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ABSTRACT

A biological drug is developed from a biological source, they have an immense
complexity of both structural and functional, and therefore only the living beings are
capable of producing this, this complexity is what makes them hard to identical copies.
A biosimilar is a drug developed for that is similar to the reference drug; it is different
with respect to a generic in the sense that these are identical copies because they
have simpler structures that the biological and can be manufactured in series. To
demonstrate that the biosimilars are similar to the biological reference is necessary to
make a series of studies. First stage, we must study the structural and functional
characterization whereas in a second stage, studies of pharmacokinetics and
pharmacodynamics, animal studies, clinical immunogenicity and clinical studies in
order to evaluate the safety, tolerability and effectiveness. The objective of this work
will be the assessment of the biosimilarity demonstrating the similarity at the level of
purity and quality. The study of physico-chemical, biological activity, impurities and
stability must demonstrate that the existing differences will not have clinical
consequences and this should be carried out simultaneously in both products. The
development of these biosimilar should get a health savings and that many patients
can access them at a lower cost.

RESUMEN

Un farmaco biolégico es aquel desarrollado a partir de una fuente bioldgica,
caracterizandose por su complejidad tanto estructural como funcional, y por ello solo
los seres vivos son los Unicos capaces de producir esta complejidad, de ahi la
dificultad de obtener una copia idéntica. Un biosimilar es un f&rmaco desarrollado para
que sea similar al f&rmaco de referencia. Es diferente con respecto a un genérico en
cuanto que estos son copias idénticas puesto que tienen estructuras mas simples que
los biolégicos y pueden fabricarse en serie siendo idénticos. Para demostrar que los
biosimilares son parecidos a los bioldgicos de referencia se realizan una serie de
estudios. Se comienza estudiando la caracterizaciéon estructural y funcional; en una
segunda etapa, se realizan estudios de farmacocinética y farmacodinamia, estudios en
animales, inmunogenicidad clinica y finalmente estudios clinicos para evaluar la
seguridad, tolerancia y eficacia. El objetivo de este trabajo sera la evaluacion de la
biosimilitud demostrando la similitud a nivel de pureza y calidad. Para ello, el estudio
de las propiedades fisicoquimicas, actividad bioldgica, impurezas y estabilidad
deberan demostrar que las diferencias existentes no tendran consecuencias clinicas.
Todos estos estudios deben realizarse simultaneamente tanto en el biolégico de
referencia como en el biosimilar. El desarrollo de estos biosimilares podria implicar un
ahorro sanitario y facilitar que un mayor numero de pacientes puedan acceder a
tratamientos con un menor coste.



OBJETIVOS
Este trabajo tiene un doble objetivo:
1. Describir las diferencias entre medicamentos bioldgicos y biosimilares

2. Conocer los ensayos necesarios para demostrar la biosimilitud analitica y
funcional de los farmacos biosimilares

MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion del presente trabajo se utiliz6 la base de datos PubMed
(www.ncbi.nlm.nih.gov) realizando la blusqueda con las siguientes palabras clave:
biosimilar; physico-chemical characterization; structural characterization; analytical
similarity; quality attribute; circular-dichroism; chromatography; Proteomics; mas-
spectrometry. Ademas dada la trascendencia de este tipo de farmacos, se consulté la
pagina web de la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos sanitarios (AEMPS)
asi como la pagina web de la Agencia de Drogas y Alimentos de EE.UU. (FDA).




FARMACOS BIOLOGICOS Y BIOSIMILARES

¢ Qué es un farmaco biologico?

Un farmaco biolégico es aquel que ha sido elaborado a partir de una fuente bioldgica:
microorganismos (bacterias, hongos, etc), 6rganos y tejidos de origen vegetal o
animal, y fluidos de origen vegetal o animal.

Algunos de ellos pueden estar ya presentes en el organismo humano y, como
ejemplos se pueden mencionar la insulina, la hormona del crecimiento y las
eritropoyetinas. A diferencia de los farmacos no biolégicos, los biofdrmacos se
caracterizan por su complejidad tanto a nivel estructural como funcional, razén por la
que unicamente los seres vivos tienen capacidad de reproducir esta complejidad.
Tanto esta complejidad como la forma en la que se producen pueden provocar cierto
grado de variabilidad en las moléculas del mismo biofarmaco, en particular, entre los
distintos lotes del farmaco .

