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DESCRIPCION

Procedimiento para decidir si una muestra es compatible con una norma de produccién establecida para productos
heterogéneos

[0001] Muchas areas de la produccion industrial, incluyendo la produccion farmacéutica y la produccion de
alimentos, tienen que tratar con productos estructuralmente heterogéneos, que se consideran de todas maneras
como un tipo de material. La propiedad de un material de tener una gama de estructuras (heterogeneidad) es un
problema en la produccién industrial debido a la dificultad de controlar la naturaleza exacta del material.

[0002] En una molécula esta heterogeneidad puede tomar varias formas: puede comprender un intervalo de pesos
moleculares diferentes en el caso de un homopolimero (por ejemplo, celulosa), secuencia variada con la misma
férmula molecular, secuencia y peso molecular variados, asi como, en cierto casos, diferentes grados o tipos de
sustitucion o ramificacion.

[0003] Tipicamente, la dispersién de estructuras solo se puede controlar en general. Esto se realiza habitualmente
mediante el uso de una o varias técnicas fisicas, que deben ser sensibles a una o mas de las propiedades variables.
Estas técnicas miden el peso o tamafio molecular, e indican el promedio de esta propiedad para el material bajo
examen.

[0004] Sin embargo, en muchos procesos industriales, la capacidad de controlar la composicién con mas detalle, por
ejemplo para proporcionar informacién de la secuencia o los medios de establecimiento de criterios de aceptacion
para una determinada medida de control de calidad, seria muy deseable.

[0005] Un ejemplo tipico de producto heterogéneo, en relacion con la industria farmacéutica, es el agente
anticoagulante ampliamente utilizado, heparina, que es un polisacarido lineal que comprende una mezcla de
cadenas de polisacaridos con secuencias variadas y una dispersion de pesos moleculares. Ademas, dado que es un
producto natural extraido de la mucosa de animales (en la actualidad) también se somete a variacién debido al
animal individual, la variacion regional e incluso diferencias estacionales. Ademas, puede tener modificaciones
estructurales adicionales, que se introducen durante los procedimientos de extraccion y procesamiento. La heparina
consiste en una unidad de uronato-glucosamina unida en 1,4: el residuo uronato es principalmente acido a-L-
idurénico (a-L-IdoA), pero también puede ser el epimero C-5 del acido p-D-glucurénico (B-D-GIcA). El acido urdnico
puede estar O-sulfatado en la posicion 2, mientras que el residuo a-D-glucosamina (a-D-Glcn) puede estar O-
sulfatado en las posiciones 6 y 3, siendo esta Ultima mas rara. Ademas, la glucosamina puede tener varias
modificaciones en la posicion 2, siendo N-sulfatada, N-acetilada o una amina libre. El disacarido mas comun es la
estructura tri-sulfatada de acido idurénico 2-O-sulfatado y glucosamina 6-O-sulfatada N-sulfatada.

[0006] Los productores y las autoridades reguladoras comparten un interés en saber mas acerca de la composicion
de dichos materiales por varias razones. La primera es que proporcionaria los medios por los que se podria producir
un producto mejor definido y reproducible en el sentido de ser mas homogéneo. Esto también ayudaria a
proporcionar una referencia a la que se podria comparar en cada ciclo de producciéon. En segundo lugar, se puede
proporcionar al fabricante una informacién méas detallada que puede vincular la estructura y la actividad. Estas son
de considerable importancia en el area de crecimiento de la produccion biotecnoldgica, incluyendo
compuestos/agentes biosimilares, y productos genéricos en la industria farmacéutica.

[0007] La consecucion de estos objetivos es un reto considerable ya que se requiere comparar productos, cada uno
de los cuales consiste en mezclas de materiales y cuyas composiciones no pueden definirse con precision debido a
las dificultades de la separacion, identificacion y/o cuantificacion de los componentes.

[0008] Se han desarrollado varias técnicas analiticas con el fin de analizar moléculas heterogéneas, por ejemplo
técnicas de analisis de RMN.

[0009] Un analisis de un producto heterogéneo se describe por ejemplo en el articulo de Rudd T.R. et al, "High
sensitivity visualisation of contaminants in heparin samples by spectral filtering of 1H NMR spectra”, Analyst, 2011,
136, pag. 1390-1398, en el que los espectros de RMN del producto a ensayar se comparan con una biblioteca de
espectros de productos heterogéneos verificados.

[0010] Una es el anadlisis de componentes principales (PCA), que descompone una matriz de datos numéricos en
una serie de caracteristicas modelo que, cuando se recombinan reproduciran bastante bien el conjunto de datos
original. Esto puede utilizarse para examinar cémo las diferentes muestras heterogéneas estan relacionadas entre
si, pero carece de informacion sobre las caracteristicas externas (no propias) que pueden estar presentes en una
muestra cuando se compara con otra.

[0011] Oftra es la espectroscopia de correlacion bidimensional (2D-COS), que es un medio para dilucidar los cambios
correlacionados y no correlacionadas en sistemas quimicos perturbados, esta perturbacién puede ser mecanica o
quimica. El analisis 2D-COS se puede realizar sobre datos generados por diferentes formas de espectroscopia;
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puede realizarse sobre un solo conjunto de datos, como un sistema quimico perturbado observado por una forma de
espectroscopia (homocorrelaciones), o entre datos espectroscopicos generados por dos formas diferentes de
espectroscopia para el mismo sistema y, a continuacion, correlacionarse juntos (heterocorrelaciones).

