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El misterio es la cosa mas bonita que podemos experimentar. Es la
fuente de todo artey ciencia verdaderos

(Albert Einstein)
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tamanos

Size Exclusion Chromatography (Cromatografia de
exclusion por tamafios)

Sindrome de mmunodeficiencia adquirida

Sulforoamida-B

Acido tricloroacético

Factor de crecimiento transformante alfa

Factor de necrosis tumoral alfa

Sistema de estadificacion de cancer de mayor prevalencia
Triptofano

Trastuzumab

Tirosina

Cromatografia liquida de ultra altas prestaciones
Ultravioleta visible
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Acrénimos

\Y% Voltio

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor (Factor de crecimiento
epidérmico vascular)
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1. OBJETIVO GENERAL

El uso de proteinas terapéuticas como los anticuerpos
monoclonales, esta actualmente consolidado en el tratamiento de
enfermedades de gran prevalencia (cancer y enfermedades autonmunes),
siendo de wuso hospitalario principalmente. Estos medicamentos
biotecnologicos tienen en comiin su elevado precio que se traduce en el
mayor impacto sobre el gasto farmacéutico hospitalario. Los estudios de
estabillidad de la mndustria farmacéutica van dirigidos a cumplir los
requisitos de comercializacion, mientras que la estabilidad en las
condiciones de la practica clinica esta frecuentemente limtada a 24 h.
Dada la administracion de estos medicamentos por peso del paciente, se
generan importantes sobrantes de los mismos, que adecuadamente
estudiados podrian ser reutilizados con total eficacia y seguridad. La
complejidad a la hora de evaluar la estabilidad de estas proteias es lo

que frena este tipo de estudios.

Los objetivos de esta Tesis Doctoral se enmarcan dentro de los
objetivos de dos proyectos financiados por el Instituto de Salud Carlos III
(Ministerio de Ciencia, Innovacion y Universidades; Fondos de
Investigacion en Salud, FIS PI010-00201 y FIS PI17-00547), mediante
los cuales se estd estudiando la estabilidad en el tiempo de sobrantes de
este tipo de medicamentos biotecnologicos, seleccionandose aquellos

cuyo impacto en la factura econémica del Sistema Sanitario es elevado.

Los anticuerpos monoclonales objetivo de esta Tesis han sido
bevacizumab, cetuximab, mflximab, rituximab y trastuzumab. Todos

ellos han sido evaluados en sus medicamentos mnovadores, es decir, los
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medicamentos biotecnologicos objetivo de esta Tesis han sido Avastn®,
Erbitux®, Remicade®, Mabthera® y Herceptn®, todos ellos

medicamentos nnovadores.

De los diferentes aspectos que los organismos reguladores
mternacionales indican que tienen que ser determmados en los estudios
de estabilidad de los medicamentos biotecnologicos, esta Tesis ha tenido
como objetivo los aspectos fisico-quimicos relacionados con el
particulado de las disoluciones correspondiente a los menores estados de

agregacion, asi como a la evaluacion de la funcionalidad.

Por tanto, el objetivo general de esta tesis ha sido el estudio del
proceso de agregacion de los anticuerpos monoclonales a lo largo del
tiempo -almacenados los medicamentos refrigerados a 4 °C, y abiertos
los correspondiente viales contenedores del mismo- mediante el
desarrollo de estrategias analiticas de cromatografia liquida de alta
resolucion con deteccion por diodos en fila; asi como la evaluacion de la
funcionalidad de los mismos, y su posible relacion con el proceso de
agregacion. Esto ultimo, mediante mmunoensayos tipo ELISA vy

mediante estudios de mnhibicion del crecimiento de lineas celulares.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desarrollar y validar de un método de cromatografia liquida de alta
resolucion de exclusion por tamaiios y deteccion mediante diodos en
fila para el andlisis robusto de monomeros, agregados de bajo orden y

fragmentos de los anticuerpos monoclonales seleccionados.
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Determinar  condiciones ambientales de degradacion de los
medicamentos por agregacion, mediante estudios de degradacion
acelerada. Evaluar de manera detallada los efectos de la luz sobre los
medicamentos y sus diluciones, por ser este un factor ambiental al
que estdn sometidos durante su manipulacion y administracion al

paciente.

Determinar la estabilidad en el tiempo de los cinco medicamentos
biotecnologicos  mnovadores  seleccionados  -almacenados  los
medicamentos refrigerados a 4 °C, y abiertos los correspondiente
viales contenedores del mismo-, desde el punto de vista del proceso

de agregacion.

Evaluar la funcionalidad en el tiempo de cetuximab (Erbitux) y
trastuzumab (Herceptin) —igualmente, almacenados los
medicamentos refrigerados a 4 °C, y abiertos los correspondiente
viales contenedores de los mismos- mediante estrategias ortogonales,
como lo son los mmunoensayos ELISA y las estrategias basadas en
estudios de crecimiento/mhibicion de lineas celulares. Por tanto, ha
sido objetivo la puesta a punta y optimizacion de dos ensayos
especificos de crecimiento/mhibicion de lineas celulares. Uno para

evaluar cetuximab y otro para evaluar trastuzumab.

Aportar datos de estabilidad en cuanto al proceso de agregacion y
funcionalidad bioloégica que contribuyan a la toma de decisiones
sobre la reutilizacion de los sobrantes de estos medicamentos en

condiciones de total seguridad y eficacia para el paciente.
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1. MEDICAMENTOS BIOTECNOLOGICOS

1.1. DEFINICION

La definicion de “medicamentos biotecnologicos” es tan amplia
que se permite el uso indistintamente de los términos de medicamentos
biologicos y medicamentos biotecnologicos. No hay una definicion y
clasificacion de los mismos a nivel mundial, dejando dicha labor a la
autoridad regulatoria sanitaria de cada pais, los cuales se encargaran de
realizar un seguimiento de los mismos tanto para llevar a cabo su registro

correspondiente como su vigilancia en el mercado [1].

En Europa, la Agencia Europea del Medicamento (EMA) [2] es la
agencia sanitaria encargada de dicha labor. La definicion que
proporciona para medicamentos biotecnologicos incluye proteinas de
distinta naturaleza (recombinantes, anticuerpos monoclonales (mAbs) y
fragmentos funcionales de estos ultimos, vectores para el transporte de
material genético, d4cidos nucleicos, oligonucleotidos, vacunas, entre
otros), cuya caracteristica primordial es la de desarrollar un efecto en la
medicma y que para su obtencion se utilizan técnicas del ambito
biotecnologico (r-DNA, expresion génica controlada, métodos basados

en el anticuerpo (Ab), entre otros) [3].

En el caso de Espana, ademds de regirse en base a lo establecido
en la EMA, los medicamentos biotecnologicos quedan definidos en el
Real Decreto 1345 del afio 2007, indicando que es un producto cuyo
principio activo es biologico y cuyos materiales de partida son toda

sustancia de origen biologico tales como los microorganismos, Organos y
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tejidos de origen vegetal o animal, las células o fluidos (incluyendo
sangre y plasma) de origen humano o animal y los disefios celulares
biotecnologicos (sustratos celulares sean o no recombinantes mncludas
las células primarias) [4]. Posteriormente, dicho Real Decreto ha sido
ampliado en la regulacion de Ila farmacovigilancia (Real Decreto
577/2013).

Estos medicamentos, considerados como mnovadores, son
desarrollados para hacer frente a enfermedades con alto indice de
mortandad y cuyo resultado seria mas efectivo que el obtenido mediante
el tratamiento con los medicamentos de sintesis quimica. De esta forma,
constituyen la base para la prevencion o tratamiento de enfermedades,
permitiendo que se abran nuevas vias de exploracion en el tratamiento de
este tipo de enfermedades, cuyos recursos han crecido exponencialmente

en los ultimos afios gracias a las Ultimas mnvestigaciones.

Actualmente sélo el 20% de los farmacos catalogados como
mnovadores son obtenidos por técnicas biotecnologicas, porcentaje que
se ve aumentado hasta el 50% si incluimos aquellos catalogados en fase
de investigacion clinica [3], cifras que se ven corroboradas cuando se
comprueba que afio tras afio la mvestigacion tanto experimental como
clinica con medicamentos biotecnologicos superan a los de sintesis
quimica. Desde el afio 2002, el porcentaje de moléculas, obtenidas por
biotecnologia, autorizadas, supera a las obtenidas por sintesis quimica,
estimindose que en la actualidad, los biofirmacos representan alrededor
del 15 % del arsenal terapéutico disponible. Cerca del 30-40 % de los
proyectos internacionales de investigacion que se estdn desarrollando se

realizan con biomedicamentos, cifra que probablemente se incrementara
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en las proximas décadas [5]. De esta forma, los biofarmacos orientados
hacia lineas de mvestigacion en el area de oncologia, hematologia,
neurologia, enfermedades inflamatorias y metabolicas parecen ser el

futuro de la medicacion denominada a la carta.

1.2. CARACTERISTICAS DE LOS MEDICAMENTOS
BIOTECNOLOGICOS. DIFERENCIAS CON LOS
MEDICAMENTOS DE SINTESIS QUIMICA

Como se ha comentado anteriormente, para la obtencion de los
medicamentos  biotecnologicos se emplean técnicas biotecnologicas -
como por ejemplo las técnicas basadas en el ADN recombinante e
hibridomas-, que incorporan informacion al material genético de
organismos vivos (bacterias, hongos, etc.), con el cual éstos puedan

smtetizar un producto terapéutico concreto, “a la carta”.

Debido a sus diferencias tanto en el origen como a nivel
estructural con los medicamentos de sintesis quimica, presentan
caracteristicas propias a nivel de propiedades farmacologicas, uso
clinico, aspectos regulatorios y seguridad entre otros aspectos, por lo que
muchos conceptos de la farmacologia clasica no pueden ser aplicables
directamente en los medicamentos biotecnologicos. Un ejemplo es en la
posibilidad de sustituir un firmaco por un genérico, situacion diferente
para el cambio de un medicamento biotecnoldgico por un biosimilar,
debido a los peligros que conllevan la sustitucion en el caso de los

biofarmacos [5].
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Las principales diferencias entre los  medicamentos

biotecnologicos y los de sintesis quimica son:

> Los medicamentos biotecnolégicos presentan un proceso de
produccion mucho mas complejo. Son sustancias terapéuticas
generalmente de naturaleza proteica, que interactian con las proteinas
humanas. Dichas sustancias son producidas por organismos vivos O
extractos de los mismos en el caso de bacterias, hongos o células de
origen animal o humano, por lo que el primer paso para su obtencion se
trata de modificar el material genético de una c€lula o microorganismo
mtroduciéndole la secuencia que produzca la proteina de nterés. En
funcion de la procedencia de Ila materia prima, los medicamentos

biotecnologicos tienen dos origenes:

A) Componente activo de origen biologico: extraido de
microorganismos, Organos, tejidos de origen vegetal o anmmal, células o
fluidos de origen humano o animal Tradicionalmente, a estos son a los

que hacen referencia los “medicamentos biologicos”.

B) Componente activo de origen biotecnologico: generalmente
proteinas obtenidas a partir de células modificadas genéticamente para
producirlas. A estos son a los que hacen referencia los “medicamentos

biotecnolo gicos”.

Los medicamentos biotecnologicos parten de un cultivo celular
que se desarrolla en un biorreactor que almacena grandes litros del
mismo para poder producirlo en cantidades industriales, por lo que seran

claves los pasos y etapas para la purificacion del producto final [6, 7].
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Desde un punto de vista quimico, la naturaleza de los principios
activos de los medicamentos biotecnologicos es proteica, glucoproteica,
o cadenas polipeptidicas cuyos procesos de obtencidn requieren etapas
muy complejas, que conllevan definir la secuencia de ADN codificadora
de la proteina de mterés, seleccion de las células en el que se insertard
dicha secuencia génica para su expresion en una proteina recombinante,
y su posterior etapa de purificacion y andlisis. Es importante que los
procesos de transcripcion y traduccion se realicen de forma adecuada
para garantizar tanto la efectividad como la bioseguridad del producto
[8]. Por tanto, el proceso de obtencion es tan complejo que cada etapa es
clave en el resultado final, de manera que cambios por pequefios que
sean generen alteraciones clinicamente significativas en aspectos de

bioseguridad y eficacia.

> El componente activo de los medicamentos biotecnoldgicos es
heterogéneo y presentan una estructura molecular de mayor
complejidad y tamafio que los de sintesis quimica, por lo que su
analisis, caracterizacion y produccion serda mas complicada que la de los
farmacos de sintesis quimica, debido a que no pueden replicarse de forma
exacta y que sus estructuras y propiedades dependeran de los procesos de
produccion elegidos, por lo que existe un grado de variabilidad

controlada y admitida por las autoridades sanitarias entre lotes del mismo

biofarmaco [9].

Muchas de las proteinas que constituyen los biofarmacos se
modifican después de la traduccion, entre los cuales se pueden nombrar
la inclusion de carbohidratos, los plegamientos alfa-helicoidales y las
hojas beta, influyendo en la complejidad y estructura tridimensional. En
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el caso de las glicoproteinas, en funcion del grado de glicosilacion,
permiten aumentar la variedad de farmacos biotecnologicos.[6]. Pero
también, su complejidad estructural permite que distintas funciones sean
llevadas a cabo por una sola molécula y que las funciones de la entidad
proteica queden localizadas en determinadas regiones. Un ejemplo de
esto son los anticuerpos monoclonales, donde el sitio de fijacion del
antigeno es diferente al lugar donde presenta el patron de glicosilacion,
mediante el cual mteracciona con macréfagos y se fija al complemento;
es decir, dos funciones bien diferenciadas llevadas a cabo por una misma
unidad proteica. Pero esto que es debido gracias a la complejidad
estructural de las proteinas hace que el analisis para la identificacion

completa de un biofarmaco sea un proceso complejo y muy extenso [5].

> La inmunogenicidad es un riesgo a tener en cuenta, debido a
su potencial de activar la respuesta inmunitaria conllevando a
distintas reacciones adversas [6, 10]. Se trata de un proceso por el que
el ser humano genera una respuesta frente a una proteina u otra sustancia
que el organismo lo detecta como agente extrafio, como no propio. La
respuesta frente a este agente conlleva la produccion de anticuerpos que
se unen a la entidad extrafa para activarla formando un complejo

antigeno-anticuerpo, causante de los efectos adversos [3].

Este factor representa un aspecto muy importante de
bioseguridad, estableciéndose unos requisitos de evaluacion del potencial
mmunogénico que aparecen redactados en directrices especificas
(Guideline on immunogenicity assessment of biotechnology-derived

therapeutic proteins) [11]. A pesar de ello, la mmunogenicidad sigue
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siendo el principal factor para el fracaso de los medicamentos en fases

pre-clinicas.

Hay varios factores que mfluyen en la inmunogenicidad. Los mas
mmportantes a destacar son: la secuencia de aminoacidos del biofarmaco,
la  naturaleza proteica (las proteinas endogenas generan menor
mmunogenicidad que las proteinas exdgenas), el patrén de glicosilacion,
la pureza del medicamento (por ejemplo, la ausencia de proteinas del ser
vivo productor), los excipientes, su estabilidad (formacion de agregados),
ademas de Ila dosis (dosis elevadas generan mayor riesgo de
mmunogenicidad), la via de admmistracion del biofirmaco (la via
subcutdnea es mds propensa al riesgo mmunogénico que la intravenosa)
[5, 12], y la duracion del tratamiento (tratamientos prolongados pueden

ocasionar inmunogenicidad).

El desarrollo de mmunogenicidad conlleva un amplio conjunto de
consecuencias, desde las mas leves como son un descenso o pérdida de
eficacia a largo plazo fruto de la presencia de anticuerpos neutralizantes,
o de mayor gravedad como son reacciones cruzadas con proteinas
propias del paciente. Ademas, la reaccion mnmunitaria que puede
provocar cada biofirmaco es diferente debido a factores como el mayor

tamafio, complejidad estructural y proceso de produccion de los mismos

[9].

> El nimero de pruebas de control requeridas en un
medicamento biotecnolégico para garantizar su eficacia (250
pruebas) es mayor en comparacion con las pruebas realizadas a los

medicamentos basados en principios activos de sintesis quimica
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(entre 40 y 50 pruebas) [13, 14]. Esto se debe a que los procesos de
fermentacion y purificacion en los que estan implicadas una linea de
células modificadas genéticamente requieren un control estricto para
garantizar la bioseguridad y la eficacia del biofirmaco, por lo que cada
medicamento biologico se puede considerar como tUnico debido a la
naturaleza de cada linea celular empleada y del proceso de fabricacion

seleccionado [9].

> La mayoria de los biofarmacos se administran por inyeccion o
infusion en medio hospitalario y no pueden admmistrarse por via oral

como ocurre con la mayoria de los farmacos de sintesis quimica [13].

> El desarrollo del estudio farmacocinético de los biofarmacos
es complejo [5, 14], debido a la smilitud entre péptidos enddgenos y
proteinas de nutrientes, y los péptidos y proteinas de flujos bioldgicos. A
pesar de ello, el desarrollo y mejora de las técnicas analiticas permiten
que cada vez sea mas factible debido al uso de técnicas mas complejas
como se tratan de inmunoensayos muy especificos y de técnicas

avanzadas de espectrometria de masas [15].

A pesar de ello, no se conoce realmente la cantidad de biofarmaco
que llega al objetivo donde va actuar y sus posibles consecuencias,
ademas de que el mecanismo de accion puede ser totalmente diferente al

de las sustancias endogenas [5].

> En lo relativo al precio, los medicamentos biotecnologicos son

mucho mas caros, debido a la dificultad de su producciéon y la no
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existencia de alternativas mas baratas pasa su produccién en busca de

una reduccion de costes.

> La bioseguridad y efectividad de los biofarmacos dependen de
los protocolos de calidad y su control durante su fabricacion. Las
diferencias que radican en los perfiles de seguridad entre ambos fue
revisada por los mnvestigadores del Utrecht Institute for Pharmaceutical
Science (Holanda) [5, 16], cuyos estudios han demostrado que en un
periodo de 13 afos 174 medicamentos biotecnoldgicos comercializados
presentaron problemas de seguridad (el 50% de los efectos adversos)
asociados con trastornos generales, problemas en el lugar de
administracion, infecciones e infestaciones, mientras que otros problemas
fueron a nivel del sistema mmunoldgico y desarrollo de neoplasias de

diversa indole (benignas, malignas y del tipo no especificas) [5, 17, 18].

1.3. MARCO LEGAL: LA REGULACION DE LOS
MEDICAMENTOS BIOTECNOLOGICOS

Desde 1995, la EMA es la encargada de Ila evaluacion y
autorizacion de los medicamentos biotecnoldgicos, agencia en el que
estdn involucrados todos los paises miembros de la Union Europea.
Dicha evaluacion tiene lugar durante 210 dias, tras los cuales el Comité
de Medicamentos para Uso Humano (CHMP; Committee for Human

Medicinal Products) elabora una opmion cientifica [5, 19].

Todos los pasos a segurr en el proceso centralizado de autorizacién
por parte de la EMA fueron por primera vez descritos en la Regulacion
(EC) No. 726/2004 [20], el cual fuie modificado posteriormente por la
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Directiva (UE) 2017/1572 [21] y que es obligatorio en los siguientes

Casos:

e Productos obtenidos mediante el uso de organismos vivos.

e Medicamentos de terapia avanzada (basados en la manipulacion

de genes, células o tejidos).

e Medicamentos para el tratamiento de enfermedades raras,

denominados como medicamentos huérfanos.

e Productos que contengan alguna sustancia nueva cuyo fin sea el
tratamiento del sindrome de mmunodeficiencia adquirida (SIDA),
cancer, trastornos neurodegenerativos, diabetes u  otras

enfermedades de caracter mmunitario y enfermedades viricas.

2. ANTICUERPOS MONOCLONALES

En la primera mitad del siglo XX, se empez6 a usar la terapia con
suero, conocida tambin con el nombre de terapia Ab, fiente a
enfermedades de tipo mflamatorio créonico e infecciosas. Este fue el
punto de partida para que la terapia con el uso de anticuerpos se
desarrollase rapidamente hasta nuestros dias, donde la produccion de
anticuerpos monoclonales recombinantes y fragmentos de los mismos, y
recientemente los anticuerpos policlonales recombinantes para uso
terapéutico, marcan la tendencia de evolucion de la industria

biotecnologica en el mundo sanitario.
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2.1. DEFINICION

A principios del siglo XX, el uso de los anticuerpos a nivel
sanitario consistia en el uso de sueros nmunes convencionales que
consistia en una mezcla heterogénea procedente de distntas especies de
origen animal de anticuerpos producidos por diferentes clones de
Infocitos B, recibiendo el nombre de anticuerpos policlonales, cuya
caracteristica principal es la alta afinidad por el antigeno debido a su
capacidad de reconocer diferentes epitopos a cambio de una baja
especificidad. Por el contrario, aquellos producidos por un tnico linfocito
B y sus clones, reciben el nombre de anticuerpos monoclonales y
presentan la misma especificidad frente a un Unico antigeno [22]. De esta
forma, se puede definir al anticuerpo monoclonal como un anticuerpo
homogéneo capaz de reconocer una parte del antigeno de forma
especifica, procedente de un unico clon de células linfocitos B. Dicho
clon procede de una célula hibrida originada de la fusion de una célula

madre del sistema inmune Yy otra plasmatica de tipo tumoral.

Debido al hecho de proceder de un tnico tipo de linfocito B, los
anticuerpos monoclonales son idénticos entre si, que junto a la
especificidad que presentan, son otra forma de terapia contra el céancer,
ampliando su espectro de accion a otros tipos de enfermedades como la
artritis reumatoide, la enfermedad de Crohn entre otros. La mejora de las
técnicas de produccion de este tipo de anticuerpos permite aumentar la
cantidad de producciéon de un anticuerpo en concreto frente a un antigeno
determmado. En el caso de la mmunoterapia oncologica, los anticuerpos
monoclonales actian como moléculas bloqueantes de ligandos o como

mmunomoduladores.
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Actualmente, los anticuerpos monoclonales terapéuticos estan
consolidados en el tratamiento de enfermedades mmunologicas vy
oncologicas, de tal manera que el nimero de ellos aprobados o en

ensayos clinicos estd en continua aumento [23].

2.2. ESTRUCTURA

Los anticuerpos monoclonales, como nmunoglobulinas que son,
son proteinas altamente especializadas presentando estructuras muy

especificas en funcién del antigeno que reconozcan.

Un mAbs consta de cuatro cadenas polipeptidicas iguales dos a
dos denominadas ligeras (L) y pesadas (H), es decir, dos cadenas ligeras
idénticas entre si y dos cadenas pesadas iguales. Estas cadenas estan
unidas  covalentemente por puentes disulfro y la  estructura
tridimensional permanece estabilizada por enlaces de tipo no covalentes,
como son los puentes de hidrogeno y las fuerzas de Van der Waals. Esta
estructura recibe el nombre de monémero. Las cadenas pesadas y ligeras
presentan diferencias entre si, como por ejemplo en el numero de
dominios (de 3 a 4 dominios constantes en el caso de las cadenas pesadas
y un Unico dommio en el caso de las cadenas ligeras) [24]. La Figura 1
representa graficamente la estructura tridimensional de un anticuerpo

monoclonal.
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Figura 1. Representacion tridimensional de la estructura de un anticuerpo
monoclonal.

Las cadenas pesadas, cuyo peso molecular es de 55 a 77 kDa,
constan de 450 a 550 ammoacidos con un 3 al 15% de carbohidratos
necesarios para la estabilidad estructural del monémero y favorecer la
activacion del sistema del complemento y la uniébn a receptores Fc.
Existen cinco clases o isotipos de cadenas pesadas, cuya diferencias
estructurales entre si se detectan a nivel de la regidon carboxitermmal. Su
clasificacion conlleva el uso de letras griegas, las cuales determmaran el
tipo de mmunoglobulina: gamma (y) presente en la IgG, mu (u) en la
IgM, alfa (o) en la IgA, delta (8) en la IgD y épsion (¢) en la IgE.
Ademas, presentan una region bisagra cuyo aminoacido predominante es
la prolina, ubicada entre los dominios CH1 y CH2. Su longitud es
variable (entre 10 a 60 aminoacidos) en funcion del tipo de
mmunoglobulina. La principal caracteristica de esta region es la
flexibilidad, factor necesario para la orientacion espacial de los paratopos

y clave para la eficiencia de la union antigeno-anticuerpo.
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Las cadenas ligeras, cuyo peso molecular es en torno a 25 kDa,
no presentan carbohidratos a diferencia de las cadenas pesadas. Constan
de 220 aminoicidos aproximadamente, pudiéndose dividr en dos
dominios: dominio variable en posicion aminoterminal, y dominio
constante en posicidon carboxitermmal. Variaciones estructurales en el CL
carboxiterminal, permiten distinguir dos tipos de cadenas ligeras: kappa
(k) y lambda (A). Una Ig nunca podra tener ambas, solamente o k o A
[24].

Los extremos aminoterminales de una cadena ligera y una cadena
pesada constituyen el paratopo o sitio de unidon para el antigeno, lo que
quiere decir que existen dos sitios de combinacidn por mondémero de
mmunoglobulina. De esta forma, la mmunoglobulina tiene un caracter

bivalente porque puede interaccionar con dos epitopos idénticos.

Las regiones hipervariables, denominadas también como regiones
determinantes de  complementariedad  (CDR:  Complementary-
Determinig-Region) constan de unos 30 aminoacidos de cada cadena
ligera y pesada ubicadas en la region variable. Se pueden dividir en
distintos subgrupos en funcion de cada especie en base a su secuencia de
aminoacidos, siendo en el caso de los humanos cuatro subgrupos para las

cadenas kappa, seis para las cadenas lambda, y tres para las cadenas

pesadas [24].

De las dos grandes regiones en las que se divide la estructura de
un mAb, el fragmento de unidn al antigeno (Fab) es el mas importante
desde el punto de vista funcional. Ubicado en la posiciébn aminoterminal,

permite la union especifica con el antigeno sin llevar a cabo su
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precipitacion. La otra region en la que se divide el anticuerpo es el
fragmento cristalizable (Fc), de unos 50 kDa de peso molecular, y cuyo
nombre hace referencia a que fue la primera regidn detectada mediante
cristalografia. Ubicado en el extremo carboxiterminal de la cadena
pesada, realiza a cabo muchas funciones importantes, como la activacion
del sistema del complemento, activacion de las células fagociticas,
citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC), mmunidad de
mucosas, mmunidad neonatal, hipersensibiidad mmediata y regulacion

de la respuesta inmunogénica.

Existen cinco grandes tipos de anticuerpos o gammaglobulinas
humana: Inmunoglobulinas G (IgG), A (IgA), M (IgM), E (Ig) y D
(IgD) cuyas diferencias radican en tamafio, carga, composicion de
amioacidos y contenido de carbohidratos en las cadenas pesadas [24].
Las gammaglobulinas IgG son los mayoritarios, pudiendo distribuirse
por todo el organismo e, incluso, atravesar la placenta para la nmunidad
fetal. Estas se subdividen en cuatro sub-tipos: [gGl, IgG2, IgG3 e IgG4
en funcion del nimero de aminoacidos en la region bisagra y del nimero
de puentes disulfuro entre cadenas pesadas [25]. El tipo IgG, es el mas
empleado con fines terapéuticos, y de entre las diferentes subclases, la 1
es la que presentan la mayoria de los comercializados, entre otras

razones, por su larga vida media en los fluidos biologicos.

2.3. NOMENCLATURA

Seglin la OMS, existen mas de 300 denominaciones comunes
mternacionales (DCI) para los anticuerpos monoclonales desde el afio

1992. La nomenclatura estda basada en una revision del International
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Nonpropietary Names (INN) for biological and biotechnological
substances [26, 27]. Las DCI para los anticuerpos monoclonales estan
compuestas de un prefijo, una particula A, una particula B (ambos un

nfijo) y un sufijo.

prefijo + mnfijo A (objetivo, 6rgano) + infijo B (origen) + sufjjo

El prefijo debe ser al azar, y su tnico requisito es el de contribuir
a un nombre eufonico (armonioso, que suene bien) y distntivo. La
particula A indica el tipo de objetivo (molécula, célula, o6rgano,
enfermedad): -b (o -ba) es de objetivo bacteriano; -¢ (o -ci) es de objetivo
cardiovascular; -t (o -tu) de objetivo tumoral, -1 (o -li) su objetivo es ser
mmunomodulador. La particula B indica la especie sobre la que estd
basada la secuencia de Ig del mAb: (- o- raton; -u- humano; -zu-
humanizado; -xi- quimérico; -xizu- quimerico- humanizado; etc.) [27]. El

sufijo (terminacidén) comuin para los mAbs es —mab.

2.4. OBTENCION

La forma clasica de obtener anticuerpos frente a un antigeno es
mediante el uso de anmmales, como el conejo o caballo (sueros con
anticuerpos  policlonales). De esta forma, se necesita mocular
previamente al animal la sustancia frente a la que los anticuerpos que
obtengamos sean funcionales. Tras ello, se extraen y aislan los

anticuerpos del suero, proceso denominado como inmunizacion [22].

60

——
| S—



Introduccion

En 1975, Cesa Milstem, George Kohlr y Niels K. Jerne,
consiguieron desarrollar una técnica para la produccion de anticuerpos
procedentes de un unico clon de linfocitos B, hecho que les permitio ser
galardonados con el premio Nobel de Medicina en 1984, mediante el uso
de hibridomas o células hibridas de linfocitos B con células plasmaticas
tumorales de micloma multiple. Dicho hibridoma, presenta las
propiedades idoneas de ambos para su utilidad: produccion de un
anticuerpo especifico (linfocito B) y la mmortalidad con gran capacidad
de crecimiento (mieloma). Las cé€lulas usadas en un micio fueron células
de raton, aunque en la actualidad el tipo celular usado para la produccion
de hibridomas son variadas. Posteriormente, se consiguieron erradicar
reacciones adversas que se detectaban en muchos pacientes, gracias a las
mvestigaciones de Gregory Winter y Richard Lerner que humanizaron

los anticuerpos monoclonales [6].

2.4.1. Tecnologias para la produccion de anticuerpos monoclonales
terapéuticos

La produccion de anticuerpos monoclonales se puede realizar a
través de diferentes técnicas, siendo la mas usada la técnica de

generacion de hibridomas mencionada anteriormente.

2.4.1.1 Generacion de hibridomas

A finales del pasado siglo se desarrollaron modelos de ratones
transgénicos a los que habian sido moculados los genes para la
produccion de mmunoglobulinas humanas, los cuales permiten el

desarrollo de linfocitos B en gran cantidad, productores de anticuerpos
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humanos. Para la obtencion del anticuerpo monoclonal especifico, se les
mmunizaba con el antigeno para después usar sus bazos para la
obtencion de hibridomas siguiendo cualquier protocolo convencional

[22].

Del bazo se extraen los linfocitos B, que se fusionan en presencia
de polietilenglicol (PEG) con células tumorales de mieloma miltiple,
consiguiendo que puedan crecer de forma indefinida en un -cultivo
celular. La union de ambas células, constituyen el hibridoma, capaz de
multiplicarse rapidamente e¢ indefinidamente, y de producir gran cantidad
de anticuerpos. Estos hibridomas son cultivados para obtener colonias
capaces de producir un unico tipo de anticuerpo, los cuales seran
analizados para conocer la afinidad por un antigeno determinado para su
seleccion y posterior aislamiento [6]. De esta forma, se obtienen

poblaciones homogeneas de anticuerpos frente a un Unico antigeno.

A pesar de la gran efectividad para la obtencion de anticuerpos
monoclonales de tipo murino (procedente de raton), no ocurre lo mismo
con los anticuerpos monoclonales de tipo humano, por lo que se han
desarrollado otras técnicas alternativas a la obtencibn de estos

anticuerpos monoclonales humanos a partir de hibridomas.
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Entre estas tecnologias se encuentra la tecnologia de los
anticuerpos recombinantes, en la cual no es necesaria la inmunizacion del
animal. Para ello, se requieren grandes bibliotecas de genes de
anticuerpos, cuyo screening debe tener una eficiencia comparable a la del
sistema mmune, mediante la exposicibon en la superficie de

microorganismos los anticuerpos producidos [22].

Existen dos formas de obtencion de fragmentos de anticuerpos a

través de esta tecnologia:

A) Tecnologia Phage-Display: produce Unicamente la parte del
anticuerpo capaz de reconocer al antigeno, mediante el uso de E. coli u
otras células, y ratones transgénicos para los genes de las
mmunoglobulinas humanas. Gracias al uso de esta tecnologia, el
desarrollo de bibliotecas de fragmentos de anticuerpos o genotecas de
expresion de fagos ha sido posible, que consisten en colecciones de
fragmentos de anticuerpos variables para numerosos antigenos, siendo
posible la generacion de anticuerpos completamente humanos para uso

terapéutico.

B) Tecnologia del Ribosome Display: también consiste en la produccion
de fragmentos de anticuerpos monoclonales siendo posible la generacion
de bibliotecas de genes de anticuerpos, pero con la ventaja sobre el
anterior de que la sintesis de los fragmentos de los anticuerpos
monoclonales se realizan in vitro, sm depender del uso de células o fagos
que podrian ejercer un factor limitante. Otras ventajas son la generacion

de diversidad y eficiencia en el desarrollo de anticuerpos terapéuticos

[22].
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Otra alternativa son las plantas de produccion de anticuerpos
monoclonales, que conllevan ventajas como son la reduccion de costes y
el aumento de la productividad, utilizando para ello una gran variedad de
especies de plantas como la planta del maiz, el arroz la planta del tabaco,

Arabidopsis thaliana y Lemna minor [22].