¢ Qué es un farmaco biosimilar?

Un farmaco biosimilar es un producto biolégico que se desarrolla para que sea similar
a un medicamento biologico ya existente (el “farmaco de referencia”). Los biosimilares
no son iguales a los genéricos, que tienen estructuras quimicas mas simples y se
consideran idénticos a sus medicamentos de referencia.

El biosimilar y su producto de referencia son esencialmente la misma sustancia
bioldgica, aunque existen ligeras diferencias debido a la complejidad de su naturaleza
y a los métodos de produccion. Al igual que el farmaco de referencia, el biosimilar
posee un grado de variabilidad natural, aunque se debe demostrar que esa posible
variabilidad no afecta a la seguridad ni a la eficacia .

Para la aprobacion de biosimilares, estos deben pasar un exhaustivo ejercicio de
comparabilidad que demuestre que realmente son similares al biolégico de referencia
2



BIOSIMILITUD ANALITICA

Antecedentes y estado actual

No creemos oportuno describir en detalle las diferencias entre los conceptos de
“farmacos bioequivalentes” y “farmacos biosimilares”, pero si resaltar que no estan
resueltos los problemas que plantea una definicion de “biosimilitud”, a partir de la cual
pudiéramos derivar los criterios analiticos para evaluarla. Los puntos que articulan la
discusién actual sobre biosimilares y su autorizacion son los siguientes:

Primero, dos farmacos biosimilares no tienen que ser necesariamente quimicamente
idénticos debido a los sistemas de expresion y de purificaciéon utilizados (fases up-
stream y fase down-stream respectivamente), y las modificaciones quimicas
intencionadas para mejorar la biodistribucion (biobetters). Segundo, los sistemas de
produccion de farmacos biotecnoldégicos son menos estables que los procesos de
sintesis quimica, por lo que hemos de aceptar cierto grado de variabilidad tanto para el
farmaco de referencia como para el farmaco biosimilar. Tercero, las interacciones
entre el farmaco y los excipientes utilizados son complejas, y la incidencia en la
calidad y estabilidad del producto no bien conocidas °.

Desde la autorizacion del primer biosimilar en 2006, la introduccion de los
medicamentos biosimilares ha sido muy variable en los distintos paises de la Union
Europea. En Espafna su utilizacion en estos 10 afos ha sido creciente y los
profesionales sanitarios se han ido familiarizando con su desarrollo y con el
procedimiento regulatorio que se sigue para su evaluacion y autorizacion, aunque la
extrapolacion de los datos clinicos obtenidos a todas las indicaciones que posee el
medicamento de referencia sigue siendo un aspecto controvertido.

Desde que la legislacion sobre medicamentos biosimilares entrase en vigor se han
autorizado mas de 30 medicamentos de este tipo que incluyen diferentes principios
activos tales como somatropina, eritropoyetina, filgrastim, o insulina, entre otros, y
varios anticuerpos monoclonales como infliximab, rituximab y adalimumab (Tabla 1).



Abasaglar Insulina glargina Diabetes mellitus 09/09/2014
Abseamed Epoetin alfa Anemia, cancer, fallo 28/08/2007
renal
Accofil Filgrastim Neutropenia 18/09/2014
Amgevita Adalimumab Artritis, artritis psoriasica, 22/03/2017
colitis reumatoide, Crohn,
psoriasis, espondilitis
anquilosante
Bemfola Follitropin alfa Anovulacién 27/03/2014
Benepali Etanercept Artritis, artritis psoriasica, 14/01/2016
psoriasis reumatoide
Binocrit Epoetin alfa Anemia, fallo renal 28/08/2007
Epoetin Alfa Hexal Epoetin alfa Anemia, cancer, fallo 28/08/2007
renal
Filgrastim hexal Filgrastim Céncer, neutropenia, 06/02/2009
trasplante de células
madres hematopoyéticas
Flixabi Infliximab Artritis, artritis psoriasica, 06/05/2016
colitis reumatoide, Crohn,
psoriasis, espondilitis
anquilosante
Grastofil Filgrastim Neutropenia 18/10/2013
Inflectra Infliximab Artritis, artritis psoriasica, 10/09/2013
colitis reumatoide, Crohn,
psoriasis, espondilitis
anquilosante
Inhixa Enoxiparina sédica Tromboembolismo 15/09/2016
venoso
Lusduna Insulina glardina Diabetes mellitus 04/01/2017
Movymia Teriparatide Osteoporosis 11/01/2017
Nivestim Filgrastim Céncer, trasplante de 08/06/2010