[0012] Un desarrollo de 2D-COS es la filtracion espectroscépica de correlacion bidmensional (2D-COSf). En 2D-
COSf el espectro de una muestra heterogénea se analiza frente a una biblioteca de espectros de productos
heterogéneos verificados (Biblioteca 1). La biblioteca 1 se utiliza para "filtrar" el espectro de la muestra a analizar,
eliminar caracteristicas espectrales consistentes con la biblioteca de productos heterogéneos verificados y dejar solo
caracteristicas externas, si estan presentes. Cualquier caracteristica que permanece se considera que no es
consistente con la biblioteca 1 de compuestos heterogéneos verificados. Sin embargo, 2D-cosf no proporciona
informacion sobre si las caracteristicas externas extraidas aparecen a partir de variaciones debido a la
heterogeneidad natural o a partir de sefiales no naturales. De hecho, dado que en un polimero heterogéneo no hay
dos muestras idénticas, es concebible que, si se analiza una muestra de prueba heterogénea fiable utilizando 2D-
COSf frente a una biblioteca que contiene muestras heterogéneas fiables, se pueden encontrar sefiales falsas. De
este modo, debe fijarse un criterio de aprobacién o rechazo que maneje la variacion natural dentro de las muestras
heterogéneas.

[0013] Por lo tanto, existe la necesidad de un procedimiento de andlisis de muestras heterogéneas que sea de
aplicacion general y sea capaz de proporcionar una prueba objetiva para la evaluacion de la conformidad de
muestras heterogéneas para establecer estandares de produccion.

Breve descripcion de la invencion

[0014] La presente invencién proporciona un procedimiento de anadlisis de productos heterogéneos, por ejemplo
heparina, que puede definir si dicho producto heterogéneo es consistente con una biblioteca de muestras
heterogéneas verificadas mediante el analisis de la variacion, ya sea natural o externa, dentro de un conjunto de
muestras heterogéneas. La invencion se expone en las reivindicaciones 1 y 2, respectivamente. Las ofras
reivindicaciones definen realizaciones preferidas.

[0015] En 2D-COSf el espectro de un producto heterogéneo se filtra frente a una biblioteca de espectros de
productos heterogéneos verificados (Biblioteca 1) y cualquier caracteristica que no es consistente con la biblioteca 1
se considera como una caracteristica externa.

[0016] EI procedimiento de la presente invencion es un nuevo desarrollo de 2D-COSf, que utiliza un segundo
conjunto de espectros verificados (biblioteca 2) para determinar la variacion aceptable del producto heterogéneo.
Dicho procedimiento se define como "2D-COS-f comparativa", ya que compara una muestra de prueba filtrada con
una biblioteca de muestras heterogéneas fiables filtradas.

[0017] En una realizacién, el procedimiento comprende obtener espectros complejos unidimensionales de un
producto heterogéneo y aplicar 2D-COS-f comparativa. Los espectros/cromatogramas complejos unidimensionales
son, por ejemplo, espectros 1H-RMN, espectros de masas, espectros de infrarrojos, espectros Raman,
cromatogramas producidas por cromatografia de liquido/gas, espectros de infrarrojo cercano y espectros UV. Si un
producto heterogéneo analizado contra la biblioteca 1 tiene caracteristicas que son mayores que las caracteristicas
encontradas analizando un espectro de la biblioteca 2 contra la biblioteca 1 se considera que las caracteristicas no
son consistentes con las de la biblioteca 1.

[0018] En una segunda realizacion, el procedimiento comprende obtener espectros complejos unidimensionales de
un producto heterogéneo y aplicar 2D-COS-f comparativa con muestreo aleatorio iterativo (2D-COS-firs). Los
espectros/cromatogramas complejos unidimensionales son, por ejemplo, espectros 'H-RMN, espectros de masas,
espectros de infrarrojos, espectros Raman, cromatogramas producidas por cromatografia de liquido/gas, espectros
de infrarrojo cercano y espectros UV. Cada componente se analiza contra los otros aleatoriamente, donde la
proporcion de biblioteca 1 se selecciona aleatoriamente y se utiliza un espectro seleccionado aleatoriamente de la
biblioteca 2 en cada iteracién, mientras que la muestra de prueba permanece constante. Esta realizacion
proporciona una medida de la variacién dentro de los espectros de productos verificados, con la que se puede
comparar la muestra de prueba. La iteracién con el proceso de muestreo aleatorio proporciona una extracciéon mas
precisa y estable de caracteristicas externas/no naturales.

[0019] En otra realizacion de la invencion, la salida de datos de cualquiera de 2D-COS-f comparativa o 2D-COS-firs,
se puede utilizar en pruebas estadisticas adicionales, por ejemplo, analisis de componentes principales, minimos
cuadrados parciales o maquinas de vectores de soporte, para identificar las caracteristicas comunes/conocidas y
externas en la muestra de prueba.

[0020] Opcionalmente, el contenido de la biblioteca 1 y el contenido de la biblioteca 2 se pueden analizar usando el
analisis de componentes principales con el fin de verificar que son consistentes entre si.
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[0021] En la presente memoria, espectro/espectros se definen como cualquier dato/conjunto de datos
unidimensionales complejos.

[0022]. A través de las diferentes realizaciones de la invencion, es posible decidir si una muestra de prueba es
consistente con una biblioteca de normas de produccién de productos heterogéneos, para determinar los criterios de
aceptacion para ser considerada como una produccidon normal para productos heterogéneos y para detectar
especies externas a las normas de produccion de productos heterogéneos.

Descripcion de las figuras

[0023] Figura 1: Espectro de '"H RMN 1H de heparina de mucosa intestinal porcina, dentro de la regién de 1,95 a
6,00 ppm, el pico de agua se ha cortado a ~ 4,90-4,75 ppm.

[0024] Figura 2: Analisis de componentes principales de una biblioteca de espectros de 'H RMN de heparina fiable.
Arriba a la izquierda: grafico de sedimentacion, la medicion de la variacion en el conjunto de datos. Arriba a la
derecha, abajo a la derecha y a la izquierda: representaciones de carga secuencial de los componentes uno, dos y
tres. Las cargas son la proporcion de cada espectro "ideal" contenido dentro de un espectro real de muestra, tal
como se determina por el andlisis de componentes principales.