En la actualidad, se producen mediante el uso de biorreactores
donde celulas de ovario de hamster chino (CHO) se desarrollan en
cultivo en suspension sin suero. FEstas cé€lulas han sido transfectadas
anteriormente con un vector de expresion que contiene la secuencia
codificadora del mAb. Posteriormente, se procede a los procesos de

purificacion y control de calidad [28].

25. MECANISMO DE ACCION DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES TERAPEUTICOS

De manera general, la accidn terapéutica de los anticuerpos
monoclonales tiene lugar mediante su participacion en mecanismos como
los de muerte celular y apoptosis, citotoxicidad dependiente de
complemento (CDC), fagocitosis celular dependiente de anticuerpos
(ADCP) vy citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC)
mediante el uso de diferentes partes del anticuerpo [27, 29, 30]. De esta
forma, las moléculas dianas de la region Fab mteractian mediante la
unién, bloqueo o senalizacion [27, 29, 30], consiguiendo la interrupcion
de las funciones de la célula y sus interacciones con otras moléculas

asociadas, conllevando a la activacion de la muerte celular.
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La versatiidad de los anticuerpos monoclonales es tan grande,
que pueden unirse a compuestos toxicos para la célula, actuando el
anticuerpo como un vehiculo para poder destrur a células en concreto,
recibiendo el nombre de mmunotoxinas. Esta sustancia como un portador
de una sustancia toxica para la célula diana basandose en la nteraccion
especifica con la célula tumoral Cuando la mmunotoxina consigue
mteractuar con la célula diana, se consigue mternalizar el ligando en el

mterior celular, donde desarrolla su accion citotoxica [6].

También, un anticuerpo monoclonal puede bloquear la union de
la célula diana con sus ligandos mediante el bloqueo de los receptores, lo
que se traduce en la ihibicion de Ila transduccion de la sedal y la
proliferacion celular. Por el contrario, el efecto terapéutico de algunos
anticuerpos monoclonales depende de la similitud con el ligando, de tal
forma que actian como si de éste se tratase e mnducen la transduccion de
sefales, asocidndose con la activacion in vivo de las células diana y la

liberacidn de citocinas.

La regién Fc es la mediadora de las funciones efectoras a través
de las mnteracciones con los receptores de células del sistema inmune, por
lo que esta region es la encargada de la actividad citotoxica, siendo su
potencia efectora dependiente del isotipo IgG, aunque también se
requiere necesariamente la unidn previa de las regiones Fab con el

epitopo diana [27, 29, 31].

Por lo tanto, entre las funciones principales de los anticuerpos

monoclonales terapéuticos se pueden destacar [30]:
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* Bloqueo de wuna respuesta, previniendo el acceso de mediadores

solubles (citoquinas), por unién al mediador o a su receptor.

* Marcaje de células tumorales por union a Ags especificos, permitiendo
la opsonizacién y posterior destruccion de la célula, por lisis mediada por

el mAb y dependiente del sistema del complemento.

» Desencadenamiento de sefiales mtracelulares, inductoras de apoptosis a

través de Abs antidiotipo.

* Transporte de sustancias radiactivas o citostaticas.

» Potenciacion de la respuesta inmunogenica de celulas T, dirigida contra
Ags tumorales desconocidos. Entre estos se encuentran los anti-CDA40,

anti- D137, anti-CTLA-4, anti-BAT2.

3. DESCRIPCION DE LOS FBIOs ESTUDIADOS

En esta Tesis Doctoral se han estudiado 5 mAbs terapéuticos
empleando para ello su presentacion comercial Estos han sido:
Bevacizumab  (Avastin @ ®), Cetuximab (Erbitux ®), Infliximab
(Remicade ®), Rituximab (Mabthera ®) y Trastuzumab (Herceptin ®). A

continuacién se hace una descripcion detallada de estos mAbs.
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3.1. BEVACIZUMAB

Bevacizumab (BVZ) es un anticuerpo monoclonal del tipo IgGl
recombinante humanizado cuya actividad es la neutralizacion de todas
las funciones llevadas a cabo por el factor de crecimiento epidérmico

vascular (VEGF) humano, como es la angiogénesis.

Debido a su cardcter recombinante, presenta regiones humanas y

regiones murinas, siendo estas Ultimas las regiones determinantes para la

union al VEGF.

3.1.1. Procedimiento de obtencion y caracteristicas

BVZ se produce mediante tecnologia recombinante (mutagénesis
dirigida) a partir de células ovaricas de hamster chino (CHO). Con un
peso molecular de 149 kDa, los ammodcidos que constituyen las regiones
determmantes de Ila complementariedad (CDRs) y siete aminoécidos
adicionales de origen de raton se mtrodujeron en la secuencia consenso
de una IgG1 humana, por lo que la parte humana corresponde a un 93%
del total y la parte de ratobn a un 7% del total del anticuerpo monoclonal.
Este biofarmaco presenta una afinidad al VEGF muy similar a la del
anticuerpo original [32].

3.1.2. Mecanismo de accion

Se ha determmnado que la efectividad del BVZ se debe a los
mpedimentos de tipo estérico sobre la mteraccion del VEGF con

receptores [33, 34], neutralizando la capacidad del VEGF de unirse a su
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receptor, VEGF-1 (fit-) y VEGF-2 (KDWfk-1), ubicados en la
superficie de células endoteliales. VEGF-1 iterviene en la proliferacion
celular, en la supervivencia y en la permeabiidad de la membrana,
mientras que VEGF-2 participa en la migracion celular y produccion del
factor tisular, por lo que la interaccion de BVZ con estos receptores
inhiben la accion mitogena de las células endoteliales, mejora la
actividad de la permeabilidad vascular, y otras funciones involucradas en
la angiogénesis [35]. En definitiva, mhibe la proliferacion de Ila
vascularizacion necesaria en procesos  por ejemplo de desarrollo

oncoldgico entre otros.

3.1.3. Aplicaciones

A partr de 2004 la FDA de los EE.UU aprobd su uso en
pacientes de cancer colorrectal metastasico (CCRm) en combinacién con
S-fluorouracilo. También estd permitido su uso por la FDA en pacientes
con cancer de mama metastasico avanzado no escamoso (CMM), cancer
de células no escamosas de pulmén (CCNEP), cancer avanzado de ovario
epitelial, trompa de Falopio o peritoneal primario y carcmoma de células
renales avanzado o metastdsico (CCReM) y como terapia de segunda
linea para el glioblastoma multiforme en grandes ensayos clinicos
aleatorios (2004; 2006; 2007; 2009 y 2011) y glioblastoma recurrente
(2009) [36].

Diversos estudios realizados han permitido ver otras aplicaciones
ain no reconocidas por la FDA. Un ejemplo son los casos de
degeneracion macular asociada a la edad (DMAE), retmopatia diabética

proliferativa, edema macular diabético y oclusion venosa retiniana,
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donde se puede ver una relacion entre la sobreexpresion de VEGF y la
patogénesis. Se ha podido comprobar como el uso intravitreo de BVZ
tiene una diana similar especifica a ranibizumab, anticuerpo monoclonal
especifico para este tipo de patologias, pero con la ventaja del coste

econdmico del uso del BVZ, siendo la primera vez que se usd con tal

finalidad en el ano 2005 [34, 37, 38].

A pesar de su gran utiidad, hay determinados casos de cancer
donde los resultados son wrelevantes. De esta forma, la FDA decidid en
el afo 2010 no aprobar el CMM como indicacion para el uso de BVZ.
Ademas, su uso como coadyuvante no ha dado mejores resultados, como
son los casos de prevencion de recaida en estadio temprano de cancer
colorrectal (CCR) o el triple cancer de mama negativo (3CM-) [39, 40].
El hecho de solo ver efectos positivos en el estadio 1 sugiere que la
angiogénesis presenta diferentes rutas bioquimicas en funcion del grado
de progresion, por lo que tendra que ser tratado de diferente forma [40,
41].

Este hecho permite que la busqueda de anticuerpos frente al
VEGF sea un campo activo de investigacion junto con el de mejora de la
aplicabilidad de BVZ. De esta forma, las bibliotecas de fragmentos de
anticuerpos sobre fagos filamentosos han adquirido gran importancia
para la obtencion de anticuerpos humanos por su robustez, bajo coste y

gran potencial de automatizacion.
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3.1.4. Efectos adversos

El efecto secundario a destacar es la toxicidad renal, junto con las
perforaciones gastromtestinales (siendo menos del 2%) como una de las
mas graves a las que se pueda exponer el paciente [41]. Otros efectos
secundarios son la regresion basal en el pancreas, la traquea, el tiroides, y
el imtestino delgado, hemorragia, incluyendo hemorragia pulmonar /
hemoptisis, mas frecuente en pacientes con cancer de pulmén no
microcitico y tromboembolismo arterial, microangiopatia tromboética 'y
toxicidad hematologica resultante en trombopenia y leucopenia [42]. Las
patologias asociadas por los efectos secundarios mas frecuentes son
hipertension, proteinuria, fatiga o astenia, diarrea y dolor abdominal,
siendo los dos primeros dependientes de dosis en base a los analisis de

seguridad clinica [43].

3.1.5. Forma farmacéutica, composicion y excipientes

La forma farmacéutica en la que se presenta BVZ en el
medicamento Avastn® es como una solucidn para perfusion, mncolora y
transparente, a concentracion de 25mg/mlL. Los excipientes que
contienen son trehalosa dihidrato, fosfato sodico, polisorbato 20 y agua
para inyectables [34, 43, 44].

3.2. CETUXIMAB

Cetuximab (CTX) es un anticuerpo monoclonal del tipo IgGl
quimérico con un peso molecular de 152 kDa. Su accidn consiste en

mtervenir en el control de la supervivencia celular, la progresion del ciclo
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celular, la angiogénesis, la migracion celular y Ila  mvasidon
celular/metastasis a través de la unidon al factor de crecimiento

epidérmico (EGFR) siendo esta su proteina diana [45].

3.2.1. Procedimiento de obtencion y caracteristicas

CTX fue validado para su uso terapéutico en toda la UE el 29 de
junio de 2004 [46]. Para su produccion, se requiere el uso de células de
mamiferos (Sp2/0) a través de la tecnologia del ADN recombinante.
Estos cultivos se disponen en biorreactores con capacidad para 10,000 o
12,000 litros en condiciones aerdbicas por agitacion. Para favorecer la
obtencion de una mayor concentracion se incluye una etapa de
mantenimiento. Tras el cultivo se procede a la purificacion a través de
una diafiltracion a 0,2 pm, clasificandolos en lotes de fermentacion en
base al concentrado a granel. La solucion, una vez estéri, se puede
almacenar durante 1 afio entre 2 a 8 °C. El producto final consiste en la
diluciéon del lote concentrado a granel a una concentracion de 2 mg/mL

en la disolucién tampdn de formulacion.

Desde el punto de wvista genético, la codificacion del anticuerpo
depende en base a la region, es decir, la regidn variable del anticuerpo
murino M225 y las regiones constantes de kappa humana y gamma 1.
Dichos ADN complementarios son insertados en un vector de expresion
que contiene la informacion para la sitesis de las cadenas ligeras y
pesadas. Esta formado por cuatro cadenas polipeptidicas, de las cuales
dos son cadenas pesadas idénticas de 449 aminoacidos cada una, y las

otras dos son cadenas ligeras idénticas de 214 ammoacidos cada una,

71

=
| S—



Introducciéon

estabilizadas entre si por la unién de enlaces de tipo covalente y no

covalente [47, 48].

3.2.2. Mecanismo de accion

La diana terapéutica de CTX es el EGFR, glicoproteina
transmembrana de 170 kDa de peso molecular perteneciente a la familia
ErbB. Presenta un dominio extracelular de union a ligando, un dominio
transmembrana y un dominio mtracelular con funcion tirosina kinasa. Su
union con el factor de crecimiento epidérmico (EGF) o de crecimiento
transformante (TGF-a) provoca la activacion de la actividad tirosina
kmasa mtracelular [49, 50] fosforilandose a si mismo. Dicha
fosforilacion desencadena una cascada de sefiales de transduccion cuyo
final sera afectar a la sintesis de ADN, crecimiento celular y mecanismos
de apoptosis, por lo que estd mmplicado en el control de la supervivencia
celular, la progresion del ciclo celular, la angiogénesis, la migracion, la

invasion o metastasis celular y la reduccion de la capacidad de apoptosis.

La afinidad de CTX por el EGFR es del orden de 5 a 10 veces
mayor que el de los correspondientes ligandos, por lo que su competencia
por el receptor sera mayor por el receptor y favorece la inhibicion de la
funcion del receptor. A pesar de ello, dicha afinidad no se aprecia con

otros receptores de la familia HER [45].

La union entre CTX y EGFR se traduce en la pérdida de funcion
del receptor. En términos biologicos, esto se traduce en la activacion
reducida de Ila actividad tirosna kinasa, por lo que las funciones

mplicadas en el crecimento y la metastasis tumoral, la proliferacion
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celular, la supervivencia celular, la reparacion del ADN, la angiogenia
tumoral, la motilidad celular y la mnvasion celular se veran bloqueadas
[45, 47, 51].

Como antitumoral, CTX ihibe la progresion del ciclo celular en
muchas lineas celulares a nivel de la fase G1 del ciclo celular. Esto se
debe al aumento de la expresion de p27kipl, inhibidor del ciclo celular
cuyo aumento es atribuido a la presencia de este anticuerpo monoclonal.
P27kipl se une a la citoquina Cdk2, cuyo complejo mmpide el cambio de
fase del ciclo celular [52]. Ademds, se produce la internalizacion del
receptor del EGF, actuando como sefalizacion de células efectoras
mmunitarias citotoxicas hacia las células tumorales que expresan EGFR

(ADCC), consiguiendo reducir la progresion de la enfermedad [53].

3.2.3. Aplicaciones

EGFR es un oncogén celular que actia como indicador de
pronostico de la progresion de un tumor sélido, de tal forma que altos
niveles de expresion de dicho oncogén estd correlacionado con un peor
prondstico de la enfermedad. Con anterioridad, los estudios realizados
planteaban la hipotesis de que el bloqueo del receptor mediante el uso de
un anticuerpo generaria la inhibicion del crecimiento celular y seria un

buen agente terapéutico [54, 55].

Los datos disponibles sobre la efectividad de CTX en distintos
tipos tumorales muestran inhiben el crecimiento de diversas lineas
celulares cancerigenas de origen humano, entre las que se incluyen colon,

cabeza y cuello, vejiga, mama y rmon. Los resultados m vivo son
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superiores a los obtenidos en estudios in vitro, imdicando que CTX
mterviene en mas funciones a parte de las descritas anteriormente. Su uso
en combinacion con quimioterapia citotoxica o radioterapia, demuestran
que su actividad varia en funcién del tiempo y de la administracion en
paralelo de otros agentes quimioterapicos [47], obteniéndose mejores

resultados su uso combinado.

Seglin fichas técnicas, su uso estd autorizado para el tratamiento
de pacientes con CCRm, con expresion del EGFR, con gen RAS de tipo
nativo, en combinacion con quimioterapia basada en irmotecdn, en
primera linea en combinacibon con FOLFOX y en monoterapia en
aquellos pacientes en los que haya fracasado el tratamiento con

oxaliplatino e rrmotecan y que no toleren irnotecan.

El cancer colorrectal es a nivel mundial el tercer tipo de cancer
mas comun en hombres, (10% del total de casos de cancer) y, el segundo
en mujeres (9,2% del total) [56]. En Espafia (Figura 2) por el contrario,
representa el cancer mas diagnosticado con un 14,98% del total de casos

[57].
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Figura 2. Incidencia y mortalidad del céncer en Espana. (Fuente:
GLOBOCAN, 2012).

En cuanto a los factores de riesgo del cancer colorrectal se sabe
que suelen estar relacionados entre si. Asi, cabe destacar la edad (mas de
50 afios) [58] y el estilo de vida, nfluyendo decisivamente el consumo de
dietas hipercaldricas constituidas por carnes rojas, carbohidratos 'y
almidones refinados, unidas al sedentarismo, consumo de tabaco vy
alcohol [59, 60]. Por otra parte , los factores genéticos representan un 15-
20% de todos los casos de cancer colorrectal destacando entre ellos los
de componente hereditario como la poliposis adenomatosa familiar
(PAF), cancer colorrectal hereditario no polipdsico (CCHNP) o las
variantes [ y II del sindrome de Lynch y una historia clinica de colitis
ulcerosa o enfermedad de Crohn [61]. Los genes que podemos encontrar
alterados son los genes supresores de tumores como P53 y el gen

delecionado de cancer de colon (DCC), protooncogenes como K-Ras o
genes relacionados con la reparacion del ADN como hMSH2, hMLHI,
hPMS1, hPMS2 y hMSH6.

75

——
| —



Introducciéon

Por Ultimo y desde un punto de vista histologico, el
adenocarcinoma es el mas cancer colorrectal mas comin (90-95% de los
casos), cancer que se origina a partr de un polipo adenomatoso o
adenoma de origen epitelial que mediante la acumulacién de mutaciones
pasa de ser un tumor benigno a convertirse en maligno llegando al nivel
de adenocarcinoma. En la actualidad el cancer colorrectal se estadifica

mediante la clasificacion TNM establecida por la AJCC [62].

El tratamiento del adenocarcmoma colorrectal depende del
estadio TNM de la enfermedad. Este se basa en la cirugia, combinada o
no con quimioterapia, radioterapia, ablacion local o terapias dirigidas. La
reseccion tumoral se realiza mediante técnicas de laparoscopia, que
presenta grandes ventajas como son la reduccion del dolor y el tiempo
postoperatorio de recuperacion. La radioterapia, a diferencia de la cirugia
y quimioterapia, sOlo estd recomendada para cancer de recto, aunque
puede ser recomendada en T4 o cuando existe enfermedad residual tras la

mtervencidén quirirgica, perforacion local u obstruccion.

En céncer de colon en estadios “0”, 1 y II, el tratamiento nicial es
quirtrgico, realizindose la reseccion del tumor y en muchos casos de los
nodulos linfiticos primarios y regionales mediante técnicas de
laparoscopia. En el estadio III, el tratamiento consiste en cirugia y
quimioterapia adyuvante. La combinacion de firmacos denominada
FOLFOX que estd compuesta por leucovorina calcica (acido folinico), 5-
FU y oxaliplatmo es el tratamiento de eleccion. Por ultimo, el tratamiento
en el estadio IV depende de la localizacion de la metéstasis y de la
existencia de recidivas. En este estadio existen diferentes firmacos para

quimioterapia y terapia dirigida que pueden usarse tanto solos como en
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combinacion. Estos son el 5-FU, capecitabina, irinotecan, oxaliplatino,
bevacizumab, FOLFOXIRI (combinacion de iwinotecan, oxaliplatino,
leucovormna y 5-FU), cetuximab, aflibercept, ramucirumab,
panitumumab, regorafenib y TAS-102 [63]. Entre ellos, el CTX, sobre
todo en pacientes con resistencia a la quimioterapia [64-67] siempre y
cuando sean portadores de tumores con KRAS no mutado [68-71] esta
ofreciendo una alternativa terapéutica de gran proyecciéon para la mejora

del prondstico de estos pacientes.

El cancer de pulmon (Figura 3) es el cancer mas frecuente a nivel
mundial, manifestindose mas en hombres que en mujeres y poseyendo la
tasa de mortalidad mas alta; una de cada cinco muertes producidas por
cancer es debida al cancer de pulmon [56]. El principal factor de riesgo
en el cancer de pulmon es el tabaco, que contiene 60 carcnogenos
reconocidos por la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer
[72]. Se estima que en individuos fumadores el riesgo de padecer cancer
de pulmén es unas diez veces mayor que en personas no fumadoras y que
un 18% de Ilos fumadores desarrollara la enfermedad. Segin la
clasificacion histologica de la Organizacion Mundial de la Salud existen
dos tipos de cancer de pulmon: el cancer de pulmon de células pequetias
(CPCP) o microcitico y el cancer de pulmon de cé€lulas no pequenas
(CPCNP) o no microcitico [73]. El primero de ellos representa el 20% de
los casos de cancer de pulmon. Es el tipo mas agresivo, y suele estar muy
disemmado en el momento del diagnéstico [74]. ElI CPCNP por el
contrario representa el 80% de los casos de cancer de pulmon. Responde
peor al tratamiento por quimioterapia y radioterapia en comparacion con
el tipo anterior, aunque e€s menos agresivo ya que su crecimiento y

diseminacidon es mas lento.
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Su tratamiento depende del estadio TNM en el que se encuentre
el tumor. Los tumores quirtrgicamente resecables, son los tumores del
estadio I, II y algunos del estadio III. En la enfermedad avanzada local, si
el tumor es resecable, se puede aplicar t quimioterapia antes o después de
la mtervencion 'y no son resecables se combinan quimioterapia y
radioterapia, utilizando como farmacos de primera linea cisplatino y
carboplatino en combinacion con paclitaxel (PTX), gemcitabina o
docetaxel. En cuanto al céncer de pulmén metastasico incluyendo el
estadio M1 se utiliza radioterapia sobre el tumor primario o
quimioterapia combinando el platmo con otros firmacos como son
gemcitabina, docetaxel, paclitaxel o vinorelbina [75]. Estudios realizados
con adenocarcmoma pulmonar humano, han sugerido que el uso de CTX
permite reducrr la expresion de los biomarcadores de la angiogénesis:
VEGF vy de IL-8. Cuando se usa endostatina en combinacion con CTX su
efecto antiangiogénico y antitumoral se ve incrementado [76]. Otras
mvestigaciones demostraron que el uso de CTX agregado con un
tratamiento estdndar amplid el tiempo de supervivencia de los pacientes
con este tipo de cancer 1,5 meses mas, con una tasa de supervivencia del

45% un afio después de recibir dicho tratamiento [77].
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Figura 3. Representacion de la localizacion de un tumor primario de pulmon.
Deteccion de este tipo tumoral mediante radiologia (izquierda) y tomografia
axial computarizada derecha).

El cancer de células escamosas de cabeza y cuello (CCECC) es el
sexto mas comin en todo el mundo, cuyos principales factores de riesgo
son el tabaco y consumo de alcohol, ademas por una infeccién subclinica
por el virus del papiloma humano (HPV-16). El tratamiento clasico
consiste en la qumiorradiacion mediante el wuso de cisplatino,
desarrollando recurrencias locales y regionales en la mayoria de los
pacientes y un 20 a 30% de metastasis. De esta forma, se esta
potenciando el uso de Ila combinacion de agentes nuevos con los
quimioterapicos convencionales, entre los que se incluye el CTX, en
combinacion con radioterapia para pacientes con la enfermedad
localmente avanzada, y en combinacion con quimioterapia basada en
platmo para aquellos pacientes en los que Ila enfermedad ha
metastatizado. En pacientes con CCECC localmente avanzado, el uso de

CTX tiene lugar una semana antes de la radioterapia, usandose hasta el
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final del tratamiento. El uso de CTX permite un aumento de la esperanza
de vida (hasta 49 meses) [78]. En caso de que el paciente tenga
metastasis, es tratado con CTX en combinacidn con la quimioterapia del
cisplatino, siendo necesario esperar una hora tras la finalizacion de la
perfusion de CTX para poder ser tratado con la quimioterapia, tras el cual
se sigue usando CTX como un tratamiento de mantenimiento [45]. En
este Ultimo grupo de pacientes, se ha visto que el uso combinado de CTX
se traduce en una mejora de la supervivencia (hasta 10 meses) y una
mejora de respuesta al tratamiento hasta el 36% superior en comparacion

con aquellos tratados Umicamente con el agente quimioterapéutico [78].

3.2.4. Efectos adversos

Entre los efectos secundarios clinicamente relevantes mas

comunes de CTX se encuentran:

- Reacciones relacionadas con la perfusion, incluyendo reacciones
anafilicticas, con resultado de muerte en algunos casos. Algunas de estas
reacciones pueden corresponder a un sindrome de liberacion de
citoquinas (CRS). Los sintomas como broncoespasmo, urticaria, aumento
o dismmuciéon de la tension arterial, pérdida del conocimiento o shock
pueden aparecer durante la primera perfusion y hasta varias horas
después o en perfusiones posteriores. Las reacciones leves o moderadas
relacionadas con la perfusion son muy frecuentes, incluyendo sintomas
como fiebre, escalofiios, mareo o disnea, y presentan una relacion

temporal préoxima sobre todo con la primera perfusion de CTX.
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- Trastornos respiratorios: se han notificado casos de enfermedad
mtersticial pulmonar, siendo la mayoria de los pacientes de poblacion

japonesa.

- Trastornos hepatobiliares: aumento leve a moderado en los

niveles de enzimas hepaticas (ASAT, ALAT, fosfatasa alcalina) [46].

- Reacciones cutaneas: afectan a un 80 % de los pacientes
aproximadamente [46] y que pueden volverse graves, especialmente en
combinacion con quimioterapia. Aumenta el riesgo de nfecciones
secundarias (principalmente bacterianas) y se han notificado casos del
sindrome de la piel escaldada por estafilococos, fascitis necrotizante y

sepsis, que en algunos casos pueden producir la muerte.

- Mucosttis leve a moderada, detectado en el 93 % de pacientes

con efectos secundarios [46].

- Alteraciones electroliticas: hipomagnesemia grave (reversible
después de mterrumpir el tratamiento con CTX); hipopotasemia a
consecuencia de la diarrea; hipocalcemia (aumentada cuando se utiliza en

combinacidén con quimioterapia basada en platino).

- Neutropenia y complicaciones infecciosas relacionadas

neutropenia febril, neumonia o sepsis.

- Trastornos cardiovasculares: frecuencia aumentada de

acontecimientos cardiovasculares graves y a veces mortales y de muertes
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surgidas a raiz del tratamiento en la terapia para el cancer de pulmon no

microcitico, el CCECC y el CCR.

- Trastornos oculares: queratitis, nflamacién ocular, lagrimeo,

sensibilidad a la luz, vision borrosa, dolor ocular y/o enrojecimiento

ocular.

3.2.5. Forma farmacéutica, composicion y excipientes

Su formulacion consiste en un concentrado incoloro, en el que
cada vial de 20 mL y 100 mL contienen 100 mg y 500 mg de CTX
respectivamente en el medicamento Erbitux®, de manera que la
concentracion final es de 5 mg/mlL. Como excipientes contiene cloruro
de sodio; glicma polisorbato 80; acido citrico monohidrato; hidroxido de

sodio y agua para preparaciones inyectables [45].

3.3. INFLIXIMAB

Infliximab (IFX) es un anticuerpo monoclonal del tipo IgGl
quimérico con capacidad de unién al factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), participe de procesos mflamatorios y autoinmunes, asi como en

el transcurso de infecciones [79].

3.3.1. Procedimiento de obtencion y caracteristicas

IFX se obtiene mediante el empleo de células recombinantes

cultivadas en perfusion continua, procedimiento por el que se combina la
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region variable de un anticuerpo monoclonal de ratébn con las regiones
constantes de las cadenas pesadas y ligeras de la IgGl humana,
consiguiendo asi que los porcentajes de origen murino y humano sea del

75% humano y 25% murino en la molécula.

3.3.2. Mecanismo de accion

La molécula diana, el TNF-a, es producida por las células en
procesos mflamatorios, predominantemente por macrofagos y linfocitos.
En la mayoria de las células y tejidos del ser humano existen dos
receptores para el TNF: TNF-RI y TNF-RII, a los que se une el TNF-a
para llevar a cabo el proceso mnflamatorio. El IFX se une al TNF-a tanto
en su forma soluble como una vez unido a su receptor bloqueando sus
efectos, mterrumpiendo la cascada de activacion de las vias
mflamatorias. Dicha unién tiene lugar a través de la regidon variable Fab,

actuando la region constante Fc para reducir la antigenicidad.

La union entre IFX y TNF-a es tan especifica, que el anticuerpo
monoclonal forma complejos de gran estabilidad que no se disocian tras
la unidon [79-82]. También actia en la CDC y ADCC. Su peso molecular
es de 149 kDa. Dos moléculas de TNF-a son capaces de unirse a una
molécula de IFX, y en caso de homotrimero de TNF-a pueden ser
unidos por hasta tres anticuerpos de IFX, bloqueando de esta forma todos
los receptores de union de TNF-a [79].

Dicha union permite disminuir la inflamacién por la reduccion de

componentes promflamatorios en suero como la proteina C reactiva y la
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mterleukina-6, acompaniado de un descenso de células CD3 y CD68,

moléculas de adhesion vascular 1, intercelular 1y E-selectina.

3.3.3. Aplicaciones

El TNF-a, al ser el mediador principal en procesos inflamatorios
y autoinmunes y participar en otros procesos como las mfecciones, esta
mvolucrado en numerosas patologias como la enfermedad de Crohn
(EC), artritis reumatoide (AR), artritis psoriasica, (APs), espondilitis
anquilosante (EA), entre otras.

Desde que fue autorizado a ser usado, su empleo en el tratamiento
de patologias en las que el TNF-a participa ha aumentado. En la
siguiente Tabla hay una representacion del conjunto de enfermedades a

las que se aplican [83-88]:

Tabla 1. Enfermedades a las que se puede aplicar [FX y el resultado obtenido
tras la aplicacion.

ENFERMEDAD RESULTADO

Remision de la sintomatologia en los

AR y otras enfermedades casos refractarios al tratamiento
reumatologicas habitual, junto con Dbajo perfi
mmunogénico

Remision de sintomas y descenso de

Enfermedad inflamatoria intestinal
niermedad intiamatoria ntestina fistulas en EC; descenso de

EII), colitis ul CU)y EC
(EID), colitis ulcerosa (CU) y inflamaciéon en CU

sacroidosis sistémica complicada y
Remision de la enfermedad

enfermedad de Still
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(Continuacién Tabla 1)

ENFERMEDAD RESULTADO

Remision de la enfermedad entre 10

sindrome de Behget
semanas y 6 meses

Restablecimiento niveles de IL-1 y de
lupus eritematoso sistémico (LES) TNF mediante wuso de IFX vy
Pentoxifilina

Elimmacion de efectos adversos y
enfermedades dermatologicas toxicos y remision de la enfermedad
tras 1 mes de tratamiento

Enfermedades neurologicas Control del avance de la enfermedad

3.3.4. Efectos adversos

Los efectos adversos producidos por el uso de IFX hasta el

momento son [89-93]:

- Reacciones en el punto de myeccion (mas frecuentes): eritemas,

urticaria, prurito, etc.[80, 94, 95].
- Reacciones en la mfusion: urticaria, prurito, dolor de cabeza,
fiebre, escalofrios, taquicardia o disnea, lo que obliga en estos casos a

recibir  pre-medicacion como  anthhistaminicos,  paracetamol, o

corticosteroides [80, 95].

- Infecciones respiratorias altas

- Cefaleas

85

——
| S—



Introducciéon

- Smusitis

- Exantemas

- Infecciones graves: neumonias,

- Tuberculosis

- Neoplasias (Tumores solidos y linfomas)

- Reacciones de hipersensibilidad aguda y retardada: fiebre,

escalofiios, prurito, urticaria, disnea, hipo o hipertension, etc.

- Problemas cardiovasculares

- Citopenias

3.3.5. Forma farmacéutica, composicion y excipientes

IFX, en el medicamento Remicade® se presenta en estado
liofilizado, conteniendo cada vial 100 mg de IFX, para ser reconstituido
posteriormente con disoluciébn para perfusion en 10 mL de agua para
preparaciones inyectables, siendo por tanto la concentracion del
medicamento de 10 mg/mL. Una vez reconstituido, presenta un aspecto
incoloro. Los excipientes que contiene son sacarosa; polisorbato 80;

fosfato sodico monobéasico y fosfato soédico dibasico [91].
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3.4. RITUXIMAB

Rituximab (RTX) es un anticuerpo monoclonal quimérico del tipo
IgG1 cuya funcién es la union al antigeno CD20, que es una proteina
transmembrana que forma un tetramero consistente en un canal de iones

calcio participe de la regulacion de la activacion de linfocitos B [96].

3.4.1. Procedimiento de obtencion y caracteristicas

RTX se obtiene mediante el uso de la ingenieria genética, a través
de la cual se combina la regién variable de un anticuerpo monoclonal
murino con las regiones constantes de la IgGl humana en un cultivo de
cé¢lulas CHO en la forma de cultivo en suspension, el cual se purifica
mediante cromatografia de afinidad y de intercambio i6nico junto con

procesos de eliminacion viral.

3.4.2. Mecanismo de accion

El mecanismo de accion mvolucra la union de RTX a través de la
region variable con el antigeno CD20 sobre-expresado en linfocitos B
malignizados. Dicha union presenta una afinidad y especificidad
elevadas, cuantificada en 5,2 nmol/L [97]. Su peso molecular es de 145

kDa.

