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La inherente complejidad de los
productos bioldgicos como biomoléculas
de gran tamafio, asi como el enfoque
analitico ortogonal necesario para su
adecuado control durante su periodo

de vida util, implica una regulacién mas
estricta que para las entidades quimicas
tradicionales en lo que al estudio de su
estabilidad se refiere.
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The inherent complexity of biological
products as large biomolecules, as well
as the orthogonal analytical approach
necessary for their adequate control
during their shelf life, implies a stricter
regulation than for traditional chemical
entities regarding the study of their
stability.
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INTRODUCCION

El notable desarrollo y posterior comercializacién de medicamentos de uso
humano de naturaleza biotecnoldgica desde las décadas de los 80/90 has-
ta la actualidad exige un marco regulatorio especifico para este tipo de
productos en lo que a su fabricacion y control se refiere. La diversidad de
productos biotecnolégicos/bioldgicos (a partir de ahora referenciado como
“productos bioldgicos”) disponibles actualmente en el mercado es real-
mente amplia y compleja, incluyendo desde pequefos péptidos como la
insulina, pasando por factores y hormonas de crecimiento, asf como gran-
des polipéptidos (estructural y funcionalmente complejos) como son los
anticuerpos monoclonales y bifuncionales, hasta medicamentos de terapia
avanzada (ATMPs) y vacunas.

En el contexto del presente articulo, y teniendo en cuenta la gran hetero-
geneidad de productos biolégicos existente, centraremos nuestra atencién
en el aspecto regulatorio y cientifico desde el punto de vista de calidad
(CMC) que debe abordarse para presentar un expediente de autorizacién
de comercializacién en lo que al control de la estabilidad de biologicos de
naturaleza peptidica (proteinas) se fiere. Este tipo de bioldgico representa
actualmente el grupo mayoritario a nivel global en el mercado. Si bien
es cierto que algunos de estos biolégicos son susceptibles de ser aislados
directamente a partir de tejidos o cultivos celulares, también pueden ser
producidos mediante tecnologia de DNA recombinante. De hecho, la ma-
yoria de las proteinas terapéuticas aprobadas hoy en dia en Europa son de
este segundo tipo.

La informacion contenida en la guia EMA/CPMP/ACH/138/95, “ICH Q5C
Guideline on quality of biotechnological products: stability testing of bio-
technological/biological products” (a partir de ahora referenciada como
“ICH Q5C") representa el referente en lo que a la configuracion de los
estudios de estabilidad de este tipo de productos se refiere [1]. Ademads,
esta guia nos proporcionara implicitamente una visién global de las princi-

Julio - agosto e n° 72



pales diferencias en lo que a la estabi-
lidad de estos productos biolégicos se
refiere frente a aquella correspondiente
a las entidades quimicas tradicionales,
Cuyos principios estan recogidos en la
guia EMA/CPMP/ICH/2736/99, “ICH
Q1A(R2) Guideline on stability testing
of new drug substances and products”
(a partir de ahora referenciada como
“ICH Q1AR2)") [2].

MIATERIALES Y METODOS

Este articulo técnico trata principal-
mente las consideraciones generales
gue deben contemplarse desde el
punto de vista regulatorio CMC a la
hora de preparar la documentacion
cientifico-técnica relativa a la esta-
bilidad de productos bioldégicos de
naturaleza proteica necesaria para la
solicitud de autorizacion de comer-
cializacion en Europa. Los productos
biolégicos aplicables a los principios
descritos en este articulo comprenden
principalmente citoquinas, eritropoye-
tinas, factores plasmaticos, hormonas
y/o factores de crecimiento, insulinas,
anticuerpos monoclonales y vacunas
fabricadas a partir de péptidos o poli-
péptidos bien caracterizados.