[0025] Figura 3: Analisis de componentes principales de una biblioteca de espectros de 'H RMN de heparina fiable.
Representaciones de puntuacion para los componentes uno, dos y tres. Las caracteristicas ideales extraidas por
analisis de componentes principales.

[0026] Figura 4: Analisis de componentes principales de una biblioteca de espectros de 'H RMN de heparina fiable.
Analisis de agrupamiento jerarquico de la matriz de distancia de las cargas para los componentes uno, dos y tres.

[0027] Figura 5: Analisis de componentes principales de una biblioteca de espectros de 'H RMN de heparina fiable.
Analisis en red de la matriz de distancia de las cargas para los componentes uno, dos y tres.

[0028] Figura 6. Espectro de 'H RMN de heparina de mucosa intestinal porcina (linea continua) y una heparina
intestinal porcina adulterada con heparina de mucosa intestinal bovina al 10% (p/p) (linea de puntos), dentro de la
region de 1,95 a 6,00 ppm, el pico de agua se ha cortado a ~ 4,90-4,75 ppm. Cabe indicar que los dos espectros son
indistinguibles.

[0029] Figura 7. Analisis de componentes principales de una biblioteca de espectros de 'H RMN de heparina
intestinal porcina fiable que contiene una muestra adulterada con heparina de mucosa intestinal bovina al 10% (p/p).
Arriba a la izquierda: grafico de sedimentacion, la medicion de la variacion en el conjunto de datos. Arriba a la
derecha, abajo a la derecha y a la izquierda: representaciones de carga secuencial de los componentes uno, dos y
tres. Las cargas son la proporcion de cada espectro "ideal" contenido dentro de un espectro de un espectro, tal como
se determina por el analisis de componentes principales. Cabe indicar que la muestra contaminada (circulos) no se
distingue claramente de la heparina intestinal porcina fiable.

[0030] Figura 8. Analisis de componentes principales de espectros de 'H RMN de heparina fiable que contiene una
muestra adulterada con heparina de mucosa intestinal bovina al 10% (p/p). Representaciones de la puntuacion para
los componentes uno, dos y tres. Las caracteristicas ideales extraidas por analisis de componentes principales.

[0031] Figura 9. Analisis 2D-COS-f de una muestra de heparina adulterada con heparina de mucosa intestinal bovina
al 10% (p/p) analizada contra una biblioteca de heparina intestinal porcina fiable. A) matriz de covarianza de la
biblioteca 1, la biblioteca de heparina intestinal porcina fiable. B) matriz de covarianza de la biblioteca 1 mas la
muestra de prueba adulterada. C) diferencia de B y A. La matriz en el panel C contiene las caracteristicas que no
son consistentes con las caracteristicas espectrales contenidas en la biblioteca 1, es decir, las sefiales de heparina
bovina externas.

[0032] Figura 10. La diagonal de la figura 9, panel C. El espectro de potencia contiene caracteristicas de la heparina
bovina externa (linea de puntos de correlaciones positivas [caracteristicas por encima del eje x] y correlaciones
negativas [caracteristicas por debajo del eje x]). La diagonal es la varianza de la matriz de covarianza. La amplitud
esta normalizada al valor maximo de la matriz de covarianza de la biblioteca 1.

[0033] Figura 11. Analisis 2D-COS-f de una muestra de heparina de mucosa intestinal porcina adulterada con
heparina de mucosa intestinal bovina al 10% (p/p) analizada contra una biblioteca de heparina intestinal porcina
fiable (linea de color negro, correlaciones positivas [caracteristicas por encima del eje x] y correlaciones negativas
[caracteristicas por debajo del eje x]). En este caso, asi como la muestra de prueba que se analiza frente a la
biblioteca 1, la definicion de la muestra heterogénea, una heparina fiable no contenida dentro de biblioteca 1 también
se analiza frente a la biblioteca (simbolo +). Este segundo ensayo ilustra la variacion aceptable del producto
heterogéneo en cuestion. Si la amplitud del espectro filtrado de la secuencia de prueba es mayor que ésta, se
considera que contiene caracteristicas externas o no consistentes.
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[0034] Figura 12. Analisis 2D-COS-f de una muestra de heparina de mucosa intestinal porcina adulterada con
heparina de mucosa intestinal bovina al 10% (p/p) analizada contra una biblioteca de heparina intestinal porcina
fiable (simbolo +). En este caso, asi como la muestra de prueba que se analiza frente a la biblioteca 1, la definicion
de la muestra heterogénea, un segundo conjunto de heparina fiable, biblioteca 2, no contenido dentro de la
biblioteca 1, también se analiza frente a la biblioteca 1 (poligono negro). Esta segunda prueba ilustra la variacion
aceptable del producto heterogéneo en cuestion. Si la amplitud del espectro filtrado de la muestra de prueba es
mayor que ésta, entonces se considera que contiene caracteristicas externas o no consistentes. El poligono negro
es el criterio de aprobacion/rechazo para que la muestra que es una muestra heterogénea verificada. En este caso
la linea de puntos negra es el modulo del intervalo de confianza del 95% (|x £ SEx X 1,96|) para 1500 iteraciones de
un muestreo aleatorio.