La unién antigeno-anticuerpo se ve mvolucrada en cuatro rutas
encargadas de estas células cancerosas: citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpo (ADCC), fagocitosis celular dependiente de anticuerpo,
citotoxicidad  dependiente del complemento (CDC) 'y efectos
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antitumorales producto de la apoptosis u otras rutas de muerte celular
[97, 98]. La unidén del fragmento constante (Fc) a las células cancerosas
genera la reorganizacion de los antigenos CD20 en balsas lipidicas que
provocan la activaciéon de la ruta clasica del complemento, por lo que se
activa la citotoxicidad dependiente del complemento, lisis de las células
tumorales y se favorece un incremento de la actividad fagocitica. La
interaccion entre el fragmento constante Fc con receptores Fc gamma
expresada en determnadas células como son las células NK, granulocitos
y macrofagos, conlleva la activacion de la citotoxicidad celular

dependiente de anticuerpo [97].

3.4.3. Aplicaciones

RTX est4d ndicado para los siguientes pacientes [89, 97, 99-102]:

Tabla 2. Relacion de aplicaciones de RTX.

Enfermedad Uso

Linfoma folicular - Paciente con linfoma no
Hodgkin de baja recurrencia

- Pacientes de progresion
rapida de la enfermedad

- Pacientes en estadio III-IV
en monoterapia,
quimiorresistentes o en
recidiva tras quimioterapia

Linfoma difuso de linfocitos B - Pacientes con DLBCL en

grandes (DLBCL) combinacidn con agentes
quimioterapicos no tratados

- Pacientes con recidiva en
estadio III
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(Continuacién Tabla 2)

Enfermedad Uso
Leucemia linfocitica cronica - Todos grupos de pacientes
en combinacion con agentes
quimio terapicos
Artritis Reumatoide - Pacientes con respuesta

madecuada o mtolerante a
mhibidores TNF en
combinacidn con

metotrexato
Granulomatosis con poliangeitis y - En combinacién con
poliangeitis microscopica glucocorticoides

También se ha demostrado el desarrollo de anticuerpos anti-RTX
en pacientes tratados con RTX, los cuales pueden sufrir reacciones
alérgicas al ser tratados con posterioridad con otros anticuerpos. Se esta
mvestigando sobre el modo de superar dicha resistencia, siendo
fundamentalmente el wuso de adyuvantes mhbidores de las vias
antiapoptoticas, entre los que se encuentran mhibidores de la histona
deacetilasa, mhibidores quimicos dirigidos, mhibidores del proteosoma,
mhibidores  selectivos de  productos génicos antiapoptoticos y
microRNAs [102], o el wuso combmnado con Ilenalidomida,
mmunomodulador que potencia la ADCC, observando mejoria en

pacientes con resistencia a RTX [103-106].

3.4.4. Efectos adversos

Las mas comunes suelen ser reacciones relacionadas con la
mfusion [97]. Las mas severas, incluyen broncoespasmos e hipertension

(en el 12% de los pacientes) [97]. Debido a esto, se recomienda una
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vigilancia durante las primeras 24 horas del tratamiento, momento en el
que suelen aparecer este tipo de reacciones que, en caso de ser de mayor

gravedad, se considera la suspension del tratamiento [97].

Otros efectos adversos consisten en infecciones y efectos a nivel
del sistema circulatorio y cardiaco [97]. También se han detectado casos
en los que se ha reactivado el virus de la Hepatitis B, desarrollando
hepatitis fulmmnante, insuficiencia hepatica y muerte en algunos casos

[97].

En tratamientos monoterapicos de 4 semanas con RTX, se han
detectado citopenias leves y reversibles, acompafiados de neutropenia,
leucopenia y trombocitopenia [97]. Otros eventos mcluyen trastornos del
sistema resprratorio, trastornos gastrointestinales, trastornos cutdneos,

trastornos metabolicos y trastornos del sistema nervioso [97, 99].

3.4.5. Forma farmacéutica, composicion y excipientes

RTX se presenta en una disolucion concentrada para preparar a
partir de ella una disolucion mas diluida para perfusion. El aspecto de
ambas disoluciones es de un liquido transparente e incoloro. Cada wvial
contiene 100 mg de RTX disueltos enl0 mL, por tanto su concentracion
es de 10 mgml. Los excipientes que contiene son citrato soddico,
polisorbato 80, cloruro sdédico, hidroxido de sodio, &cido clorhidrico y

agua para inyectables [99].
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3.5. TRASTUZUMAB

Trastuzumab (TTZ) es un anticuerpo monoclonal del tipo IgGl
humanizado cuya diana terapéutica es el receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano (HER-2), receptor que estimula el
crecimento de las células tumorales que lo presentan y cuya
sobreexpresion se observa en el 20 al 30% de los canceres de mama

primarios [107].

3.5.1. Procedimiento de obtencion y caracteristicas

TTZ es un anticuerpo monoclonal recombmante murino-humano,
de 148 kDa de peso molecular, del tipo IgGl kappa humanizado
recombinante, con regiones estructurales humanas correspondiente a la
estructura consenso de una IgGl humana y regiones determinantes de
complementariedad de un anticuerpo de tipo murmo [108]. Su hallazgo
se debe a Ullich y colaboradores, que comprobaron su capacidad de

bloqueo de la activacion de HER-2 [109].

Para su produccion es necesario el uso de células de ovario de
hamster chno (CHO) obtenidas mediante ingenieria genética. Mediante
técnicas recombinantes estandarizadas se procede a la insercion de la
secuencia de ADN codificadora de TTZ en las células CHO. Dichas
células son cultivadas en suspension en un medio con gentamicina (un
antibidtico que no es detectable en el producto final), donde el TTZ sera
secretado. Su produccion conlleva un proceso de purificacion mediante

métodos cromatograficos, en concreto cromatografia de afinidad e
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mtercambio i6nico, junto con otros procesos como la mactivacion viral

especffica y filtracion [108].

3.5.2. Mecanismo de accion

La diana de TTZ es el HER-2, conocido también como c-erbB-2
o pl185 Her-2/neu. Consiste en una glicoproteina transmembrana de 185
kDa de peso molecular con actividad tirosina kinasa. El gen que lo
codifica presenta un alto potencial cancerigeno, relacionando su

sobreexpresion con el desarrollo del cancer.

La accion terapéutica de TTZ consiste en la activacion del
sistema mmunitario del organismo, y el bloqueo de la via de senalizacion
de HER-2, permitiendo la destruccion selectiva de las células cancerosas.
A pesar de esto, existen diferencias entre los resultados obtenidos en
estudios in vitro con los de estudios in vivo, por lo que su mecanismo de
accion no esta totalmente conocido [110]; aunque esto no afecta la alta
afinidad y especificidad de TTZ con el subdominio IV ubicado en la
region yuxtamembrana del dominio extracelular de HER-2. Ademas de
conseguir la mhibicion de la via de senalizacion de HER-2, consigue
evitar la activacion de HER-2 mediante division proteolitica de su

dominio extracelular.

El bloqueo de la senalizacion de HER-2 da lugar a wuna
mterrupcion del ciclo celular en la fase GIl. Estudios in vitro han
demostrado otros cambios como el descenso en la modulacion del
receptor HER-2, mhibicion del crecimiento de células tumorales,

reversion de la actividad TK y reduccién de la expresion de los factores
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de crecimiento [111]. También TTZ activa la respuesta ADCC donde
mtervienen células NK, macrofagos y neutrdfios, siendo mayor Ila
capacidad de respuesta en células tumorales que sobre-expresan HER-2

que en aquellas en las que no lo sobre-expresan [107, 112, 113].

3.5.3. Aplicaciones

Son diversos los tipos de céancer que contienen receptores de
HER-2 en su superficie celular. Uno de ellos es el cancer de mama,
neoplasia maligna de elevada frecuencia, cuyo nimero de nuevos casos
van aumentando (una media de 1,4 millones de nuevos casos por afio).
En Espafia se diagnostican entre 15.000 a 20.000 nuevos casos cada afio.
Debido a la elevada cantidad de HER-2 en la superficie tumoral, se suele
hablar de “positividad para HER-2”, detectada en el 15 al 20% de los

casos, el cual es una forma muy agresiva del cancer de mama [111].

El cancer de mama es el segundo tipo de tumor mas comin a
nivel mundial y el mas frecuente en mujeres (25% de todos los canceres

diagnosticados) siendo la quinta causa por muerte por cancer en ambos

sexos [56].

Entre sus factores de riesgo destacan el sexo y la edad, afectando
principalmente a mujeres (99% de los casos) [114] mayores de 40 afios.
Los antecedentes familiares (5-10% de los casos) y la predisposicion
genética (4-5% de los casos) son también factores de riesgo [115] Entre
los genes mas importantes implicados en esta predisposicion genética se
encuentran los protooncogenes BRCA1 y BRCA2 que una vez mutados

aumentan el riesgo hasta un 60-85% y un 40-85%, respectivamente
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[115]. Por dltimo, el componente hormonal (niveles anormalmente altos
de estrogenos y hormonas sexuales esteroideas), la exposicion a
radiacion o el estilo de vida (dieta poco saludable, tabaquismo, alcohol y

sedentarismo) también estan relacionados con su desarrollo [116].

La clasificacion por estadios del cancer de mama se establece
fundamentalmente en base al tamafio del tumor y su capacidad de
diseminacion, siendo su estado TNM esencial para prescribir el
tratamiento [117]. Los estadios TNM marcan la pauta de tratamiento de
forma que en estadios tempranos el tratamiento de eleccion es la cirugia
[117] tras la que se puede aplicar también radioterapia y terapia
sistémica. De hecho, la radioterapia ha demostrado que junto a la cirugia
conservadora de la mama consigue una supervivencia similar a la
mastectomia radical [118]. La terapia sist¢tmica depende del estadio y del
patrén molecular [119] siendo de usos habitual el tamoxifeno (pacientes
RE+ o RP+), tratamientos hormonales (pacientes RE+ o RP+),
trastuzumab (pacientes HER2+) o quimioterdpicos (pacientes RE-, RP- y
HER2- “cancer de mama triple negativo”) como paclitaxel, docetaxel,
doxorrubicina (DOX), epirrubicina o ciclofosfamida en combinacion con
docetaxel. En cuanto al cancer de mama metastasico el tratamiento se
basa en terapia hormonal (tamoxifeno e mhibidores de la aromatasa
generalmente para pacientes postmenopdusicas), terapias dirigidas
(trastuzumab, lapatmib, etc.), quimioterapia (antraciclinas, taxanos,
fluoropirimidinas, etc.) y cirugia mas radioterapia en metastasis
smtomaticas limitadas [117]. La FDA aprob6 su uso para el cancer de
mama metastasico (CMM) que sean HER-2 positivos, debido a que el
biofarmaco tiene actividad antitumoral sélo en aquellas células con

sobre-expresion de HER-2 [120]. En este caso, TTZ puede ser
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administrado en monoterapia para el tratamiento de aquellos pacientes
que hayan recibido al menos dos regimenes quimioterapicos para su
enfermedad metastasica, en combinacidbn con paclitaxel para el
tratamiento de aquellos pacientes que no hayan recibido quimioterapia
para su enfermedad metastidsica y en los cuales no est¢ indicado un
tratamiento con antraciclnas, en combinacion con docetaxel para el
tratamiento de aquellos pacientes que no hayan recibido quimioterapia
para su enfermedad metastdsica, y en combinacion con un inhibidor de la
aromatasa para el tratamiento de pacientes posmenopausicas con CMM y
receptor hormonal positivo, que no hayan sido previamente tratadas con
TTZ [107]. En caso de monoterapia, la quimioterapia previa debe haber
mcluido una antracicna y un taxano siempre y cuando su uso esté

permitido en el paciente.

TTZ también estd indicado para el tratamiento de pacientes
adultos con cancer de mama precoz (CMP) con positividad de HER-2
después de cirugia, quimioterapia (adyuvante o neoadyuvante) y
radioterapia (si procede), después de quimioterapia adyuvante con
doxorubicina 'y ciclofosfamida, en combinacion con paclitaxel o
docetaxel, en combinaciébn con quimioterapia adyuvante consistente en
docetaxel y carboplatno, y en combinacion con quimioterapia
neoadyuvante seguido de tratamiento en adyuvancia con Herceptn®
para  enfermedad localmente avanzada (incluyendo enfermedad

mflamatoria) o tumores con un didmetro superior a 2 cm.

El uso de TTZ, tanto en monoterapia como en combinacion con
los agentes quimioterapicos tradicionales, ha permitido mejorar Ia

supervivencia global, la tasa de respuesta y la supervivencia sin
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enfermedad, manteniendo a la vez la calidad de vida de pacientes con
cancer de mama con positividad de HER-2, demostrando de esta manera

su eficacia independientemente del estadio tumoral [120, 121].

También se estd usando una combinacién entre TTZ y DMI1, un
citotoxico mhibidor de microtibulos derivado de la maitansina, un
macrolido que puede aislarse de las plantas del género Maytenus. Ambos
estarian unidos entre si mediante enlaces del tipo covalente. Sus
propiedades farmacodmnamicas indican que presenta la misma afinidad
por HER-2 que el monoclonal por si solo, mientras que estudios in vitro
han demostrado diferencias a nivel de la actividad antiproliferativa y
citotoxica, siendo mayor para el conjugado. Incluso, el uso de este
conjugado ha demostrado su efectividad antiproliferativa en células

resistentes al tratamiento con TTZ.

Su uso estd mdicado en pacientes adultos con cancer de mama
positivo para HER-2 en situacidon metastdsica que hayan sido tratados
con TTZ y un taxano tanto por separado como en combinacion, siempre

y cuando cumplan uno de los siguientes requisitos:

- haber recibido tratamiento previo para la enfermedad

localmente avanzada o metastasica

- haber manifestado recurrencia de la enfermedad durante el

tratamiento adyuvante o en los seis meses siguientes a su terminacion.

La dosis recomendada del conjugado es 3,6 mgkg de peso del

paciente, el cual se administra por perfusion en ciclos de 21 dias, los
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cuales continuaran hasta progresion de la enfermedad o toxicidad

maceptable [122-124].

3.5.4. Efectos adversos

Por lo general, TTZ suele ser bien tolerado por la nmensa
mayoria de los pacientes. A pesar de ello, existen algunos efectos

secundarios a tener en cuenta [107, 108, 121]:

Tabla 3.Efectos adversos TTZ.

Momento Sintomas

Perfusion - Escalofiios

- Fiebre

- Nauseas

- Vémitos

- Aumento de la tension
muscular

- Dolor de cabeza

- Difficultad respiratoria

- Respiracion silbante o
“pitos”

- Arritmias

- Latido cardiaco irregular

- Anafilaxia

- Hinchazon de cara y labios

- Enrojecimiento

- Sensacion de cansancio

No perfusion - Problemas cardiacos por

debilitamiento del muasculo

cardiaco
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(Continuacién Tabla 3)

Momento Sintomas
En general - Diarrea
- Debilidad

- Dolor toracico y abdominal

- Dolor de articulaciones

- Reacciones alérgicas

- Descenso de células
sanguineas

- Hematotoxicidad

- Estrefiimiento

- Dispepsia

- Infecciones

- Alteracion renal

- Insomnio

- Somnolencia

- Hemorragias nasales

- Problemas respiratorios

- Depresion

3.5.5. Forma farmacéutica, composicion y excipientes

TTZ se presenta como polvo lofiizado de color blanco palido
para ser reconstituida con agua estéril hasta una concentracién final de 21
mg/mL por cada wvial. Los excipientes que contienen son L-histidina

hidrocloruro; L-histidina; a,0-trehalosa dihidrato y polisorbato 20 [107].

4. AGREGACION EN PROTEINAS
TERAPEUTICAS

En el caso de las proteinas terapéuticas, los agregados son un
factor de riesgo importante para las respuestas inmunitarias dafimas en

los pacientes y pueden ser el resultado de diversos mecanismos. Por lo
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tanto, el control de la agregacion puede permitr un mejor disefio de la
estabilidad terapéutica de la proteina, ademas de las estrategias existentes
que abordan las estructuras y funciones de la proteina, subrayando Ia
mportancia de equilibrar el entorno proteico con la tendencia a la

agregacion de cadenas de polipéptidos.

Los agregados se consideran una impureza que debe permanecer
dentro de las especificaciones del producto para cumplir con los
requisitos reglamentarios, aunque algunos coexisten con la forma
monomerica, como es el caso de BVZ, donde la forma agregada se
considera como un agregado natural fruto de la elevada concentracion
[125, 126]. Sin embargo, recientemente, ha habido una creciente
preocupacion y evidencia de que la presencia de proteinas agregadas
(incluyendo proteinas humanizadas o totalmente humanizadas) puede
aumentar significativamente el riesgo de que un paciente desarrolle una
respuesta  inmunogénica al monémero de la proteina activa. Esto puede
llevar a que el paciente se vuelva "mmune" al medicamento, es decir, que
el medicamento ya no sea eficaz para el paciente, y en raras ocasiones

también pueda conducir a graves problemas de seguridad [127].

Es importante destacar la existencia de dos tipos de agregaciones:
reversible e twreversible. A partir del estado monomérico plegado, las
proteinas pueden formar reversiblemente pequefios dimeros y oligomeros
que son complejos estables que pueden separarse del mondémero o estan

en equilibrio dindmico (Kd) con el estado monomérico:

Kd = [mondémero] 2/ [dimero]
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Cuando se trabaja en concentraciones cercanas al valor de Kd
para una proteina dada, el monomero y el dimero coexisten en cantidades
similares en solucion. Cuando se trabaja en concentraciones muy por
debajo de Kd, los dimeros son metaestables a los monomeros. Los
medicamentos  biotecnologicos, como los mAbs, suelen tener altos
valores de Kd [128]. Por lo tanto, no se observan dimeros y oligomeros
nativos hasta concentraciones muy altas, o no se observan en absoluto
hasta el limite de solubilidad de la proteina [129, 130]. En algunos casos,
los dimeros y oligdmeros estables son una especie predominante y

duradera [128].

Los nucleos se definen como el tamafio de agregado irreversible
neto mas pequeio; el crecimiento de los nuicleos para formar agregados
solubles que abarcan escalas de longitud del orden de 10 a 102 nm ocurre
principalmente mediante la adicion de otros mondmeros parcialmente
desplegados (arriba a la derecha) o por la aglomeracion de agregados
existentes (abajo a la derecha). Los agregados pueden hacerse visibles a
simple vista si son lo suficientemente grandes y / o se someten a una
separacion de fases. Si el despliegue / agregacion estd mediado por la
adsorcion de proteinas a interfaces en masa, y / o cambios quimicos
como la desamidacion, oxidacidbn y otras reacciones o fragmentacion.
Los pasos adicionales también pueden ser cinéticamente importantes en

los posibles mecanismos de agregacion.

Ademas, se pueden agregar proteinas para formar especies
wreversibles que no son facimente disociables a menos que estén
expuestas a concentraciones extremadamente altas de desnaturalizantes

quimicos [131, 132], presion [128] y/o temperatura [131]. En estos casos,
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las proteinas agregadas han perdido parte o toda su estructura nativa
secundaria y/o terciaria, lo que les permite establecer contactos multiples
muy fuertes (por ejemplo, mteracciones hidrofdobicas y enlaces de
hidrégeno) entre proteinas mediante la intercodificacion de multiples

cadenas de proteinas.

La Figura 4 ilustra que el proceso de iniciacion de estos
agregados "no nativos" implica que dos o mas proteinas estan "mal
dobladas" para formar una red estable e iwreversible que puede
agrandarse a través de diferentes mecanismos, [128], de tal forma que los
agregados pueden finalmente formar particulas macroscopicas [128]. El
proceso de nucleacién, paso necesario para la formacion de este tipo de
agregados, suele ser un proceso limitado cinéticamente que puede llevar
escalas de tiempo extremadamente largas (de minutos a afios). En
muchos casos la nucleacion consiste en el despliegue parcial de las
formas monoméricas seguida de una asociacion lenta de dos o mas
cadenas para formar los nicleos [128], asumiendo que a altas
concentraciones de proteinas la asociacion ocurre antes del despliegue
[133]. Si el crecimiento de estos agregados se logra anadiendo
mondmeros, entonces aquellos parcialmente  desplegados pueden
anadirse mas facilmente a los agregados existentes [134]. En cualquier
caso, el cambio en las mteracciones entre las diferentes especies en
solucion (mondémeros, agregados de diferentes tamanos) varia la
velocidad de cada fase del proceso. Ademads, los agregados irreversibles
o estables pueden provocar cambios inesperados en la viscosidad de la

soluciéon en funcion de la concentracion de proteinas [128].
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Figura 4. Multiples vias de agregacidon no nativas para una proteina de
multiples dominios (ejemplo un mAb). Las hebras rojas denotan secuencias de
"puntos calientes" que son propensas a formar contactos interproteicos fuertes y
efectivamente irreversibles que estabilizan los agregados, pero que estan

principalmente ocultas en mondémeros completamente plegados. (Fuente:
Roberts et al. (2014)).

En algunos casos, la agregacion reversible nativa es una ventaja
importante para la calidad del producto, ya que los oligdmeros nativos
tienen una mayor estabilidad y una solubilidad potencialmente mayor
que sus homologos mondmeros. Sin embargo, en la mayoria de los casos,
la agregaciébn se considera una desventaja potencial para la calidad del
producto. Si la proteina permanece plegada después de la agregacion (y
por lo tanto es probable que se produzca una agregacion reversible), los
principales problemas de agregacion son tipicamente uno o mas de los
siguientes: 1) solubilidad hmitada, que puede, por tanto, requerir
concentraciones bajas de proteinas y limitar la dosis maxima que puede

administrarse por via intravenosa o por via subcutanea, i) cambios en la
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viscosidad de la solucion que pueden afectar en su administracion. En el
caso (i) si los agregados son compactos (por ejemplo, microcristales o
nanoparticulas amorfas densas [135]), la wviscosidad deberia disminuir
con la agregacion, ya que las proteinas tienen un menor volumen neto
excluido. Sn embargo, si consideramos los agregados que se comportan
como estructuras extendidas que pueden entrelazarse entre si, se prevé un
aumento de la viscosidad como resultado de la formacion del agregado
[130]. Esto resalta que la "naturaleza" de los agregados formados es
también importante para la prediccion cualitativa del impacto positivo o
negativo de la agregacion en la calidad del producto. Si los agregados
son irreversibles, se consideran al menos como un producto de
degradacién que debe controlarse a un nivel muy bajo (normalmente un
poco mds o menos de un porcentaje, dependiendo de la masa proteica
total). Ademas, de la preocupacion sobre el riesgo de que los pacientes
desarrollen respuestas mmunogénicas al farmaco si permanecen en la
sangre agregados ireversibles parcialmente plegados y provocan una
respuesta mmunitaria [128]. En este caso, los pacientes pueden volverse
"mmunes" al medicamento o, en el peor de los casos el paciente puede

desarrollar una enfermedad de tipo autoinmune [128].

Por tanto, el conocimiento de los factores que afectan a la
agregacion de los mAbs terapéuticos asi como su control, es crucial
durante todo el ciclo de vida de los mismos, desde su produccion hasta su
administracion al paciente, para garantizar tanto la eficacia como la

seguridad del correspondiente medicamento biotecnold gico.
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4.1. ESTUDIOS DE ESTABILIDAD EN MEDICAMENTOS DE
USO HUMANO. REQUERIMIENTOS OFICIALES. GUIAS ICHs

Para hablar sobre la estabiidad de un medicamento en primer
lugar habria que definir el concepto de “‘estabilidad” del mismo, que es la
capacidad que tiene un medicamento o un principio activo de mantener
por un determinado tiempo sus propiedades originales dentro de las
especificaciones de calidad existentes. [ntimamente unido a este
concepto se encuentra “la fecha de caducidad” que se define como el
periodo de tiempo durante el cual el medicamento mantiene un minimo
del 90 % de principio activo sin que se aprecien modificaciones fisicas ni

desarrollo microbiano [136].

En el caso de los medicamentos biotecnologicos, debido a su
naturaleza proteica o polipeptidica, su estabilidad es bastante mas
compleja que la de los medicamentos tradicionales dado que son
estructuras cuya actividad biologica y/o funcional depende de fuerzas
tanto covalentes como no covalentes que ficilmente pueden ser
desequilibradas. De tal forma, son mas sensibles a factores ambientales
como son la temperatura, humedad y luz, a la oxidacién, al contenido
10nico y agitacion que los farmacos de sintesis quimica, por lo que se
requieren unas condiciones estrictas de almacenamiento para evitar su

degradacion y consegurr mantener la actividad biologica [137].

Esta iestabilidad puede ser originada por numerosos aspectos
que pueden agruparse en varios tipos como se indica en la siguiente

Tabla:
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Tabla 4. Factores que causan la inestabilidad (Fuente: Sudrez, 2017).

TIPO DE INESTABILIDAD DEFINICION

Alteracion de las propiedades
Fisico mecanicas y el aspecto de las

diferentes formas de dosificacion

Degradacion del principio activo
que conllevan a la pérdida de Ia
eficacia  y/o formacion  de
Quimico productos de degradacion toxicos
que, ademas de alterar la eficacia,
puede conllevar riesgos para la

salud del paciente

Pérdida de actividad del

medicamento 'y producciéon de

Biologica
desarrollo microbiano por encima
de los limites permitidos
Cambios en Ila biodisponibilidad
Biofarmacéutica del medicamento

Debido a la gran diversidad de factores que influyen en Ia
mestabilidad, los estudios para asegurar su eficacia, calidad y
bioseguridad a lo largo de todas las etapas son de vital importancia, por
lo que cualquier modificacion realizada en el medicamento tiene que ser
revisado y evaluado bajo estos conceptos. Por la complejidad estructural
que los biofarmacos presentan, las pruebas de evaluacion de la

estabilidad requieren de numerosos métodos analiticos, que son
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complejos en muchos casos y necesitan ser-ortogonales entre si, debido a
que se tiene que comprobar una amplia variedad de caracteristicas fisico-
quimicas y funcionales. Por todo ello, han de incluirse en los estudios
analisis mmunoquimicos, analisis de diferentes aspectos de la entidad
molecular (la proteina) asi como deteccidbn cualitativa y cuantitativa de

los productos de degradacion, entre otros.

Existen diferentes organismos mternacionales que se ocupan de la
seguridad de los medicamentos de uso humano que se comercializan, y
por tanto de los requerimientos para el cumplimiento de la estabilidad de
los mismos. En 1990 tuvo lugar la constitucion de la International
Conference on Harmonisation (ICH) of Technical Requirements for the
Registration of Pharmaceuticals for Human Use para armonizar la
normativa mundial de seguridad, efectividad y calidad de Ilos
medicamentos desarrollados y registrados para uso humano [138]. Desde
entonces, en esta conferencia participan las agencias del medicamento de
Europa, Japon y EE.UU, constituyéndose en una organizacion
mternacional generadora de guias y recomendaciones unificadas para su
cumplimiento por parte de las industrias farmacéuticas, de manera que se
asegure la calidad de los medicamentos comercializados en los paises

que adoptan el cumplimiento de lo mdicado en las correspondientes

guias.

Existen ademas otros organismos internacionales que establecen
recomendaciones para la  evaluacion de los  medicamentos
biotecnologicos, como es la FDA [139] o al EMA [2] o incluso sistemas
nacionales de salud, como el NHS (National Health System) del Reino
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Unido [140]. No obstante, en general, todos ellos parten de las

mndicaciones generales recogidas en las guias de la organizacion ICH.

Entre otras, las guias ICH establecen recomendaciones sobre el
desarrollo de los estudios de estabilidad en biofarmacos. Concretamente,
las guias Q5A a QSE [141] estan dirigidas a la calidad de los productos
biotecnologicos (Quality of Biotechnological Products). Dentro de ellas,
la guia Q5C [141] tiene como propdsito armonizar sobre los estudios
requeridos para la evaluacion de la estabiidad de los productos
biotecnologicos/bioldgicos (Stability Testing of
Biotechnological/Biological Products). Y concretamente la guia Q6B
[141] (Specffications: test procedures and acceptance criteria for
biotechnological/biological products) indica qué tipo de caracterizacion y
queé tipo de andlisis deben de realizarse para poder realizar una adecuada
descripcion de la estabiidad de wun medicamento y/o producto
farmacéutico biotecnologico. Se destacan en ella, como como aspectos
mmportantes en la caracterizacion de los medicamentos y productos
biotecnologicos, el estudio de propiedades fisico-quimicas y de Ia
actividad biologica. De forma explicita recomienda el empleo de la
cromatografia liquida de exclusion por tamafios (SEC) para el
estudio de los pesos moleculares o del tamafio (deteccion de
agregados) asi como del empleo de ensayos bioldgicos basados en el
empleo de cultivos celulares y/o ensayos bioquimicos basados en
interacciones inmunoldgicas (técnicas de mmunoensayo, por ejemplo
ELISA). Son estos dos aspectos de crucial importancia en la
caracterizacion de anticuerpos monoclonales terapéuticos los que se

abordan en esta Tesis Doctoral.
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Una vez indicados los aspectos necesarios a ser evaluados en la
caracterizacion de este tipo de productos biotecnoldgicos, la guia ICH
Q2R1 (Validation of analytical procedures: test and methodology) [141]
establece las recomendaciones a la hora de validar los métodos de
analisis empleados en la caracterizacion de los biofirmacos. Aspecto
distintivo de introducido en esta guia, es la necesidad de realizar estudios
especificos de degradacion controlada del medicamento, con dos

objetivos fundamentales:

(1) Establecer pautas de degradacibn que abunden en su
conocimiento, para por ejemplo, establecer adecuadas

recomendaciones de uso del mismo.

(2) Validar el propio método de andlisis para el objetivo
requerido. En el caso de esta Tesis Doctoral, validad el
método para la deteccion de agregados, de manera que cuando
estos estén presentes en posteriores estudios de estabilidad,
pueden ser identificados incluso en presencia de producto sin

degradar, de mondmero.

Los estudios de degradacion controlada, acelerada o estudios de
estrés son por tanto cruciales en los estudios de desarrollo de
medicamentos, incluidos los biotecnologicos [142]. En el caso concreto
de la degradacion por efecto de la luz wvisible, existe una guia de
recomendaciones sobre como degradar controladamente el medicamento:
la ICH QI1B (Stability Testing: Photostability Testing of New Drug
Substances and Products) [141]. En ella se establecen las caracteristicas

de fotoestabiidad a evaluar para evitar dafios por exposiciones
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madecuadas a la luz [143], lo cual va a permite detectar los posibles
cambios en las propiedades fisicas del mismo o la produccion de
degradacion fotoquimica [143-145], que con mucha probabilidad va a
mplicar la formacion de agregados del mAb terapéutico. Este aspecto
también ha sido considerado en esta Tesis, tanto degradacion acelerada
por efecto de la luz, como la degradacion por efecto de diversos factores
que permiten un mayor conocimiento del comportamiento de los
medicamentos estudiados, siempre desde la perspectiva de la formacion

de 6rdenes superiores de la proteina, como lo son los agregados.

4.2. PERFIL INDICADOR DE ESTABILIDAD

Dada la complejidad estructural de los fairmacos biotecnologicos,
y tal y como acaba de ser indicado anteriormente, son varios los
parametros que actian como indicadores de estabilidad de un biofarmaco
[137], por lo que el perfil indicador de estabilidad sera establecido para
cada medicamento en funcion de sus caracteristicas particulares. Este
perfil de estabilidad debe de permitir detectar pequefios cambios en
cuanto a la identidad, pureza y actividad bioldgica. La evaluacion de la
pureza absoluta de un producto biotecnologico es dificil de determinar
debido a multitud de reacciones que pueden darse, como reacciones post-
traslacionales de glucosilacion, desamidacion, entre otras. Una estrategia
para evaluar la estabilidad, es determmnar la pureza en base a métodos de
determinacién de productos de degradacion, por lo que nuevamente los

estudios de degradacion acelerada son de especial interés.

De esta forma, los métodos empleados para la caracterizacion

fisico-quimica,  bioquimica e  mmunoquimica de un firmaco

109

=
| S—



Introducciéon

biotecnologico conforman el conjunto de métodos del perfil indicador de
estabilidad de dicho compuesto. Estos métodos deben permitir evaluar
tanto aspectos intrinsecos al propio farmaco (peso molecular, carga,
hidrofobicidad), como los productos formados por procesos degradativos
fruto de reacciones de diversa indole, como desamidacion, oxidacion,
sulfo-oxidacion, agregacion o fragmentacion durante el almacenamiento,
asi como la actividad biologica del medicamento en su forma de
comercializacion. Junto con estos métodos, que en general van a implicar
un cierto o elevado grado de complejidad, un andlisis de cambio visual
del producto, como cambios de color, textura y aparicion de particulas

visibles en disoluciones, ha siempre de llevarse a cabo.

Por otra parte, para el establecimiento de las fechas de caducidad,
también se indica el uso de los estudios de degradacion aceleradas los
cuales proporcionan datos utiles no solo para establecer la fecha de
caducidad del producto, smo también -como ya ha sido indicado
previamente- en aspectos sobre su estabilidad, en la validacion de
métodos analiticos para el estudio de estabilidad, o generar informacion
que pueda ayudar a elucidar el perfil de degradacion del firmaco o del
medicamento biotecnologico. El conjunto de métodos comprendidos en
el perfil indicador de estabilidad han de emplearse en cualquier tipo de
estudios de estabilidad, que podra hacerse de forma mais o menos
rigurosa dependiendo de la situacion estudiada, comercializacion o uso

hospitalario [137].