células madres
hematopoyéticas,
neutropenia




Omnitrope

Somatropina

Céncer, trasplante de
células madres
hematopoyéticas,
sindrome Turner

12/04/2006

Ovaleap

Follitropin alfa

Anovulacién

27/09/2013

Ratiograstim

Filgrastim

Céncer, trasplante de
células madres
hematopoyéticas,
neutropenia

15/09/2008

Remsima

Infliximab

Artritis, artritis psoriasica,
colitis reumatoide, Crohn,
psoriasis, espondilitis
anquilosante

10/09/2013

Retacrit

Epoetin zeta

Anemia, transfusion
sanguinea autologa,
cancer, fallo renal

18/12/2007

Silapo

Epoetin zeta

Anemia, transfusion
sanguinea autologa,
cancer, fallo renal

18/12/2007

Solymbic

Adalimumab

Artritis, artritis psoriasica,
colitis reumatoide, Crohn,
psoriasis, espondilitis
anquilosante

22/03/2017

Terrosa

Teriparatide

Osteoporosis

04/01/2017

Tevagrastim

Filgrastim

Cancer, trasplante de
células madres
hematopoyéticas,
neutropenia

15/09/2008

Thorinane

Enoxaparina sodica

Tromboembolismo
venoso

15/09/2016

Truxima

Rituzimab

Artritis reumatoide,
leucemia linfocitica
crénica de cel. B, Linfoma
No Hodking

17/02/2017

Zarzio

Filgrastim

Cancer, trasplante de
células madres
hematopoyéticas,
neutropenia

06/02/2009

Tabla 1: Biosimilares comercializados en EEUU y en Europa hasta marzo de 2017 *.




La mayoria de los farmacos biolégicos son proteinas, lo que significa que estan
formados por cadenas peptidicas con una estructura tridimensional, razoén por la que
son mas complejos que los sintetizados quimicamente (Tabla 2). Al ser tan complejos
es dificil predecir como sera el producto final, ya que cualquier minimo cambio puede
afectar al producto final y a su actividad bioldgica °.

Caracteristica Farmacos Biofarmacos
Tamaiio y estructura <1000Da 4000-140.000Da
Estructura simple y Estructuras tridimensionales
definida
Estabilidad Basada en estudios de Basada en su conformacion
aceleracion espacial
Diferencias Difunden facilmente Difunden peor
farmacocinéticas F=mayor F=menor->inyectarlos

Mecanismos
farmacologicos

Seguridad

Procesos de fabricacion

Sufren metabolizacién

Su mecanismo
farmacoldgico, mediante el
enlace con los objetivos
(enzimas, receptores...)

Mas téxicos. Pueden
enlazar con otros destinos

Sintesis quimica

No sufren metabolizacion

Su mecanismo farmacoldgico,

mitiga las deficiencias del
cuerpo
(ej.: déficit de insulina)

Menos toxicos

Origen biotecnolégico,

obtenidos a partir de cultivos

celulares

Tabla 2: Principales caracteristicas de los farmacos convencionales y biofarmacos segun

Chow y col. .2013.



Para establecer la biosimilitud entre el biosimilar y el producto de referencia es
necesario realizar una serie de estudios y ensayos. Primero con andlisis fisico-
qguimicos y biol6gicos para demostrar la elevada similitud. En segundo lugar y una vez
demostrado que no existe grandes diferencias significativas en el primer nivel, se
realizan ensayos preclinicos y clinicos conducentes a demostrar la biosimilitud en este
ambito. Si el resultado es favorable, se procede a la autorizaciéon por la autoridad
competente, teniendo en cuenta los riesgos post-comercializacion con la
farmacovigilancia del producto, como se muestra en la figura 1 °.

Figura 1: Etapas implicadas en el proceso de anélisis y estudio de los biosimilares

¢ Como demostrar la biosimilitud?