RESULTADOS Y DISCUSION

BREVE CONTEXTO REGULATORIO DE

LOS PRODUCTOS BIOLOGICOS DE
NATURALEZA PEPTIDICA EN EUROPA

En Europa, la regulaciéon de los produc-
tos bioldgicos de naturaleza peptidica
se basa en la Directiva 2001/83/CE
sobre medicamentos de uso huma-
no, asi como en el Reglamento (CE)
726/2004 por el cual se establecen
los procedimientos comunitarios pa-
ra la autorizacion y control de este ti-
po de medicamentos de uso humano
y creaciéon de la Agencia Europea del
Medicamento (EMA) [3, 4]. La Direc-
tiva 2001/83/CE sienta las bases en lo
gue a la autorizacion, fabricaciéon y co-
mercializacion de este tipo de medica-
mentos bioldgicos de uso humano se
refiere [3]. Por otro lado, el Reglamento
(CE) 726/2004 establece los requisitos
especificos para la evaluacion de este
tipo de medicamentos de elevado va-

lor tecnoldgico (particularmente para
aquellos derivados de biotecnologia
o tecnologia de DNA recombinante),
donde se pone de manifiesto la obliga-
toriedad de un proceso de evaluacion
comunitario europeo centralizado para
este tipo de medicamentos [4].

INTRODUCCION DE LOS PRODUCTOS
BIOLOGICOS DE NATURALEZA PEPTIDICA
Desde los afos 80 diversos péptidos,
polipéptidos y glicoproteinas han sido
desarrollados (mediante tecnologia
del DNA recombinante) y autorizados
como medicamentos de uso humano
tanto en Estados Unidos a través de la
Administracion de Alimentos y Medica-
mentos (FDA) como en Europa a través
de la EMA.

El primer medicamento biotecnolé-
gico de uso humano fue aprobado en
octubre de 1982 en Estados Unidos
por la FDA. Se trataba de una peque-
fa proteina recombinante de bajo peso
molecular expresada en células proca-
riotas (E. coli) para el control del nivel
glucémico en sangre de personas con
diabetes. Dicha proteina (insulina re-
combinante) suponia la primera protei-
na recombinante del mercado. A partir
de mediados de la década de los 80 y
principios de los 90 comienza el desa-
rrollo y comercializacion de los primeros
anticuerpos monoclonales. Este tipo de
producto biotecnoldgico implicaba una
complejidad técnica adicional puesto
gue no sélo se trataba de macromo-
léculas de mayor peso molecular, sino
gue también traia consigo implicacio-
nes respecto a sus perfiles de seguridad
y eficacia; la inmunogenicidad proce-
dente de las formas glicosiladas de este
tipo de glicoproteinas. Actualmente el
mercado de los anticuerpos monoclo-
nales representa el mas importante y
extenso dentro del grupo de productos
biolégicos, con especial relevancia en
el tratamiento oncoldgico, asi como
de diversas enfermedades inmunes,
infecciosas, hematopoyéticas y del
sistema nervioso [5]. Este mercado se
encuentra en la actualidad dominando
tanto la generacion de beneficios para
las companifas biofarmacéuticas impli-
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cadas en su comercializacion como el
impacto clinico de dichos productos en
los pacientes [6]. En el marco europeo,
la estabilidad de dichos productos bio-
l6gicos debera ser evaluada conforme
a las recomendaciones descritas en las
guias:

¢ “ICH Q1A(R2)": Necesaria basica-
mente para entender el contexto ge-
neral del tipo de datos y estudios que
deben presentarse durante la solicitud
de autorizaciéon de comercializacion
(aplicable a entidades quimicas tradi-
cionales, asi como a biolégicos) [2].

¢ “ICH Q5C": Teniendo la guia an-
terior en mente en cuanto a la confi-
guracion general se refiere, esta guia
ICH Q5C se trata verdaderamente de
la guia especifica para este tipo de pro-
ductos bioldgicos. Por ello, se tendran
que seguir especialmente las recomen-
daciones y particularidades descritas en
ella [1].

CONSIDERACIONES GENERALES

DE LOS PRODUCTOS BIOLOGICOS

DE NATURALEZA PEPTIDICA DESDE

EL PUNTO DE VISTA CMC

Para poder determinar un porfolio de
métodos analiticos adecuado que per-
mita una evaluacién precisa y exhaus-
tiva de los cambios que este tipo de
productos biolégicos pueden experi-
mentar durante su periodo de vida Util
almacenados en su respectivo material
de acondicionamiento (definicion de
estabilidad), resulta necesario describir
brevemente los diversos atributos criti-
cos de calidad (CQAs) que definiran el
perfil de calidad del producto, asi co-
mo garantizaran que la integridad del
producto no se vera afectada indirec-
tamente desde un punto de vista de
seguridad y eficacia.