Para un anticuerpo monoclonal terapéuticos, algunas de las
propiedades fisico-quimicas que definiran su perfil de estabilidad son el

peso molecular, el perfil de isoformas, el perfil de agregacion, y el
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contenido de proteina entre otras. Desde un punto de vista estructural, la
estabilidad de una proteina vendra dada por el mantenimiento de la
estructura primaria, secundaria y terciaria. Los estudios de la actividad
biologica también formardn parte siempre del perfil indicador de

estabilidad de este tipo biofarmacos.

Los métodos empleados en el perfil indicador de estabilidad,
mdependientemente de su numero, deben cumplir unas especificaciones
particulares para cada uno, y poder ser validados como indicadores de
estabilidad, siguiendo con los dictdmenes de las guias ICH anteriormente
citadas. Entre los procedimientos para validar estos métodos, los estudios
de degradacion acelerada son fundamentales, ya que permiten evaluar,
ademas de las rutas de degradacion del mAbs, la propia capacidad del
método de analisis para “distinguir” el mAbs sin degradar de la fraccion
degradada. Un método de analisis que no demuestre su capacidad de
deteccion de agregados y fragmento no es viable en un estudio de
estabilidad centrado en la deteccion del proceso de agregacion, por
ejemplo. Y no siempre un método de andlisis va a poder ser validado
para analizar diferentes aspectos requeridos en el perfil de estabilidad de

los mAbs.

43. TECNICAS DE EVALUACION DEL PERFIL DE
AGREGACION

El estudio de agregaciones y/o degradaciones ha sido llevado a
cabo clasicamente mediante la cromatografia liquida de alta resolucion
de exclusion por tamafos ((SE)HPLC o SEC) acoplada a detector de

ultravioleta visible. Actualmente es la técnica de eleccion en el control de
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calidad de los procesos de fabricacion de proteinas terapéuticas, dada su
gran sensibilidad y eficacia en el andlisis de mondmeros, dimeros y

estados menores de agregacion.

No obstante, la técnica SEC esta lmitada a la deteccion de
estados menores de agregacion, no llegando a las 10 unidades de
mondémeros debido a las especificaciones técnicas de las columnas SEC
analiticas desarrolladas actualmente. Esta técnica es idonea por tanto para
la determmacion y cuantificacion de mondémeros, dimeros y ordenes
hasta 8/10 entidades de proteina (mAbs) agregadas, dependiendo de la
columna cromatografica empleada. Presenta el mconveniente por tanto
de no detectar 6rdenes mayores de agregacion, entre los que se
encuentran los que dan lugar a la respuesta mmunogénica grave (tamafio

aproximadamente de 50 um).

Dado que en una disolucion de un proteina, como lo son los
mAbs, pueden encontrarse particulas en un amplio intervalo de
distribucion de tamafios, desde los monomeros hasta los agregados
visibles, para un estudio exhaustivo del particulado de las disoluciones de
los mAbs terapéuticos deben de ser empleadas un conjunto de técnicas
que cubran todo le intervalo de tamafios posibles, es decir, desde el
tamafio de los monomeros (del orden de los nanometros) hasta los
agregados visibles (mayores de 100 pm). En la Tabla 5 se recoge algunas
de las técnicas empleadas actualmente en el estudio del particulado,
mndicando algunas de sus ventajas asi como el mtervalo de tamafio que
permiten evaluar. A destacar entre estas técnicas, por su amplio uso la
dispersion dinamica de luz (DLS), que permiten obtener una estimacion

de la distribucion del particulado presente en la disolucion, aunque
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presenta como desventaja el ser une técnica cualitativa, no pudiendo
cuantificar, lo cual si es posible mediante SEC. La ultra centrifugacion
analitica (AUC) es también habitual en el estudio de los tamafios de los
agregados de proteinas, y se obtiene una estimacién del peso molecular
correspondiente, no obstante presenta como desventaja que es una
técnica cara, requiere de habilidades del operador y la cuantificacion
tampoco es posible. Mediante la técnica de microscopia de imagen de
flyjo (MFA) se pueden analizar agregados de orden superior, los
denominados agregados msolubles, la resolucion de la técnica va a

depender fuertemente de la cdmara empleada.

Tabla 5. Caracteristicas de diferentes técnicas empleadas para la caracterizacion
de agregados/particulado.

SEC DLS AUC MFA
Sensibilidad Alta Alta Baja Baja
Tamafio de
1-50 nm 1-5 pm 1-100nm  1-400 pm
deteccion
Agregados
solubles
Agregados
pequetios Agregados
solubles
(mondmeros, solubles Agregados
Objetivo pequenios a
dimeros, hasta pequenos B msolubles
tamano
8 unidades  hasta grandes .
mtermedios
segiin
columna)

113

=
| S—



Introducciéon

(Continuacion Tabla 5)

SEC DLS AUC MFA

Estimacion de

la distribucidon

Cuantificacion
de tamanos Estimacion  Estimacion
Informacion del de la forma
Estimacion del _
. Radio tamario y tamafio
tamano
hidrodinamico

(1) Cromatografia de exclusion por tamana; (2) Dispersion dinamica de la luz;
(3) Ultra centrifugacion analitica; (4) Microscopia de imagen de flujo.

No obstante, y aceptando que ninguna técnica es valida para
analiza toda la distribucion de tamafios a que da lugar el proceso de
agregacion proteica, la gran ventaja de la SEC es su alta reproducibilidad
y la posibilidad de abordar la cuantificacion de los mondémeros con
elevados grados de exactitud y sensibiidad, asi como la completa

discriminacion de estos de los dimeros, etc.

44. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION
EN EL ANALISIS DE mAbs DE EXCLUSION POR TAMANOS

Segiin la definicion de la Sociedad Espafiola de Cromatografia y
Técnicas Afines, se define cromatografia como el método fisico de
separacion en el cual los componentes a separar se distribuyen entre dos
fases: fase estacionaria y fase movil, siendo la primera fija y la segunda

en movimiento contmuado en un sentido determmado [146]. La
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cromatografia liquida de alta resolucidbn acoplada a diversos detectores
(UV-visible, fluorescencia, o espectrometro de masas) es una técnica
bien establecida y conocida para la caracterizacion fisico-quimica de

proteinas en general y de mAbs terapéuticos en particular. [147].

En funcion de Ila propiedad fisico-quimica estudiada de Ilas
protefnas (tamafio, carga, adsorcion, solubilidad, estabilidad térmica,
entre otros) se utiizan diferentes tipos de cromatografia liquida [148-

150]. Asi pues, entre otras, se encuentran:

- Cromatografia de intercambio ionico (lon Exchange
Chromatography, 1EC): permite la separacion de las moléculas en
funcion de la carga i6nica neta mediante el uso de polimeros de
mtercambio 10nico, los cuales retienen a los solutos gracias a fuerzas
electrostaticas. La fase estacionaria lleva en su superficie cargas
electrostaticas fijas que retienen contraiones moviles, los cuales pueden
mtercambiarse por iones de la fase movil De esta forma, la separacion se
lleva a cabo por competencia entre proteinas con distinta carga
superficial por grupos con carga opuesta sobre una matriz de intercambio
ionico. En la actualidad, se trata de unas de las técnicas con fines de
purificacion mas usado, tanto en cromatografia de tipo preparativa [147-
149] como en cromatografia analitica, cuya finalidad es el andlisis de

isoformas de un mismo o distintos anticuerpos monoclonales [151-153].

- Cromatografia de afinidad: basada en la mmovilizacion de un
polimero de tipo liquido sobre un solido inerte sobre enlaces covalentes,
es la forma mas eficaz de separacion de proteinas procedentes de una

mezcla. Debido al uso de ligandos especificos para una determinada
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proteina, hacen que esta técnica sea muy cara [154], por lo que su uso

comercial es menor.

- Cromatografia de interaccion hidrofobica (Hydrophobic
Interaction Chromatography, HIC): se basa en la presencia de fuerzas no
covalentes como son las fuerzas hidrofobicas, las cuales participan en
procesos importantes como la estabilizacion de la estructura de proteinas,
la unibn enzimatica con el sustrato y el replegamiento de proteinas [138,
147, 155]. Es uno de los métodos de purificacion de macromoléculas mas
utiizado, y que comienza a tener importancia en la cromatografia

analitica.

- Cromatografia de fase reversa (Reversed  Phase
Chromatography, RPC): Esta basada en interacciones de tipo
hidrofobico. La fase estacionaria es de naturaleza apolar, mientras que la
fase movil es polar. Es una de las mas usadas, a pesar de encontrarse
limitado por determinados factores como el uso de solventes no
compatibles con las proteinas y a que requiere siempre realizar los
analisis en condiciones desnaturalizantes, ademds, hasta hace pocos afios
en donde se han desarrollado nuevos materiales de relleno de columna
mas eficaces, se producian bajos porcentajes de recuperacion [147, 148,
156]. Sn embargo, la aplicabiidad analitica destaca por su uso en
cuantificaciéon de anticuerpos monoclonales terapéuticos [126, 137, 157,
158], o la deteccion de des amidaciones tras la digestion enzimatica del

anticuerpo monoclonal [159].
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- Cromatografia de interaccion hidrofiia (Hydrophilic Interaction
Liquid Chromatography, HILIC): estd basada en el empleo de una fase
estacionaria polar y una fase mévil con alto porcentaje de disolvente
orgdnico (superior al 60%), agua y tampén de tipo acuoso u otro
disolvente polar; la separacion se basa en interacciones de tipo
hidrofilico, debido a que el agua de la fase movil forma una capa acuosa
adsorbida sobre la superficie de la fase estacionaria polar en la que se
produce el reparto entre los analitos a separar. Su uso se centra en el
analisis de los glicanos de los mAbs terapéuticos, para ello requiere el
empleo de detectores de fluorescencia o de espectrometria de masas
[146]. La ventaja que presenta es la fuerte retencion de compuestos de
naturaleza polar hidrofilicos, los cuales no son retenidos en

cromatografia de fase mversa.

- Cromatografia de exclusion por tamafios (Size Exclusion
Chromatography, SEC): su nombre alude a su funcion, que consiste en la
separacion de particulas en funcion de su tamafio o peso molecular
(Figura 5). Se ha empleado bastante para comprobar la pureza de las
protefnas. Las separaciones preparativas mediante SEC actian como un
paso de purificacion del producto, utilizando para ello matrices de SEC
de baja presion que permitan la separacion de mezclas de proteinas con
diferentes pesos moleculares, proteinas de otras macromoléculas
biologicas y para la separacidon de proteinas agregadas de mondmeros
[138, 143, 147-149]; mientras que en las separaciones analiticas es la de
eleccion para el estudio de agregacion de anticuerpos monoclonales

terapéuticos [125], tal y como ya ha sido indicado previamente.
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Figura 5. Representacion grafica de cromatografia SEC. Las particulas de
mayor tamafio (rojas) salen antes que las de menor tamafo (amarilas) que
quedan retenidas mas tiempo por el relleno de la columna. (Fuente:

slideplayer.es).

La técnica de (SE)HPLC se acopla al detector de ultravioleta
visible, dado que la fase movil presenta un contenido en sales que es
mcompatible con la deteccion por espectrometria de masas. La
composicion de la fase movil tienen la ventaja que permite el andlisis de
las proteinas, de los mAbs, en condiciones naturales, es decir, con la
proteina no desnaturalizada. Esta ha sido un gran valor afadido de esta
técnica con respecto a otros modos en los que se produce una
desnaturalizacién, y denominados modos ‘“no naturales” de andlisis de
los mAbs. No obstante, los avances continuos que se estdn produciendo
en las técnicas y métodos de analisis de los mAbs terapéuticos, han
permitido muy recientemente el acoplamiento de la cromatografia liquida

de ultra altas prestaciones (UHPLC) a la espectrometria de masas de alta
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resolucion [160, 161], pudiéndose en este caso determinar el perfil de

agregacion en masa de los diferentes mondmeros (isoformas) dimeros,

etc. y todo ello en estado nativo.

45. OTROS METODOS DE ANALISIS DE MABS
TERAPEUTICOS

Dada la gran variedad de parametros que son necesarios evaluar
para la estabiidad de un mAbs terapéutico, ademas de las ya indicadas,
también es comin el empleo de otras técnicas analiticas, algunas de las

cuales sdlo se citan a continuacion.

La espectrometria de masas (MS) es una técnica que ha
experimentado un crecimiento exponencial en cuanto a aplicabilidad se
refiere en el ambito de los biofarmacos constituyendo hoy en dia una
herramienta indispensable para la caracterizacion estructural de los
mismos. Permite obtener mformacion estructural de gran valor gracias a
su acoplamiento con la cromatografia liquida de ultra altas prestaciones
(UHPLC) mediante una mnterfase de ionizacion por electrospray (ESI). Se
obtiene nformacion sobre la estructura intacta, deteccion e identificacion

de microvariaciones o cambios conformacionales [162, 163].

La ultrafiltracion analitica (AUC) (comentada en Tabla 5) es
una técnica que permite la separacidon de proteinas en funcion de su
tamafio, por lo que se emplea para la caracterizacion de los agregados,

estd basada en la diferente velocidad de sedimentacion de las proteinas

en funcion de su tamano [164].
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Otra técnicas que también se emplea en estudios
conformacionales  tridimensionales de proteinas y que es muy

prometedora es la resonancia magnética nuclear (RMN) [165, 166].

La electroforesis es la técnica cuyo fundamento permitié el
desarrollo de gran nimero de pruebas analiticas para el estudio y analisis
de proteinas [167]. Es de especial importancia el destacar el uso actual de
la electroforesis capilar, técnica cuyo fundamento es Ila migracion
diferencial de moléculas sujetas a campo eléctrico (de 100 a 500 V/cm) a
través de un capilar cuyo didmetro es menor de 50 um [168-170].

Esta técnica se viene empleando también de manera habitual para
la caracterizacibon de mAbs terap€uticos, sobre todo para la

caracterizacion de las variantes de carga [162, 171, 172].

5.  EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA
DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES
TERAPEUTICOS

Las pruebas para la determinacién de las propiedades biologicas y
funcionales de un anticuerpo monoclonal con finalidad terapéutica es un
paso fundamental, tal y como indica la ICH Q6B (Specifications: Test
Procedures and Acceptance Criteria for Biotechnological/Biological
products) [173]. Esta nformacion es de vital importancia ya que indica la
especificidad de un determinado producto biotecnologico para desarrollar

la accion biologica concreta para la cual ha sido “disefiado”.
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En principio, la evaluacion de las propiedades bioldgicas puede
ser realizada mediante cualquier ensayo biologico que demuestre su
efectividad para tal fin. Entre ellos cabe destacar, tal y como hace la guia
ICH Q6B, los siguientes:

- Ensayos biologicos basados en animales los cuales miden la
respuesta biologica de un organismo frente al producto

biotecnolo gico.

- Ensayos estrictamente bioquimicos, los cuales miden Ila
actividad biologica a través de la medida de reacciones
enzimaticas inducidas por interacciones mmunologicas e

Mmunoensayos.

- Ensayos biologicos basados en cultivos celulares, en los
cuales se mide una respuesta bioquimica o fisiologica a nivel

celular promovida por el farmaco biotecnold gico.

Los  procedimientos basado en ensayos  bioquimicos,
concretamente la técnica ELSA, y los basados en cultivos celulares, son
los elegidos en esta Tesis Doctoral para evaluar la actividad biologica de

los mAbs seleccionados (cetuximab y trastuzumab).

5.1. INMUNOENSAYOS. ELISA

Los inmunoensayos son técnicas bioanaliticas basadas en el uso
de anticuerpos, empleadas ampliamente tanto en mvestigacion como en

el diagndstico clinico [174]. Consisten en pruebas mmunoquimicas con
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un grado aceptable de exactitud y precision, basadas en la formacion de
complejos antigeno-anticuerpo cuya extension de la reaccion es la base
para un andlisis cualtativo o cuantitativo de analitos. Este tipo de
ensayos se caracterizan por una elevada selectividad. debido a Ila
selectividad propia de la reaccidn antigeno-anticuerpo, que ademas puede
ser detectada mediante diversas técnicas de deteccion (UV-visible,
fluorescencia o radioactivas) proporcionando un resultado directamente
proporcional al de la concentracion [174, 175] de un analito. Una de sus
grandes ventajas analiticas es la cuantificacion de compuestos a
concentraciones muy pequefias, del orden de ng/mL e incluso pg/mL
[148]. Precisamente por su sensibilidad, hay que extremar mucho el
cuidado de su ejecucién, porque existe la posibilidad de reacciones de
tipo cruzada entre metabolitos o sustancias cuya estructura sea similar al

compuesto de interés analizado [148].

Existe una gran variedad de formatos para llevar a cabo los
mmunoensayos. Se pueden dividir en principio en dos grandes tipos, los
mmunoensayos  heterogéneos 'y homogéneos. Los primeros, los
heterogéneos, requieren al menos una etapa de separacion de las
moléculas de la fraccion libre (moléculas que no estan unidas a ningin
elemento) de la fraccion ligada, debido a que no se obtendria diferencia
de sefial en cuanto al analito problema se refiere [174]. Por tanto, se
basan en la medicion del complejo antigeno-anticuerpo que genera una
sefial en un medio diferente al de origen para evitar efecto matriz [148,
174]. En el de los heterogéneos, la senal generada no requiere la
separacion previa del complejo antigeno-anticuerpo de la fraccion libre,
sno que se mide de forma directa en el mismo medio donde tendra lugar

la formacion del complejo mnmunologico [174]. Destacan por su rapidez
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y por su capacidad de deteccion de analitos de pequefio tamafio, como

hormonas, medicamentos o drogas.

De entre las técnicas mas empleadas actualmente para abordar los
estudios de la actividad biologica de los mAbs terapéuticos, se encuentra
el enzimommunoanalsis denommado ELISA, acronimo del término
inglés Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay, ELISA. La técnica ELISA
es el método usado para la evaluacion de la actividad biologica de
anticuerpos monoclonales, debido a sus propiedades inherentes. Permite
la cualificacion y cuantificacion de anticuerpos, antigenos, hormonas,
citoqumnas entre otros [176]. Destacan por su precision, sensibilidad y
especificidad, caracteristicas importantes en el andlisis de la
concentracion activa de los anticuerpos monoclonales en suero de

pacientes y estudios farmacocinéticos [177, 178].

La técnica ELISA se basa en la identificacion de
mmunocomplejos mediante el uso de enzimas unidas al antigeno o al
anticuerpo que est¢ adsorbido a un soporte polimérico sdlido. Las
distintas etapas requeridas para ejecutar un ELISA se pueden realizar de
forma manual, mediante el uso de micropipetas etc, o de forma
automatizada, dada la gran cantidad de muestras que hay que procesar y
analizar y por la mejor repetitividad que proporcionan los resultados

[179]. De cualquier manera, las etapas que contempla un ELISA son:

1) Unién del antigeno (o del anticuerpo) a los pocillos, es decr, a la
superficie de plasticos tratados, paso que se realiza con facilidad pues

tienen gran afinidad por proteinas.
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2) Bloqueo para asegurar la union del antigeno (o del anticuerpo) a los
pocillos e mactivar los sitios de unidn del material plastico no ocupados

por el antigeno (o anticuerpo).

3) Formacion de una o mas capas de mmunocomplejos. En el caso del
antigeno unido a la placa se puede detectar mediante un anticuerpo anti-
antigeno marcado (ELISA directo) o empleando un anticuerpo primario

anti-antigeno y un secundario anti-primario marcado (ELISA mdirecto).

4) Revelado de la reaccidon enzimatica. Después de un lavado para
elimmnar todas las moléculas marcadas no fijadas en forma de
mmunocomplejos, se afiade el sustrato enzimatico en solucion. Se deja
reaccionar y se lee la absorbancia empleando un espectrofotometro lector

de placas [180].

5.2. CULTIVOS CELULARES

Segiin el Instituto Nacional del Cancer de EE.UU., se puede
definr un cultivo celular como el crecimiento de microorganismos
(bacterias, levaduras, etc) o células de origen vegetal o animal en el
laboratorio, con el cual se pueden realizar labores de diagnostico de
mfecciones, prueba de medicamentos nuevos e mvestigacion [181]. De
esta forma, segin esta definicion, consiste en una herramienta potencial
tanto para la produccion de medicamentos como para sus posteriores

pruebas control de eficacia.
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Como se ha descrito en la seccion de los biofirmacos a estudiar,
alguno de ellos no son igual de efectivos en funcion de la presencia o
ausencia de determinadas mutaciones. Asi, los pacientes con mutaciones
en los genes que codifican para las proteinas participantes en la cascada
de sefializacion de HER2 muestran deficiencias en la efectividad del
anticuerpo monoclonal TTZ [182]. Este hecho que se puede comprobar
mediante el uso de las lineas celulares sin necesidad de recurrir al uso de
un modelo animal [183, 184]. Por lo tanto, se pueden comprobar aspectos
que mediante una prueba de tipo ELISA no se aprecian en su totalidad, al
basarse esta Unicamente en Ila formacion del complejo antigeno-
anticuerpo. Es por ello que en esta Tesis Doctoral se emplean de forma
paralela dos estrategias diferentes para evaluar y cuantificar la actividad

biologica/funcionalidad de los mAbs terapéuticos seleccionados.

Se pueden distingurr varios tipos de cultivos en funcion de su
micio: cultivo de 6rganos, explantes primarios y cultivo celular primario.
El cultivo de oOrganos permite conservar tanto la estructura como las
mteracciones histologicas del tejido de origen aunque existe una reducida
capacidad de proliferacion celular. Los explantes primarios consisten en
un fragmento de un tejido u organo que se coloca en una nterfase del
tipo solido-liquido, con el objetivo de que las células se adhieran a la
superficie consiguiendo la proliferacion y migracion—de las células de la
periferia. Por ultimo, el cultivo celular primario, tiene como paso previo
de disgregacion celular (enzimatica o mecanica) que elimmna o reduce las
mteracciones célula-célula y las relaciones de la célula con la matriz
extracelular. Este proceso permite a las células proliferar hasta alcanzar
un estado de confluencia, en el cual las células cubren toda la superficie

del cultivo mhibiéndose su proliferacion por el contacto célula-célula. Al
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alcanzar esta situacion, se procede a realizar un subcultivo o pase, que no

es mas que el trasplante celular a otro soporte [167, 185].

En funcion del tipo de anclaje y disposicion de las células en el

cultivo, los cultivos primarios pueden ser de dos tipos:

- Cultivos en monocapa: Las células se distrbuyen de forma
homogénea en un soporte de naturaleza solida, el cual puede ser vidrio o
plastico, sobre el cual las células quedan adheridas y desarrollan su
crecimiento y proliferacion, por lo que el anclaje al sustrato por parte de

las células es un paso necesario [167, 185].

- Cultivos en suspension: Desarrollado para aquellos tipos
celulares que no se pueden cultivar en monocapa, como por ejemplo las
c€lulas hematopoyéticas [167, 185]. En este caso, las celulas crecen
dispersas por el medio sin adherirse a ninguna superficie, por lo que se

alcanzard el estado de confluencia cuando se agoten los nutrientes del
medio [167, 185].

El mantenimiento de los cultivos a través de pases o subcultivos
permite una cierto proceso de seleccion en base al predominio
proliferativo de determinadas tipos celulares. Este proceso conduce a la
obtencién de las denominadas lineas celulares [186], que aun no siendo
estables ni puras permite su aplicacidon en procesos de mvestigacion. En
funcion del tipo celular, el nimero de pases puede variar entre 20 a 100
[167, 184], tras lo cual las células suelen perder su capacidad
proliferativa y entrar en la etapa de apoptosis celular, recibiendo este

proceso el nombre de senescencia. No obstante, en algunos casos el
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cultivo primario se mantiene a lo largo del tiempo convirtiéndose en lo
que se denomina un cultivo primario estable o lineas celulares continuas
[167, 185], no estando dilucidado el mecanismo por el que este proceso
acontece. Este tipo de cultivos también pueden ser obtenidos de forma
artificial a través del uso de transfecciones virales, uso de mutagénicos o
cuando el cultivo primario es obtenido a partir de una biopsia de un
tumor del que las propias células poseen mecanismos, generalmente
relacionados con la alteracion del ciclo celular, que las hacen escapar del
proceso de apoptosis. Este tipo de lineas presentan un crecimiento
ndefinido, hasta el punto de denommarlas como células mmortales; su
crecimiento es aberrante por la pérdida de mhibicibn por contacto,
limitacion de la densidad celular y dependencia del anclaje: son
heteroploides presentando aberraciones cromosomicas por lo que son
genéticamente iestables. Es debido a este crecimiento desmedido que
pueden mvadir otros tejidos y desarrollarse en otras partes, ocasionando

metastasis [167, 187].

La eleccion de la linea celular para evaluar la actividad bioldgica
dependerd por completo de la proteina diana para la cual el mAb ha sido
disenado y para la cual presente afinidad. Asi, se puede poner de
manifiesto el efecto que desencadena la unidn antigeno-anticuerpo sobre
la propia cé€lula, es decir, qué procesos desencadenan la union con la
proteina objetivo del anticuerpo monoclonal [187]. El efecto mas usado
para su evaluacion y relacion con actividad bioldgica es la capacidad
citotoxica a través de comprobar su actuacion en la ADCC [173, 174,
188-191].
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Esta estrategia basada en los cultivos celulares presenta una serie
de ventajas. Por un lado, permite el control de las condiciones fisico-
quimicas (pH, temperatura, presidon osmoética y parcial de oxigeno y
dioxido de carbono) y fisiologicas (hormonas, factores de crecimiento,
densidad celular, entre otros). En base a los requerimientos del cultivo, se
han desarrollado medios definidos para algunos tipos celulares, es decrr,
un conjunto de sustancias de la que se conoce su composicion con
exactitud. Un problema que existe con respecto a los medios definidos es
el desconocimiento de las necesidades nutritivas de determinadas lineas
celulares, las cuales utiizan medios suplementados con disoluciones
complejas que contienen factores hormonales y nutritivos de cantidades

desconocidas [167, 187].

Otra ventaja se debe a la homogeneidad de un cultivo celular, a
diferencia de una muestra de tejido que consiste en una muestra
heterogénea. Debido a la uniformidad en cuanto a composicion y
morfologia, se pueden obtener réplicas de cada subcultivo, que en
condiciones de conservacidn correctas, pueden ser usadas en una misma
prueba para comprobar aspectos estadisticos como la reproductibilidad

[167, 187].

También existen ventajas desde el punto de vista econdmico,
debido al empleo de disoluciones menos concentradas que en el caso del
uso de animales. Por otro lado, se pueden obtener resultados de Ila
aplicacion de Ila sustancia tal cual sin que sufra ningin tipo de
modificacion por efecto metabolico. Desde el punto de vista ético
también presenta ventajas, como una alternativa valida al uso de

animales de experimentacion [167, 185].
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Pero como todas las técnicas, presenta también una serie de
desventajas. Por un lado, se requiere que las condiciones del laboratorio
sean estrictamente de asepsia, debido al crecimiento rapido de aquellos
microorganismos considerados como contaminantes, entre los que se
encuentran hongos, levaduras, bacterias y micoplasmas. Esto da a lugar a
que la técnica se caracterice por su alta sensibilidad a la contaminacion.
Por otro lado, en ocasiones las lineas celulares continuas presentan
mestabilidad adquiriendo aneuploidia, por lo que su velocidad de
crecimiento y diferenciacion se veran afectados. Para evitarlo, es
conveniente resembrar las lineas celulares cada cierto tiempo, o el uso de
un subcultivo congelado una vez superado un nimero determinado de

pases [167, 185].

6. ESTUDIOS DE ESTABILIDAD DE
ANTICUERPOS MONOCLONALES TERAPEUTICOS
EN CONDICIONES DE USO HOSPITALARIO

Como se ha descrito anteriormente, es de vital mmportancia la
realizacion de estudios de estabilidad para comprobar la posibilidad de
uso de los sobrantes en condiciones de seguridad, reduciendo asi costes
sin que la salud de los pacientes se vea comprometida. En este contexto,
de estudios de estabilidad, es donde se enmarca el objetivo ultimo de la

mvestigacion realizada en la presente Tesis Doctoral

Los medicamentos biotecnologicos fueron una revolucion en el
tratamiento de muchas enfermedades graves que tenian pocas alternativas
terap€uticas. Sin embargo, es necesario tener en cuenta la considerable

mversion en investigacion y desarrollo y los altos costes del complejo
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proceso de produccion para el desarrollo de un nuevo medicamento
biotecnologico, asi como los estrictos controles de calidad que deben
llevarse a cabo durante la produccion del nuevo medicamento
biotecnologico y los costos de distribucion [192]. Ademas, cabe senalar
que la proteccion mediante patente de estos medicamentos ha dado lugar
a precios elevados, algunos rondando los 100.000 euros por tratamiento

de paciente [193, 194].

Ademas de los costes en produccion, también hay que tener en
cuenta que la forma de admmistracion a los pacientes supone también un
gasto que repercute en el sistema de salud. La mayoria de estos
medicamentos  biotecnologicos son administradas por via ntravenosa,
mediante mfusion [195]. Estos medicamentos normalmente se dosifican
por peso del paciente tras una dilucion en suero fisiologico. Lo que da
lugar a importantes sobrantes. Los 5 medicamentos seleccionados en esta
Tesis Doctoral para su estudio son de este tipo. Por tanto, el interés de su
estabilidad en condiciones de uso hospitalario ha sido un tema importante

sobre el que se han llevado a cabo diversos estudios.

Tal es la importancia, que numerosos estudios de estabilidad se
han realizado a lo largo del tiempo. En algunos casos, el mterés radica en
la posibilidad de otras aplicaciones distintas para las que fueron
disefiadas en un principio. Es el caso de BVZ, el cual se emplea en la
actualidad para el tratamiento de la degeneracion macular del ojo, a pesar
de que las indicaciones de comercializacion no la incluian entre las
enfermedades a tratar. Por ejemplo, se estudido su estabilidad mediante las
técnicas (SE)HPLC y DLS en nanoparticulas de diferentes tipos de
matriz (hidroxipropilmetilcelulosa, polivinilpirrolidona, alcohol
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polivilinico y acido polacrilico) que contienen el BVZ, junto con un
estudio mn vivo de la efectividad de dichas nanoparticulas [196],
observando de esta forma otras formas para vehiculizar este biofarmacos.
Ademas, también se han publicado estudios sobre la estabilidad del
almacenamiento en jeringas de policarbonato y propileno durante 6
meses con las técnicas de electroforesis en gel SDS-PAGE y (SE)HPLC,
almacenadas durante 4 semanas a -80 °C, y temperatura ambiente durante

2 horas [197].

En cuanto a ejemplos de estudios de estabilidad en el tiempo de
CTX, este ha sido estudiado diluido a la concentracion de 0,5 mg/mL
mediante (SE)HPLC a temperatura ambiente durante 24 horas,
refrigerado a 4 °C durante 48 horas, y en tres ciclos de congelacion-
descongelacion [198]. La evaluacion la estabilidad de su contenido fue
analizada mediante (RP)HPLC-DAD [157] y demostrd6 mantenerse

constante en el mes de estudio.

Como ejemplos de estudios de IFX, para las caracterizaciones de
la estabilidad fisico-quimica y estructura de IFX en otros grupos de
mnvestigacion, fueron usadas la inspeccion visual, el recuento subvisible
de particulas (HIAC), dispersion dmamica de Ila luz (DLS),
cromatografia de exclusion por tamafios (SEC) y cromatografia de
mtercambio  cationico (CEX), junto con la huella peptidica,
espectroscopia infrarroja (FTIR) y espectroscopia UV — estas tltimas
para la determmacion de las estructuras secundarias y terciarias
respectivamente— a  diferentes temperaturas de almacenamiento y

concentraciones [199]. Se han llevado a cabo estudios también con

biosimilares del IFX, como el caso de PF-06438179/GP1111 (PF-SZ-
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IFX), el cual fue estudiado a concentraciones diluidas con respecto al
medicamento (contracciones de uso clinico) y a la concentracion del
medicamento tras su reconstitucion; se evaluo la estabilidad en el tiempo
analizando tanto propiedades fisico-quimicas mediante turbidimetria,
capilaridad, (SE)HPLC y SDS-PAGE como funcionales, mediante un
estudio in vitro; este estudio se llevdo a cabo en bolsas de infusion
mtravenosa en dos condiciones de almacenamiento, a 4 °C durante 30
dias y a temperatura ambiente durante 14 dias [200]. Recientemente ha
sido estudiada la estabilidad en el tiempo de IFX y el biosimilar CT-P13
a diferentes concentraciones de uso clinico y diferentes almacenamiento
encontrando altos grados de similaridad en todos los parametros
ensayados asi como en la estabilidad que se ha determinado en al menos

dos semanas [160].