[0035] Figura 13. El efecto del tamafio de la biblioteca 1 en 2D-COS-firs. El tamafio de la biblioteca 1, que define el
polimero heterogéneo, variaba de 10 a 57 espectros, con un tamafo de etapa de 1. En cada etapa se filtr6 una
muestra de prueba (heparina contaminada con heparina de mucosa bovina o mucosa ovina al 1%) con 100
iteraciones, registrando el espectro promedio y la desviacion estandar en cada punto a lo largo del espectro. A) Se
representa la respuesta absoluta (area bajo el modulo del espectro de potencia) en cada etapa; circulos: espectro
filtrado aleatoriamente de la biblioteca 2 (criterios de aprobacion o rechazo); cuadrado negro: heparina contaminada
con heparina de mucosa ovina al 1%; circulo negro: heparina contaminada con heparina bovina al 1%. B) La
desviacién estandar en un punto elegido aleatoriamente [3,03 ppm]. C) La respuesta absoluta (area bajo el moédulo
del espectro de potencia) representada frente al nimero de iteraciones para 2D-COS-firs de heparina de mucosa
intestinal porcina contaminada con 5% (pequefia contaminacién) [triangulo] y 20% (contaminacion importante) de
heparina de mucosa bovina [cuadrado]. D) La desviacion estandar en un punto elegido aleatoriamente [3,03 ppm]
para los espectros filtrados de heparina adulterado con de un 30% a un 1% de heparina bovina.

[0036] Figura 14. Analisis de componentes principales de una muestra de heparina de mucosa intestinal porcina que
ha sido contaminada con heparina de la mucosa bovina al 1% (p/p) y con diez muestras de heparina de mucosa
intestinal porcina. En este caso, todos los espectros de las muestras han sido filtrados por la biblioteca 1, la
definicion de heparina de mucosa intestinal porcina, esto elimina todas las sefiales de los espectros que son
consistentes con las caracteristicas contenidas en la biblioteca 1. En la figura 7 es dificil diferenciar una muestra de
heparina contaminada con heparina de mucosa intestinal bovina al 10% (p/p), donde, como después de la filtracion
utilizando 2D-COS-firs, es posible diferenciar una muestra contaminada con un material de cantidad mucho menor.

[0037] Figura 15. 2D-COS-firs de una HBPM genérica, conteniendo ahora la biblioteca 1 HBPM Lovenox. Aqui se
utiliza 2D-COS-firs para ilustrar las caracteristicas en la HBPM genérica que no son comunes con las muestras de
lovenox contenidas con la biblioteca 1. En el panel superior el resultado filtrado, en el panel inferior el espectro de la
muestra de prueba y un espectro de ejemplo de lovenox.

Descripcion detallada de la invencion

[0038] La presente invencion proporciona un procedimiento de analisis de productos heterogéneos capaz de definir
si un producto heterogéneo, por ejemplo, un producto natural o biofabricado, es consistente con una biblioteca de
muestras heterogéneas verificadas mediante el analisis de la variacidn, ya sea natural o externa, en un conjunto de
muestras heterogéneas.

[0039] Preferiblemente, el producto heterogéneo es heparina, de peso molecular alto, bajo (PM de 3.000 a 7.000 Da,
preferiblemente de 4.000 a 6.000 Da) y ultrabajo (PM de 1200 a 3.000 Da, preferiblemente de 1.600 a 2.400 Da). En
otras realizaciones preferidas, el producto heterogéneo consiste habitualmente en cadenas de polimero que, a pesar
de que contienen niveles consistentes de subunidades (o dentro de un rango), sin embargo se caracterizan por
cadenas en las que la secuencia de estas subunidades es variable.

[0040] En una primera realizacion, se obtiene un espectro complejo unidimensional del producto a ensayar (muestra
de prueba) y se prueba frente a una biblioteca de productos heterogéneos verificados (biblioteca 1) mediante el uso
de 2D-COS-f comparativa tal como se describe a continuacion. Los espectros/cromatogramas complejos
unidimensionales son, por ejemplo, espectros 'H-RMN, espectros de masas, espectros de infrarrojos, espectros
Raman, cromatogramas producidas por cromatografia de liquido/gas, espectros de infrarrojo cercano y espectros
UV. Preferiblemente, el espectro complejo unidimensional es un espectro de 'H-RMN.

[0041] Antes de probar el producto heterogéneo frente a la biblioteca 1 mediante el uso de 2D-COS-f comparativa,
se prueba una segunda biblioteca de productos verificados (biblioteca 2) frente a la biblioteca 1 mediante el uso de
2D-COS-f comparativa con el fin de determinar la variacién aceptable dentro de la biblioteca 1. Tanto la biblioteca 1
como la biblioteca 2 comprenden muestras fiables del producto heterogéneo.

[0042] Una biblioteca 1 adecuada contiene mas de 2 espectros, preferiblemente mas de 50 espectros.

[0043] La biblioteca 1 contiene una serie de espectros mayor que el numero de espectros de la biblioteca 2.
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[0044] EI contenido de la biblioteca 1, que define las caracteristicas del producto heterogéneo, y el contenido de la
biblioteca 2, que mide la variacion aceptable del producto heterogéneo, cumplen con las normas requeridas. La
consistencia de los miembros de la biblioteca 2 con la biblioteca 1 también se puede confirmar mediante una técnica
estadistica de exploracion, tal como el analisis de componentes principales.

[0045] La biblioteca 1, (Xpiviioteca 1)) €Sta centrada en la media restando los espectros promedio de la biblioteca 1 de
cada uno de los espectros en la biblioteca 1 (i) y se obtiene un conjunto de datos x centrados en la media (x = X
(biblioteca 1) ij =X (biblioteca 1) promedio 1)- A continuacion se determina la matriz de covarianza de la biblioteca 1 centrada en la
media (COVy ) (i), donde COV, s es igual a la matriz de producto exterior de x, escalada al nimero de espectros n
en el conjunto de datos (COVy g = 1/(n-1)*xx"); las etapas (i) y (ii) se repiten a continuacion sobre la biblioteca 1 mas
uno de los espectros de la biblioteca 2 y se obtiene la matriz de covarianza COVgrest (ii)); COVy g se resta de
COVLlBTEST (iV) obteniendo la matriz de covarianza de diferencia ACOVLIBTEST-LIB (COVLlBTEST‘ COVUB = ACOVUBTEST.
LB)-

[0046] ACOV grest-Lis €S Una medicion de la variacion aceptable dentro de las muestras heterogéneas.