En términos generales, antes de se-
leccionar el grupo de métodos analiti-
cos que deberan usarse para evaluar
los cambios en su estabilidad, se debe-
ran tener en consideracion los principa-
les CQAs. Aunque bien puede haber
diferencias dependiendo de la natura-
leza y funcién bioldgica especificas de
cada producto, los principales CQAs
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gue conviene destacar a modo general
para las sustancias activas (DS) de este
tipo de productos son los siguientes:

e Actividad biolégica/potencia: la
actividad biolégica determinara la ca-
pacidad especifica del producto a la
hora de producir un determinado efec-
to biolégico buscado. Por otra parte,
la potencia se define como la medida
cuantitativa de dicha actividad biologi-
ca, normalmente establecida en unida-
des de potencia. La actividad biolégica
se trata en la mayoria de los casos del
CQA mas relevante para un producto
bioldgico.

¢ Pureza e impurezas: se trata de la
pureza del principio activo en si, asi
como la determinacion de las distintas
variantes de este (especies de elevado/
bajo peso molecular, variantes carga-
das, productos de degradaciéon como
variantes oxidadas/desaminadas, etc).
Este CQA debera determinarse por me-
dio de distintos métodos analiticos que
permitan la evaluacion del perfil de im-
purezas tan heterogéneo y complejo de
este tipo de productos. Generalmente,
distintos métodos analiticos suelen
ser empleados para la determinacion
de la pureza e impurezas de cualquier
producto biolégico. Esto recibe comun-
mente el nombre de enfoque analitico
ortogonal y permite obtener un conoci-
miento superior y mas preciso del perfil
de impurezas del producto biolégico.

¢ |dentidad y estructura (propiedades
fisicoquimicas): determinara la compo-
sicion fisicoquimica del producto (com-
posicién de aminoacidos o estructura
primaria, entre otros) para permitir su
correcta identificacion.

e Contenido: evaluara la cantidad
de proteina presente en el producto.
La cantidad de proteina se expresa en
unidades de masa y tipicamente se de-
termina mediante espectrofotometria
ultravioleta. La posible correlacién en-
tre este CQA vy la respectiva actividad
bioldgica del producto debera ser debi-
damente evaluada.

Aparte de estos CQAs anteriormente
sefialados, una descripcion cualitativa
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del estado fisico del producto (sélido,
liquido, etc), caracteristicas de su fisi-
coguimica (pH, osmolaridad, etc), asi
como otros posibles contaminantes
(pureza microbioldgica, por ejemplo)
también deberan ser evaluados duran-
te la estabilidad del producto.

La Tabla 1 resume los CQAs mas re-
levantes que suelen formar parte de las
especificaciones de la estabilidad del
DS para este tipo de productos biolo-
gicos, asi como algunos ejemplos re-
presentativos de los posibles métodos
analiticos comdnmente utilizados para
su evaluacion.

ICH Q5C: FUNDAMENTOS SOBRE LA
ESTABILIDAD DE LOS PRODUCTOS
BIOLOGICOS DE NATURALEZA PEPTIDICA
EN EL CONTEXTO DE UN DOSIER
DE AUTORIZACION EN EUROPA
INTRODUCCION A LA GUIA ICH Q5C Y CONCEPTO DEL
PERFIL INDICATIVO DE ESTABILIDAD
La guia ICH Q5C establece los funda-
mentos basicos para la evaluacion de la
estabilidad de los productos biolégicos
de naturaleza peptidica [1]. Este tipo de
productos suele ser extremadamente
sensible a diversos factores medioam-
bientales como pueden ser la tempera-
tura, luz, humedad, procesos oxidativos
e incluso procesos mecanicos provo-
cados por la propia manipulacion del
producto durante su fabricacién, pos-
terior almacenamiento y/o transporte.
Por este motivo, las condiciones reales
de almacenamiento (también llamadas
“long-term conditions” en inglés) para
estos productos biolégicos suelen ser
mas estrictas que las habituales para
medicamentos quimicos tradicionales.
En la Tabla 1 se han resumido breve-
mente algunos de los CQAs y respecti-
vos métodos analiticos que tipicamente
suelen utilizarse para la evaluacion de
la estabilidad de los DS de este tipo
de productos bioldgicos de naturaleza
proteica. Dicha tabla introduce ade-
mas el concepto de perfil indicativo
de estabilidad, imprescindible en todo
estudio de estabilidad de un biolégico.
Dicho término se trata en esencia de la
seleccion de aquellos CQAs y respecti-
vos métodos analiticos adecuados para

su control, que debera garantizar que
cualquier cambio producido durante
el almacenamiento de dicho producto
biolbégico en su material de acondicio-
namiento sera debidamente detectado.