También RTX ha sido objeto de estudio, por ejemplo ha sido
estudiado a través de turbidimetria, (SE)HPLC y CEX almacenados en
bolsas de poliolefina a 25 °C y 4 °C [201]. Siguiendo una estrategia
parecida, han sido también estudiadas las estabilidades en el tiempo de
sus biosimilares, como el caso del biosimilar Sandoz del cual fue
estudiada su estabilidad fisico-quimica y biologica mediante (SE)HPLC,
CEX, electroforesis en gel, huella peptidica y citotoxicidad dependiente
del complemento (CDC) de muestras cercanas a su fecha de caducidad;
estas muestras fueron expuestas a temperatura ambiente y luz durante 14
dias a la concentracion del medicamento, tras lo cual fueron diluidas a la
concentracion de 1 mg/mL en NaCl al 0,9%en bolsas de polipropileno o
polietileno y refrigeradas durante 1 mes a 4 °C seguidas de 24 horas
adicionales a temperatura ambiente con el objetivo de imitar su

manipulacion [202]. También ha sido estudiada la estabilidad en el
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tiempo de RTX mediante (RP)HPLC-DAD evaluando la consistencia de
su contenido [158] asi como su estructura por huella peptidica generada
mediante espectrometria de masas de tiempo de vuelo con ionizacidn
asistida por matriz (MALDI-TOFMS) [203]. En ambos estudios se

encontrd altos grados de estabilidad de RTX en sus preparaciones de uso
clinico.

En cuanto a la estabiidad en el tiempo de TTZ en diversas
condiciones de uso clinico, también ha sido amplamente estudiado. Por
ejemplo, bolsas de infusion de disoluciones de TTZ diludas,
almacenadas a temperatura ambiente y refrigerado a 4 °C, durante 6
meses, han sido analizadas por (SE)HPLC, CEX, DLS, turbidimetria y
espectrometria FTIR [204]; de manera similar que su biosimilar CT-P6,
cuya estabilidad fue estudiada a tres concentraciones (21 mg/mL, 2,4
mg/mL y 0,8 mg/mL) almacenadas en bolsas de poliolefina a 4 °C y 22
°C durante 3 meses, mediante las técnicas de turbidimetria,
espectroscopia  FTIR, cromatografia ((SE)HPLC y CEX), dispersion de
luz dindmica (DLS), todo ello principalmente enfocado a la evaluacién
de la estabilidad termodindmica y deteccion del particulado [205].

También, y de forma particular, la estabilidad funcional, evaluada
a partr de la actividad bioldgica de los anticuerpos BVZ, CTX, IFX,
RTX y TTZ, fue analizada en el tiempo en sobrantes de medicamentos,
los cuales no demostraron tanta estabilidad como cuando se analizan las

propiedades fisico-quimicas [180, 206].
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Capitulo I

En este capitulo se presentan los reactivos, materiales e
mstrumentacion  utilizados, junto con las diferentes herramientas
analiticas y ensayos bioldgicos empleados en esta Tesis Doctoral. Dentro
de este contexto, se exponen la metodologia aplicada en el desarrollo de

la presente Tesis Doctoral.

1. REACTIVOS, MATERIALES E
NSTRUMENTACION

1.1. REACTIVOS: PRODUCTOS QUIMICOS, PROTEINAS Y
SUS DISOLUCIONES

1.1.1. Productos quimicos

Los productos quimicos utilizados son los que aparecen en la

siguiente Tabla, agrupados en funcidén de la casa comercial:

Tabla 1. Relacion de productos quimicos usados y las respectivas casas
comerciales de procedencia.

CASA
COMERCIAL NOMBRE DEL PRODUCTO
Carbonato de sodio (Na,CO3)

Panreac Hidrégenocarbonato de sodio (NaHCO3)
Quimica SA Cloruro de sodio (NaCl)
(Barcelona, Cloruro de potasio (KCI)

Espatia) Monohidroégenofosfato de sodio monohidratado

(Na;HPO4-H,0)
[ 165 )



Capitulo I

(Continuacién Tabla 1)

CASA NOMBRE DEL PRODUCTO
COMERCIAL
Panreac Dihidrégenofosfato de potasio (KH,POy)
Quimica SA Acido clorhidrico (HCI) (37 %)
(Barcelona, Hidréxido de sodio (NaOH) (97 %)
Espatia) Acido sulfirico (H,SO4)
Fluka Chemika
(Madrid, Tween 20
Espatfia)
La Asturiana
(Asturias, Leche en polvo desnatada
Espatia)
Technical

(Fontenay-sous-

Bois, Francia)

Peroxido de hidrogeno (H202) (30 % w/v 100 vol.)

B. Braun
Medical
(Madrid,
Espafia)

Cloruro de sodio (NaCl)

Sigma Aldrich
(Madrid,
Espaiia)

OPD Sigmafast TM (orto-fenilendiamina
dihidrocloruro)

Medio Dubelcco’s Eagle modificado (DMEM)

Suero bovino fetal mactivado (FBS)

Acido tricloroacético

Acido acético

10mM Tris-base pH 10,5
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Capitulo I

(Continuacion Tabla 1)

CASA NOMBRE DEL PRODUCTO
COMERCIAL

Sigma Aldrich
(Madrid, EDTA (acido etilendiaminotetraacético)
Espaiia)

Biochrom KG
(Berlin, penicilina/estreptomicina

Alemania)

1.1.2. Proteinas

Las proteinas empleadas en esta Tesis que no son los mAbs

objeto de investigacion, son las siguientes:

v" Kit de Calibracion

Para el estudio de agregacion por efecto de la luz (Capitulo II),
con objeto de calbrar la columna de exclusion molecular, se
seleccionaron tres proteinas: apoproteina E (6,5 kDa), albumina (90 kDa)
y el propio mAb BVZ, el cual presenta mondémeros y dimeros a la
concentracion de 25 mg/mL (149 kDa para el monomero y 298 kDa para
el dimero). Disoluciones de estas tres proteinas permitieron estimar la
relacion existente entre los pesos moleculares y los tiempos de retencion.
Ademas, se aceptd que el pico cromatografico eludo justo antes del pico

principal de los mAb correspondia a los dimeros, segin lo indicado por
el fabricante de la columna [1].
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Para el resto de estudios de agregados de los mAbs (Capitulo III y
IV) se emple6 un kit comercial para la calibracion de la columna en
cuanto a pesos moleculares y tiempos de retencion con el mismo objetivo
que la calibracién anterior, empleando proteinas estandar en un intervalo
de pesos moleculares apropiado para el estudio de los mAbs, sus
fragmentos y agregados. El kit de calibracion que cumplia lo anterior
(Agllent®, Santa Clara, Estados Unidos) incluy6: tiroglobulina (670
kDa), y-globulina (150 kDa), ovoalbumma (45 kDa), mioglobma (17
kDa) y angiotensina II (1 kDa).

v Anticuerpo conjugado

El anticuerpo conjugado utiizado fue adquirido en la casa
comercial Sigma-Aldrich. Consiste en el IgG antthumano (molécula
completa) conjugado con peroxidasa producido en conejo. Viene
suministrado en una disoluciéon en tampon fosfato salino 0,01 M pH 7.4,
conteniendo timerosal al 0,01 %. Las correspondientes disoluciones de
trabajo de este Ab secundario se realizaron de acuerdo con la
concentracion indicada en el certificado de andlisis y uso de la casa
comercial, dependiente de cada lote. Con el objeto de obtener la
concentracion adecuada de trabajo, la concentracion inicial se diluye por
adicion de tampon carbonato 0,1 M pH 9,6; tras el cual se dividio el
contenido integro en alicuotas almacenadas a -20 °C hasta el momento de

uso.
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v Antigenos

Los Ags empleados para llevar a cabo los mmunoanalisis para
evaluar la actividad biologica de CTX y TIZ han sido también

adquiridos en la casa comercial Sigma-Aldrich.

El antigeno usado para estudiar CTX es el receptor para el cual ha
sido disefiado, es decir su diana terapéutica, que es el receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR) humano. Esta proteina se suministra
en una disolucion de glicerol al 50 % con acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinaetanosulfonico) (HEPES) 50 mM, pH 7,6; NaCl 150 mM,
Triton X-100 0,1 % vy 1,4- ditiotreitol 1mM. Es necesario para su
conservacion el almacenaje a -70 °C. El certificado de andlisis indica que
tiene una concentracion de 0,27 mg/mL, cuyo contenido se lleva a la
concentracion final de trabajo por dilucion con disolucion tampon
carbonato 0,1 M pH 9,6. Para posteriores usos, se alicuota y se congela a

-70 °C.

En el caso de TTZ, su antigeno es el receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano (HER-2) recombinante expresado en
células SO, siendo esta proteina su diana terapéutica. A partr de una
cantidad de 0,05 mg, fue reconstituido siguiendo las indicaciones del
fabricante, hasta la concentracion de 0,1 mg/mL, tras el cual se repartid
en alicuotas y se almacen6 a -80 °C hasta su uso, momento en el cual fue
llevado a la concentracion adecuada usando tampén carbonato 0,1 M pH

9.,6.
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1.1.3. Disoluciones empleadas

A continuacion se detallan las disoluciones acuosas de reactivos
quimicos, no proteicos, que han sido empleadas para el desarrollo de esta
Tesis Doctoral. Para la preparacion de todas ellas se ha empelado agua
ultrapura obtenida mediante estacion Mili-RO plus Mili-Q  (Millipore
Corp., Madrid, Espafia)

» Disolucion empleada para las diluciones de los mAbs
estudiados:

v" Suero salino 0,9 % (NaCl 0,9 %): para la elaboracion de esta
disolucion, se requiere la dilucion de 0,9 mL de NaCl hasta
completar con 100 mL de agua purificada.

» En cuanto a las disoluciones empleadas principalmente en los

mmunoensayos ELISA, estas fueron:

v' Tamp6n hidroégenocarbonato/carbonato: utilizado para la dilucion
de las diferentes disoluciones de mAbs, consiste en un tampon
carbonato pH 9,6 de concentraciones 0,1 M y 0,05 M, cuyas sales
son Na,CO3z y NaHCO:s.

v Disolucion de lavado: consiste en una mezcla de tampdn fosfato
salno, cuyas siglas en mglés es “PBS” a una concentracion 0,15
M ajustado a pH 7,4; mezclado posteriormente con Tween 20
0,3 % (v/v). Para la elaboracién del tampdon fosfato se necesitan
NaCl 8 g KC10,2 g Na,HPO4H,O 1,44 g; KH,PO4 0,24 gy
agua purificada hasta enrase a 1000 mL. En el caso del Tween 20,
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se adicionan 3 mL en 1000 mL de la disolucion de PBS para
obtener la disolucion final de lavado.

v' Tamp6n de bloqueo: Se trata de una disolucion de leche en polvo
desnatada al 2 % (w/v) preparada en PBS 0,15 M pH 7,4 con
Tween® 20 0,3 % (v/v). Para ello, cada dia se pesaban 0,5 g de
leche en polvo desnatada en un matraz aforado de 25 mL al cual

se le afadian 25 mL de disolucidon de lavado.

v' OPD: Sustrato de la reaccién enzimitica (OPD Sigmafast™).
Composicion de reactivo bajo patente. La preparacion de su
correspondiente disolucién consisten en comprimidos de la casa
comercial Sigma Aldrich. Para su preparacion, se siguieron las
mstrucciones del fabricante, el cual mdica el uso de un
comprimido en 20 mL de agua purificada, formandose una
disolucion tampon a base de OPD, urea, mas perdxido de

hidrogeno y tampén citrato-fosfato.

v Disolucion de parada de la reaccién enzimatica: disolucion de
H,SO4 1 M. Cada vez que era necesario se elaboraban 50 mL de

disolucidon con agua purificada.

» En cuanto a las disoluciones empleadas para los estudios de

estrés, estas fueron:

v Disolucion de H,O, (30 % w/v 100 vol): utilizada en el estrés
oxidante. Se prepararon dos disoluciones de H,O, al 1 % y al
10 %, siendo 1 mL de H,O, por cada 100 mL de agua purificada
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en el primero y 10 mL de H,O, por cada 100 mL de agua
purificada en el segundo.

v Disoluciéon de HC1 0,1 M (a partir de disolucién concentrada de
37% peso/volumen): debido a las propiedades de las disoluciones
concentradas de HCI, es necesario el uso de campana extractora,
donde se adiciona un pequefio volumen de agua purificada en un
matraz aforado de 100 mL vertiendo poco a poco 827 uL de la
disolucion concentrada HCL Una vez adicionado todo el HCI se

completa con 100 mL de agua purificada.

v’ Disolucion NaOH 0,1 M (a partir de solido de 97 % de pureza):
para su elaboracion fue necesario 0,41 g de NaOH, y enrasar

hasta 100 mL con agua purificada en un matraz aforado de vidrio.

v" Disolucion de NaCl 1,5 M.: preparada empleando 8,7 g de NaCl,
dilmidos en agua purificada hasta un volumen final de 100 mL.

» Para el cultivo de las lineas celulares y su posterior empleo
para evaluar la funcionalidad bioldgica, se empled:

v Medio DMEM: suministrado en forma liquida, es un medio
basal, por lo que carece de agentes promotores del
crecimiento, cuyas siglas hacen referencia a medio de Eagle
modificado por Dulbecco, a partir del medio minimo de Eagle
al cual lo enriquecen con aminoacidos, el cual lo duplica, y
con vitaminas, las cuales son cuadruplicadas con respecto al
medio orignal. Se suplementa con un 5% de suero fetal

bovino. Como sistema tamponante utiliza el tampon
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monohidrogenocarbonato de sodio (3,7 g/L), el cual se afiade
para su uso. Su color se debe a la presencia de rojo fenol, el

cual varia de color ante variaciones de pH del medio.

v’ Sulforoamida-B (SRB): colorante fluorescente, de color rojo
mntenso. Permite determinar la densidad celular mediante la
determinacion de proteinas celulares en los ensayos de
citotoxicidad. Se summistra en polvo, el cual se solubiliza en

metanol a una concentracién final de 1 mg/mL.

v' Tamp6n Fosfato Salino (PBS): suministrada en forma de
tableta, la cual se diluyen 5 tabletas en un volumen final de 1
L de agua purificada en una concentraciéon 0,01 M de tampodn,

y posterior autoclavado para desinfeccion.

» Para el andlisis mediante HPLC, se empleo:

v' Disolucion de tampon fosfato como fase movil: de
concentracion 150 mM de Na,HPO4 anhidro ajustado el valor
de pH a 7. Para su preparacion, se pesan 21,29 g de Na,HPO4
anhidro, el cual se disuelve en agua de calidad de Osmosis
mversa (purificada con una estacion Milli-RO plus Milli-Q
de Millipore Corp., Madrid, Espafia) a un volumen final de 1
L, siendo ajustado el valor de pH posteriormente gota a gota

con HCI (37%) hasta 7.
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1.2. ANTICUERPOS MONOCLONALES ESTUDIADOS

Debido a que los mAbs estudiados en esta Tesis Doctoral no estan
comercializados como patrones, se requiere la adquisicion de los mismos
mediante la cesion a través de dos vias posibles: por parte de las
compaiiias farmacéuticas comercializadoras de los mismos en Espafia, o
a través de proyectos especificos de colaboracion con hospitales, como
ha sido este caso. En este caso, todas las muestras estudiadas fueron
facilitadas por el Servicio de Farmacia Hospitalaria perteneciente al
Hospital Universitario San Cecilio (Granada, Espafia), las cuales fueron
recogidas en el momento de preparacion justo en el mismo dia de anilisis
y estudio. Una vez reconstituidos los medicamentos que asi lo requieren,
como son los casos de IFX y TTZ, por el personal de dicho Servicio de
Farmacia tal y como indica el fabricante, es decir, en cabina de flujo
lammar, diluyendo adecuadamente su contenido en agua para
myectables, los remanentes o cantidades sobrantes de los medicamentos
no empleados eran conservados en frio, a 4°C (entre 2 °C y 8 °C) hasta el
momento de su recogida en el mismo dia de su preparacion para su
posterior analisis. Es decir, todos los estudios realizados parten de
medicamentos en condiciones Optimas de uso clinico, dentro de las

fechas de uso recomendadas por los propios fabricantes.

Los mAbs objeto de estudio en esta Tesis Doctoral, asi como su

forma comercial, han sido los que se exponen a continuacion.
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1.2.1. Bevacizumab (BVZ)

BVZ - Avastn® (Roche Pharma AG, Grenzach - Wyhlen,
Alemania) es un mAb recombinante humanizado con un peso molecular
de 149 kDa. El medicamento, Avastin ®, es una solucion para perfusion
que indica una composicion cuantitativa de 25 mg/mL de BVZ en cada
vial de un solo uso. Esta formulado con fosfato de sodio pH 6,2 [2], a, a-
trehalosa deshidratada, polisorbato 20 y agua para preparaciones
myectables [3]. El fabricante mdica que el medicamento debe
almacenarse lejos de la luz, pero no se dan indicaciones con respecto a
las diluciones [2]. No debe administrarse ni mezclarse con soluciones de

glucosa porque esto puede conducir a la degradacion [2].

1.2.2. Cetuximab (CTX)

CTX -Erbtux® (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) es un mAb
quimérico con un peso molecular de 145,78 kDa. El medicamento,
Erbitux ©, se presenta como una solucion para perfusion e indica una
composicion cuantitativa de CTX de 5 mg/mL en cada vial de un solo
uso, que también contiene cloruro de sodio, glicina, polisorbato 80, acido
citrico monohidratado, hidréxido de sodio y agua para inyecciones [4]. El
pH de la solucion esta en el rango 5,3 — 5,7 [5]. No hay indicaciones
especificas con respecto a la exposicion a la luz para el medicamento o
las diluciones [4, 5]. Como ocurre con BVZ, CTX no debe administrarse

ni mezclarse con soluciones de glucosa [4].
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1.2.3. Infliximab (IFX)

IFX-Remicade® (Janssen Biologics, Leiden, Paises Bajos) es un
mAb humanizado recombinante con un peso molecular de 150 kDa. El
medicamento, Remicade®, se presenta en forma de un polvo liofilizado
que contiene 100 mg/vial de IFX para ser reconstituido en agua para
myeccion. Contiene sacarosa, polisorbato 80, fosfato de sodio
monobasico y fosfato de sodio dibasico como excipiente [6]. El pH de la
solucion es aproximadamente 7,2 [7]. No hay indicaciones especificas
con respecto a la exposicion a la luz para el medicamento o las diluciones
[6, 7]. La concentracion probada fue de 10 mg/mL; la solucion se preparod
en la Unidad de Farmacia del Hospital Universitario "San Cecilio" segin
lo indicado por el fabricante, es decir, se prepard nmediatamente
después de abrir el vial mediante dilucion apropiada con agua para
myeccion.  Actualmente  hay  comercializado dos  medicamentos
biosimilares cuyo principio activo es IFX, denommado CT-P13, que no
ha sido incluido en la presente Tesis Doctoral ya que fue aprobada su
comercializacion cuando los trabajos experimentales estaban muy

avanzados.

1.2.4. Rituximab (RTX)

RTX -Mabthera® (Roche Pharma AG, Grenzach-Wyhlen,
Alemania) es un mAb humanizado recombinante con un peso molecular
de 150,00 kDa. El medicamento, Mabthera®, se presenta como una
solucion para perfusion que indica una composicion cuantitativa de RTX
de 10 mg/mL en cada vial de un solo uso, que también contiene citrato de

sodio, polisorbato 80, cloruro de sodio, hidroxido de sodio, acido
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clorhidrico y agua para inyecciones [8]. El fabricante mdica que la
medicma debe almacenarse lejos de la luz, pero no se dan indicaciones

con respecto a las diluciones [8, 9] El pH de la solucion se ajusta a 6,5
[9].

1.2.5. Trastuzumab (TTZ)

TTZ -Herceptn® (Roche Pharma AG, Grenzach-Wyhlen,
Alemania) es un mAb humanizado recombinante con un peso molecular
de 145,53 kDa. El medicamento, Herceptin®, se presenta como una
soluciobn inyectable que indica una composicion cuantitativa de 15
mg/mL de TTZ en cada vial de un solo uso, que también contiene L-
histidina clorhidrato, L-histidina, o, o-trehalosa dihidratada, polisorbato
20 y agua para myeccion [10]. El pH de la solucion se ajusta
aproximadamente a 6 [11]. El fabricante indica que el medicamento debe
almacenarse lejos de la luz y que las diluciones del medicamento deben
protegerse de la luz difusa [10, 11]. Como en casos anteriores, se
recomienda que no se diluya con soluciones de glucosa debido al riesgo

de agregacion de proteinas [10].

1.2.6. Disoluciones estudias

En la presente Tesis Doctoral, se han estudiado las
concentraciones de wuso hospitalario asi como de medicamento

reconstituido o de su forma de presentacion disuelta en medio acuoso.
Dichas concentraciones fueron: 25 mg/mlL, 5 y 2 mg/mL en el caso de
BVZ; 5 mg/mL y 2 mg/mL en el caso de CTX; 10 mg/mL, 5 mg/mL y 2
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mg/mL en los casos de IFX y RTX; y 15 mg/mL, 5 mg/mL y 2 mg/mL
en el caso de TTZ, siendo la mayor concentracion la del medicamento.
Las diluciones de wuso hospitalario se obtuvieron diluyendo Ila
correspondiente cantidad de medicamento en suero salno 0,9 % NaCl

indicada anteriormente.

1.3. INSTRUMENTOS Y EQUIPOS

A continuacién, se van a exponer los mstrumentos y equipos

utilizados durante el desarrollo de la presente Tesis Doctoral.

1.3.1. Equipos de medida

- Shimadzu Prominence HPLC (Shimadzu Corporation, Kioto,
Japon) equipado con un controlador de sistema CBM-20A, una unidad de
summistro de  disolvente LC-20A, un muestreador automatico
termostatico SIL-20AC, un homo de columna CTO-20AC y un
fotodetector de matriz de diodos SPD-M20A, todas las cuales son
unidades de alto rendimiento controladas por el software LC Solutions

(Shimadzu Corporation, Kioto, Japon) [13].
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Figura 1. HPLC Shimadzu Prominence (Fuente: shimadzu.com).

- Titertek MultiskanTM (Flow Laboratories, Irvine, Remno Unido),

conectado a PC cuyo programa es el “Ascent Software Version 2.6”

Figura 2. Titertek MultiskanTM (Fuente: andbio.com).

- Lector de absorbancia de placas de microtitulacion de 96 pocillos
Tecan Sunrise (Tecan Austria GMBH) acoplado a un PC dotado del

programa informatico XFluor4. Comecta (Barcelona, Espaia).
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Figura 3. Lector de placas de microtitulacion Tecan Sunrise (Fuente:
lhybride.info).

- Jasco J-815 CD Spectrometer (Jasco Inc., Easton, EE.UU.)
equipado con un calentador CDF-426S/15, una pequefa unidad de
refrigeracion con agua MCB-100 controladas a través del software
Spectra Manager (Jasco Inc., Easton, EE.UU.)

Figura 4. Jasco J-815 CD Spectrometer (Fuente: chem.utah.edu).
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1.3.2. Instrumentos de medida

Estos han sido:

- Balanzas analiticas Ohaus Discovery DV215CD (Zurich, Suiza) y
Ohaus Pioneer PA2102 (Chma), con intervalo de pesada de 0-81 y 0-
2100 gy precision 0,01 mg y 0,01 g, respectivamente.

- pHmetro digital modelo MicropH 2000 provisto de electrodo
combinado de vidrio y plata/cloruro de plata (KCI 3M) CRISON

(Barcelona, Espafia).

- Reloj electronico con temporizador 24h, 1 memoria QUIRUMED
TR118 suministrado por eLAB (Granada, Espaia).

- Microscopio binocular 6ptico (Quirumed, Madrid, Espafia)

- Microscopio confocal invertido (Tecnylab, Valencia)
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1.3.3. Instrumentos de laboratorio

- Lavador de placas de microtitulacion formadas por 96 pocillos

VASHER RT-2600C de Comecta.

Figura 6. Lavador de placas de microtitulacion VASHER RT-2600C (Fuente:
rayto.com).

- Cémara de envejecimiento con las paredes recubiertas de espejos y
dotada de una lampara de Xenén. SOLARBOX 3000e RH, Cofomegra,
(Milan, Italia).

Figura 6. Céamara de envejecimiento SOLARBOX 3000e RH (Fuente:
cofomegra.it).

- Camara de mcubacion modelo ULM-500, 30-250 °C MEMMERT,
(Schwabach, Alemania).
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-  Centrifiga para 12 microtubos, 230v~60/60 Hz Labnet
International (New Jersey, USA).

- Campana extractora Formimetal. Phoenix Controls Corporation

(Newton, MA, USA).
- Ultrasonidos modelo 1510E-MTH Branson, (Danbury, USA).

- Agitador de tubos VORTEX 4 digital. Modelo V4D. IKA® 3000

r.p.m. (Alemania).
- Frigorifico EDESA S.A. (Mondragon, Espafia).
- Arcon congelador vertical de temperatura baja -20 °C EDESA S.A.

- Congelador vertical de temperatura ultrabaja -86 °C THERMO
Scientific REVCO ULT2586-3SI-D38 (Madrid, Espaiia).

- Cabma de flyjo lammar (Aura Vertical S.D.4, Bio Air Instruments,
Italia).

——
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Figura 7. Camara de flujo laminar vertical (Fuente: jaelsa.com).

- Estufa (Steri-Cult CO; Incubator, Thermo Electron Corporation,
USA)

Figura 8. Steri-Cult CO, Incubador, Thermo Electron (Fuente: andbio.com).
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1.4. MATERIAL DE LABORATORIO

El material utilizado en el desarrollo de la presente Tesis Doctoral
es de naturaleza vitrea, a excepcidbn de aquellos procesos sujetos a
posibles interferencias como los procesos de adsorcion en los cuales se

empled material plastico.

El material empleado fue:

> Placas de microtitulacion

- Placas de microtitulacion de 96 pocillos, de fondo plano,
bolsa unitaria, Deltalab S.L. (Granada, Espaiia). FEstas placas
fueron empleadas para el andlisis de la actividad bioldgica en
lincas celulares, las cuales fueron sembradas un volumen
determinado en funcion de Ila densidad celular Optima para el

desarrollo de la experiencia y de la poblacion del cultivo matriz.

- Placas Nunc Maxisorp' M de fondo plano. Fabricadas en
poliestireno (PS), sin tapa, con capacidad de adsorcion
homogénea certificada y alta afinidad por moléculas con grupos
hidrofilicos/hidrofobicos mixtos adquiridas de Labclinic S.A
(Barcelona, Espafia). Estas placas fueron las utilizadas para el
estudio de funcionalidad mediante la técnica ELISA.
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Figura 9. Placas microtitulacion 96 pocillos (Fuente: fishersci.es).

» Matraces aforados (2 1, 10, 25, 50 y 100 mL) AFORA clase A de
Thermo Fisher Scientific Inc. (Madrid, Espafa).

» Vasos de precipitado (10, 25, 50 y 100 mL) PYREX obtenidos a

través de la casa comercial DeltalLab S.L.

» Micropipetas de diferentes capacidades (0,5-10 uL; 10-100 pL;
10-200 uL; 1-5 mL) LABMATE, PZ HTL LAB Solutions S.A.

(Varsovia, Polonia).

» Pipeta multicanal de 8 canales y capacidad 20-200 uL, HTL LAB
Solutions obtenida a través de eLAB (Granada, Espafia).

» Puntas de micropipetas Eppendorf obtenidas a través de eLAB
(Granada S.L.).

» Pipetas de vidrio graduadas y aforadas (10 mL y 25 mL) AFORA
clase A de Thermo Fisher Scientific Inc. (Madrid, Espafia).

» Botellas de vidrio graduadas (100 mL y 500 mL) AFORA clase A
de Thermo Fisher Scientific Inc. (Madrid, Espana).
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Botellas de cristal topacio graduadas (100 mL y 500 mL) AFORA
clase A de Thermo Fisher Scientific Inc. (Madrid, Espafia).

Jeringas estériles de plastico Kendall monojet (1mL). Kendall
S.A. (Costa del Este, Panama).

Agujas de jeringa BD Microlance 3 0,9 mm x 25 mm Becton
Dickinson S.A. (Madrid, Espana).

Viales de vidrio con tapén a presion y de rosca (2 mL, 4 mL, 8
mL, 10 y 20 mL) SYMTA. VWR International Eurolab, S.L.,

(Barcelona, Espafia).

Viales topacio graduados 1,5 mL, con sus correspondientes

tapones de rosca 100/PK de eLAB.

Cajas de congelacion de wviales Sarsted suministradas por eLAB

(Granada, Espaia).

Frascos estériles tipo Falcon (de 25 6 75 cm?, Sarstedt).

Camara de Neubauer (Zuzi Corp., France).

Figura 10. Camara de Neubauer (Fuente: labolan.es).
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» Zapatillas de pesada, varillas de wvidrio, cucharillas, asi como

otros materiales de wuso habitual en cualquier laboratorio de

Quimica Analitica y Cultivos Celulares.

1.5. SOFTWARES EMPLEADOS

Los software empleados para la obtenciébn y procesamiento de
datos fueron los proporcionados por las casas comerciales de los

mstrumentos y equipos anteriormente citados.

El control del lector de placas de microtitulacion y la adquisicion
de las sefales de absorbancia de las placas, se ha realizado mediante el
software XFluor4 ™ de Tecan (Minnedorf, Suiza); a partir del analisis
de estos datos se evalia la capacidad de unién con el antigeno expresado
en porcentaje (variable Y) frente a cada dia en el que fue obtenida Ila
mformacion (variable X); mientras que los resultados sobre la actividad
biolégica en lineas celulares fueron obtenidas mediante el programa
mformatico “Ascent Software for Multiskan” para Windows v.2,6
(Thermo Labsystems, USA), mediante el cual se realizd un andlisis de la
mhibicion de la proliferacion celular a través de modelos que relacionan
la concentracion del biofarmaco (variable X), con el valor de absorbancia
obtenido en cada caso (variable Y). El control del cromatografo de
liquidos HPLC asi como la adquisicion de datos (cromatogramas) y el
tratamiento de los mismos se ha realizado mediante el software

LabSolutions (Shimadzu Corporation, Japon).
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El tratamiento estadistico de los datos, mchuda la obtencion de
los diferentes modelos de regresion, han sido realizados con el programa

Statgraphic Centurion XVI (Statgraphics.Net, Madrid, Espana).

2. ENSAYOS DE DEGRADACION ACELERADA DE
LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES

La degradacion forzada por la luz se realizd en los cinco mAbs
comercializados indicados anteriormente (Capitulo III). Se expusieron a
la uz 1,5 mL de cada medicamento (Avastn®, lote n® 252674;
Erbitux®, lote n° 300977; Remicade®, lote n° 7197411; Mabthera®, lote
n° 249933; y Herceptin®, lote n° 247995) y de cada dilucién preparada
en viales transparentes siguiendo las directrices emitidas por la
Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH Q1B) para las pruebas
de fotoestabiidad [12]. Las muestras de mAb se colocaron en una
camara de prueba de esfuerzo acelerado para simular la luz solar
(Solarbox 3000e RH, Cofomegra, Milan, Italia) mmediatamente después
de abrir los viales de medicma o después de la reconstitucion. El estudio

continué hasta la aparicion de particulado visible.

Se realizaron estudios de degradacion acelerada por exposicion a
altas temperaturas, a medio acido, a medio basico y a medio oxidativo de
los medicamentos Avastn® (BVZ), Erbitux® (CTX) y Herceptin®
(TTZ) y sobre las diluciones en NaCl al 0,9% de los medicamentos
Remicade® (IFX) y Mabthera® (RTX) (Capitulo 1IV). Las
concentraciones sometidas a degradacion acelerada fueron 25 mg/mL de
BVZ, 5 mg/mL de CTX, 0,5 y 2 mg/mL de IFX, 1 y 4 mg/mL de RTX y
15 mg/mL de TTZ. Después de que las muestras se estresaron, las
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alicuotas se analizaron sin diluciones adicionales para evitar cambios en

el proceso de agregacion.

El efecto de la alta temperatura se evalué colocando alicuotas de
los medicamentos antes mencionados y diluciones de los mismos en un
horno (Heraeus S.A., Madrid, Espafia) a temperatura controlada de 50 °C

durante 24 horas.

El resto de las condiciones de estrés fueron las siguientes: las
soluciones de mAb individuales se sometieron a estrés usando acido
(HC1 0,1 M), alcalino (0,1 M NaOH) y medios oxidativos (1% y 10%
H,0,). El agente de estrés se aplico a una concentracion del 10% (v / v)
(se anadieron 150 pL del agente de estrés a 1,5 mL de solucion de mAD).
Las muestras se analizaron 24 horas después de que se anadid el agente
de estrés. En todos los casos, el volumen de disolucion de mAb utilizado
para cada estudio de estrés fue de 1,5 mL.

Para los ciclos de congelacion / descongelacion, se almacenaron
alicuotas de los cinco medicamentos protegidos de la luz a -20 °C en
viales de wvidrio oscuro, los cuales fueron sacados para su andlisis
mediante cromatografia y posteriormente ntroducidos de nuevo en el
congelador, estableciendo de esta forma un ciclo de congelacion /

descongelacion.
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2.1. ESTUDIO DE AGREGADOS

La formacion de agregados, asi como la aparicion de fragmentos,
fue estudiada en las muestras sometidas a las condiciones de degradacion
(estrés) controlada indicadas en el apartado anterior. Para ello, se
obtuvieron los perfiles de agregacién de las muestras sometidas a estrés
mediante el método cromatografico que se describe a continuacion -en el
apartado 3.1- y se compararon con los de los mAbs no degradados, es
decir, los registrados usando mAbs recién preparados (inmediatamente
después de la apertura del vial de medicamento), que no se habian
sometido a tratamiento de degradacion. Todas las muestras se analizaron
al menos por triplicado. Se calcularon los porcentajes de agregados,
mondmeros y fragmentos en funcion de las areas de los correspondientes
picos cromatograficos y se estimaron los pesos moleculares a través de la
curva de calibrado establecida para la columna cromatografica de

exclusion por tamarios.