A diferencia de los productos genéricos, el desarrollo de productos biosimilares es
mucho mas complicado debido a las diferencias fundamentales a nivel de la estructura
y funcién y a los procesos de fabricacion. Asi que los criterios y métodos estdndar
para el disefio y el andlisis de evaluacion de la bioequivalencia de genéricos no
pueden ser directamente aplicables a la evaluacién de similitud de productos
biosimilares ’.

Es aconsejable comenzar con la evaluacién de similitudes en atributos de calidad
criticos en varias etapas del proceso de fabricacién. El proceso se inicia con la
caracterizacién estructural y funcional. En una segunda etapa, se realizan estudios de
farmacocinética-farmacodinamia, estudios en animales, inmunogenicidad clinica y
estudios clinicos para evaluar la seguridad, tolerancia y eficacia como vemos en la
figura 2’
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T e Potencia; Pureza; Seguridad

Figura 2. En la parte izquierda de la piramide se resume el acercamiento gradual recomendado por la
FDA. Comenzamos con la evaluacién de similitud en atributos de calidad criticos en las distintas etapas
del proceso de fabricacién del biosimilar comparando con los productos de referencia. En la parte derecha
de la piramide indica el plan que tiene el fabricante sobre el acercamiento sugerido por la FDA ”.

La FDA (Food and Drug Administration) estadounidense ha publicado tres guias
preliminares para demostrar la biosimilitud de los biosimilares. Estas guias incluyen:
(A) consideraciones cientificas en la demostracién de biosimilitud a un producto de
referencia; (B) consideraciones de calidad en la demostracién de biosimilitud a un
producto de referencia y (C) preguntas y respuestas °'°.

Los objetivos de estas guias son:

- Un enfoque gradual para demostrar la biosimilitud, que incluye una
comparacion del producto propuesto y el producto de referencia con respecto a
la estructura, la funcién, la toxicidad animal, la farmacocinética y
farmacodinamia, la inmunogenicidad clinica y la seguridad y eficacia clinica.

- Las pruebas que utilizara la FDA para revisar las solicitudes de un biosimilar
acorde con el enfoque para la evaluacién de las evidencias cientificas.

- Principios cientificos generales en la realizacion de analisis estructural,
ensayos funcionales, ensayos con animales, estudios de farmacocinética y
farmacodinamia, evaluaciones de inmunogenicidad clinica y estudios clinicos
comparativos ®.

En cambio la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) publicé en 2005 la Guia
“Guideline on Similar Biological Medicinal Products (CHMP/437/04), actualizada en
2014 (CHMP/437/04 Rev 1). A diferencia de EE.UU., en Europa no hay criterios
generales, sino que se deben establecer caso por caso.

Sin embargo, es necesario proporcionar los estudios de comparabilidad que
garanticen la calidad, seguridad y eficacia del biosimilar y el producto de referencia
utilizado en dicho estudio debe estar autorizado en Europa.
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Evaluacion de la biosimilitud

Con el fin de demostrar la similitud a nivel de la pureza y calidad, la caracterizacion del
biosimilar y el producto de referencia deben ser llevadas a cabo usando las técnicas
apropiadas para comparar sus propiedades fisicoquimicas, actividad biolégica,
impurezas y estabilidad. Ademés debe demostrarse la coherencia y solidez del
proceso de fabricacidbn mediante los respectivos controles de calidad y validacién del
proceso. Para garantizar la seguridad y eficacia; deben llevarse a cabo los ensayos de
inmunogenicidad, los estudios preclinicos, los ensayos clinicos y la farmacovigilancia
para demostrar que no existen diferencias significativas .

No se espera que los productos sean idénticos. Las diferencias que se encuentren
deben justificarse y demostrar que no tendran consecuencias clinicas, para ello los
estudios clinicos se realizan paralelamente en ambos productos.

Andlisis de las propiedades fisico-quimicas

En la caracterizacion fisico-quimica se estudia el peso molecular, tamafno y forma, la
carga y la hidrofobicidad. Una de las primeras técnicas utilizadas para el andlisis de
proteinas fue la electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), ' ™. Su principal
ventaja es la simplicidad en la interpretacién del peso molecular, pero este ensayo
tiene limitaciones y los resultados pueden ser engafosos. Esta técnica se usa a
menudo combinada con Western (técnica que implica una reaccion de la proteina con
anticuerpos especificos para visualizar el producto.

