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Resumen

En este trabajo se evaluo el efecto de varios parametros que influyen en la cromatografia liguida de alta resolucion por fase reversa (HPLC-FR) para lograr una correcta
seZaracic')n de las especies moleculares. Se empled el metodo para la determinacion de pureza de la materia prima de rhEGF mediante HPLC-FR y se modificaron los factores
radiente, columna cromatografica, concentracion del apareador/supresor de iones en las fases moviles, asi como el aumento de la temperatura del horno. Antes de probar un
ento en Ja temperatura del horno se evaluo la termoestabilidad de las muestras empleadas sometiendolas a diferentes temperaturas. Para evaluar el efecto provocado por este
¥ estrés se de IO la pureza de las muestras tratadas. Las muestras sometidas a altas temperaturas no se afectaron estructuralmente. EI método cromatografico escogido permitio
picos de rhEGF libre que no se conjugaron durante el proceso productivo. La modificacion de los parametros de corrida evaluados no mostro cambios
fil obtenido, ya que ninguno influyo en la resolucion del pico correspondiente a las especies conjugadas. En base a las caracteristicas estructurales de las
an el antigeno de la vacuna CIMAvax-EGF® han de disefiarse métodos que permitan la separacion de sus especies moleculares.
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Modificacidn de factores criticos

iante HPLEC-FR » Modificacion del gradiente de elucion

Q / » Cambio de columna cromatografica
» Modificacion de la concentracion del
apareador/supresor de 1ones en las -
fases moviles. 1. Evaluacion de la termoestabilidad de las muestras: Las
Lb' muestras fueron incubadas a diferentes temperaturas
N » Incremento de la temperature del horno — (25, 35, 45, 60y 70° C) por 40 minutes.
,‘ 2. Evaluacion del efecto causado por el estres mediante
| / _ GF-HPLC.
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z Conclusiones y recomendaciones
» El método cromatografico elegido permitio la separacion de picos de rhEGF libre que no se conjugaron durante el
proceso productivo.
- » La modificacion de los parametros de ejecucion evaluados no mostro cambios significativos en el perfil obtenido,
S Exi o , _ Ar&fob ya gue ninguno influyo en la resolucion del pico correspondiente a la especie conjugada.
Xistencia de mas especies hi ro((j) 6(118_ q:Je otraé, > La evaluacion de la termoestabilidad de las muestras utilizadas por HPLC-FG mostré que los conjugados no se
que nelc_esnan un mayor porcentaje de disolvente vieron afectados estructuralmente a temperaturas elevadas de hasta 70 °© C durante un tiempo de 40 min.
para elulr.. > Basados en las caracteristicas estructurales de las proteinas que forman el antigeno de la vacuna CIMAvax-

EGF®, los métodos deben disenarse para permitir la separacion de sus especies moleculares.