3. METODOLOGIA ANALITICA Y BIOLOGICA
EMPLEADA

En la presente Tesis Doctoral se han desarrollado y puesto a
punto métodos a través de los cuales se pueden comprobar la estabilidad
tanto fisica (referida a la formacion de agregados proteicos) como
funcional (relacionado con actividad bioldégica en la unién Ag-mAb y la
accion sobre lineas celulares) de los medicamentos biotecnologicos

estudiados, asi como de sus preparaciones de uso hospitalario.
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Para la evaluacion de los agregados proteicos y fragmentos de los
mAbs se ha puesto a punto un método de cromatografia liquida de alta
resolucion de exclusion por tamafio con deteccion UV-visible mediante
detector de diodos en fila ((SE)HPLC-DAD). Este se ha empelado en el
estudio de agregacion y degradacion en fragmentos ya sea por procesos

de estrés acelerado o por el paso del tiempo.

Para la evaluacion de la funcionalidad se han empleado
mmunoensayos ELISA y ensayos basados en el crecimiento de lineas
celulares. Estos se han empleado para comprobar la funcionalidad de los

biofarmacos una vez sometidos a algin tipo de estrés o por el paso del

tiempo.

3.1. METODO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION DE EXCLUSION POR TAMANO CON
DETECION ULTRAVIOLETA MEDIANTE DETECTOR DE
DIODOS EN FILA ((SE)HPLC-DAD)

El andlisis de los agregados y fragmentos de los mAbs se llevd a
cabo en el cromatografo descrito anteriormente. La separacion de los
monomeros, agregados y fragmentos se llevd a cabo en una columna
analitica de 5 pm de tamafnio de particula de 300 pm x 4.6 um, y 300 pm
de ancho de exclusion (300Bio SEC-5, Agilent Technologies, EE. UU.).
Las muestras se eluyeron durante 10 minutos usando un caudal isocratico
de 0,38 mL/min con una composicién en fase movil de una disolucién de
tampon fosfato (150 mM pH 7,00). La temperatura de la columna se
mantuvo a 25 °C y el volumen de mnyeccion fue de 1 pl. Los espectros
UV-visibles se registraron cada 0,5 segundos entre 190 nm y 500 nm,
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con adquisicion de sefial cada 0,5 nm. Los cromatogramas se registraron
a 214 nm (£ 4). Las muestras no se filtraron antes de myectarse en el

cromatdgrafo para evitar la pérdida de agregado en el filtro.

3.2. METODOS ELISA

En la presente Tesis Doctoral se han empleado dos métodos
ELISA, uno para evaluar la actividad biologica de CTX y otro para la
actividad biologica de TTZ. Estos métodos fueron puestos a punto en el
grupo de investigacion en el que se ha desarrollado esta nvestigacion, y
que estan publicados en una reciente Tesis Doctoral [13] y en un articulo

en revista internacional [14].

El método empleado para el CTX consistid en la sensibilizacion
de una placa ELISA Nunc Maxisorp® con 100 pL por pocillo de una
disolucién de EGFR concentrado a 1 pg/mL en tampdn carbonato 0,1 M
a pH 9,6; siendo incubadas durante 18 horas (overnight) a 4 °C. Tras
cuatro ciclos de lavado y aspirado con la soluciéon de lavado, se anadid
100 pL por pocillo del tampén de bloqueo, siendo incubadas durante 2
horas a 37 °C. A contmnuacion, se procedid a realizar otros cuatro ciclos
de lavado y aspirado con la solucion de lavado, tras el cual se anaden 100
uL por pocillo de CTX diluido en tampon carbonato 0,1 M a pH 9,6;
cuyas concentraciones fueron 0.25 pg/ml, 1 pg/ml, 5 pg/ml, 10
ug/ml, 15 pg/mL y 50 pg/mL. Las placas fueron mcubadas a 37 °C
durante 45 minutos, seguidas de otros cuatro ciclos de lavado y aspirado
con la solucion de lavado El siguiente paso consistio en la incubacion
durante 30 minutos a 37 °C con disolucion de IgG antthumano marcada

con peroxidasa y preparada a una concentracion de 10 ug/mL en tampdn
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carbonato 0,1 M a pH 9,6; a un volumen de 100 pL por pocillo de la
disolucion. Pasado ese tiempo, se procede a realizar otros 4 ciclos de
lavado y aspirado con solucion de lavado afiadiendo 100 pL de Ia
disolucion de OPD, tras el cual se mcuban a temperatura ambiente en
condiciones de oscuridad y sin cubrir durante 20 minutos. Por tltimo, se
anaden 50 pL por pocillo de acido sulfirico 1 M como solucion de paro
de la reaccion para su posterior lectura de absorbancia a dos longitudes

de onda: 450 y 620 nm siendo la diferencia de ambos la sefial analitica.

El método empleado para TTZ es el mismo que en el caso
anterior, siendo los mismos volimenes empleados, pero variando
concentraciones en funcion de la sensibilidad que presenta este
mmunosenayo para el andlisis de TTZ. La sensibilizacion fue realizada
con 100 pL por pocillo de HER-2 preparado con tampon carbonato 0,1
M a pH 9,6 en una concentracion de 1 pg/mL en una placa ELISA Nunc
Maxisorp® siendo incubadas overnight a 4 °C. Tras cuatro ciclos de
lavado y aspirado con la solucion de lavado, se afiaden 100 pL. por
pocillo de solucion de bloqueo, tras el cual las placas fueron incubadas a
37 °C durante 2 horas. A continuacion, se procede a otros cuatro ciclos de
lavado y aspirado con solucion de lavado y la posterior adicion de 100
uL por pocillo de TTZ diluido en tampon carbonato 0,1 M a pH 9,6
cuyas concentraciones fueron 2,5 ng/mL, 5 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL,
75 ng/mlL, 250 ng/mL y 500 ng/mL, y posterior ncubaciéon a 37 °C
durante 45 minutos. El siguiente paso, previo a cuatro ciclos de lavado y
aspiracion con tampon de lavado, consistid en la adicion de 100 pL por
pocillo de IgG anthumano marcado con peroxidasa a una concentracion
de 5 pg/mL en tampon carbonato 0,1 M a pH 9,6 y posterior incubacion

a 37 °C durante 30 minutos. Tras la incubacion, se procede a otros cuatro
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ciclos de lavado y aspirado con tampon de lavado y posterior adicion de
100 uL por pocillo de OPD, siendo la incubacidbn en este caso en
oscuridad, sin cubrir y a temperatura ambiente durante 20 minutos.
Finalizada la incubacion, se anaden 50 uL por pocillo de acido sulfrico
1 M tras el cual se procede a la lectura de las placas a dos longitudes de
onda: 450 y 620 nm, siendo la sefial de interés la diferencia de ambos.

3.3. METODO DE DICROISMO CIRCULAR

Los espectros de dicroismo circular de muestras de CTX y TTZ
en disolucién acuosa se registraron con un espectropolarimetro JASCO J-
815 (JASVO, Japodn), este equipo dispone de un controlador JASCO J-
815 al que esta acoplado un controlador de temperatura tipo “peltier”.
Las muestras se diluyeron a la concentracion de 0,5 mg/mlL con
disolucién salina al 0,9 %, utilizando para el andlisis 400 pL y la misma
disoluciébn salina como blanco. Se utilizaron cubetas de cuarzo
polarizadas con un paso de luz de 1 mm, en un mntervalo de longitud de
onda de 190 a 325 nm. Los espectros se registraron con 6 acumulaciones,

auna velocidad de 50 nm/min y un ancho de banda de 2 nm.

Para la obtencién de la informacion sobre la estructura secundaria
se realizo un andlisis on-line mediante DichroWeb [15], que es una
mterfase web para conectar con algoritmos para el andlisis de datos
procedentes de dicroismo circular. De entre los diferentes algoritmos que

se pueden emplear, en este Tesis Doctoral se ha empleado el K2D [16].
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3.4. METODOS BIOLOGICOS BASADOS EN CULTIVOS
CELULARES

3.4.1. Lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas en el desarrollo de la presente Tesis
Doctoral fueron seleccionadas en base la descripcion bibliografica de la
presencia de caracteristicas biologicas de mterés para nuestro estudio
entre las que cabe destacar la expresion de antigenos de superficie
celular que nos permitieran analizar mAb especificos. De esta forma,
fueron elegidas 1) la linea SKBR3 derivada de adenocarcnoma de mama
humano metastasico que fue empleada para el estudio de TTZ y 1) la
lnea SW480 derivada de un adenocarcnoma colorrectal humano que
fue empleada para el estudio de CTX. Ambas lineas fueron obtenidas de
la. ATCC (American Type Culture Collection) caracterizindose por tener

un caracter adherente para su expansion en cultivo.

3.4.2. Condiciones del cultivo

Las lineas celulares SKBR3 y SW480 se cultivaron en medio de
Dulbecco modificado de Eagle (DMEM) (Sigma-Aldrich Chemical Co.,
EE.UU.) suplementado con suero bovino fetal (FBS) (Flow laboratorios,
Gibco) al 10 %, 40 mg/mL de gentamicma y 500 mg/mL de ampicilina
(Antibioticos SA, Espafia). El crecimiento de las células fue realizado en
frascos estériles tipo Falcon (de 25 6 75 cm?), en estufa a 37 °C con una
atmosfera de 5% de CO; y 90% de humedad. La manipulacion fue
realizada siempre en cabina de flyo Ilammar manteniendo las

condiciones de esterilidad para evitar la contaminacion [17]. Para su
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conservacion a largo plazo, las células fueron congeladas en criotubos
utilizando  dimetilsulfoxido (DMSO) al 10% en medio de cultivo. La
descongelacion de los criotubos para su siembra, fue realizada de forma
progresiva, realizando tres lavados con PBS (tampon fosfato salino) y
centrifugando 5 minutos a 1650 rpm.

Figura 11. Imagen representativa de la morfologia de las células de cultivo.
Linea SW480 adherida al Falcon en medio de cultivo DMEM.

3.4.3 Mantenimiento de las lineas celulares

Los Falcons utilizados para la expansion celular fueron sometidos
a un proceso de renovacion del medio de cultivo cada 48 horas o en
funciéon de la acidificacion del medio (viraje del rojo fenol) que indica
agotamiento del mismo. Dicho cambio se realizd siempre en cabma de

flyjo laminar y bajo condiciones de esterilidad.

La division del cultivo para la expansion mediante resiembra fue
siempre realizada con una confliencia celular del 80 - 90%. Tras
desechar el medio de cultivo, las células fueron lavadas utilizando PBS

en un volumen de 0,2 mL/cm®>. A continuacion, se afadieron 0,1 mL/cm?
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de tripsina y se incubaron durante 5 minutos a 37 °C en estufa de CO,
consiguiendo que las células se despegaran de la superficie del Falcon.
Posteriormente, se afiadi6 1 mL/cn? de PBS, se recogieron las células y
se centrifugaron durante 5 minutos a 1650 rpm desechando el

sobrenadante y resuspendiendo el boton celular obtenido en 1 mL de
DMEM completo sin PBS [17].

La densidad celular se determn6é con camara de Neubauer para

sembrar la cantidad de células deseada en funcion del ensayo a realizar.

3.4.4. Ensayo de proliferacion celular

Para determmar la actividad biolégica de CTX y TIZ, se
sembraron 4500 y 1100 celulas/pocillo (células SKBR3 y SWA480,
respectivamente) en placas de 96 pocillos. Pasadas 24 horas desde la
siembra se procede a afiadir los biofirmacos en concentraciones
crecientes desde 0,025 a 0,5 y desde 0,21 a 2,1 pg/ul de CTX y TTZ,
respectivamente. Los cultivos se mantuvieron expuestos a los
biofarmacos durante 48 horas. Cultivos paralelos sin exposicion a los
agentes fueron utilizados como control negativo. Cultivos tratados con el
biofarmaco dentro del su caducidad y periodo de uso indicado por el
fabricante y sin ningin tipo de procesamiento fueron usados como

control positivo. Todos los experimentos se realizaron por quintup licado.
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Figura 12. Cultivo de células tumorales en placas de 96 pocillos.

La proliferacion celular se determnd mediante Sulforodamina-B
(SRB) siguiendo el protocolo propuesto por Papazsis y cols., (1997).
Tras elimmar el medio de cultivo de los pocillos de las placas, las células
fueron fijadas mediante la adicion de 300 pL de acido tricloroacético
(TCA) frio al 10% y se dejd6 icubando durante 20 minutos a 4 °C,
lavandose a continuacién 3 veces con agua ultrapura y dejando secar a
temperatura ambiente durante 24 horas. Posteriormente, se afiadieron 300
uL de SRB al 0,4% en acido acético al 1% y se dejé incubar en agitacion
20 minutos a temperatura ambiente. Para elimmar el exceso de SRB, se
lavaron las placas 3 veces con acido acético al 1% dejandose secar 24
horas a temperatura ambiente. El colorante fijado sobre las células fue
solubilizado utilizando 300 pL. de una solucion 10mM Tris-base (10 mM,
pH 10,5) en agitacion [18]. Tras ello, se cuantific6 a 492nm con un
colorimetro Titertek Multiskan™™. La densidad 6ptica (DO) de las células
tratadas se comparé con la DO de células no tratadas (100% de
viabilidad) para determinar el porcentaje de mhibicion relativa (% IR)
producida por los tratamientos. El porcentaje de proliferacion relativa

(PR%) y de mhibicion relativa (IR%) se calculd como sigue [19]:
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DO
PRY% = 100 IR% =100 - PR%
DO

control negativo

Figura 13. Retirada del medio de cultivo y resultado de la tincion mediante
SRB de células tumorales tras la exposicion a tratamiento.

4. ESTUDIO DE ESTABILIDAD EN EL TIEMPO

Los estudios de estabilidad en el tiempo se han enfocado a la
evaluacion de dos aspectos diferentes, uno fisico-quimico (la agregacion
y/o fragmentacion) y otro funcional (cuantificacion de la reaccion

antigeno-anticuerpo y capacidad de mhibicion de proliferacion celular).

El estudio de estabilidad en el tiempo evaluando el proceso de
agregacion (Capitulo IV) se llevd a cabo mediante el almacenamiento de
muestras de los medicamentos correspondientes de IFX (n° Iote:
7197411), RTX (n° lote: 249933), CTX (n° lote: 300977), TTZ (n° lote:
247995) y BVZ (n° lote: 252674). También se almacenaron muestras
diluidas de IFX y RTX, en viales de vidrio oscuro de 2 mL. Las muestras
fueron almacenadas refrigerada a 4 °C protegidas de la luz
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La evaluacion de la estabilidad se realizd mediante comparacion
de perfiles cromatograficos entre las muestras control (dia “0”, recién
preparadas y antes de su almacenamiento) y las analizadas en los dias
posteriores, durante dos semanas. La comparacion se realizd mediante el
calculo del area de los picos cromatograficos, a partir de los cuales se
obtiene el porcentaje de mondémeros y/o agregados y/o fragmentos, asi
como se obtiene una estimacion del peso molecular de la entidad
detectada a través del modelo de calibracion matematico de la de la

columna SEC empleada para el analisis.

Los estudios de estabilidad en el tiempo evaluando Ila
funcionalidad se realizaron para los medicamentos cuyo principio activo
es el CTX (Erbitux® lote n° 252674, Capitulo V) y el TTZ (Herceptin®
lote n° 250382, Capitulo VI). La funcionalidad fue evaluada mediante el
empleo de dos técnicas: enzimoinmunoensayo (ELISA) y ensayos de
proliferacion de lineas celulares especificas para cada uno de los dos
mAbs estudiados. Para ambas técnicas se llevo a cabo el estudio durante
21 dias, siendo los dias de analisis el dia “0” (dia control), dia 1, dia 2,
dia 7, dia 15 y dia 21. Las muestras fueron almacenadas en viales
transparentes de 2 mL de capacidad en refrigeracion, es decir, a 4 °C. Las
muestras se analizaron por comparacion de resultados los dias de anilisis

con el control (dia “0”, muestras frescas).
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Efectos de la degradacion acelerada por
luz en la agregacion de anticuerpos
monoclonales terapéuticos comerciales
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Capitulo II

1. RESUMEN

La mvestigacion sobre los efectos que la exposicion a la luz
puede tener en las proteinas terapéuticas es esencial para garantizar la
calidad y la seguridad de los medicamentos en los que se utilizan. Es
mportante comprender los efectos de la luz sobre la agregacion para
ayudar a evitar inestabilidades coloidales indeseables, tanto en los
medicamentos originales como en los formatos en los que finalmente se
administran. En este estudio, se ivestigaron 5 mAbs terapéuticos
comercializados, a  saber, bevacizumab (Avastin®), cetuximab
(Erbitux®),  mfliximab  (Remicade®), rituximab (Mabthera®) y
trastuzumab (Herceptin®), con este objetivo. Los medicamentos y 2
preparaciones diluidas en 0,9 NaCl (2 mg/mL y 5 mg/mL) habituales en
la practica clinica, se sometieron a una degradacion controlada acelerada
por efecto de la luz natural La formacion de agregados se siguid
mediante cromatografia liquida de exclusion por tamafio, mediante un
método puesto a punto ad hoc. Los resultados indicaron que la luz indujo
la agregacion de todas las proteinas. Este proceso de agregacion,
producto de degradacion, dependi®6 fundamentalmente de la
concentracion de la disolucion de mAb estudiada, aunque las
caracteristicas particulares de cada mAb tambin mfluyeron. La
fotodegradacién también produjo la fragmentacion de los mAbs. El dafio
causado en los mAbs como resultado de la agregacion y/o fragmentacion
inducida por la luz se demostré tanto en los medicamentos como en las
formas de preparacion diluida. Estos resultados deben considerarse
cuando se manejan los medicamentos en la practica diaria para su

admmistracion, asi como cuando se evalla su reutiizacion en
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condiciones de uso hospitalario fuera de la caducidad mdicada por los

fabricantes.
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2.  OPTIMIZACION DEL METODO HPLC

Los experimentos iniciales se centraron en la preparacion de un
método analitico (SE)HPLC-DAD adecuado para analizar los agregados
de los mAbs comercializados.  Existen  diversas  columnas
cromatograficas en el mercado que estd especificamente disefiadas para
la deteccion de agregados de mAb. El primer paso fue, por lo tanto,
seleccionar la mas adecuado para nuestros propdsitos. El intervalo de
peso molecular de la columna seleccionada fue de 5 kDa a 1.250 kDa.
Aunque este es un amplio intervalo que no muestra una elevada
discriminacion de pesos moleculares, es el mas adecuado para analizar
simultaneamente mAbs, sus agregados y fragmentos. Empleamos el
método cromatografico propuesto por el fabricante [1], que mdica que
los monémeros de los mAb eluyen a aproximadamente 7 mmn y los
dimeros se eluyen aproximadamente un minuto antes de la elucion de los
mADbs; el tipo de fase movil a usar, esto es, tampon fosfato 150 mM a pH
7; velocidad de flujo (0,38 ml/min), y temperatura ambiente (25 °C).
Como el detector que usamos era un DAD, se verificaron diferentes
longitudes de onda simultdneamente (250 nm y 280 nm), y se
compararon las mntensidades de senal con las obtenidas a 214 nm, siendo
esta dltima siempre mayor. Se requirid el uso del volumen de myeccion
mas bajo (I plL) para analizar los medicamentos sin diluciones
adicionales que podrian haber enmascarado los resultados. Los
volimenes de inyecciones superiores a 5 plL dieron sefales analiticas

saturadas.
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2.1. CALIBRACION DE LA COLUMNA DE EXCLUSION POR
TAMANO

En un intento de evaluar la relacién entre el peso molecular y el
tempo eluido de la columna, realizamos una calibracion utilizando
protefnas con diferente peso molecular. Se usaron tres protefnas para este
fin, es decir, apoproteina E (6,5 kDa), albumma (90 kDa) y BVZ (149
kDa para el monomero y 298 kDa para el dimero). Utilizamos esta
estrategia debido a la mmposibilidad de usar una proteina con un peso
molecular superior a 300 kDa). Ademds, aceptamos que el pico de
elucion justo antes del pico principal del medicamento Avastin®
correspondia a los dimeros del propio BVZ, segin lo indicado por el
fabricante de la columna [1]. Esta experiencia mostr6 que habia una
relacion lineal entre los pesos moleculares y los tiempos de retencion
estudiados. La Figura 1 muestra la recta de calibrado, donde se puede
observar el buen ajuste de los datos experimentales corroborado por el

valor del coeficiente de determinacion (R?). La function de calibrado es:

y= —56,099x + 492,73

donde la variable x es el tiempo de retencion y la variable y el peso

molecular estimado.

Sin embargo, debemos mndicar que el poder de resolucion de la
columna desde 300 kDa (dimeros) hasta el mayor peso molecular que
esta columna pudo detectar (octomeros / 1250 kDa) no se ha verificado
experimentalmente (no hay muestras estandar de agregados disponibles);

por lo tanto, nos referimos siempre como ‘"dimeros" al pico
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cromatografico que eluye antes del pico de los mondmeros, pero no se
excluye el orden mas alto de las agregaciones asociadas a este pico
cromatografico a lo largo del estudio. Por ello, al analizar las muestras de
las proteinas estdndar, se establecid el modelo de regresion que mejor se

ajusta a los datos experimentales, que es el que se muestra en la Figura 1,

un modelo lineal.
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y = -56,099X +492,73

S R*=0,99%4
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Figura 1. Estimacion entre el peso molecular (kDa) frente al tiempo de
retencion (min).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. PERFIL DE AGREGACION DE LOS MEDICAMENTOS

Un vez optimizado el método (SE)HPLC-DAD, este se empleod
para la obtencion del perfil de agregados (perfil de tamafios) de los
medicamentos estudiados, el cual es el perfil caracteristico de cada

medicamento en condiciones de uso, ya que se obtuvo siempre tras abrir
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los medicamentos y dentro del tiempo de uso establecido por el propio

fabricante.

La Figura 2 muestra dicho perfil de cromatografia de exclusion
por tamafio para los cinco mAb terapéuticos en los medicamentos
originales. FEstos cromatogramas representan las muestras de control
utilizadas con fines de comparacion en el estudio de estrés al que se
sometieron estos medicamentos. Como puede verse en ellos, todos
presentan un pico mayoritario que eluye alrededor de 7 min y que se
asigna a los mondémeros de los mAbs. En el caso de la medicina
correspondiente a BVZ, detectamos claramente un pico cromatografico
que se eluye antes del pico cromatografico principal correspondiente a
los monomeros (Figura 2A). Basandose en los tiempos de retencion y
siguiendo las indicaciones especificas de la columna [1], estos dos picos
cromatograficos se asignaron a dimeros (5,55 min) y monomeros (6,89
mm) de BVZ. El porcentaje de los dimeros (2,5%) se calculd como
porcentaje del area del dimero con respecto a la suma de las areas de

mondmero y dimero.
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Figura 2. Perfiles de cromatografia de exclusion por tamafio de muestras de
control de los medicamentos: (A) Avastn® (BVZ), (B) Erbitux® (CTX), (C)
Remicade® (IFX), (D) MabThera® (RTX) y (E) Herceptn® (TTZ).

3.2. ESTRES POR LUZ

Una vez que el método (SE)HPLC-DAD fue corroborado para el
proposito  pretendido  (detectar  cromatograficamente y  separar
mondmeros de mAbs de los ordenes de agregaciones superiores, Figura
1), y el comportamiento mtrinseco de la columna definido (modelo de
calibracion por tamafios), se evaluo la degradacion de los medicamentos
sometidos a estrés por luz. Las muestras de control (dia “0”) se usaron
para verificar la degradacion comparando los cromatogramas obtenidos
los dias posteriores de andlisis. Los resultados para cada mAb se

muestran y comentan a continuacion por separado.
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3.2.1. Bevacizumab

La Figura 3 muestra los cromatogramas representativos de las
muestras de BVZ sometidas a degradacion de la luz, tanto del
medicamento (25 mg/mL) como de las dos diluciones en 0,9 % NaCl (2 y
5 mg/mL). La elucibn de los monomeros y los dimeros micialmente
presentes en la muestra de medicina, asi como en las muestras diluidas,
se caracterizaron a partir de sus tiempos de retencion, que se estimaron a
partr de cinco muestras analizadas mmediatamente después de abrir el
vial del medicamento (cromatograma control). El tiempo medio de
retencion para el mondémero BVZ fue 6,87 mm con una desviacion
estandar (SD) de 0,03 mn, lo que significa que para un nivel de
confianza de 99,5% (t = 2,015; n = 5), el tiempo de retencion BVZ se
estim6 en 6,87 £ 0,06 min. Para el dimero soluble BVZ, el tiempo de

retencion se estimd en 5,53 £ 0,06 min.

El resultado mas evidente obtenido para BVZ (similar para todos
los mAbs que estudiamos) fue que la exposicion a la luz promovid
claramente la agregacion. El aumento en el porcentaje de agregados se
detectd claramente desde el dia 1 (24 horas de exposicion). El estudio
finaliz6 en el dia 9 (tras 212 horas de exposicion) en las muestras
diluidas, debido a la turbidez [2-4] en los viales. El pico cromatografico
no identificado a 10,25 min, que segin el fabricante de la columna se
debe al sistema de fase movil (frente de elucion), fue el tnico pico que
permaneci® constante durante todo el estudio de estrés. Los
desplazamientos en el tiempo de retencidon de los dimeros y mondmeros

en las muestras se atribuyeron principalmente a ligeros cambios en Ia
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preparacion de la fase movil ya que los picos cromatograficos para

monomeros 'y dimeros se desplazaron todos por igual.
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Figura 3. Estudio de estrés por luz de BVZ. I) Medicina (Avastin®, 25
mg/mL). II) Forma diluida del medicamento a 5 mg/mL en 0,9% de NaCl. III)
Forma diluida del medicamento a 2 mg/mL en NaCl al 0,9%. Para cada
muestra: (A) Evolucion del perfil de cromatografia de exclusion por tamafio.
(B) Vista frontal de la evolucion del perfil de cromatografia por exclusion de
tamafio (C) Espectros ultravioleta (sefiales normalizadas) de los monomeros, M,
y dimeros, D, registrados en el dia “0” (C), en el dia 3 (D) y en el tltimo dia
analizado (E); resultado de similitud resaltado en verde.
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En la Figura 4 se muestra una estimacion de los porcentajes de
agregados y  dimeros en todos los medicamentos y sus diluciones,
calculados como se indicd anteriormente, es decir, a partir de las areas de
los picos cromatograficos. La Figura 4A muestra los resultados obtenidos
para BVZ. El valor micial de 2,4% para los dimeros detectados en BVZ
(sefiales de area de referencia) aumentd gradualmente con la exposicion a
la luz hasta el 57% de la suma de las 4reas cromatograficas para
monémeros y dimeros. Este resultado fue claramente diferente del
obtenido en las dos muestras diluidas, que mostraron entre ellas
respuestas similares a la exposicion a la luz. En las diluciones, el
porcentaje de dimeros fue micialmente similar al del medicamento
(2,4%), pero la fotodegradacion de las muestras diluidas de BVZ no
prodyjo niveles tan altos de agregacion dimera como en la muestra de
medicamento (Figura 3 y Figura 4A). También, desde el dia 6
observamos la degradacion de BVZ en ambas muestras diludas
produciendo  fragmentos con pesos moleculares mds pequefios
(deformacién del perfil cromatografico entre 8 -10 min). Estos resultados
mndicaron que la agregacion de BVZ por exposicion a la luz fue mayor en
la medicma que en las muestras diluidas (como se esperaba debido a la
mayor concentracion en la medicina), pero la degradacion debida a la
ruptura de la estructura BVZ parece ser mayor en la dilucion muestras.
Aunque el area de los mondémeros se midid sn inclur la deformacion
asignada a los fragmentos con pesos moleculares mas pequefios, esto se
corrobor6 no afectd significativamente a los resultados principales, es
decir, el aumento en el proceso de agregacion que se detectd desde los
primeros controles para todas los muestras, lo que indica un dafio

importante a la proteina principalmente debido a este proceso de
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agregacion. Esto se puede corroborar claramente en la evolucion de los

perfiles cromatograficos (Figura 3 A y B).
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Figura 4. Porcentaje de agregados expresados como dimeros (el porcentaje de
la suma de las areas del pico cromatografico de monomeros y dimeros) a lo
largo del estudio de estrés luminico: A) BVZ, B) CTX, C) IFX, D) RTX y E)
TTZ.

Las longitudes de onda de absorcion maxima (205 nm y 276 nm)
y las formas generales fueron similares en los espectros de los
monomeros y los dimeros, so6lo con ligeras diferencias entre 205 nm y

240 nm (Figura 3, dia “0”). Aunque la sefal a 214 nm utilizada para
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registrar los cromatogramas estaba comprendida dentro de este mtervalo,
nuestra mvestigacion confirmé que tanto los cambios asociados con esta
longitud de onda en los espectros no afectaron significativamente el
estudio de la evolucion de los agregados pues los, cambios en la
mtensidad no fueron mmportantes. Usando el test de similaridad espectral
estudiamos las similitudes entre los espectros para los monomeros y los
agregados. Es interesante observar que la mayor disimilitud se observo
en las muestras origmales (dia “0”) Una vez que estas muestras se
someten a un estrés leve, los espectros tienden a ser similares (en el dia
3). Esto sugiere que BVZ en forma monomérica y dimérica presenta
diferentes caracteristicas espectrales, y que por degradacién, los
mondmeros resultantes sufre una degradacidn quimica asemejandose a
los agregados. La mayor disimilitud observada al final del estudio fue
para el medicamento, lo que podria indicar que BVZ en esta muestra
sufri6 la mayor degradacion. También se comprobo, mediante el test de
pureza espectral del pirco cromatografico, que la homogeneidad de los

compuestos eluidos en cada pico cromatografico del perfil

3.2.2. Cetuximab

El tiempo de elucién de los mondomeros de CTX se estimo a partir
de la muestra de control de la medicma (dia “0”); el valor obtenido fue
5,94 + 0,04 min (t = 2,015; n = 5). Los agregados no se detectaron en
ninguna de las muestras analizadas el dia “0” (Figura 5), pero
comenzaron a formarse después de la exposicion a la luz. Ambas formas
(medicamento 5 mg/mlL y su dilucion 2 mg/mlL) reaccionaron a la
exposicion a la luz de la misma manera y no se observaron diferencias

significativas (Figura 4B). El peso molecular del producto de agregacion
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se estimd a partir de su tiempo de retencion en 276,12 kDa, por lo tanto
asignado a una forma dimérica del CTX. A partrr de los cromatogramas,
se deduyjo que no se formaron oOrdenes de agregacion superiores a los
dimeros; sin embargo, como ya lo hemos indicado anteriormente, se ha
seguido la indicacion del fabricante para esta asignacibn y no esta
totalmente excliido que el orden superior de las agregaciones pueda
representarse en este tipo de picos cromatograficos. Los picos de
alrededor de 10 mmutos se deben a la fase movil y no estan relacionados
con el mAb ni con productos procedentes del medicamento ya que no

sufrieron ningn cambio durante el estudio de estrés.
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Figura 5. Estudio de estrés por luz de CTX. I) Medicina (Erbitux®, 5 mg/mL).
IT) Forma diluida del medicamento a 2 mg/mL en 0,9% de NaCl Para cada
muestra: (A) Evolucién del perfil de cromatografia por exclusion de tamafio.
(B) Vista frontal de la evolucion del perfil de cromatografia de exclusion por
tamafio (C) Espectros ultravioleta (sefiales normalizadas) de los mondémeros, M,
y dimeros, D, registrados en el dia “0” (C), en el dia 3 (D) y en el tltimo dia
analizado (E); resultado de similitud resaltado en verde.

223

——
| —



Capitulo II

Por lo tanto, la agregacion en las disoluciones de CTX se detectd
claramente desde el dia 1, en porcentajes similares para el medicamento
y su dilucion. La principal diferencia se produjo en el tiempo que en
detectarse la turbidez, que en la forma diluida ocurrié el dia 10 cuando el
porcentaje de dimeros habia alcanzado el 57,0%. Para la muestra de
medicina, el experimento finalizo el dia 17 debido a que el pico
cromatografico de los mondémeros era muy pequeio, lo que indica una
fraccion importante de agregados (85,5%); sin embargo, no se detectaron
particulas visibles (turbidez) en el wvial y permanecieron transparentes
durante todo el estudio. Este hecho podria deberse a la mayor

concentracion de estabilizantes en la medicina.

Se puede observar un detalle interesante en la Figura 5, la
evolucion de la cola del pico cromatografico de los mondmeros en ambas
muestras (Figura 5). Esta cola se convierte en un pico cromatografico
claro a 7,19 mn, lo cual estima un peso molecular de 84,67 kDa. Este
valor representa aproximadamente la mitad del peso molecular del CTX,
lo que sugiere que la fotodegradaciéon de los mAbs se debid en parte
también a la ruptura de los puentes disulfuro entre las cadenas pesadas.
Este tipo de dafio se ha propuesto como la principal via fotolitica para la

cistina en protefnas [5].