SELECCION DE LOTES A INTRODUCIR EN ESTABILIDAD Y
FRECUENCIA DE ANALISIS

La documentaciéon necesaria para el
estudio de estabilidad de un producto
biolégico en el contexto de un dosier
de registro en Europa debe contemplar,
entre otros, una serie de consideracio-
nes en lo que a la seleccion de los lotes
de estudio se refiere. Para ello, datos
de estabilidad de al menos 3 lotes dis-
tintos, tanto de DS (en el caso de que
se trate de un paso intermedio previo a
la formulacion final y/o etapa final de
la fabricaciéon del medicamento) como
de producto terminado (DP), deberan
estar disponibles en el momento de
la solicitud de autorizacion a la EMA.
Ademas, en funcién del periodo de
vida util que vaya a solicitarse en el re-
gistro, se debera presentar un minimo
de datos disponibles de estabilidad en
condiciones reales de almacenamiento
tanto para el DS como DP de acuerdo
con la guia ICH Q5C [1]:

e Entre 1y 6 meses (periodo de vi-
da util inferior a los 6 meses): se re-
comienda la consulta previa con la
Agencia. Presentar mayor o menor
numero de datos en el tiempo en este
caso sera dependiente del tipo de pro-
ducto biolégico y sus particularidades
(ver Figura 1).

* > 6 meses (periodo de vida util
igual o superior a los 6 meses): se re-
comienda presentar al menos datos de
estabilidad que cubran los primeros 6
meses. En este escenario, se podrian
presentar 2 casos (ver Figura 1):

- 6— 12 meses de periodo de vida util:
se recomienda evaluar la estabilidad en
condiciones reales de almacenamiento
al menos mensualmente durante los
primeros 3 meses y después en interva-
los de 3 meses consecutivamente.

- > 12 meses de periodo de vida util:
se recomienda evaluar la estabilidad en
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Estabilidad de productos biologicos y su regulacion

RESUMEN DE LOS PRINCIPALES CQAS DE UN PRODUCTO BIOLOGICO (DS) DE NATURALEZA PROTEICA A ANALIZAR DURANTE SU ESTABILIDAD Y EJEM-

PLOS DE METODOS ANALITICOS COMUNMENTE UTILIZADOS PARA SU DETERMINACION

Categoria de CQA

Test generales

Identidad y estructura

Pureza e impurezas

Descripcion de CQA

Estado fisico (apariencia)

Grado de opalescencia (apariencia)
Grado de coloracién (apariencia)
pH

Osmolaridad

Concentracion excipientes

Estructura primaria (secuencia de aminoécidos)

Pureza y sustancias relacionadas/impurezas:
- Pico principal

- Suma de agregados (HMWs)

Pureza y sustancias relacionadas/impurezas:
- Pico principal

- Suma de fragmentos (LMWs)

Especies cargadas:
- Pico principal

Método analitico para su analisis

Inspeccién visual

Inspeccién visual (método de Ph. Eur.)

Inspeccién visual (método de Ph. Eur.)

Potenciometria (método de Ph. Eur.)

Determinacion del punto de congelacién (método de Ph. Eur.)
Cromatografia liquida

Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

(mapa peptidico)

Cromatografia de exclusién molecular

Electroforesis capilar (condiciones reductoras y no reductoras)

Cromatografia de intercambio i6nico

- Suma de especies acidas

- Suma de especies bésicas

Contenido

Unién competitiva mediante ELISA

Actividad biolégica/Potencia

Anélisis de potencia mediante ensayo celular

Pureza microbioldgica
(determinacion de TAMC & TYMC)

Contaminantes

Endotoxinas bacterianas

Determinacion de la concentracion de proteina

Luminiscencia

Método de Ph. Eur.