[0047] El mismo procedimiento (iii-iv) se repite uno por uno para todos los espectros que estan dentro de la
biblioteca 2 (v): los espectros de covarianza de diferencia forman el criterio de aceptacion de si la muestra de prueba
se ajusta a la biblioteca o no.

[0048] Las etapas (i) y (ii) se repiten a continuacion sobre la biblioteca 1 mas el espectro del producto heterogéneo a
ensayar (muestra de prueba), obteniendo la matriz de covarianza COVrest (vi). COVyg se resta a continuacion de
COVresr (vi) formando la matriz de covarianza de diferencia ACOVrest.Ls (COVrest — COVig = ACOV1estLi) que
revela las caracteristicas de la muestra de prueba que no son consistentes con la biblioteca 1.

[0049] Se aplica el siguiente criterio de aprobacion-rechazo en el analisis de la muestra de prueba: si la amplitud de
cualquiera de las caracteristicas dentro de ACOVrest.Lis €s mayor que cualquiera de las caracteristicas dentro de
ACOV resT-LiB, €NtONCES la muestra de prueba no supera la prueba (véase el esquema 1).

Biblioteca 2 Biblioteca 1 Muestra de
prueba
X muestras = X muestras

()

1 n n 1
Variacion natural dentro de los ¢Hay caracteristicas externas
compuestos heterogéneos dentro de la muestra de

prueba?

' '

¢Las caracteristicas extraidas de la muestra de prueba se
encuentran dentro de la variacion natural de los compuestos
heterogéneos?

Esquema 1. Diagrama de fiujo de 2D-COS-f comparativo con un criterio de aprobacién o rechazo

[0050] En una segunda realizacion se aplica una filtracion de espectroscopia de correlacion bidimensional con
muestreo aleatorio iterativo (2D-COS-firs).

[0051] 2D-COS-firs proporciona una medicion mas exacta de la variacion dentro de los espectros verificados
(biblioteca 2 frente a biblioteca 1) y una extraccion mas precisa de caracteristicas externas/no naturales del espectro
de la muestra de prueba mediante el uso de una proporcion seleccionada aleatoriamente de la biblioteca 1 con un
espectro seleccionado aleatoriamente de la biblioteca 2 y la iteracion del procedimiento, mientras la muestra de
prueba permanece constante.
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[0052] En esta segunda realizacion ACOVrest.Lis se determina para una proporcion seleccionada aleatoriamente de
la biblioteca 1 y un espectro seleccionado aleatoriamente de la biblioteca 2 con las etapas (i-iv) descritas para la
primera realizacion; estas etapas se repiten j veces hasta que la respuesta es estable, donde j es mayor que 10,
preferiblemente j es de 10 a 8000, mas preferiblemente de 1000 a 2000. La media se determina para los j espectros
filtrados y se determina una medida de la variacién en cada punto a lo largo de los espectros, por ejemplo, intervalo
de confianza del 95% en cada punto (el valor medio en un punto * el error de la media en ese punto x 1,96). Esto
forma el criterio de aceptacion de si el espectro de la prueba se ajusta a la biblioteca o no (véase el esquema 2).

[0053] La matriz de covarianza COV+est de la misma parte seleccionada aleatoriamente de la biblioteca 1 mas el
espectro de prueba y la ACOV+est.Lig Se determinan como en la primera realizacion (etapas vi y vii); estas etapas se
repiten j veces hasta que la respuesta es estable, donde j es mayor que 10, preferiblemente j es de 10 a 8000, mas
preferiblemente de 1000 a 2000, determinando el espectro promedio de las j repeticiones.

[0054] Si la variacion externa dentro de la muestra de prueba (es decir, la amplitud del espectro determinada
probando el espectro de la muestra de prueba frente a la biblioteca 1) es mayor que la variacion natural de la
biblioteca medida en cada punto de los espectros (es decir, el intervalo de confianza del 95% en cada punto),
entonces la muestra de prueba se considera que no es consistente con la definicién de las muestras heterogéneas,
biblioteca 1.

Biblioteca 2 Biblioteca 1 Muestra de
X ‘muestras > X muest_ras 3 prueba
j iteraciones ) iteraciones
1rs, % I.S. % I.S, 1
Variacion natural dentro de los ¢Hay caracteristicas externas
compuestos heterogéneos dentro de la muestra de
prueba?

! '

¢Las caracteristicas extraidas de la muestra de prueba se
encuentran dentro de la variacion natural de los compuestos
heterogéneos?

I.S. = muestras seleccionadas aleatoriamente

Esquema 2. Diagrama de flujo de 2D-COS-firs ‘con un criterio de aprobacion o rechazo
[}

[0055] Para realizar el analisis de componentes principales los espectros estan centrados en la media; se determina
la matriz de covarianza del conjunto de espectros centrados en la media x (¢ = xx', donde c es igual a la matriz de
productos cruzados de x); se realiza la descomposicion/diagonalizaciéon Eigen de la matriz de covarianza, que forma
un sistema de coordenadas ortonormal nuevo, los resultados de los cuales es ¢ = TATT, donde A es una matriz
diagonal de valores propios, mientras que T son los vectores propios (cargas). A continuacion, el conjunto de datos x
se proyecta sobre el nuevo sistema de coordenadas mediante la siguiente transformacion S=xT, donde T son los
vectores propios y S son las puntuaciones de los componentes.

[0056] En otra realizacion de la invencion, la salida de datos de cualquiera de 2D-COS-f comparativa o 2D-COS-firs
se puede utilizar en pruebas estadisticas adicionales, por ejemplo, analisis de componentes principales, minimos
cuadrados parciales o de maquinas de vectores de soporte, para identificar caracteristicas comunes/conocidas y
externas en la muestra de prueba.