En este caso, y a diferencia con lo obtenido para BVZ, los
espectros ultravioleta de mondémeros y agregados fueron muy similares
entre ellos y a su vez, entre las dos muestras, medicma y forma de
dilucion, como se puede ver en la Figura 5C. Estos espectros fueron casi
idénticos con tres maximos de absorcion detectados a 192 nm, 204 nm y

275 nm, permaneciendo constantes a lo largo del estudio. Por otra parte,
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el analisis de pureza espectral de los picos cromatograficos indicd

nuevamente la ausencia de impurezas.

3.2.3. Infliximab

De manera similar a BVZ y RTX (discutido a continuacion), la
fotodegradacion acelerada de IFX se finalizd el dia 7 (medicina) y el dia
8 (diluciones) debido a la deteccion de turbidez, por tanto, después de
192 y 216 horas de exposicion a la luz respectivamente (Figura 6). Los
monomeros de IFX se caracterizaron a 6.02 = 0.01 min (t = 2,015; n=5)
en los cromatogramas para la muestra de control (medicina, dia “0”). La
agregacion dimérica fue sugerida por una deformacion de la linea de base
justo antes de la elucion de los monomeros desde los primeros dias
analizados (Figura 6, dia 1 y dia 2) y confirmada después de 72 horas de
exposicion a Ila luz por un pico cromatogrifico a 5,34 min,
correspondiente a un peso molecular estimado de 269,29 kDa. La
evolucién en cuanto a los dimeros (Figura 4C) indic6 un comportamiento
similar en el medicamento y la disolucion menos diluida, siendo las mas
dilmda la que parecid6 mas resistente a la formacion de agregacion, hecho
que se puede justificar en base a su menor concentracion. Y como era de
esperar debido a la mayor concentracion, la exposicion a la luz produjo
turbidez en el medicamento 24 horas antes que en las formas diluidas. Un
pequefio pico cromatografico a 7,18 min (correspondiente a un peso
molecular de 84,67 kDa), se detectd claramente desde el dia 6, y se
sugiere es el resultado de la ruptura de las cisteinas entre las cadenas

pesadas del monoclonal [5].

225

——
| S—



Capitulo II

4800000 = ) 4800000 5 —tio
Dia2
4000000 4000000
? 3200000 | g 3200000
E E
8 2400000 Doy 0 % 2400000
g (Control day) 3
] 8
3 1600000 2 1600000
H 2
] 800000 800900
B
- =
= 0+ 0
] 0 2 4 14 0
=
—
Q) E)
i Day 0 Day3 | 3 2000
i £
g i
E = 2
200 300 0 400
Wavelength (nm) Wavelength (nm) ‘Wavelength (nm)
240000 240000
- - A) B) —ry 0
i D8 —_—y 1
200000 200000 day 2
D3 D6 —dy 3
D1 D2 — 6
= 160000 | 5 160000 any 7
3 : | ™
|
E Do =
g 120000 & 120000
£ il 1 ] 1
g I ~— g ‘
3 80000 | 8 80000 ||
2 “~ 8
= 40000 = - 40000
E
- - |~
6o 0+ 0 L -
E 0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 [} 8 10 12 u
A Retention Time (min) Retention Time (min)
= c) may E)
E Day 0 é &
1 1 H
g \n 3
g WM e
] i
ER == =
0 00 400 -
Wavelength (nm) Wav!lm‘um nm}
96000 96000
03 A) B) —day 0
IFX Ds —ay_1
80000 80000 day 2
D3 DB —day 3
D1 D2 —
= 64000 | E 64000 oay_7
E — B
E
E Do I
g 48000 © 48000
H . g |
g 32000 1R & 32000 |
g SRR e - < '
& 16000 16000 ‘
£ |
- oo — 0 L L
E 0 2 4 6. 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 M4
— Retention Time (min) Retention Time (min)
) D} e E)
é Day 0 és Day 3 g
b~ 2500+ = ]
3 \ M 3
L i :
2 o )
200 20 40 00 300 400 o

Wavelength (nm)

Wavelength (nm)

Wavelength (nm)

Figura 6. Estudio de estrés por luz de IFX. I) Medicma (Remicade®, 10
mg/mL). II) Forma diluida del medicamento a 5 mg/mL en 0,9% de NaCl III)
Forma diluida del medicamento a 2 mg/mL en NaCl al 0,9%. Para cada
muestra: (A) Evolucion del perfil de cromatografia de exclusion por tamano.
(B) Vista frontal de la evolucion del perfil de cromatografia de exclusion por
tamafo (C) Espectros ultravioleta (sefiales normalizadas) de los monoémeros, M,
y dimeros, D, registrados en el dia “0” (C), en el dia 3 (D) y en el ultimo dia
analizado (E); resultado de similitud resaltado en verde.
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Los tres maximos de absorcidn caracteristicos se detectaron
nuevamente en los espectros ultravioleta de IFX pero ligeramente
desplazados (195 nm, 205 nm y 278 nm) con respecto a los espectros de
los mAbs anteriores. Una vez mads, las caracteristicas espectrales de los
monoémeros y agregados (sugeridos como dimeros) fueron similares
(Figura 6C), con ligeras diferencias en las mtensidades entre 205 nm y
240 nm. El test de andlisis espectral realizado en los picos
cromatograficos mdico la ausencia de impureza, que puede
correlacionarse con la ausencia de heterogeneidad significativa debida a
la fotodegradacion. La prueba de similitud indicé una alta similitud entre
los monomeros y los agregados antes de que se detectara la turbidez, con

un coeficiente de correlacion de similitud de mas del 99%.

3.2.4. Rituximab

El proceso de agregacion RTX fue similar para las tres muestras
estudiadas (Figura 7). La turbidez se produjo después de 192 horas (dia
8) y 216 horas (dia 9) de exposicion a la luz para el medicamento y las
formas diluidas, respectivamente. Como con los otros mAbs, la muestra
de control de medicamento de RTX se us6 para estimar el tiempo de
retencion para los monomeros, y el resultado fue 6,16 £ 0,04 (t =2,015; n
= 5). No se detectaron agregaciones en estas muestras. Tas someter las
muestras a la luz, se detectd un pico cromatografico alrededor de 5,40
min, lo cual indicé un compuesto con un peso molecular de 269,29 kDa,
lo que sugiere la formacién de agregados diméricos de RTX, pero como
ya ha sido comentado anteriormente, no excluimos totalmente ordenes de
agregacion mayores en las muestras. Igualmente, los picos alrededor de

10 min se asignan efectos de la fase movil o a algin excipiente resistente
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del medicamento, y no el resultado de la degradacion de RTX, dado que
se detectaron en la muestra de control y se mantuvieron constantes
durante todo el experimento. La deformacion del perfil cromatografico
después de eluir los mondomeros y hasta 8,5 min sugirid la presencia de

una mezcla de compuestos, y por lo tanto, diversos patrones de

fragmentacion de RTX cuando se expone a la luz

En cuanto al proceso de agregacion en funcion de Ia
concentracion (Figura 4 D), este fue muy similar, aunque el porcentaje de
agregados fue mayor en el medicamento —atribuido a su mayor

concentracion 10 mg/mL-, y muy similar en las dos diluciones del mismo
-5 mg/mL y de 2 mg/mL-.
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Figura 7. Estudio de estrés por luz de RTX. I) Medicina (Mabthera®, 10
mg/mL). II) Forma diluida del medicamento a 5 mg/mL en 0,9% de NaCL III)
Forma diluida del medicamento a 2 mg/mL en NaCl al 0,9%. Para cada
muestra: (A) Evolucion del perfil de cromatografia de exclusion por tamaio.
(B) Vista frontal de la evolucion del perfil de cromatografia de exclusion por
tamafio (C) Espectros ultravioleta (sefiales normalizadas) de los monomeros, M,
y dimeros, D, registrados en el dia “0” (C), en el dia 3 (D) y en el ultimo dia
analizado (E); resultado de similitud resaltado en verde.
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En cuanto a los tres maximos de absorcion, se detectaron
nuevamente a 193 nm, 205 nm y 279 nm con diferencias principalmente
en la mtensidad del maximo a 205 nm. Estas diferencias se redujeron a
medida que las horas de exposicidbn a la luz aumentaron y fueron casi
idénticas al final del estudio con un coeficiente de similitud de mas del
99,0% (Figura 7C). Nuevamente, este comportamiento sugiere que los
cambios en los mondmeros los “acercan” a los “dimeros”, ya que los
espectros de los mondmeros tienden hacia los espectros de los dimeros
con el aumento de la exposicion a la luz. El andlisis de pureza espectral
de los picos cromatograficos mdicO nuevamente altos niveles de Ia

misma.

3.2.5. Trastuzumab

La fotodegradacion de TTZ se sigui6 hasta el dia 17
(medicamento) y el dia 14 (formas diluidas). Por lo tanto, las muestras se
expusiecron a la liz durante 408 y 336 horas, respectivamente. Los
perfiles cromatograficos de la medicma y las dos muestras diluidas
fueron ligeramente diferentes (Figura 8). En la muestra de medicina, el
perfil cromatografico de TTZ en el dia “0” exhibid una cola después del
pico principal de los mondmeros que se convirtid gradualmente en un
pico cromatografico bien visible a 7,19 minutos el ultimo dia (dia 17). El
pico cromatografico monomérico disminuyd gradualmente con las horas
de exposicion a la luz, mientras que el pico asignado a los agregados
aumentd proporcionalmente a la disminucion del de los monomeros, para
llegar a representar el 66% del area de ambos picos. El tiempo de
retencion caracteristico estimado para TTZ (medicna) fue 5,96 = 0,03

mmn (t = 2,015; n = 5) usando los datos del dia de control (dia “0”); para
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los agregados, el tiempo de retencion se cambidé de 5,44 min (dia 3) a
5,27 (dia 17), hecho atribuido a un aumento en la concentracion durante
el periodo de exposicion a la luz. El peso molecular estimado para el pico
de elucion a 5,27 min fue de 281,35 kDa, y corresponderia a dimeros. No
se detectaron picos en tiempos de retencidon mas cortos, que indicarian
ordenes superiores de agregacion. El pico a 7,19 minutos también se
detectd claramente para este mAb, correspondiendo por tanto a
fragmentos con un peso molecular de 84,67 kDa, que representaba
aproximadamente la mitad del peso molecular de TTZ. Esto sugirio
nuevamente que la fotodegradacion de los mAb se debia a la ruptura del
puente disulfuro entre las cadenas pesadas [5]. La deformacion de los
perfiles cromatograficos después de elur los mondmeros y hasta
alrededor de 10 minutos, nuevamente sugri® mezclas de compuestos
como en el estudio de RTX, mdicando diferentes patrones de

fragmentacion de TTZ debido a la exposicion a la luz.

El proceso de agregacion fue practicamente idéntico en las dos
diluciones del medicamento, pareciendo mds robusto frente a la
degradacién por agregacion por el efecto de la luz (Figura 4E). La mayor
concentracion del medicamento Herceptn® (15 mg/mL) justificaria la
mayor extension del proceso de degradacion por agregacion de TTZ

debido a la exposicion a la luz
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Figura 8. Estudio de estrés por luz de TTZ. 1) Medicina (Herceptn®, 15
mg/mL). II) Forma diluida del medicamento a 5 mg/mL en 0,9% de NaCL III)
Forma diluida del medicamento a 2 mg/mL en NaCl al 0,9%. Para cada
muestra: (A) Evolucion del perfil de cromatografia de exclusion por tamafio.
(B) Vista frontal de la evolucion del perfil de cromatografia de exclusion por
tamafo (C) Espectros ultravioleta (sefiales normalizadas) de los monomeros, M,
y dimeros, D, registrados en el dia “0” (C), en el dia 3 (D) y en el ultimo dia
analizado (E); resultado de similitud resaltado en verde.
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En general, los resultados para TTZ obtenidos del andlisis de los
espectros ultravioleta no difirieron significativamente de los obtenidos
para los otros mAb. Los patrones generales y las caracteristicas
(maximos de absorcién) de los espectros ultravioleta para los mondémeros
y agregados fueron similares a los de los mAbs discutidos anteriormente,
asi como su evolucion. Los espectros para monomeros y agregados
fueron muy similares, con coeficientes de similitud de mas del 99,0% a
lo largo del estudio. El andlisis de pureza espectral de los picos

cromatograficos también indicd la ausencia de impurezas.

3.3. ANALISIS COMPARATIVO

Para realizar un andlisis comparativo del proceso de agregacion
provocado por la exposicion acelerada a la accion de la luz, se construyd
una grafica por cada concentracion estudiada, incluyendo las
disoluciones de los cinco mAbs estudiados. La Figura 9 muestra este
analisis comparativo, es decir, el porcentaje de agregados, sugeridos
como dimeros, en las muestras de medicma (Figura 9A) y en las

muestras diluidas a 5 mg/mL (Figura 9B) y 2 mg/mL (Figura 9C).

Con respecto a las muestras de medicamentos (Figura 9A), la
pendiente de las curvas y el tiempo transcurrido antes de que se detectara
la turbidez son de particular interés. La pendiente de las curvas estd
relacionada con el valor porcentual de los dimeros y la curva BVZ tuvo
la pendiente mas pronunciada, como se esperaba debido a su mayor
concentracion (25 mg/mlL), mientras que IFX y TTZ tuvieron Ila
pendiente mas pequefia a pesar de sus diferentes concentraciones de 10

mg/mL y 15 mgmL, respectivamente. CTX (5 mg/mL) y RTX (10
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mg/mL) tenian valores de pendiente intermedios, aunque eran
medicamentos con diferente concentracion. Estos resultados sugieren que
aunque la concentracion de mAb es el factor principal que afecta a la
agregacion inducida por la luz, existen ciertas propiedades caracteristicas
de cada mAb que también mfluyen en este proceso de alteracion de las
protefnas. Incluso el tiempo de exposicion a la luz necesario para detectar
la turbidez varia considerablemente entre los medicamentos, y solo en el
caso del medicamento BVZ podria estar relacionado con su alta
concentracion. Los resultados reflejan que los medicamentos que
contienen el TTZ y el CTX fueron los mas resistentes a la degradacion

por la luz.
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Figura 9. Estudio comparativo de la degradacion por efecto de la luz entre
medicamentos y sus diluciones: A) medicamentos, B) formas diluidas de los
medicamentos a 5 mg/mL en NaCl al 0,9% y C) formas diluidas de los
medicamentos a 2 mg/mL en NaCl al 0,9%.

En un mtento de explicar este comportamiento, la Tabla 1
muestra el nuimero de Cys, Trp, Phe, Tyr (los aminoacidos mas afectados
por la fotodegradacion) tomados de la estructura primaria de cada mAb
publicada en la web publica DrugBank [6]. No hay informacion sobre la

estructura primaria completa del IFX, por lo tanto, se desconoce el
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numero de estos aminoacidos y no se ncluyd en la Tabla 1. Sin embargo,
las diferencias entre los mAb en cuanto a su robustez frente a la
agregacion inducida por la luz no pudieron ser explicadas por el niimero
de estos aminoacidos en su estructura ya que este numero es casi
idéntico. Por lo tanto, un orden estructural superior podria ser una
explicacion probable de las diferencias en su resistencia a la
fotodegradacion. Los excipientes en los medicamentos también podrian

tener un papel importante en este diferente comportamiento.

Tabla 1. Numero de CYS, TRP, PHE,y TYR en BVZ, CTX, RTX, y TTZ.

Nombre CYS TRP PHE TYR AA
Totales

BVZ 15 13 24 32 667

CTX 15 12 23 29 665

RTX 15 14 21 29 664

TTZ 15 12 22 29 665

Pasando a las formas diludas de los medicamentos, estos se
pueden comparar mas ficilmente porque se diluyeron a la misma
concentracion. Los resultados indican (Figura 9B y C) que el
comportamiento fue similar para BVZ, CTX y RTX para las dos formas
diluidas. Por el contrario, TTZ mostr6 un patron muy diferente de
agregacion dimérica de los otros mAbs (Figura 9B y C). Los resultados
indicaron que este mAb es claramente el mas resistente en térmmos de
formacion de agregacion (también en el medicamento), ya que es

bastante robusto a la degradacion, con el menor porcentaje de agregacion
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durante la exposicion acelerada a la luz, y sugriendo un equilibrio
colaborativo, ya que “colapsa” en un momento determinado, al final del

estudio.

Es mteresante observar que se necesitaron menos horas de
exposicion a la luz para formar particulas visibles, es decir, turbidez, en
las muestras diluidas para CTX y TTZ. Para BVZ, CTX e IFX, se
necesitaron 24 horas mas para detectar la turbidez que en el medicamento
correspondiente. El comportamiento fue idéntico para las dos diluciones

estudiadas, la de 5 mg/mL y 2 mg/mL.

4. CONCLUSIONES

Aunque los anticuerpos son esenciales hoy en dia en la lucha
contra varias enfermedades importantes y son ampliamente utilizados, se
sabe relativamente poco acerca de como la fotodegradacion afecta a los
mAbs comercializados. Dada la naturaleza compleja de los mAbs, es
mmportante entender cémo los factores externos pueden afectarlos, sobre
todo la accion de la luz a la cual se encuentra expuestos durante su
manipulaciéon y administracion. Por lo tanto, este estudio investigd los
efectos de la exposicion a la luz sobre la formacion de agregados en
medicamentos comercializados, y en formas diluidas de los mismos de
uso clinico, en los que el principio activo es un mAb. El estudio se llevod
a cabo utilizando medicamentos autorizados que contienen BVZ, CTX,
IFX, RTX y TTZ como su unico principio activo. Aunque es bien sabido
que la distribucion del tamaio de los agregados probables es amplia,
decidimos evaluar los que podrian detectarse mediante SEC, que son los

ordenes de agregacion inferiores pero que representan el punto de
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partida para el proceso de agregacion. Los agregados inducidos por la luz
no son dimeros naturales, ya que son el resultado de un proceso de

agresion, y su deteccion es un signo de la degradacion de los mAbs.

El perfil de agregacion de BVZ antes de la exposicion a la luz
obtenido por SEC, tanto en los medicamentos como en las dos formas
diluidas, ya indica la presencia de agregados. Por lo tanto, la deteccion de
agregados no pudo atribuirse directamente a la concentracion del
medicamento Avastin (25 mg/mL de BVZ, la concentracion mas alta de
los cinco medicamentos), ya que estaban presentes en porcentajes
similares cuando el medicamento se diluydo a 5 mg/mL y 2 mg/mL; esto

sugirid la presencia de agregados naturales (dimeros probablemente) de

BVZ.

La exposicion a la luz indujo la formacion de agregados en todas
las muestras, tanto en medicma como en sus diluciones. Siguiendo las
mndicaciones del fabricante de Ila columna, los agregados podrian
identificarse como dimeros ya que no se detectaron otros picos
cromatograficos en los tiempos de retencion mas cortos. Excepto en el
caso de BVZ, la fragmentacion del mAb, que se detectd en los
medicamentos y formas diluidas, fue probablemente el resultado de la

ruptura del puente de disulfuro entre las dos cadenas pesadas.

La formaciébn de agregados debido a la fotodegradacion parecia
estar relacionada sobre todo con la concentracion inicial de mAb en el
caso de los medicamentos; sin embargo, las caracteristicas particulares de
los mAbs también influyen en este proceso de descomposicion de

proteinas, que podria verse afectado por la presencia de aditivos en el

238

~
—



Capitulo II

medicamento. De esta forma, el medicamento BVZ (25 mg/mL) fue el
mas afectado por la agregacion y los medicamentos TTZ (15 mg/mL) e
IFX (10 mg/mL) fueron los menos afectados; los medicamentos CTX (5
mg/mlL) y RTX (10 mgmL) se vieron afectados pero de forma

mtermedia.

Cuando los mAb se estudiaron en concentraciones idénticas para
estudiar el proceso en condiciones experimentales comparables, es decrr,
en las dos formas diluidas a 5 mgmlL y 2 mg/mlL, el proceso de
agregacion no se vio afectado por la concentracion, con todos los mAb
obteniendo resultados idénticos a excepcion de IFX, que parecia mas
resistente a la agregacion en la concentracion mas baja de 2 mg mL. Si
comparamos los resultados para los diferentes mAbs, BVZ, CTX y RTX
se comportaron de manera similar, al igual que IFX a una concentracion
de 5 mg/mL. Los resultados indican que TTZ es el mas resistente a la
formacion de agregados inducidos por la luz. Todo esto sugiere que sus
propiedades estructurales mtrinsecas jugarian un papel mmportante en la
agregacion inducida por la luz.

En general, los espectros ultravioleta para monomeros y
agregados fueron muy similares para los cinco mAbs que estudiamos,
compartiendo los mismos maximos de absorcion. La formacion de
agregados no promovio, por lo tanto, nuevas bandas de absorcion en los
espectros ultravioleta. Hubo una tendencia comin en la evolucién de los
espectros ultravioleta de los mondémeros que tendian hacia los espectros
de los agregados. Esto sugiri6 que los monomeros experimentan algin
tipo de degradacion quimica que los “acerca” a las entidades superiores

de agregacion. El analisis de los espectros ultravioleta-visibles en todos
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los casos confirm6 que la fotodegradacion no promovia cambios
quimicos que afectaran significativamente los espectros de absorcion
UV. Los anilisis de similitud también corroboraron los altos niveles de
similitud entre los espectros para los monomeros y los agregados antes

de que se detectara la turbidez.

Finalmente, y como dato de gran interés, este estudio muestra que
los cinco medicamentos y sus diluciones utilizados en la practica clinica
diaria se ven afectados por la exposicion a la luz debido que promueve la
agregacion de proteinas. Aunque el estudio realizado aqui se realizd en
condiciones extremas de exposicion a la liz, indicO que estos
medicamentos y sus formas diluidas deben manejarse con cuidado y
protegerse de la luz del dia en todas las situaciones para evitar riesgos
mnecesarios. La evaluacion de la formacion de estos agregados solubles
deberia ser un aspecto importante a estudiar cuando se determinen fechas

de uso fuera de las indicadas por los fabricantes.
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1. RESUMEN

La investigacion sobre el estrés es esencial durante el desarrollo
de proteinas terapéuticas para garantizar la calidad y la seguridad del
medicamento final, como ha sido ya indicado en el Capitulo anterior. Un
mayor conocimiento de los efectos del estrés sobre la agregacion puede
ayudar a evitar mestabilidades conformacionales y coloidales
indeseables. Teniendo esto en cuenta, se han estudiado cinco anticuerpos
monoclonales (mAb) terapéuticos comercializados, a saber, bevacizumab
(BVZ), cetuximab (CTX), infliximab (IFX), rituximab (RTX) vy
trastuzumab (TTZ) en sus medicamentos mnovadores. Estos se
sometieron a diferentes condiciones de degradacion acelerada (estrés)
controlada. La formacion de agregados se evaludé analizando los perfiles
cromatograficos de las muestras de sometidas a estrés mediante
cromatografia liquida de exclusion por tamafio con deteccion UV
(detector de diodos en fila). Los resultados indicaron que la tendencia a
agregarse depende de las condiciones de estrés particulares a las que se
someten las muestras y de la concentracion y naturaleza especifica del
mAb, aunque todos comparten una estructura de IgGl similar. La
fragmentacion de los mAbs producido por el estrés se atribuyd a la
ruptura probable de las cisteinas entre las dos cadenas pesadas, es decrr,

por ruptura de los puentes disulfuro.
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2.  ANALISIS MEDIANTE (SE)HPLC-DAD

El método empleado en este estudio para el andlisis de la
degradacion de los mAbs en sus respectivos medicamentos de referencia
tras someterlos a diversas condiciones de degradacion acelerada es el
método cromatografico optimizado en el Capitulo anterior. Por tanto, se
evaliaran los productos resultantes de la degradacion en base a su
tamafio por cromatografia liquida analitica de exclusion por tamatos. El

método es el descrito en el Capitulo I de metodologia.

2.1. CALIBRACION DE LA COLUMNA ANALITICA DE
EXCLUSION POR TAMANOS

Como paso inicial del estudio, se procedid a la calibracion de la
columna, es decrr, establecer la relacion matematica existente entre el
peso molecular de una especie o compuesto y su tiempo de elucion de la
columna, concretamente la 300Bio SEC-5 indicada en el Capitulo I de
Metodologia. En este caso, se realzdo la calibracion usando una
disolucion comercial (kit) conteniendo una mezcla de proteinas estandar
con un itervalo de pesos moleculares apropiado para el estudio de los
mAbs, sus fragmentos y agregados. El kit de calibracion incluyo:
tiroglobulina (670 kDa), y-globulna (150 kDa), ovoalbimina (45 kDa),
mioglobina (17 kDa) y angiotensma II (1 kDa). La Tabla 1 muestra los
tiempos de retencion experimentales para estos estindares de proteinas y
la Figura 1 muestra la relacion estimada entre el peso molecular y estos
tiempos de retencidn experimentales, cuya relacion es de tipo
logaritmica, con un valor de R? = 0,9633. La funcion de calibracion

obtenida es:

248

/=
| S—



Capitulo III

y =2000 000x 4
donde la variable x es el tiempo de retencion y la variable y el peso

molecular estimado.

Tabla 1. Proteinas estandar de calibracion de la columna analitica de exclusion
por tamafios. Pesos moleculares (kDa) y tiempos de retencion (min).

Pico Proteina Peso Molecular Tiempo de
(kDa) Retencion
(min)

1 Tiroglobulina 670 5,504 + 0,002
2 v-Globulina 150 6,914 + 0,003
3 Ovoalbumina 45 8,291 £ 0,003
4 Mioglobina 17 9,102 + 0,002
5 Angiotensina I 1 19,869 + 0,004
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Figura 1. Calibracion de la columna SEC: relacion entre el tiempo de retencion
(min) y el peso molecular (kDa).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. PERFIL DE AGREGACION SEC DE LOS MABS
TERAPEUTICOS NO DEGRADADOS: PERFILES DE CONTROL

Los cinco mAbs terapéuticos, es decr, BVZ, CTX IFX, RTX y
TTZ, se analizaron mediante (SE)HPLC-DAD con el fin de obtener su
perfil de agregados representativo de las condiciones en que se usan
normalmente en la practica clinica. Por lo tanto, este perfil se
corresponde con la actividad terapéutica completa de los mAbs y puede
considerarse un control de calidad eficaz. Con este fin, los medicamentos
se analizaron mmediatamente después de la apertura o preparacién, como
en el caso de Remicade® (polvo liofiizado para disolucion en agua), y

siempre dentro de la fecha de caducidad. Este procedimiento permitid
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comparar estos perfiles SEC de control de con los obtenidos mas
adelante en el estudio de estrés. Las disoluciones diluidas de IFX y RTX
también fueron estudiadas para evaluar su degradacion forzada. La
Figura 2 muestra los perfiles de agregados control. Excepto en el caso de
BVZ, se detectd un tunico pico cromatografico correspondiente a
mondmeros en todos los perfiles de control; esto se corrobord al estimar
el peso molecular utilizando el modelo de calibracion de columna
anterior. A continuacion se presenta una discusion mas detallada de cada

perfil SEC.
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Figura 2. Perfiles de agregacion control. A) IFX, B) RTX, C) BVZ,D) CTXy
E) TTZ.

3.1.1. Perfil de agregacion SEC control de IFX

Las muestras de IFX empleadas para obtener los perfiles de
control fueron el medicamento reconstituido en agua para inyeccion a 10

oS uCcionecs preparadas €n a a ,770. stas C10NECS
mg/mL y dos diluciones preparad NaCl al 0,9%. Estas diluci
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fueron 0,5 mg/mL y 2 mg/mL, con el objetivo de cubrir la practica
clinica.

Una vez obtenidos los perfiles de agregacion control, se
detectaron monémeros de IFX en la disolucion de 0,5 mg/mL en el pico
cromatografico a tiempo de retencion de 6,75 + 0,02 min; en la dilucion
de 2 mg/mL en el pico cromatografico a tiempo de retencion de 6,73 =+
0,01 mm, y se detectaron monomeros de IFX en la disolucion
reconstitiida de 10 mg/mL a 6,74 + 0,02 min. Por lo tanto, un tiempo de
retencion de 6,73 min se considerd como valor representativo para
caracterizar los monomeros de IFX y el perfil SEC del medicamento se
usd para propositos de comparacion, (Figura 2A). La pureza espectral de

pico fue superior al 99% en todos los casos.

3.1.2. Perfiles de agregacion SEC de control de RTX

Las muestras de RTX también se estudiaron a 3 concentraciones:
10 mg/mL -la concentracion del medicamento- y en dos diluciones de, 4
mg/mL y 1 mg/mL, preparadas con NaClal 0,9%.

En todos los perfiles SEC de control se detectaron dos picos
cromatograficos. A partr de los tiempos de retencion y de los anilisis
espectrales en los picos cromatograficos, el primer pico se asignd
claramente a los mondémeros de RTX y el segundo se asigné a los
excipientes presentes en el medicamento Mabthera®. El perfl SEC de
RTX 1 mg/mL en este medicamento se caracterizo por la presencia del
pico principal a 6,84 + 0,04 min (y el pico pequefio a 9,52 + 0,05 min,
asignado a excipientes); el perfil de RTX 4 mg/mL se caracterizd por el
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pico principal a 6,85 = 0,04 mm (y el pico pequeno a 9,54 = 0,05 min,
asignado a excipientes), y para el medicamento (RTX 10 mg/mL), se
detecto el pico cromatografico a 6,89 + 0,03 min (9,56 = 0,03 min para el
pequeno pico asignado a los excipientes). En este caso, 6,86 min se
consideraron como un valor representativo para el tiempo de retencion de
RTX. Como en el caso de IFX, el perfil SEC de RTX 10 mg/mL se uso
como control (Figura 2B). Se encontré que la pureza espectral de pico

era superior al 99% en todas las muestras analizadas.

3.1.3. Perfiles de agregacion SEC de controlde BVZ, CTXy TTZ

BVZ, CTX y TTZ se estudiaron en forma de medicina, es decir, a
concentraciones de 25, 5 y 15 mg/ml, respectivamente. No se
consideraron diluciones. El perfl SEC de control para BVZ indico la
deteccion de los monomeros a 6,87 £ 0,06 min con un pequefio pico a
5,89 £ 0,06 min (Figura 2C), ambos con espectros UV similares y altos
grados de pureza espectral (> 99%). Por lo tanto, este pequefo pico
cromatografico se asignd a la presencia en el medicamento de agregados
naturales, probablemente dimeros, por el peso molecular estimado a
partir del modelo de calibracion (308,84 kDa de peso molecular
estimado). La alta concentracion de mAb de este medicamento (25

mg/mL) puede explicar la presencia de estos agregados naturales [1].

Los perfiles de agregados SEC de control de CTX y TTZ se
caracterizaron por la presencia de un solo pico cromatografico registrado
a 6,65 = 0,03 mn (Figura 2D) y a 6,67 = 0,05 min (Figura 2E)
respectivamente. No se detectaron 6rdenes mayores de agregacion para

estos mAbs. En el caso de CTX, los unicos picos detectados fueron para
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los mondémeros de mAb, lo que significa también que no se encontraron
sefales de los excipientes. En el perfil SEC control de TTZ (Figura 2E),
se detectd un pequeno pico en torno a 83 + 0,02 (peso molecular
estitmado 56,56 kDa) min, que se asignd6 a los excipientes del
medicamento y no estaba relacionado con TTZ. En todos los casos, se
confrmé que los espectros UV bajo el pico cromatografico de los
mondmeros correspondian con los de los mAb (por su forma
caracteristica), y el andlisis de la pureza espectral confirmdé que era

superior al 99%.

3.2. PERFIL DE AGREGACION SEC DE LOS MABS
TERAPEUTICOS SOMETIDOS A DEGRADACION FORZADA

Las muestras de los medicamentos (BVZ, CTX y TTZ) y las
diluciones (en el caso de IFX y RTX) se sometieron a pruebas de
degradacion forzada. Los resultados del analisis SEC se discuten a

continuacién para cada mAb.

3.2.1. Perfiles de agregacion SEC de IFX. Degradacion forzada

La Figura 3 muestra los resultados del estudio de estrés sobre las
disoluciones diluidas de IFX en NaCl al 0,9%. El medio acido (Figuras
3A1 y 3Bl1) y el medio basico (Figuras 3A2 y 3B2) produjeron la
degradacion total de IFX, de modo que no se detectd sefal en el perfil
SEC. Esto significa que el peso molecular de los productos de
degradacién estaba fuera del intervalo de pesos moleculares que pueden
separarse por la columna. Esto indica que el estrés de IFX en medios

acidos o basicos produce altos niveles de degradacion, lo cual no era del
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todo esperado.
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Figura 3. Perfil SEC de muestras estresada de IFX y perfil de control de
calidad de IFX (Remicade®). (A) Estrés IFX 2 mg/mL: (1) medio 4cido, (2)
medio basico, (3) medio oxidativo 1%, (4) medio oxidativo 10%, (5)
temperatura 50 °C. (B) Estrés IFX 0,5 mg/mL: (1) medio 4cido, (2) medio
basico, (3) medio oxidativo 1%, (4) medio oxidativo 10% y (5) temperatura 50
°C. (C) Perfil de control de calidad de IFX (Remicade® 10 mg/mL).