El isoelectroenfoque (IEF) separa las proteinas segun su punto isoeléctrico y puede
utilizarse junto con el blotting de proteinas para demostrar la heterogeneidad de los
productos '°. Tanto IEF como PAGE son técnicas de aplicacion muy solicitadas y
pueden utilizarse de forma cualitativa o cuantitativa con el analisis densitométrico °.

Una alternativa a PAGE es la electroforesis capilar de zona (EZC) que separa las
proteinas en funcién de su radio hidrodindmico, y carga '°. La posibilidad de
automatizacion facilita el proceso de control y validacion de la misma, hecho que ha
incrementado su interés y difusién entre los laboratorios .

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) se ha convertido en una
potente técnica en el andlisis de proteinas. Es compatible con otras técnicas y puede
automatizarse, permite procesar grandes cantidades de muestra, establecer procesos
de control y validacion.

La HPLC en fase reversa permite separar proteinas en funcién de su mayor o menor
afinidad por la columna (superficie apolar) con respecto al solvente de naturaleza
polar.

La cromatografia de exclusion por tamano (SEC) separa las proteinas en funcion de

su tamano.
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Hoy en dia se considera la mejor técnica para cuantificar la dimerizacion y formacion
de agregados . Sundaram y col; han utilizado esti4 técnica en el proceso de
caracterizacion de un biosimilar de insulina humana. El FDA tiene previsto proponer en
un proxima guia la utilizacién de la SEC en el proceso de caracterizacion de
anticuerpos monoclonales, haciendo hincapié en la necesidad de conocer el perfil de
impurezas presente en la muestra, especialmente las especies de alto y bajo peso
molecular asi como la cuantificacién de las diferentes especies, de forma que dicho
perfil se debe ajustar a los criterios de calidad (todavia no se conocen) establecidos
para cada anticuerpo.

Analisis estructural

En el articulo New Trends in Analysis of Biopharmaceutical Products '° se revisaron
los métodos analiticos utilizados para detectar y cuantificar la presencia de impurezas
y alteraciones estructurales debidas a la degradacién de los farmacos biotecnolégicos.
Esta caracterizacion estructural aborda diferentes aspectos:

- Secuenciacion de aminodcidos en la estructura primaria

- Estructuras de orden superior incluyendo secundario, terciario y cuaternario

- Modificaciones enzimaticas post-translacionales como la glicosilacion y

fosforilacion.
- Otras posibles variaciones como la deaminacién y la oxidacion
- Modificaciones quimicas intencionadas ®.

Para cumplir con estos objetivos se dispone de un amplio abanico de técnicas, cada
una de ellas mide distintas propiedades de la molécula ® y con una especificidad y
sensibilidad adecuadas #'. Debido a la propia complejidad de la estructura de los
farmacos proteicos junto con la diversidad de métodos analiticos, es necesario
combinar la informaciéon suministrada por varias técnicas con el fin de garantizar la
calidad y estabilidad de las proteinas.

La estructura primaria de las proteinas es la secuencia lineal de los aminoacidos,
desde el grupo amino terminal hasta el grupo carboxilo libre.

Aunque existen varios métodos para identificarla, las mas frecuentes son: la
espectrometria de masas sola o combinada con el mapeo peptidico obtenido tras
degradacion enzimatica selectiva y la degradacién de Edman 2% 2324,

La espectroscopia de dicroismo circular (CD) es un método Uutil para evaluar la
estructura secundaria, proporcionando informacién sobre la existencia de estructura
alfa, beta o random-coil ®. La estructura terciaria proporciona informacion
tridimensional sobre la conformacion y plegamiento de la proteina donde los puentes
de di-sulfuro juegan un papel importante 247,

La estructura terciaria puede ser investigada por fluorescencia intrinseca,
especialmente debida al triptéfano, y por RMN de proteinas bidimensional y difraccién
de rayos-x.
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La fluorescencia del triptéfano es la mas utilizada, dada su sensibilidad para detectar
cambios estructurales relacionados con la desnaturalizacién, la agregacién y la
formacién de complejos de proteinas 2% 2% 3%3' | 3 especificidad se puede incrementar

utilizando tintes fluorescentes que se unen a determinados elementos estructurales
32,33