Ejemplos

[0057] Ejemplo comparativo 1: Anadlisis de Componentes Principales (PCA) del espectro de heparina
intestinal porcina. Se obtiene el espectro de RMN 'H de heparina de mucosa intestinal porcina. La heparina de
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mucosa intestinal porcina es un carbohidrato heterogéneo, por lo tanto su espectro RMN 'H contiene muchas
bandas superpuestas (Figura 1). En la Figura 2 se diferencia una biblioteca de 57 heparinas de mucosa intestinal
porcina farmacéuticas fiables. Estos 57 espectros pueden considerarse como una definicion del polimero
heterogéneo heparina. El andlisis de componentes principales descompone los espectros en espectros ideales
(componentes) que se pueden sumar de forma lineal para obtener cualquier espectro dentro del conjunto de datos
de prueba. El grafico de sedimentacion de la Figura 2 indica la importancia de los componentes derivados: en este
caso no hay un componente mayoritario. Los graficos de carga de la Figura 2 ilustran como los espectros de prueba
estan compuestos de diferentes cantidades de los componentes de derivados de PCA. Las caracteristicas
espectrales de cada componente se muestran en las representaciones de puntuacion (Figura 3).

[0058] Ejemplo comparativo 2: Procedimiento para detectar contaminantes de material de rumiante en
heparina porcina. El analisis de componentes principales puede utilizarse para encontrar rarezas dentro de un
conjunto de datos. La Figura 6 contiene los espectros de RMN 'H de heparina de mucosa intestinal porcina
farmacéutica fiable y una muestra de heparina contaminada con heparina de mucosa bovina al 10% (p/p).
Visualmente es dificil diferenciar las dos (Figura 6). La Figura 7 y la Figura 8 contienen los resultados de PCA de los
57 espectros, que se consideran en este caso para constituir la definicion de heparina de mucosa intestinal porcina
farmacéutica, conteniendo la muestra de heparina contaminada que contiene heparina de mucosa intestinal bovina
al 10% (p/p). Como puede observarse a partir de este analisis, la muestra contaminada no se diferencia claramente
de la definicién de heparina de mucosa intestinal porcina farmacéutica.

[0059] Ejemplo comparativo 3: Analisis 2D-COSf de una muestra de heparina adulterada con heparina de
mucosa intestinal bovina al 10% (p/p). En lugar de tratar de descomponer todo el conjunto de datos, la muestra de
prueba y las muestras de heparina de mucosa intestinal porcina farmacéutica fiable, en componentes, los 57
espectros de heparina, que se consideran que son un ejemplo de la definicién de heparina de mucosa intestinal
porcina farmacéutica, se pueden utilizar para "filtrar" la muestra de prueba eliminando caracteristicas espectrales
consistentes con la heparina de mucosa intestinal porcina farmacéutica, dejando sélo las caracteristicas externas,
cuando estan presentes. La Figura 9 ilustra el proceso de 2D-COS-f: la figura 9A contiene la matriz de covarianza
formada a partir de los 57 espectros de RMN H, que comprenden una definicion de ejemplo de heparina de mucosa
intestinal porcina farmacéutica; este es un espectros seudo-TOCSY donde las caracteristicas que cambian juntas
dentro del conjunto de datos estan unidas entre si. El espectro de la muestra de prueba se afiade a los 57 espectros
y se forma de nuevo la matriz de covarianza. Para filtrar las caracteristicas de la heparina de mucosa intestinal
porcina del espectro de prueba, se resta la matriz de covarianza representada en la Figura 9A de la matriz de
covarianza representada en la figura 9B; esto deja la matriz de covarianza de diferencia (figura 9C) que contiene las
caracteristicas externas presentes en la muestra de prueba, es decir, las caracteristicas debidas al contaminante de
heparina bovina en este caso. La diagonal de la matriz de covarianza de diferencia (figura 9C) se muestra en la
Figura 10: el espectro contiene caracteristicas externas atribuidas a la heparina bovina, especificamente la region
anomérica que es debido a la presencia de una mayor cantidad de des-6-O-sulfatacion dentro de la heparina de
mucosa bovina.

[0060] Ejemplo 1: Analisis de una muestra de heparina de mucosa intestinal porcina adulterada con heparina
de mucosa intestinal bovina al 10% (p/p) mediante 2D-COSf comparativa. De acuerdo con la primera realizacion
de la invencion, se prueba (filtra) una muestra de prueba frente a la biblioteca 1 de heparina de mucosa intestinal
porcina fiable, que define la muestra heterogénea. También se prueba (filira) una heparina fiable, contenida en una
segunda biblioteca (biblioteca 2) y no contenida dentro de la biblioteca 1, frente a la biblioteca 1. Esta segunda
prueba ilustra la variacion aceptable del producto heterogéneo en cuestion. El filtrado de la muestra de prueba por la
biblioteca 1 se compara a continuaciéon con la muestra de mucosa intestinal porcina fiable de la biblioteca 2, filtrada
por la biblioteca 1 también. Si la amplitud del espectro filtrado de la muestra de prueba es mayor que la amplitud del
espectro de filtrado de la heparina fiable filtrada de la biblioteca 2, se considera que contiene caracteristicas externas
0 no consistentes con la heparina de mucosa intestinal porcina. En este ejemplo, la heparina de mucosa intestinal
porcina contaminada con heparina de mucosa bovina al 10% (p/p) no paso la prueba.