Método de Ph. Eur.

Espectrofotometria UV,

Inmunoensayo enzimatico de adsorcion (ELISA)

Abreviaturas: CQA: Atributo Critico de Calidad (del inglés, Critical Quality Attribute); Ph. Eur.: Farmacopea Europea (del inglés, European Pharmacopeia); HMWs: Especies de Elevado Peso
Molecular (del inglés, High Molecular Weight Species); LMWs: Especies de Bajo Peso Molecular (del inglés, Low Molecular Weight Species); UV280: Espectrofotometria Ultravioleta a 280
Nanémetros (del inglés, Ultraviolet Spectrophotometry at 280 nm Wavelength); ELISA: Inmunoensayo Enzimético de Adsorcidn (del inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay); TAMC:
Recuento Total de Microorganismos Aerdbicos (del inglés, Total Aerobic Microbial Count); TYMC: Recuento Total de Levaduras y Mohos (del inglés, Total Yeast and Mould Count)

condiciones reales de almacenamiento
al menos en intervalos de 3 meses du-
rante el primer afo, cada 6 meses du-
rante el sequndo afio y anualmente a
partir de entonces.

En cuanto a la naturaleza de los lotes
a elegir para los estudios de estabilidad:

e No es estrictamente necesario que
se trate de los lotes comerciales fabrica-
dos a escala industrial en el momento
de la solicitud de registro. Datos de es-
tabilidad de lotes fabricados a una me-
nor escala (lotes de ingenieria o lotes
técnicos) que mantengan los mismos
pasos/etapas que se usaran en el futuro
para fabricar los lotes comerciales, sue-
len ser también aceptados en el mo-
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mento de la solicitud de registro (previa
demostracion de comparabilidad entre
lotes/procesos). En este escenario, se
debera confirmar el compromiso firme
de introducir en estabilidad (dentro del
contexto del programa de estabilidad
en condiciones reales de almacena-
miento) al menos, los primeros 3 lotes
fabricados a escala industrial.

¢ Aquellos lotes técnicos a menor
escala introducidos en el programa de
estabilidad deberan ser representativos
desde el punto de vista de calidad del
material y/o lote(s) empleado(s) tanto
en los estudios previos de preclinica co-
mo clinica.

e Ademas, dichos lotes técnicos de-
beran ser también representativos del

proceso de fabricacion que se empleara
a escala comercial, siendo sus condicio-
nes de conservacion representativas o
equivalentes a las usadas en los futuros
lotes comerciales en lo que al material
de acondicionamiento se refiere.

PROTOCOLO DE ESTABILIDAD Y CONDICIONES DE
ALMACENAMIENTO

El dosier de solicitud de autorizacion
debera incluir un protocolo detalla-
do del estudio de estabilidad donde
aparezcan las condiciones de almace-
namiento evaluadas (temperatura y
condiciones de humedad si procede,
material de acondicionamiento, etc),
lotes del producto usados, asi como el
periodo de vida util del producto a eva-
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Minimo de datos a presentar y frecuencia de andlisis recomendados para el estudio de estabilidad de un producto
bioldgico en funcién del periodo de vida util a solicitar en el dosier de registro

|Inferior a
| 6 meses
P .
[Por defecto, mis
conservador cuantos
T mds meses de
estabilidad presentados

‘Consultar pre!;'inmeme
dependhcai de

| dependiente del upo de
I producto y mndicl::neﬁ
de almacenamiento

luar durante el estudio. Adicionalmen-
te, el protocolo debera recoger aquella
informacion que demuestre que el pro-
ducto es estable durante el periodo de
vida Util propuesto. Para ello, tanto las
respectivas especificaciones del produc-
to, asf como los intervalos de tiempo en
los que se realizaran los andlisis debe-
ran quedar debidamente reflejados en
el protocolo.