La difraccion de rayos X y la RMN constituyen técnicas alternativas para determinar
las estructuras tridimensionales de las proteinas, pero presentan limitaciones en el
andlisis de rutina **. La RMN permite generar la huella digital espectral de proteinas en
solucién y proporcionar informaciéon de la ubicacion de los elementos en el espacio
tridimensional. Proporciona datos de los residuos que tienen contacto con solventes y
puede ser utilizada para demostrar un grado de comparabilidad estructural '’. Esta
informacién se puede confirmar utilizando la difraccibn de Rayos-X, técnica que
proporciona informacién sobre la distancia que existe entre los atomos lo que permite
conocer su posicion en el espacio.

La interaccion que se produce entre las diferentes especies de una proteina,
especialmente de monomero-monémero son responsables de la existencia de
estructura cuaternaria. En este caso, la técnica de eleccién es la ultracentrifugacion
analitica, método capaz de manejar muestras de proteinas donde hay presentes
grandes particulas de agregados. Consta de una centrifuga de alta velocidad, un rotor
y un sistema éptico para medir el gradiente de concentracion de proteinas. La muestra
se separa por peso molecular y radio hidrodinamico *°. La ultracentrifugacioén es capaz
de proporcionar un mayor grado de confianza en el andlisis de agregacién en
comparacion con métodos alternativos *.

Hoy en dia, la combinaciéon de separacion cromatografica y espectrometria de masas
de ionizacién por electrospray junto con la degradacién enzimatica selectiva es el
método de eleccion para dilucidar cambios a nivel estructural *3%, Ademas la
combinacion de esta técnica con el dicroismo circular y la electroforesis en gel (SDS-
PAGE), permiti6 a Perrin y col. (2010) incrementar la capacidad y sensibilidad para
detectar modificaciones a diferentes niveles estructurales de biosimilares que de otro
modo pasarian desapercibidos.

Actividad bioldgica

La actividad biol6gica de productos proteicos debe ser evaluada mediante ensayos
funcionales en cultivos in-vitro y/o in-vivo. Los ensayos in-vitro pueden incluir pruebas
aglutinantes y de cinética enzimdtica. Los ensayos in-vivo pueden incluir el uso de
modelos de animales de la enfermedad para evaluar los modelos farmacodinamicos o
la eficacia.

La idea general es realizar un ensayo de dilucién que mide el efecto del producto
biol6gico en un organismo, en las células del tejido, enzimas o su unién al receptor,
proceso que se ha de realizar a diferentes dosis. Las técnicas que pueden ser
utilizadas incluyen: método de interpolacion y/o de bracketing, método de multiples
puntos.
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En este punto, las autoridades recomiendan a los fabricantes que deben desarrollar y
validar bioensayos para comprobar la actividad biol6gica. Ademas, dichos ensayos
deben ser faciles de manejar y que permitan comprobar la calidad de forma sencilla 'y
rapida en el laboratorio.

La ELISA en diferentes formatos ha sido establecida e integrada en los protocolos de
pruebas analiticas .

Los ensayos in-vitro son potentes métodos para evaluar la calidad de una proteina
terapéutica. Una proteina para enlazar a un receptor especifico o un ligando debe
adoptar una correcta configuracién tridimensional. La funcionalidad del enlace puede
relacionarse directamente con la actividad biolégica de la proteina. Aunque los
procedimientos analiticos que permiten evaluar las propiedades fisicoquimicas de la
proteina son esenciales para demostrar la comparabilidad estructural, los bioensayos
in-vitro y/o in-vivo son capaces de confirmar la actividad biol6gica.

Ebbers y col demostraron con estudios in vitro, la vinculacion especifica del
bevacizumab con el factor de crecimiento endotelial vascular. Esto fue confirmado con
diversos ensayos de inmunoprecipitacién y ensayos de resonancia de plasmén
superficial. Estos ensayos permiten una evaluacion cuantitativa de la afinidad de los
anticuerpos a su destino *°.

Estabilidad.

