Tabla 2.

Inyeccién. 50 pL.

Aptitud del sistema. Los El cromatogramas

obtenidos con la preparacion de referencia es la
S de ref :

cualitativamente similares al cromatograma

establecido del mismo estandar.

Tabla 2. Gradiente para mapeo de péptidos.

Tiempo Flujo Fase mévil A Fase mévil B
(min) (mL/min) (% viv) (% viv)
0-10 0.75 100 0

10-125 0.75 100 — 39 0—61

125-135 1.25 39 -17 61 — 83

135145 1.25 17—0 83 — 100

145 -150 1.25 100 0

Resultados. El perfil del cromatograma obtenido
con la preparacion de la muestra corresponde
cualitativamente al del cromatograma obtenido con
la preparacion de referencia.

ENDOTOXINAS BACTERIANAS. MGA 0316.
Menor o igual a 20 Ui-de-endetoxina UE por

100 000 unidades de Eritropoyetina.

PROTEINA TOTAL. MGA 0611. Entre 80 y 120 %
(m/v) del limite especificado por el fabricante.
Solucion de prueba: Diluir la preparacion a
examinar en una solucién de 4 g/L de Bicarbonato
de Amonio.

Medicion por Absorbancia: Registrar el espectro de
absorbancia entre 250 nm y 400 nm. Medir el valor
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en el maximo de absorbancia (276-280)nm,
después de corregir cualquier dispersion de luz,
medida hasta 400 nm. Calcular la concentracion de
eritropoyetina tomando la absorbancia especifica,
7.43.

DIMEROS Y SUSTANCIAS RELACIONADAS DE
ALTO PESO MOLECULAR. MGA 0241,
Cromatografia de exclusion por tamafio molecular
Fase mavil. Disolver 1.15 g de fosfato dibasico de
sodio anhidro, 0.2 g de fosfato monobasico de
potasio y 23.4 g de cloruro de sodio en un litro de
agua (fosfato monobasico de potasio 1.5 mM,
fosfato dibasico de sodio 8.1 mM, cloruro de sodio
0.4 M, pH 7.4); si es necesario ajustar a pH 7.4.
Preparacion de la muestra. Diluir la preparacion a
examinar en la fase mévil hasta obtener una
concentracion de 0.2 mg/mL.

Solucién de resolucion. Diluir a preparacion de
Sref en la fase mévil hasta obtener una
concentracion de 0.2 mg/mL.

Preparacion de referencia. A 0.02 mL de la
preparacion-de-la-muestra Solucion de Resolucion
afiadir 0.98 mL de la fase mdvil.

Condiciones del equipo y Columna.
Cromatografo de liquidos equipado con un detector
UV a 214 nm, columna de 7.5 mm x 60 cm, fase
estacionaria de gel de silice hidréfila para
cromatografia R (5 um), de una calidad adecuada
para el fraccionamiento de proteinas globulares
con un intervalo de masa molecular relativa de
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20 000 a 200 000 Da, velocidad de flujo de

0.5 mL/min. Inyeccién de 100 uL y tiempo de
registro como minimo 1 h.

Retencion relativa del mondmero:dimero de
Eritropoyetina: alrededor de 0.9

Aptitud del sistema. El area del pico principal del
cromatograma obtenido con la preparacion de
referencia es del 1.5 al 2.5 % del &rea del pico
principal del cromatograma obtenido con la
preparacion de la muestra Solucion de Resolucion
proporcionado con Eritropoyetina Humana
Recombinante.

Resolucion. Minimo 1.5 veces entre los picos del
dimero de eritropoyetina y el mondémero de
eritropoyetina en el cromatograma obtenido de la
Solucion de Resolucion.

Limites. El total de las areas de todos los picos
eluidos antes del pico principal no es mayor al gue

Sropaeendoraioenal 12 %

ACIDOS SIALICOS. No es menor que 10 moles de
acidos sidlicos (calculado como &cido N-
acetilneuraminico) por mol de eritropoyetina.
Preparacion de la muestra 1. Diluir la preparacion
a examinar en la fase movil utilizada en la prueba
de Dimeros y sustancias relacionadas de alto peso
molecular hasta obtener una concentracion de

0.3 mg/mL de eritropoyetina.