[0061] Ejemplo 2: Analisis de una muestra de heparina de mucosa intestinal porcina adulterada con heparina
de mucosa intestinal bovina al 10% (p/p) mediante muestreo aleatorio iterativo (2D-COS-firs). De acuerdo con
la segunda realizacion de la invencion, se utiliza muestreo aleatorio para proporcionar un criterio de aprobacion o
rechazo mas estricto. Este analisis requiere tres conjuntos de datos: una biblioteca de heparina de mucosa intestinal
porcina fiable que se considera que es la definicion de heparina de mucosa intestinal porcina (biblioteca 1, que
contiene 57 espectros en este ejemplo), una biblioteca adicional de heparina de mucosa intestinal porcina fiable que
es una biblioteca de prueba que determinara la variaciéon natural dentro de la heparina de mucosa intestinal porcina
(biblioteca 2, que contiene 12 espectros en este ejemplo) y, finalmente, la muestra de prueba. El criterio de
aprobacion o rechazo se halla mediante la filtracion de una muestra seleccionada aleatoriamente de la biblioteca 2
mediante una seleccion aleatoria de la biblioteca 1 (el nUmero de muestras contenidas dentro de la biblioteca 1 - 1),
esto se repite 1500 veces y los espectros resultantes pueden promediarse para formar un espectro que abarcaba la
variacion natural promedio con heparina. Se determind el intervalo de confianza del 95% (x + SEx X 1,96) y se utilizé
como el criterio de aprobacién o rechazo (Figura 12). A continuacion, la muestra de prueba real pasé a través de un
proceso similar, filtrandose mediante una seleccion aleatoria de la biblioteca 1 (el nimero de muestras contenidas
dentro de la biblioteca 1-1), se itera esto 1500 veces: los resultados se promedian y se comparan con la medicién de
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la variacion natural, el criterio de aprobacion o rechazo. Si cualquiera de las sefiales se encuentra fuera de la
medicién de la variacion natural, criterio de aprobacién o rechazo, entonces se considera que es externo a la
heparina de la mucosa intestinal porcina y que la muestra contiene material de heparina de mucosa intestinal no
porcina. En el ejemplo que se muestra aqui la heparina de mucosa intestinal porcina contaminada con heparina de
mucosa bovina al 10% (p/p) no pasa la prueba.

[0062] Ejemplo 3: El efecto del tamafo de la biblioteca 1 sobre el andlisis de heparina contaminada con
heparina de mucosa bovina o de mucosa ovina al 1% mediante 2D-COS-firs. El efecto de variar el tamafio de la
biblioteca 1 y el numero de iteraciones utilizadas para 2D-COS-firs se ilustra en la Figura 13. Cuando la muestra se
itera 1500 veces, la desviacion estandar en cualquier punto del espectro se vuelve estable y no se produce mejora si
el numero de iteraciones se incrementa mas de 1500 veces (Figuras 13 C y D). Mientras que el uso de una
biblioteca 1 que contiene 57 espectros proporciona un filtrado sensible, espectros adicionales agregados a la
biblioteca 1 mejoraria el resultado (Figura 13 Ay B.); para un resultado estable se requieren al menos 50 espectros.

[0063] Ejemplo 4: Analisis de Componentes Principales de una heparina de mucosa intestinal porcina
contaminada con heparina de mucosa bovina al 1% después de 2D-COS-firs con 10 espectros de heparina
de mucosa intestinal porcina fiable. En este ejemplo se aplica el analisis de componentes principales después de
haber filtrado todos los espectros de muestras por la biblioteca 1, la definicion de heparina de mucosa intestinal
porcina, eliminando todos los signos de los espectros que son consistentes con las caracteristicas contenidas en la
biblioteca 1. Como puede observarse en la figura 14 la eliminacion de todas las caracteristicas que son consistentes
con la biblioteca 1 mejora de manera importante la separacion de los espectros con analisis de componentes
principales. Mientras que en el ejemplo comparativo 2 era dificil diferenciar la heparina de mucosa intestinal porcina
contaminada con heparina de mucosa bovina al 10% (p/p), aqui es posible diferenciar una muestra contaminada
con un material de cantidad mucho menor. Por lo tanto, se puede utilizar 2D-COS-firs para mejorar la sensibilidad de
otras técnicas estadisticas.

[0064] Ejemplo 5: Procedimiento para diferenciar las HBPM producidas por diferentes fabricantes. Aqui se
utiliza 2D-COS-firs para filtrar una HBPM genérica frente a la biblioteca 1 que contiene espectros de HBPM Lovenox
(Figura 15). Al filtrar la muestra de prueba de HBPM genérica frente a la biblioteca 1 que contiene Lovenox se
revelan todas las funciones dentro de la HBPM genérica que no son consistentes con Lovenox.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de analisis de un producto heterogéneo que comprende:

a) obtener un espectro complejo unidimensional del producto heterogéneo a ensayar (muestra de prueba),

b) obtener una biblioteca de espectros de productos heterogéneos verificados (biblioteca 1),

c) obtener una segunda biblioteca de espectros de productos heterogéneos verificados (biblioteca 2), en el que la
biblioteca 2 contiene un numero de espectros x y la biblioteca 1 contiene un nimero de espectros n, donde n>x y n
es mas de 2, preferiblemente mas de 50,

d) comparar dicha biblioteca 1 con dicha biblioteca 2 mediante filtracion espectroscopica de correlacion
bidimensional comparativa (2D-COS-f comparativa),

e) comparar el espectro de la muestra de prueba con dicha biblioteca 1 mediante 2D-COS-f comparativa,

f) identificar las caracteristicas de dicho espectro de la muestra de prueba que no son consistentes con la biblioteca
1, en el que las etapas para realizar la 2D-COS-f comparativa comprenden:

i. centrar en la media la biblioteca 1 (Xpibioteca 1)) Mediante la resta de los espectros promedio de la
biblioteca 1 de cada uno de los espectros en la biblioteca 1, obteniendo el conjunto de datos x centrados en la
media;