En la Tabla 2 se muestra un ejem-
plo de lo que podria representar un
resumen de las condiciones y puntos
de analisis dentro del contexto de un
protocolo de estabilidad del DS de un
producto biolégico almacenado en ne-
vera (5 £ 3°C). Por tanto, en dicho pro-
tocolo se debera reflejar la estabilidad
del producto tanto a condiciones reales
de almacenamiento (5 + 3°C) como a
condiciones aceleradas (25 + 2°C/60 +
5 % HR — correspondientes a las zonas
climaticas | (templada) y Il (subtropical),
comuUnmente aceptadas en las regio-
nes ICH (Europa, Estados Unidos y Ja-
pon)), segun lo establecido en la guia
ICH Q1A(R2) [2]. En dicho ejemplo,
donde en concreto se reflejara la esta-
bilidad de un DS, se tendran ademas
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propuesto
(condiciones reales de
\ aimmmmr'ﬂ:tqj

Duracidn periodo de vida itil

f

Entre 6
‘ ‘meses y 1 aiio
e
‘ Miis de 1 _
aiio 'Presentar al
T = menos b meses
? de estabilidad
[ Presentar al B .,
{menos 6 meses de
(estabilidad =
' ( Ler trimesire:
datos cada mes
(1er aflo: datos cada 3 meses 2do - 410 5
; . Inmesire: datos
. 2do afio: datos cada 6 cada 3 )
' er aflo en adelante: datos
| cada afio

en cuenta tanto los CQAs como los
respectivos métodos de analisis ante-
riormente sefialados en la Tabla 1 para
una mayor contextualizacion del perfil
indicativo de estabilidad del producto.

Ademas de la estabilidad en condi-
ciones reales de almacenamiento (5 +
3°C en el ejemplo de la Tabla 2), que
sera realmente la informacion que nos
ayude a establecer/solicitar en el do-
sier de registro la vida Util de nuestro
producto, la guia ICH Q5C también
recomienda encarecidamente que los
respectivos datos de estabilidad en
condiciones aceleradas (25 + 2°C/60 +
5 % HR en el ejemplo de la Tabla 2), asi
como estudios adicionales en condicio-
nes de estrés se lleven a cabo dentro
del contexto del protocolo de estabili-
dad del producto biolégico por diver-
sos motivos [1]:

e Condiciones aceleradas: Los re-
sultados obtenidos a partir de estos
estudios suelen proporcionar informa-
cidn muy valiosa para poder “estimar”
el periodo de vida util del producto.
Aunque el periodo de vida Util a solici-
tar en el registro de un biolégico debe-

ra estar basado principalmente en los
datos obtenidos en condiciones reales
de almacenamiento, presentar datos
adicionales en condiciones aceleradas
podria abrir la puerta a una posible
extension en la solicitud del periodo
de vida util obtenido en condiciones
reales de acuerdo con los principios
establecidos en la guia ICH Q1A(R2)
[2]. Ademas, dicha informacion a me-
nudo permite evaluar cdmo posibles
cambios futuros en la formulacion y/o
proceso de fabricacion del producto
podrian impactar en la estabilidad de
este, dando pistas sobre el perfil de
degradacion del producto.

¢ Condiciones de estrés: La informa-
cion obtenida a partir de estudios fue-
ra de lo estrictamente planeado en el
contexto de las condiciones reales de
almacenamiento y condiciones acele-
radas del programa de estabilidad, co-
mo la exposicion durante varias horas
e incluso dias a luz extremadamente
intensa, pH extremos y ambientes al-
tamente oxidativos, entre otros, per-
mite evaluar como posibles escenarios
(a priori “no contemplados”) podrian
afectar a la estabilidad del producto.
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Estabilidad de productos biologicos y su regulacion

TEST E INTERVALOS DE ESTUDIO DEL PROTOCOLO DE ESTABILIDAD PARA UN PRODUCTO BIOLOGICO (DS) EN CONDICIONES REALES DE

ALMACENAMIENTO (5 = 3°C) Y EN CONDICIONES ACELERADAS (25 = 2°C/60 = 5% HR)

Condiciones de almacenamiento del protocolo de estabilidad del producto biolégico (DS)

Condiciones reales Condiciones aceleradas
(5 +3°C) (25 +2°C/60 + 5% HR)
CQA/ método analitico Tiempo de analisis (meses) Tiempo de analisis (meses)

TO T=3 T=6 T=9 T=12 T=18 T=24 T0 T=3 T=6

Estado fisico (apariencia) / Inspeccion visual X X X X X X X X X X
Grado de op'alescenaa (apariencia) / X X X X X X X X X X
Inspeccién visual