Preparacion de la muestra 2. A0.5 mL de la
preparacion de la muestra 1 adicionar 0.5 mL de la
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fase movil usada en la prueba de Dimeros y
sustancias relacionadas de alto peso molecular.
Preparacion de referencia 1. Disolver la cantidad
necesaria de acido N-acetilneuraminico en agua
para obtener una concentracion de 0.1 mg/mL.
Preparacion de referencia 2. A 0.8 mL de la
preparacion de referencia 1 afiadir 0.2 mL de agua.
Preparacion de referencia 3. A 0.6 mL de la
preparacién de referencia 1 afiadir 0.4 mL de agua.
Preparacion de referencia 4. A 0.4 mL de la
preparacién de referencia 1 afiadir 0.6 mL de agua.
Preparacion de referencia 5. A 0.2 mL de la
preparacién de referencia 1 afiadir 0.8 mL de agua.
Preparacion de referencia 6. Utilizar agua.
Procedimiento. Realizar el ensayo por triplicado.
Transferir 100 pL de cada una de las
preparaciones de muestra y de

referencia a tubos de ensayo de vidrio de 10 mL.
Afadir a cada tubo 1.0 mL de reactivo de
resorcinol. Tapar los tubos e incubarlos a 100 °C
durante 30 min. Enfriar en hielo. Adicionar a cada
tubo 2.0 mL de una mezcla de butanol:acetato de
butilo (12:48). Mezclar vigorosamente y dejar que
las dos fases se separen. Verificar que la fase
superior es completamente limpida y separarla,
teniendo cuidado de excluir completamente toda la
fase inferior. Medir la absorbancia a 580 nm de
todas las preparaciones. Utilizando la curva de
calibracion obtenida con las preparaciones de
referencia, determinar el contenido de &cidos
sialicos en las preparaciones de muestra 1y 2,
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estimar la media. Calcular el nimero de moles de
acidos sialicos por mol de eritropoyetina,
suponiendo que la masa molecular relativa de

la eritropoyetina es 30 600 y que la masa
molecular relativa del acido N-acetilneuraminico
es 309.

Aptitud del sistema. Los valores obtenidos en
cada repeticion se diferencian en + 10 %, el valor
obtenido con la preparacion de referencia 1 es
entre 1.5y 3.3 veces superior al obtenido con la
preparacion de la muestra 1.

POTENCIA. No menos de 100 000 Ul/mg, usando
cualquiera de los métodos A o B.

Método A. En ratones policitémicos Examinar la
potencia de la preparacion determinando en
condiciones adecuadas, el efecto que tiene en la
estimulacion de incorporacion de %°Fe en los
globulos rojos circulantes de ratones hechos
policitémicos por exposicién a presion atmosférica
reducida

Induccioén de policitemia. El siguiente método se
ha encontrado efectivo usando cdmaras
hipobaricas: Inducir policitemia en cinco o seis
ratones hembra entre 16 y 18 g de la cepa CB6F1
0 una cepa validada de respuesta adecuada de la
hipoxia. Identificarlos empleando un marcador de
orejas, al mismo tiempo pesar y revisar a los
animales de forma individual. Permitir que se
aclimaten a la presion atmosférica ambiental.
Mantener a los ratones en una superficie minima
de 80 cm? en un contenedor reforzado de una
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altura maxima de 12 cm. Sellar los contenedores.
Encender las bombas de vacio con las valvulas de
aire ajustadas para que permitan que la presién
dentro del contenedor descienda lentamente a

0.4 atm en 10 min, mientras se mantiene el flujo
de aire por lo menos a 1.21 m3/h. Dejar los ratones
a 0.4 atm durante 18 h. Quitar el vacio y permitir
que la presion aumente lentamente a condiciones
ambientales, aproximadamente durante 10 min.
Sacar las cajas, pasar los ratones a cajas limpias y
permitir que permanezcan a presion ambiental
durante 6 h. Repetir la exposicion hipobarica
durante 18 h por un total de 14 dias. Después de la
Ultima exposicion hipobarica, permitir que los
ratones permanezcan 72 h a presion ambiental.
Clasificar los ratones en grupos de cinco o seis con
un nivel de hematocrito posthipoxia similar.
Preparacion de la referencia y de las muestras.
Disolver la referencia de eritropoyetina y muestras
en SA de Salina-fosfatos- albumina pH 7.2. Las
concentraciones de las preparaciones de
referencia y en prueba deberan ser definidas por el
fabricante con base en la respuesta de los
animales usados.