X =X (biblioteca 1) ij = X (biblioteca 1) promedio I,
. ii. determinar la matriz de covarianza de la biblioteca 1 centrada en la media (COV ), donde COV g = 1/(n-
1)%xx7);

iii. repetir las etapas i-ii con la biblioteca 1 mas uno de los espectros de la biblioteca 2 y se obtiene la matriz
de covarianza (COVygTesT),

iv. restar COV_ g de COV_grestObteniendo la matriz de covarianza de diferencia ACOV_sTesT.LIB,

v. repetir las etapas iii-iv para cada uno de los espectros que se encuentran dentro de la biblioteca 2,

vi. repetir las etapas i-ii con la biblioteca 1 mas el espectro de la muestra de prueba y se obtiene la matriz
de covarianza (COVresr),

vii. restar COV g de COVrest obteniendo la matriz de covarianza de diferencia ACOVrest.Lis, €n el que la
muestra de prueba se considera que no es consistente con la biblioteca 1 de productos heterogéneos verificados
cuando tiene una o mas caracteristicas dentro de ACOVrest.Ls, cuya amplitud es mayor que cualquiera de las
caracteristicas dentro de ACOV|gTesT-LiB-

2. Procedimiento de analisis de un producto heterogéneo que comprende:

a) obtener un espectro complejo unidimensional del producto heterogéneo a ensayar (muestra de prueba),

b) obtener una biblioteca de espectros de productos heterogéneos verificados (biblioteca 1),

c) obtener una segunda biblioteca de espectros de productos heterogéneos verificados (biblioteca 2), en el que la
biblioteca 2 contiene un numero de espectros x y la biblioteca 1 contiene un nimero de espectros n, donde n>x y n
es mas de 2, preferiblemente mas de 50,

d) comparar dicha biblioteca 1 con dicha biblioteca 2 mediante filtracion espectroscopica de correlacion
bidimensional comparativa con muestreo aleatorio iterativo (2D-COS-firs),

e) comparar el espectro de la muestra de prueba con dicha biblioteca 1 mediante 2D-COS-firs comparativa,

f) identificar las caracteristicas de dicho espectro de la muestra de prueba que no son consistentes con la biblioteca
1, en el que las etapas para realizar la 2D-COS-firs comparativa comprenden:

i. centrar en la media una proporcién seleccionada aleatoriamente de la biblioteca 1 mediante la resta de
los espectros promedio de dicha proporcién seleccionada aleatoriamente de la biblioteca 1 de cada uno de los
espectros en la biblioteca 1, obteniendo el conjunto de datos x centrados en la media;

ii. determinar la matriz de covarianza de la proporcidon seleccionada aleatoriamente de la biblioteca 1
centrada en la media (COV,s), donde COVyg = 1/(n-1)*xx";

iii. repetir las etapas i-i con dicha proporcién seleccionada aleatoriamente de la biblioteca 1 mas un
espectro seleccionado aleatoriamente de la biblioteca 2 y se obtiene la matriz de covarianza (COV\gresT),

iv. restar COV\ g de COV_grestObteniendo la matriz de covarianza de diferencia ACOV_sTesT.LIB,

v. repetir las etapas i-iv un numero j de veces, en el que j es de 10 a 10000, preferiblemente j > 1000;

vi. repetir las etapas i-ii con dicha proporcién seleccionada aleatoriamente de la biblioteca 1 mas el espectro
de la muestra de prueba y se obtiene la matriz de covarianza (COVresr),

vii. restar COV\ g de COVtest obteniendo la matriz de covarianza de diferencia ACOV+esT.Lg,

vii. repetir las etapas vi-vii de 2D-COS-firs comparativa un nimero j de veces, en el que j es de 10 a 10000,
preferiblemente j > 1000;

que comprende ademas determinar el espectro promedio de las j repeticiones;

determinar una mediciéon de la variacion de la biblioteca 1 en cada uno de los puntos de los espectros,
preferiblemente el intervalo de confianza del 95% en cada punto;

y en el que la muestra de prueba se considera no consistente con la biblioteca 1 de productos
heterogéneos verificados cuando la amplitud de cualquiera de las caracteristicas dentro de ACOV+est.Lig €S mayor
que la medicion de la variacién de la biblioteca 1 en cada uno de los puntos de los espectros.

3. Procedimiento, segun las reivindicaciones 1-2, que comprende ademas
verificar la consistencia de la biblioteca 1 y la biblioteca 2 mediante analisis de componentes principales.
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4. Procedimiento, segun las reivindicaciones 1-3, en el que el espectro complejo unidimensional del producto
heterogéneo a ensayar se obtiene mediante 'H RMN.

5. Procedimiento, segun las reivindicaciones 1-4, en el que el producto heterogéneo es heparina, de peso molecular
alto, bajo o ultrabajo, o derivados de heparina, en el que el peso molecular bajo estda comprendido de 3.000 a 7.000
Da, preferiblemente de 4.000 a 6.000 Da, y el peso molecular ultrabajo esta comprendido de 1.200 a 3.000 Da,
preferiblemente de 1.600 a 2.400 Da.

6. Procedimiento, segun las reivindicaciones 1-5, en el que la salida de datos de cualquiera de 2D-COS-f
comparativa o 2D-COS-firs comparativa se utiliza adicionalmente en al menos una prueba estadistica.

7. Procedimiento, segun la reivindicacion 6, en el que la prueba estadistica es al menos una seleccionada del grupo
que contiene analisis de componentes principales, minimos cuadrados parciales, maquinas de vectores de soporte.
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Analisis de agrupamiento jerarquico de las

cargas de componentes 1,2y 3
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Anélisi's'en re'd de las cargas de los
componentes 1,2y 3

Figura 5
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Heparina porcina [linea continua]

Heparina poFcina aﬁulterada (fon heparina bovina al 10% [linea discontinua]

Figura 6
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Proporcion de varianza

Componente. 3 (9.49%)
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Analisis de filtracion 2D-COS

Heparina porcina adulterada con heparina bovina al 10% (p/p)
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Analisis de filtracién 2D-COS

Heparina porcina adulterada con heparina bovina al 10% (p/p) (linea continua)

Heparina porcina de referencia (+)
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filtracion 2D-COS con muestreo aleatorio iterativo
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Proporcion de varianza

Componente 3 (15.31%)
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