Grado de coIpramon (apariencia) / X X X X X X X X X X
Inspeccién visual

pH / Potenciometria X X X X X X X X X X
Osmolarldaq’/ Determinacion del punto X X X X X X X X X X
de congelacién

Concentracién excipiente / X NT! X NT! X NT! X X NT! X

Cromatografia liquida

Estructura primaria (secuencia de aminoacidos) /
Cromatografia liquida acoplada a X NT NT! NT' NT NT' X X NT! X
espectrometria de masas (mapa peptidico)

Pureza del pico principal / Cromatografia de

. X X X X X X X X X X
exclusion molecular
Suma 'd’e agregados (HMWs) / Cromatografia de X X X X X X X X X X
exclusiéon molecular
Purezg fiel pico principal / Electroforesis capilar X X X X X X X X X X
(condiciones reductoras y no reductoras)
Suma de frag'njentos (LMWs) / Electroforesis X X X X X X X X X
capilar (condiciones reductoras y no reductoras)
E,spea.es cargad;?s: .P'IC.O principal / Cromatogra- X X X X X X X X X X
fia de intercambio iénico
Suma de especies ‘aC|das / o X X X X X X X X X X
Cromatografia de intercambio idnico
Suma de especies .ba5|cas/ o X X X X X X X X X X
Cromatografia de intercambio idnico
Determinacién de la concentracion de proteina / X X X X X X X X X X

Espectrofotometria UV,

Actividad bioldgica/Potencia: Union
competitiva mediante ELISA / Inmunoensayo X X X X X X X X X X
enzimatico de adsorcion (ELISA)

Anélisis de potencia mediante ensayo celular /

L . X X X X X X X X X X
Luminiscencia
Pureza microbioldgica (determinacién de TAMC
&TYMO) X X X X X X X X X X
Endotoxinas bacterianas? NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA

Abreviaturas: CQA: Atributo Critico de Calidad (del inglés, Critical Quality Attribute); T: Tiempo de Anélisis; NT: No analizado (del inglés, Not Tested); HMWs: Especies de Elevado Peso
Molecular (del inglés, High Molecular Weight Species); LMWs: Especies de Bajo Peso Molecular (del inglés, Low Molecular Weight Species); UV280: Espectrofotometria Ultravioleta a

280 Nandmetros (del inglés, Ultraviolet Spectrophotometry at 280 nm Wavelength); ELISA: Inmunoensayo Enzimético de Adsorcidn (del inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay);
TAMC: Recuento Total de Microorganismos Aerébicos (del inglés, Total Aerobic Microbial Count); TYMC: Recuento Total de Levaduras y Mohos (del inglés, Total Yeast and Mould Count);
NA: No aplica.

" Punto de andlisis no analizado de acuerdo con el protocolo de estabilidad (no estrictamente requerido su andlisis en todos los puntos de la estabilidad del producto (DS) - debida-
mente demostrado/justificado durante el desarrollo farmacéutico del producto).

2 A pesar de que este tipo de CQA, que claramente no es indicativo de estabilidad, no se suele afadir en esta tabla, aqui se ha dejado indicada esta fila para enfatizar que aquellos CQAs
que no sean susceptibles de cambiar en el tiempo durante la estabilidad del producto estaran exentos de formar parte del perfil indicativo de estabilidad y, por tanto, del protocolo y
programa de estabilidad del producto. Un buen ejemplo de este tipo de CQA seria las endotoxinas bacterianas, puesto que estas impurezas/contaminantes sélo pueden proceder de la
célula hospedadora donde se produzca la proteina recombinante en cuestion de nuestro producto (durante la etapa de cultivo del proceso de fabricacién). Por lo tanto, esta cantidad
de impureza/contaminante se tendré que analizar necesariamente bien durante el proceso de produccién y/o a la liberacién del lote del DS en cuestion, pero no sera necesario evaluar
su contenido durante la estabilidad del producto.
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De este modo, esta informacion adicio-
nal proporcionara pistas sobre el perfil
de degradacién del producto, asi como
permitird la seleccién/determinacion
de posibles nuevos métodos analiticos
susceptibles de ser usados como parte
del perfil indicativo de estabilidad del
producto.