Solucion concentrada de cloruro férrico
radiactivo 3°Fe. Usar una soluciéon comercial de
cloruro férrico radiactivo %9Fe (Actividad especifica
aproximada; entre 100 y 1 000 MBg/mg de Fe).
Solucién de cloruro férrico radiactivo >°Fe. Diluir
la solucién concentrada de cloruro férrico radiactivo
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%9Fe en SA de Citratos pH 7.8 para obtener una
solucion con una actividad de 3.7 x 104 Bg/mL.

Tres dias después de regresar los animales a
presion atmosférica, inyectar a cada animal
intraperitonealmente con 0.5 mL de la solucion
correspondiente de referencia 0 muestra.
Administrar una dosis adicional de 0.5 mL del
mismo material, 24 h después. Inyectar a un grupo
control de cinco ratones exhipdxicos, 0.5 mL de
SA de salina-fosfatos-albumina pH 7.2, y repetir la
dosis a las 24 h.

Incorporacion del fierro radiactivo dentro de los
eritrocitos.

Después de 24 h de la segunda inyeccidn de SA
de salina-fosfatos-albimina pH 7.2, referencia y
muestra, inyectar a cada raton por via
intraperitoneal con 0.2 mL de SR de solucion
salina, conteniendo 0.3 % (m/v) de citrato trisodico
y de 0.5 uCi a 1.0 pCi del isétopo %°FeCls. El
orden de las inyecciones debe ser el mismo que el
de las inoculaciones de eritropoyetina, y el
intervalo de tiempo entre las administraciones de la
eritropoyetina y el fierro radiactivo debe ser el
mismo para cada animal. Después de 48 h
adicionales, inyectar un anestésico adecuado a
cada animal, determinar el peso corporal, y extraer
muestras de sangre, enseguida colocar las
muestras en tubos de hematocrito. Determinar el
volumen del paquete de células, con la ayuda de
un instrumento de lectura calibrado. Transferir una
alicuota de 0.2 mL de cada muestra de sangre a
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tubos de vidrio de 12 x 75 mm y la radiactividad se
determina en un contador gamma; de manera
similar se determina la radiactividad contenida en
0.2 mL de solucién inyectable de °FeCl,.
Resultados. Registrar los resultados como el
porcentaje del isétopo %°Fe inyectado, incorporado
en los eritrocitos y usar la siguiente formula:

Rp) M) (7.5)
(RY Vs

% Incorparacién =

Donde:

Rm = Radioactividad en la muestra.

Rt = Radioactividad total del material inyectado.
7.5 = Volumen total de sangre como por ciento del
peso del cuerpo.

M = Peso total de los ratones en gramos.

Vs = Volumen de la muestra de sangre.

Calcular la potencia por medio de los métodos
estadisticos usuales para un analisis de lineas
paralelas. Eliminar del calculo cualquier animal
donde el hematocrito es menor al 54 %, o donde el
peso corporal es mas de 24 g.

Método B. En ratones normocitémicos

El ensayo esta basado en la medicion de la
estimulacion de produccion de reticulocitos en
ratones normocitémicos.

El ensayo se puede llevar a cabo de acuerdo con
el siguiente procedimiento:

Preparacion de la muestra 1. Diluir la sustancia a
ser examinada en SA de fosfatos-albiimina-salina
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pH 7.2 para obtener una concentracion de

80 Ul/mL.

Preparacion de la muestra 2. Mezclar volumenes
iguales de la preparacion de la muestra 1y SA de
fosfatos-albumina-salina pH 7.2.

Preparacion de la muestra 3. Mezclar volumenes
iguales de la preparacion de la muestra 2 y SA de
fosfatos-albumina-salina pH 7.2.

Preparacion de referencia 1. Disolver
Eritropoyetina en SA de fosfatos-albumina-

salina pH 7.2 para obtener una concentracion

de 80 Ul/mL

Preparacion de referencia 2. Mezclar volumenes
iguales de preparacion de referencia 1y SA de
fosfatos-albumina-salina pH 7.2.

Preparacion de referencia 3. Mezclar volumenes
iguales de preparacion de referencia 2 y SA de
fosfatos-albumina-salina pH 7.2.