Los estudios de estabilidad forman parte de la caracterizacion de los biosimilares. Los
biofdrmacos pueden estar sometidos a procesos de inestabilidad quimica (oxidacion,
protedlisis, etc) y/o fisica (desnaturalizacién, agregacion, etc). Los estudios de
estabilidad deben incluir resultados de ensayos acelerados bajo diversas condiciones
de estrés (temperatura, luz, humedad...) con el fin de identificar las posibles vias de
degradacién de la proteina y determinar su mecanismo.

Aunque los datos de estabilidad a tiempo real forman la base para determinar el plazo
de validez del farmaco, la utilizacion de metodologias como la de Vogel-Tamman-
Fulcher o de Arrhenius pueden ser enganosas y dar lugar a plazos de validez
sobrestimados, pero pueden ser aplicadas para fijar los limites inferior y superior para
la velocidad de agregacién, es decir, conocer los diferentes escenarios con respecto a
la agregacion potencial del farmaco *

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica utilizada para evaluar la
estabilidad térmica de proteinas . El mecanismo de agregacion de las proteinas
puede implicar la existencia de una conformacidén intermedia desnaturalizada
(desplegada) a partir de la cual se lleva a cabo la agregacion.

Esta etapa de desnaturalizacién, clave en la estabilidad de la proteina, puede
estudiarse mediante calorimetria diferencial de barrido *'.

15



Inmunogenicidad

La seguridad y eficacia depende en parte del grado de su pureza, de ahi la necesidad
de conocer la naturaleza y origen de las impurezas. Estas impurezas pueden tener su
origen en la fuente biolégica utilizada (un simple error de codificacién puede dar lugar
a un producto inactivo o productos secundarios no deseados). También se debe tener
en cuenta los productos quimicos utilizados en el propio proceso de fabricacion o
aquellos factores que pueden inducir la formacién de agregados (temperatura,
agitacion, filtracion, etc). Esto ultimo tiene especial relevancia desde el punto de vista
de la inmunogenicidad. En el caso de los biosimilares, el FDA (2012) indica que el
perfil de agregados y el porcentaje de especies de elevado peso molecular deben ser
conocidos.

Si tras un estudio comparativo no se observan diferencias en estos dos aspectos no es
necesario determinar la inmunogenicidad del producto. Sin embargo, no esta claro
cual es el nivel de agregados considerado aceptable ni tampoco se ha fijado la
cantidad, tipo y tamano de estos agregados capaz de inducir una respuesta inmune.

Debido a que los bioldégicos son moléculas activas pueden provocar una respuesta
inmune inesperada, razén por la que se considera la inmunogenicidad como el
problema mas critico de seguridad para la evaluacién de los biosimilares.

La inmunogenicidad de los biosimilares puede tener consecuencias como;
hipersensibilidad, autoinmunidad, pérdida de eficacia.

Las causas posibles de inmunogenicidad incluyen, pero no estan limitados a: (l) las
diferencias entre las secuencias de proteinas terapéuticas y de proteinas enddgenas,
(Il) las secuencias no-humana, (lll) alteraciones estructurales, (IV) condiciones de
almacenamiento; (V) la purificacién durante el proceso de fabricacién, (VI) la
formulacién, (VII) la ruta, dosis y frecuencia de administracién, (VIII) estado del
paciente como antecedentes genéticos 2.

CONCLUSIONES

Un biosimilar se caracteriza por su complejidad que radica en su propia naturaleza y
en su proceso de fabricacién, por lo que hemos de aceptar cierto grado de variabilidad
entre el farmaco de referencia y el biosimilar, pero a su vez las diferencias existentes
no deben tener consecuencias clinicas ni afectar a la seguridad y eficacia de los
mismos.

Para demostrar la biosimilitud analitica se debe analizar las propiedades fisico-
quimicas, analisis estructural, estabilidad, actividad biol6gica e inmunogenicidad del
biosimilar y del producto de referencia. Para este fin, se dispone de un amplio nimero
de técnicas analiticas, destacando el hecho de recurrir a varias de ellas para
caracterizar totalmente ambos productos.

El desarrollo de los biosimilares deberia permitir que muchos pacientes puedan

acceder a tratamientos con un menor coste con las mismas garantias de seguridad y
eficacia y con el consiguiente ahorro sanitario.
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