OTROS ESTUDIOS DE ESTABILIDAD PARA TENER EN
CUENTA PARA PRODUCTOS BIOLOGICOS

Debido a la inherente complejidad,
naturaleza termolabil, asi como sus-
ceptibilidad incluso a degradacion
mecanica que pueden experimentar
algunos de estos productos biolégicos,
también resulta relevante tener presen-
te una serie de estudios de estabilidad
adicionales que van a proporcionar
informacién muy valiosa del producto
biolégico con relaciéon a estos aspectos.
Algunos ejemplos de estos estudios
complementarios de estabilidad son los
siguientes:

e Estudios del numero de ciclos de
congelaciéon/descongelacion (del in-
glés, Freeze/Thaw cycles): Puesto que
temperaturas inferiores a condiciones
refrigeradas (por ejemplo, -20 £ 5°C o
-80 = 10°C) suelen ser utilizadas para
la conservacion de DS de este tipo de
productos, es importante evaluar que
durante el proceso de congelacion/des-
congelaciéon necesario para la posterior
fabricacion del DP, el principio activo
(proteina de interés) no experimente
rutas de degradacion que afecten a su
perfil de calidad, seguridad y eficacia.

e Estudios de agitacién/estrés meca-
nico: Debido a la naturaleza susceptible
a la rotura mecanica de estas grandes
biomoléculas, resulta interesante llevar
a cabo estudios que evallUen el impac-
to del estrés mecanico sobre este tipo
de productos (ejemplo, mediante agi-
tacion al vortex o magnética durante
varias horas).

e Estudios de transporte (del inglés,
shipment): En ocasiones, el DS del pro-
ducto biolégico se almacena en bolsas
de plastico o botellas de vidrio que han
de ser transportadas de un centro de
fabricacion a otro donde se realiza el

Abreviaturas

biotecnologia

ATMPs: Medicamentos Biologicos de Terapia Avanzada (del inglés,Advanced Therapy

Medicinal Products)

CMC: Quimica, Fabricacion y Controles (del inglés, Chemistry, Manufacturing and

Controls)

DNA: Acido Desoxirribonucleico (del inglés, Deoxyribonucleic acid)

EMA:Agencia Europea de Medicamentos (del inglés, European Medicine Agency)

CPMP: Comité de Medicamentos de Marca (del inglés, Committee for Proprietary

Medicinal Products) — conocido desde junio de 2004 como CHMP: Comité de

Medicamentos de Uso Humano (del inglés, Committee for Medicinal Products for Human

Use)

ICH: Conferencia Internacional sobre armonizacion de requisitos técnicos para el

registro de productos farmacéuticos para uso humano (del inglés, International Council

for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use)

CE: Comision Europea (del francés, Commission Européenne)

FDA:Administracion de Alimentos y Medicamentos (del inglés, Food and Drug

Administration)

CQAs:Atributos Criticos de Calidad (del inglés, Critical Quality Attributes)

DS: Sustancia Activa (del inglés, Drug Substance)

DP: Producto Terminado (del inglés, Drug Product)

HR: Humedad Relativa (del inglés, Relative Humidity)

proceso final de la fabricacion del DP.
En estos casos, resulta imprescindible
la elaboraciéon de un estudio de esta-
bilidad que valide estas condiciones de
almacenamiento durante, al menos,
el periodo de transporte contemplado
para trasladar el DS de un centro de fa-
bricaciéon hasta el otro.

CONCLUSIONES

A modo general, cabe sefalar que la
complejidad de los productos biolégi-
cos de naturaleza peptidica ha llevado
al desarrollo de un marco regulatorio
europeo bien definido para establecer
los procedimientos comunitarios para
la aprobacioén, autorizacion y control
de este tipo de medicamentos de uso
humano. Ademads, la elevada comple-
jidad y diversidad en cuanto a CQAs
y posibles metodologias analiticas a
la hora de determinar el perfil indica-
tivo de estabilidad, unido al hecho de
la notable sensibilidad de este tipo de
productos frente a diversos factores
ambientales hacen necesaria la regula-
cién de los fundamentos bésicos para

la evaluacion de la estabilidad de este
tipo de producto a través de las guias
ICH Q1A(R2) [2] y, especificamente, la
guia ICH Q5C [1].
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