Las concentraciones exactas de las preparaciones
en prueba y referencia pueden ser modificadas, de
acuerdo al intervalo de respuesta de los animales
usados.

Al inicio del procedimiento distribuir al azar ratones
de ocho semanas de edad en seis jaulas de la
cepa B6D2F1 o de otra cepa de respuesta
adecuada. Se recomienda un minimoden =8
(ocho ratones por tratamiento). Inyectar
subcutaneamente cada animal con 0.5 mL del
tratamiento apropiado (una solucién por jaula)

y colocar el animal en una jaula nueva. Reunir los
ratones de manera que cada jaula contenga un
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ratén de cada uno de los seis tratamientos
diferentes (tres preparaciones de prueba y tres
preparaciones referencia, o sea, seis ratones por
jaula). Cuatro dias después de las inyecciones,
colectar muestras de sangre de los animales y
determinar el numero de reticulocitos. El volumen
de sangre, el procedimiento de dilucién y el
reactivo fluorescente pueden ser modificados para
asegurar el revelado maximo y la estabilidad de la
fluorescencia.

Solucién de colorante. Usar una solucion de
naranja de tiazol a una concentracion del doble
para la determinacion de reticulocitos.
Diluciones. Diluir la sangre completa 500 veces
con la solucién amortiguadora utilizada para
preparar la solucién de colorante. Diluir al doble
esta solucion, en la solucidén concentrada de
colorante. Después de tefiir durante 3 a 10 min,
determinar el nimero de reticulocitos
microfluorométricamente en un citometro de flujo.
Determinar el porcentaje de reticulocitos y usar un
histograma biparamétrico: nimero de células/F1
rojo (620 nm). Calcular la potencia mediante los
métodos estadisticos usuales para un ensayo de
lineas paralelas.

CONSERVACION. Conservar a temperatura no
mayor a -20 °C. Evitar congelaciones y
descongelaciones repetidas.

MEDICAMENTO BIOTECNOLOGICO
(SOLUCION INYECTABLE)
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DESCRIPCION. El liofilizado es un polvo
homogéneo de color blanco. En presentacion
liquida, es una solucién incolora, transparente, libre
de particulas extrafias. El diluyente es agua de
calidad inyectable.

ENSAYOS DE IDENTIDAD

Deberan aplicarse cada una de las siguientes
pruebas, comparando con una preparacion de
referencia.

A. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS.
MGA 0311. Debe mostrar correspondencia a la
preparacion de referencia conforme al método
propuesto y validado por el fabricante.

B. Western Blot. La region identificada en la
prueba corresponde a la preparacion de referencia
conforme al método propuesto y validado por el
fabricante.

C. Prueba de potencia. Cumple los requisitos.
ESTERILIDAD. MGA 0381. Cumple los requisitos.
ENDOTOXINAS BACTERIANAS. MGA 0316. No
es mayor a 5 Yl-de-endotoxina UE por 2 000
unidades de Eritropoyetina.

POTENCIA. Entre 80.0 y 120.0 % de la potencia
indicada en el marbete, con un limite de confianza
de 64.0 a 156.0 %, usando cualquiera de los
métodos A (en ratones policitémicos) o B (en
ratones normocitémicos) descritos en la seccién
del Biofarmaco de esta monografia.

PROTEINA TOTAL. MGA 0611. Entre 80 y 120 %
(m/v) del limite especificado por el fabricante.
INOCUIDAD. MPB 0680. Cumple los requisitos.

CONSULTA A USUARIOS DE LA FEUM 2023-4 Pagina 21 de 22 PRODUCTOS BIOLOGICOS



‘.FEI_Im

SALUD @ COFEPRIS Comisién Permanente de la
OMISIGN FEDERAL PARA LA ‘ FARMACDOPEA
CONTRA RIESGOS SANITARIOS de los Estados Unidos Mexicanos

4

"2023, Anio de Francisco Villa, el revolucionario del pueblo”

Debe decir Justificacion*

pH. Limite especificado por el fabricante.
VARIACION DE VOLUMEN. MGA 0981. Cumple
los requisitos.

CONSERVACION. Entre 2 y 8 °C. No congelar.

*Para una mejor comprension de su solicitud adjunte bibliografia u otros documentos que sustenten sus comentarios.
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