Aunque la condiciébn oxidativa afecta el peso molecular de IFX,
se obtuvieron perfiles SEC similares para ambas condiciones ensayadas,
es decir, HyO, 1% (Figuras 3A3 y 3B3) y 10%, (Figuras 3A4 y 3B4) y
también se obtuvieron resultados similares para las dos diluciones
estudiadas. Las senales mas notables en estos perfiles oxidativos de SEC
fueron un amplio pico alrededor de los 3,5 mm, otro a los 8,1 min, y un
tercero a los 10,5 min de retencion. El analisis de pureza espectral de

pico cromatografico indico que en el pico a los 3,5 min se eluyeron
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mezclados productos de la degradacion, como también se esperaba dado
su gran anchura. Los compuestos eluidos a 8,1 min y 10,5 min tenian un
alto grado de pureza, como se indic6 mediante el analisis de pureza
espectral de pico. Los pesos moleculares estimados para los compuestos
eluidos en estos dos tiempos de retencion fueron de alrededor de 60 kDa
y 17 kDa, lo que indica la degradacién debida a la ruptura de la cadena
de proteina de IFX.

En cuanto a los perfiles correspondientes a la degradacion
térmica, a 50 °C (Figuras 3A5 y 3B5), estos fueron idénticos para las dos
diluciones estudiadas y similares al control. La principal diferencia esta
en la deteccion al comienzo del pico de los mondomeros de IFX (a 6,85 +
0,02 min) de una deformacion que mdica el micio del proceso de

agregacion. La Tabla 2 muestra los resultados globales de este estudio.

3.2.2. Perfiles de agregacion SEC de RTX. Degradacion forzada

Los resultados de la degradacion acelerada en las muestras
diluidas de RTX fueron similares a los obtenidos para las muestras de
IFX. Cuando se usaron medios acidos (Figuras 4Al1 y 4B1) y basicos
(Figuras 4A2 y 4B2), no se detectaron senales en los perfiles
cromatograficos SEC. También los resultados fueron similares en los
medios oxidantes de H,O, 1% (Figuras 4A3 y 4B3) y 10% (Figuras 4A4
y 4B4), y también para las dos diluciones probadas. Se detectaron
nuevamente tres picos principales, el primero a alrededor de 4,0 min se
caracterizd por ser ancho, el segundo a alrededor de 8,4 min y el tercero a
9,6 min. Los pesos moleculares estimados para los dos ultimos picos

fueron 51,76 kDa y 17,75 kDa. El pico en 4,0 min corresponde a
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productos degradados mixtos, como lo indico el analisis de pureza
espectral de pico. De nuevo, la degradacion debido a las condiciones de
oxidacion en los ensayos conduce a la formacion de mezclas de especies
de mayor tamafio y a la ruptura de cadenas ligeras y pesadas de los

monomeros de RTX.
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Figura 4. Perfil SEC de muestras estresadas de RTX y perfil de control de
calidad (Mabthera®). (A) Estrés RTX 4 mg/mL: (1) medio acido, (2) medio
basico, (3) medio oxidativo 1%, (4) medio oxidativo 10%, (5) temperatura 50
°C. (B) Estrés RTX 1 mg/mL: (1) medio acido, (2) medio basico, (3) medio
oxidativo 1%, (4) medio oxidativo 10%, (5) temperatura 50 °C. (C) Perfil de
control de calidad del RTX (Mabthera® 10 mg/mL).

El estrés de temperatura (50 °C) (Figuras 4A5 y 4B5) promueve
la agregacion, como lo indica la deformacion al comienzo del pico de los
mondémeros RTX. Los mondémeros se eluyeron con un alto grado de

pureza a 6,73 = 0,02 min y 6,83 £ 0,04 min en las diluciones de RTX de
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I mg/mL y 4 mg/mL, respectivamente, lo que indica un peso molecular
estimado de alrededor de 150 kDa.

Estos resultados son muy similares a los obtenidos previamente
para IFX, con patrones de degradacion similares para todas las
condiciones de estrés probadas. Esto probablemente se deba al hecho de
que ambos mAbs comparten la misma estructura IgGl. IFX y RTX se
probaron a concentraciones similares, lo que contribuye a los resultados
similares obtenidos. La Tabla 2 muestra los resultados globales de este
estudio, de modo que pueden ser comparados con el resto de mAbs

estudiados.

3.2.3. Perfiles de agregacion SEC de BVZ. Degradacion forzada

Se detectaron cambios en el perfil de agregacion SEC de BVZ
estudiado en el medicamento Avastin® para todas las condiciones de
estrés ensayadas, excepto en el caso de la muestra sometida a 50 °C
(Figura 5A5), en la que el perfil cromatografico fue idéntico al del
control, manteniendo la sefial de los dimeros naturales ya presente en el
medicamento Avastin® (Figura 5B). Los picos se detectaron a 5,57 +
0,03 y 6,90 = 0,04 min correspondientes a un peso molecular estimado de
407,18 kDa y 141,11 kDa, respectivamente. Esto indico que BVZ en la
concentracion de medicamento es muy estable hasta 50 °C (las muestras
se sometieron a 50 °C durante 24 horas). Para las condiciones de estrés
restantes, la sefial cromatografica de los dimeros naturales se deformo6 o
no se detectd, como ocurri6 para las condiciones acidas en las que el pico
principal se registro a 8,05 £ 0,01 min, indicando un peso molecular

estimado de 66 kDa. Esto sugiere una ruptura de la cadena de proteina,
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probablemente en los enlaces disulfuro. Se observd una deformacion al
comienzo de este pico cromatografico, pero no se atrbuyd a la

agregacion debido al alto tiempo de retencion (Figura 5A1).
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Figura 5. Perfiles SEC de BVZ (Avastin®, 25/mg/mL) (A) Muestras
estresadas: (1) medio acido, (2) medio basico, (3) medio oxidativo 1%, (4)
medio oxidativo 10%, (5) temperatura 50 °C. (B) Perfil de Control.

A diferencia del medio acido, se detectaron deformaciones en el
perfil del medio basico a los tiempos de retencion correspondientes a las
agregaciones (Figura 5A2). Los picos principales estuvieron a 4,98 =+
0,02; 6,24 £ 0,03 y 8,04 = 0,01 min con pesos moleculares estimados de
708,67 kDa, 232 kDa y 66,21 kDa respectivamente. Esto indica que tanto
las agregaciones (con al menos cuatro unidades de mondémeros) como los
procesos de degradacion se promovieron en el medio basico, con una
ruptura de la cadena de protemna que produce fragmentos de
aproximadamente 66 kDa, resultados similares a los obtenidos en

condiciones de estrés acido.
En los medios oxidantes de H,O, 1% y 10% (Figuras 5A3 y

5A4), ambos resultados fueron similares a los del estrés acido, ya que no

se detectan sefiales a los tiempos de retencion correspondientes a la
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presencia de los agregados. Se detectd un unico pico principal a 8,05 +
0,02 y 8,10 £ 0,01 mmn para las condiciones oxidativas del 1% y 10%,
por lo que corresponde a pesos moleculares estimados de 65,80 kDa y
63,81 kDa, respectivamente, es decir, rupturas de puentes disulfuro entre

cadenas de las IgGl.

Por lo tanto, se produjo un patron de degradacién similar para
todas las condiciones de estrés (excepto para el estudio de degradacion a
50 °C), dando como resultado una fragmentacion de alrededor de 65 kDa,
rompiendo la cadena de proteina (Figura 5AS5). La Tabla 2 muestra los
resultados de este estudio.

3.2.4. Perfiles de agregacion SEC de CTX. Degradacion forzada

Los perfiles de SEC para las muestras de CTX se vieron afectados
por todas las condiciones de estrés ensayadas (Figura 6B) vy,
sorprendentemente, mostraron un Unico patron de degradacion que era
ademas diferente del resto de los mAbs estudiados. Todos los
cromatogramas tenian una forma similar, con dos picos principales: a
6,02 = 0,08 min (277,21 kDa) y 7,30 £ 0,04 min (106,77 kDa) para las
condiciones acidas (Figura 4C1), a 6,05 = 0,03 min (270,42 kDa) y 7,32
+ 0,02 mn (105,33 kDa) para las condiciones basicas (Figura 6A2), a
6,05 + 0,03 (270,47 kDa) min y 7,36 + 0,02 min (102,53 kDa) para H,O,
1% (Figura 6A3), a 6,02 £ 0,04 min (277,21 kDa) y 7,35 + 0,03 min
(103,22 kDa) para H,O, 10% (Figura 6A4), y 6,05 = 0,04 min (270.47
kDa) y 7,34 £ 0,03 min (103,92 kDa) para muestras sometidas a 50 °C
por 24 horas (Figura 6A5). Estos indicaban un proceso de agregacion que

producia dimeros (= 270 kDa) y, en menor medida, una alteracion de la
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cadena de la proteina (=105 kDa), y los dos procesos se producian

simultaneamente.
400000 - 400000 -
A) B) |
|
300000 300000
3 )
E 2000004 1 E 20000
0 A i,
2 5 \__' ‘ 2
a4 1 h N
1000004 3 1 100000 -
2 -y |
0 T T T 1 o T T T
0 s 10 18 20 5 10 15
Retention Time (Min) Retention Time (Min)

Figura 6. Perfiles SEC de CTX (Erbitux®, 5 mg/mL). (A) Muestras estresadas:
(1) medio acido, (2) medio basico, (3) medio oxidativo 1%, (4) medio oxidativo
10%, (5) temperatura 50 °C. (B) Perfil de control.

En los perfiles cromatograficos para todas las muestras, también
se detectaron otros dos picos mas pequeiios a tiempos de retencion mas
altos, es decir, alrededor de 9,70 + 0,03 y 10,10 £+ 0,02 correspondientes
a pesos moleculares estimados de 26 kDa y 20 kDa, por lo tanto
producidos por rupturas de las cadenas proteicas. La Tabla 2 muestra los
resultados de todo este estudio, de manera que pueden comparase con el

resto de mAbs.

3.2.5. Perfiles de agregacion SEC de TTZ. Degradacion forzada

Aunque a smmple vista (Figura 7) el TTZ (Herceptn®) parece el
mas estable frente a la degradacion, esto no es asi pues fue detectada
agregacion en todas las muestras (a excepcion de la muestra sometida a
50 °C durante 24 horas), como lo demuestra los ligeros cambios hacia

tiempos de retencidbn mas pequefios en el pico principal de los perfiles
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SEC de estrés de 6,67 = 0,05 en la el perfil de control TTZ (Figura 7 B) a
alrededor de 6,0 mm en las muestras sometidas a degradacion (Figura
7A5). Esto indicé un peso molecular estimado de alrededor de 270 kDa,
lo que podria deberse a la agregacion de dos entidades mondmeras en
dimeros. Los tiempos de retencion y los pesos moleculares estimados
para cada medio fueron los siguientes: 6,07 = 0,01 min (266,09 kDa) en
el medio acido (Figura 7A1), 6,07 = 0,02 min (266,09 kDa) en el medio
basico (Figura 7A2), 6,03 £ 0,01 min (274,94 kDa) en el medio oxidante
H,0; 1% (Figura 7A3), y 6,06 = 0,01 min (268,27 kDa) mmn en el medio
oxidativo HyO, 10% (Figura 7A4). En el caso de la muestra sometida a
temperatura de (50 °C durante 24 horas, el pico principal se detectd a
6,87 £ 0,07 min indicando un peso molecular estimado de 144.18 kDa,
correspondiente a monomeros de TTZ con un perfil de temperatura SEC

similar al control.

2500000 4
2500000 ~
A) B)
2000000 2000000
500000 - 1500000
g 7 E
L — . i
1000000 - @ 4
5 i J \t A 2
500000 = 3 k A 500000 <
2 J L "
a2 J A o J A
0 5 10 15 20 0 H 10 15
Ratantion Time (Min) Retention Time (Min)

Figura 7. Perfiles SEC TTZ (Herceptin®, 25 mg/mL) (A) Muestras estresadas:
(1) medio 4cido, (2) medio basico, (3) medio oxidativo 1%, (4) medio oxidativo
10%, (5) temperatura 50 °C. (B) Perfil de control.
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Por otro lado, en el perfil de control SEC TTZ (Figura 7B) se
detectd un pequefio pico cromatografico a 8,3 + 0,02 min, atribuido a
algunos de los compuestos utilizados en la formulacion del medicamento
[2]. Este pico también se vio afectado por el estrés, cambiando a tiempos
de retencibon mas altos cuando las muestras se sometieron a las
condiciones oxidativas mas agresivas (H,O, 10%). Esto es coherente con
la degradacion por oxidacion, en la que la mntegridad de la molécula se ve
afectada y parcialmente destruida, produciéndose la degradacién a pesos
moleculares mas pequefios. Por el contrario, este pico no se vio afectado
en las muestras sometidas a la temperatura de 50 °C. Los resultados
particulares para el tiempo de retencion fueron: 10,31 £ 0,02 min (19,33
kDa) en el medio acido, 10,29 + 0,04 min (19,52 kDa) en el medio
basico, 10,23 £ 0,03 (20,10 kDa) en el medio oxidativo H,O, 1%, 10,27
+ 0,01 (19,71 kDa) min y 11,29 £ 0,01 min (12,34 kDa) en el medio
oxidativo H,O, 10%. La Tabla 2 muestra los resultados de este estudio

junto con el resto de mAbs.
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Tabla 2. Resultados del estudio de degradacion controlada: porcentajes de
agregacion, de mondomeros y de degradacion relacionada con la disrupcion de

las cadenas en los cinco mAbs estudiados.

mADbs

IFX 2
mg/mL

Estrés

% de
agregacion

% de
monomeros

P —

% de
degradacion
relacionada con
la disrupcion de
las cadenas

Acido - - -

Base - - -

Oxidativo 22 0 78

(1%)

Oxidativo 23 0 77

(10%)

Temperatura * - 0
P —

Acido - - -

Base - - -

Oxidativo 22 0 78

(1%)

Oxidativo 23 0 77

(10%)

Temperatura * - 0
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(Continuaciéon Tabla 2)

% de

degradacion
0 0 d
mAbs Estrés 7 de 7 de relacionada con

agregacion | monomeros ) s
greg la disrupcion de
las cadenas

P —
RTX 1 | Acido - - -

mg/mL
Base - - -
Oxidativo 16 0 84
(1%)
Oxidativo 16 0 84
(10%)
Temperatura * - 0

g
RTX 4 | Acido - - -

mg/mL
Base - - -
Oxidativo 16 0 84
(1%)
Oxidativo 16 0 84
(10%)
Temperatura * 0 0
( )|
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(Continuacion Tabla 2)

% de

% de % de degradacion

mAbs Estrés ., ) relacionada con
agregacion | monomeros . .,
la disrupcion de

las cadenas

P —

BVZ Acido 0 0 100
25
mg/mL
Base 15 0 85
Oxidativo 0 0 100
(1%)
Oxidativo 0 0 100
(10%)
Temperatura | Sin cambio | Sin cambio 0
P —
CTX 5 | Acido 86 0 14
mg/mL
Base 87 0 13
Oxidativo 85 0 15
(1%)
Oxidativo 85 0 14
(10%)
Temperatura 86 0 15
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(Contmnuacion Tabla 2)

% de
’ % de % de deg.radaci()n
mAbs Estrés ., i relacionada con
agregacion | monomeros . .,
la disrupcion de
las cadenas
g
TTZ 15 | Acido 100 0 0
mg/mL
Base 100 0 0
Oxidativo 100 0 0
(1%)
Oxidativo 100 0 0
(10%)
Temperatura 0 100 0
(Como el
control)

- No estimado debido a diferentes razones, tales como ausencia de senal, ausencia
clara de separacion cromatografica, etc.

* Una deformacion del pico indica procesos de agregacion iniciales.

4. CONCLUSIONES

Esta investigacion ofrece un estudio en profundidad del proceso
de agregacion en disoluciones clinicas de los cinco mAbs terapéuticos
mas utillizados en todo el mundo. Los estudios se llevaron a cabo en sus
formulaciones medicas mnovadoras, es decrr, BVZ empleando Avastin®,

CTX empleando Erbitux®, IFX empleando Remicade®, RTX
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empleando Mabthera® y TTZ empleando Herceptin®. Los perfiles de
agregacion cromatograficos obtenidos por (SE)HPLC-DAD fueron

utilizados para este propoésito.

En primer lugar, se obtuvieron perfiles de agregacion SEC de
control y se caracterizaron en condiciones que aseguran que los mAbs se
encuentran en un estado activo Optimo, tal como los suministra el
fabricante, en la formulacion del medicamento y también en diversas
diluciones de uso clinico. Para lograr esto, el perfil de agregaciones SEC
de control se registro dentro de la fecha de vencimiento indicada por el
fabricante con muestras preparadas y manipuladas segin lo indicado en
las especificaciones técnicas del medicamento. Se sometieron alicuotas
de los medicamentos a estudios de degradacion forzada (estrés) por
elevacion de temperatura, medios oxidativos, acidos y basicos. Como se
esperaba, todos los mAbs sufrieron degradacion que dio como resultado
tanto la agregacion como la ruptura de las cadenas de proteinas. Dado
que las condiciones de estrés se aplicaron durante el mismo periodo de
tiempo a todas las muestras, las mas afectadas fueron las que estaban mas
diluidas, es decir, las muestras diluidas de IFX 0,5 y 2 mg/mL y RTX 1 y
4 mg/mlL. A estas concentraciones mas bajas, ambos mAb se
comportaron de manera similar cuando se sometieron a estrés, con la
deteccion de agregados después de 24 horas de calentamiento a 50 °C, la
supresion del perfil de SEC cuando se sometid a medios de estrés acido y
basico, y principalmente la agregacion en medios oxidativos. BVZ, en
forma de medicamento, que ademds se corresponde con la disolucion
mas concentrada de las estudiadas, (25 mg/mL), sufridé agregacion en
todas las condiciones de estrés aplicadas, excepto cuando se somete a

temperaturas de 50 °C donde el perfil de SEC permanece comparable al
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control, indicando por tanto, gran resistencia a la degradacion térmica.
CTX, estudiado en el medicamento Erbitux®, fue el tnico mAb que
mostrdé un pico claro en el perfl SEC atribuido a la ruptura de las
cadenas de proteinas y se detectd en todos los estudios de estrés. Los

resultados en el caso de TTZ (Herceptin®) parecen indicar dimerizacion

en todas las condiciones de degradacion ensayadas.

——
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1. RESUMEN

Al igual que la mvestigacion sobre el estrés, el estudio de la
estabilidad también es esencial en las proteinas terapéuticas. En este
Capitulo se presenta el estudio de estabilidad en el tiempo centrado en el
proceso de agregacion de los mismos cinco anticuerpos monoclonales
terapéuticos comerciales estudiados en el Capitulo anterior, es decrr,
bevacizumab (BVZ), cetuximab (CTX), mfliximab (IFX), rituximab
(RTX) y trastuzumab (TTZ), en sus correspondientes medicamentos
mnovadores. Muestras de los medicamentos una vez abiertos los
correspondientes viales o recién reconstituidos, asi como diluciones
habituales en la practica clinica, se almacenaron en recipientes de vidrio,
protegidos de la luz, y refrigerados a 4 °C. El estudio de la agregacion se
realizd empleando el método de cromatografia liquida por exclusion por
tamafios y deteccion mediante diodos en fila que ha quedado descrito en
los Capitulos anteriores. Ademas, se realizd en paralelo un estudio sobre
la estabilidad de estos medicamentos biotecnologicos frente al proceso de
congelacion / descongelacion. Segun los resultados obtenidos, BVZ,
RTX y TTZ demostraron ser los mas estables cuando se almacenan a 4
°C y frente a los ciclos de congelacion / descongelacion, sin manifestar
tendencia a formar agregados. IFX presentd una ligera tendencia a la
agregacion detectada el ultimo dia de estudio a la concentracion de
medicamento, es decirr, 10 mg/mL, mientras que en CTX se detectaron

ligeros procesos vinculados con la degradacion.
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2.  ANALISIS MEDIANTE (SE)HPLC-DAD

El método de andlisis empleado para la determnacion de los
agregados es el mismo que se ha descrito anteriormente en el Capitulo II

y que se destalla en el Capitulo I de Metodologia.

El estudio de degradacion acelerada mostrado en el Capitulo
anterior, ademas de servir para un estudio de detallado de las posibles
vias de degradacion de los mAbs asociadas a efectos fisico-quimicos que
pudieran condicionar sus formas de uso, sirve también para validar el
propio método cromatografico para ser empleado en estudios de
estabilidad, ya que ha quedado demostrada su capacidad de detectar

degradaciones y/o modificaciones de los mAbs.

Por otra parte, un aspecto fundamental en la cromatografia liquida
de exclusion por tamafios, es la calibracion de la columna empleada, es
decrr, la obtencidon de la relacion existente entre el tamafio molecular de
los compuesto analizados y el tiempo de retencion; esta relacion es la que
va a permitir evaluar la degradacion tanto por formacion de agregados o
por formacion de fragmentos de menor tamafio de los anticuerpos
monoclonales. Dado que el estudio que se presenta en este Capitulo se
realizd a continuacion del estudio de degradacion acelerada y empleando
la misma columna de exclusion por tamanos, el modelo de calibracion
establecido en el Capitulo anterior fue valido en el presente estudio de

estabilidad en el tiempo de los medicamentos.
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3. RESULTADOS Y DISCUSSION

Una vez que se demostr6 la capacidad del método (SE)HPLC-
DAD para detectar la agregacion y/o alteracion de las cadenas proteicas
de los mAbs, se obtuvieron los correspondientes perfiles cromatograficos
de las muestras estudiadas para evaluar la estabiidad a lo largo del
tiempo de los cinco mAbs en los medicamentos y en dos diluciones de
los mismos, en el caso de IFX y RTX. Para ello, se almacenaron 15
viales de vidrio topacio para cada situacion estudiada, con un volumen de
1,5 mL de disolucidon de biofarmaco a 4 °C. De la misma forma fue
preparado otro grupo de viales que fueron almacenados a la temperatura
de -20 °C; estas muestras fueron congeladas y descongeladas,
constituyendo de esta forma dos ciclos de congelacion / descongelacion,

en dias diferentes y que se comentaran a continuacion.

3.1. ESTABILIDAD EN EL TIEMPO DE IFX: MEDICAMENTO
(REMICADE®) Y DILUCIONES DE USO CLINICO

Para el mAb IFX, se estudiaron disoluciones a tres
concentraciones  diferentes en condiciones de refrigeracion: el
medicamento Remicade® - IFX reconstituido a 10 mg/mL con agua- y
dos diluciones en NaCl 0,9% -0,5 y 2 mg/mL. El medicamento también
se usd para evaluar la estabilidad almacenado congelado (a -20 °C)
(Figuras 1 A, B, C, D).

Una comparacion visual entre los perfiles SEC de IFX del control

-registrado en el dia “0” inmediatamente después de la preparacion de las

muestras y antes de la fecha de caducidad- y los perfiles obtenidos en
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dias de andlisis posteriores mostraron una gran estabilidad en todas las
muestras almacenadas refrigeradas a 4 °C. No se detectaron agregados en
ninguno de ellos, ni hubo deformacion antes del pico cromatografico del
mondmero [FX que podria sugerir el nicio del proceso de agregacion. El
area bajo el pico cromatografico también se mantuvo estable durante
todo el estudio y el andlisis de la pureza espectral confirm6 altos niveles
en el pico correspondiente al mondémero IFX en todos los perfiles SEC.
El tiempo de retencion y el peso molecular estimado (entre paréntesis)
para estas muestras de IFX el dia “0” y el ultimo dia comprobado (dia
15) fueron: 6,75 = 0,02 min (157,33 kDa) y 6,85 = 0,04 min (146,28
kDa) para la dilucion a 0,5 mg/mL en NaCl al 0,9%, 6,73 £ 0,01 min
(159,66 kDa) y 6,85 + 0,04 min (146,28 kDa) para la diluciéon a 2 mg/mL
en NaCl al 0,9% y 6,74 = 0,02 mn (148,49 kDa) y 6,89 £ 0,02 min
(142,13 kDa) para el medicamento Remicade® (solucion reconstituida
en agua IFX 10 mg/mL). Estos resultados demostraron la alta estabilidad
de IFX en las tres disoluciones estudiadas, sin detectar proceso de

agregacion.
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e IFX 0.5 mg/mL
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Figura 1. Estudio de estabilidad IFX (Remicade®). Perfiles SEC de: (A) I[FX
0,5 mg/mL almacenado a 4°C, (B) IFX 2 mg/mL almacenado a 4°C, (C) IFX 10
mg/mL almacenado a 4°C; (1) dia “0”, (2) dia 1, (3) dia 2, (4) dia 7, (5) dia 15.
(D) IFX 10 mg/mL almacenado a -20°C; (1) dia “0”, (2) primer ciclo
congelacion/descongelacion, (3) segundo ciclo congelacion/descongelacion.
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En cuanto al estudio de las muestras congeladas (Figura 1D), no
se detectaron sefiales de agregacion, aunque el pico principal de los
monomeros se desplazd a tiempos de retencion superiores, es decir,
desde 6,21 + 0,08 min (dia “0”) hasta 6,92 + 0,07 (dia 15). Este cambio
en el tiempo de retencion podria indicar que el proceso de congelacion /
descongelacion de las muestras podria afectar a la estructura de IFX en

algiin tipo de mestabilidad no relacionada con la agregacion.

En un articulo reciente se mostrd la estabilidad de disoluciones de
un biosmilar de IFX, a saber, el CT-P13 en el medicamento Inflectra®
[1]. Este trabajo concluyd que, de forma similar a los resultados
presentados aqui, el biosimilar de IFX no forma agregados cuando se
almacena refrigerado a 5 °C en concentraciones de 0,4; 0,2 y 10 mg/mL,
aunque se produce algin tipo de dafio en los ciclos de congelacion /
descongelacion que mpide su uso clinico. El aumento de los diametros
hidrodindmicos se propone como consecuencia del deterioro, en
contraste con los resultados encontrados en esta Tesis, que sugieren una
disminucion en el tamafio. Sin embargo, en ambos estudios parece estar
claro que se produce algin dafio y/o modificacion en la estructura de
estos mAb, el producto de referencia (Remicade®) y su biosimilar
(Inflectra™). También se debe tener en cuenta que a pesar de que ambos
mAbs comparten las cadenas de proteinas, el perfil de glicanos es
diferente, lo que podria traducirse en comportamientos diferentes bajo

determmados factores.
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3.2. ESTABILIDAD EN EL TIEMPO DE RTX:
MEDICAMENTO (MABTHERA®) Y DILUCIONES DE USO
CLINICO

Al 1gual que en el estudio de las muestras de IFX, para RTX, se
estudiaron disoluciones a tres concentraciones en condiciones de
refrigeracion a 4 °C y protegidas de la luz (el medicamento Mabthera® -
10 mg/mlL- y dos diluciones en NaCl 0,9% del y 4 mg/mL). El
medicamento, una vez abierto, también se estudi® en almacenamiento

congelado a 20 ° C.

Los resultados indicaron una gran estabilidad para las muestras
almacenadas refrigeradas y en aquellas a las que fueron sometidas a
ciclos de congelacion / descongelacion, como se puede ver en la Figura
2. El pico principal en los cromatogramas permanecid constante en forma
y area a lo largo del estudio con un alto nivel de pureza espectral. Todos
los perfiles cromatograficos fueron comparables con el registrado en el
dia de control (dia “0”), sin nuevos picos o deformaciones que indiquen
agregaciones y/o rupturas de las cadenas proteicas. El tiempo de
retencién y el peso molecular estimado (entre paréntesis) para la muestra
de control RTX el dia “0” y el ultimo dia comprobado (dia 15) fueron:
6,85 + 0,04 min (146,28 kDa) y 7,01 = 0,10 min (130,48 kDa) para el
dilucion a 1 mg/mL en NaCl al 0,9%, 6,85 = 0,04 min (146,28 kDa) y
7,02 £ 0,11 mn (129,57 kDa) para la dilucion a 4 mg/mL en NaCl al
0,9% y 6,89 £ 0,02 min (142,13 kDa), 7,07 = 0,06 min (125,10 kDa) para
el medicamento Mabthera® -RTX 10mg/mL - almacenado refrigerado -,
y 6,83 = 0,03 min (148,42 kDa) y 6,94 £ 0,05 min (137,13 kDa) para el
medicamento Mabthera® -RTX 10 mg/mL - almacenado congelado -.

Esto indico que no se produjeron cambios debido a la agregacion en
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ninguna de las muestras de RTX estudiadas. Este es un hallazgo

mteresante, dado que RTX ya ha demostrado una importante

mmunogenicidad clinica en pacientes con artritis reumatoide [2] y la
presencia de cantidades minimas de agregados podria aumentar esta

peligrosa respuesta en los pacientes.
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Figura 2. Estudio de estabilidad RTX (Mabthera®). Perfiles SEC de: (A) RTX

I mg/mL almacenado a 4 °C,

(B) RTX 4 mg/mL almacenado a 4°C, (C) RTX 10

mg/mL almacenado a 4°C; (1) dia “0”, (2) dia 1, (3) dia 2, (4) dia 7, (5) dia 15.
(D) RTX 10 mg/mL almacenado a -20°C; (1) dia “0”, (2) primer ciclo

congelacion/descongelacion,

(3) segundo ciclo congelacion/descongelacion.
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3.3. ESTABILIDAD EN EL TIEMPO DE BVZ:
MEDICAMENTO (AVASTIN®)

Se evalu6 la estabilidad en el tiempo del medicamento Avastin®
(BVZ 25 mg/mL) durante 15 dias tras la apertura de los correspondientes
viales. Las muestras se almacenaron refrigeradas (4 °C) y congeladas (-
20 °C). Los resultados se mwuestran en la Figuras 3 A y B
respectivamente. En los cromatogramas de control (registrados en el dia
“0”) el pico principal de BVZ (mondmeros) se caracterizo a 5,99 + 0,05
min y los agregados naturales a 4,99 + 0,05 min. Estos valores fueron
ligeramente inferiores a los obtenidos para la caracterizacion del perfil de
control de BVZ en el Capitulo anterior. No obstante, dado que los
cromatogramas registrados en el dia “0” (utiizados como referencia) en
el presente estudio se obtuvieron dentro de la fecha de caducidad del
medicamento, se achacaron estos valores a factores experimentales no
identificados relacionados con el sistema del cromatdgrafo; estos valores
de los tiempos de retencion menores fueron aceptados ya que se
mantuvieron sin cambios los dias de control, sm modificaciones en los
perfiles cromatograficos, es decir, la tendencia fue similar a lo largo del
tiempo en todas las muestras de medicamento, con tiempos de retencion
mas cortos (tanto para picos de mondmero como agregados) en linea con

los resultados para el dia “0”.
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Figura 3. Estudio de estabilidad BVZ (Avastn®). Perfiles SEC de: (A) BVZ
25 mg/mL almacenado a 4 °C; (1) dia “0”, (2) dia 1, (3) dia 2, (4) dia 7, (5) dia
15. (B) BVZ 25 mg/mL almacenado a -20 °C; (1) dia “0”, (2) primer ciclo
congelacién/descongelacion, (3) segundo ciclo congelacion/descongelacion.

El analisis de los cromatogramas reveld ligeros cambios en el
porcentaje de los agregados para las dos condiciones de almacenamiento
evaluadas. El porcentaje de agregacion para el dia de control (dia “0”)
fue del 1,22%. Para el dia 15 esto habia aumentado a 2,93% en la
muestra almacenada refrigerada y al 2,79% en la muestra almacenada
congelada. Esto mostro una ligera tendencia de BVZ en el medicamento
Avastin® a formar agregados a lo largo del tiempo una vez que se habia
abierto el vial del medicamento o tras ser sometido a proceso de

congelacion / descongelacion.

3.4. ESTABILIDAD EN EL TIEMPO DE CTX:
MEDICAMENTO (ERBITUX®)

En el caso del mAb CTX, se emple6 el medicamento Erbitux®
(CTX 5 mg/mL) para estudiar la estabilidad una vez abiertos los viales y
dentro del tiempo indicado para su uso por el fabricante. Igualmente, las
muestras se almacenaron refrigeradas (a 4 °C) y congeladas (a -20 °C) y
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en ambos casos protegidas de la luz. Los resultados se muestran en la
Figuras 4 A y B respectivamente. El pico principal en los cromatogramas
de control (registrado en el dia “0”) se caracterizd a 6,65 = 0,03 min
(mondomeros de CTX). Estos cromatogramas fueron idénticos al perfil

SEC para CTX discutido en el Capitulo anterior.
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Figura 4. Estudio de estabilidad CTX (Erbitux®). Perfiles SEC de: (A) CTX 5 mg/mL
almacenado a 4 °C; (1) dia “0”, (2) dia 1, (3) dia 2, (4) dia 7, (5) dia 15. (B) CTX 5
mg/mL almacenado a -20 °C; (1) dia “0”, (2) primer ciclo congelacion/descongelacion,
(3) segundo ciclo congelacion/descongelacion.

En este estudio de estabiidad, se observaron cambios mediante
mspeccion visual de los cromatogramas registrados correspondientes al
perfl de agregacion (Figura 4) para ambas condiciones de
almacenamiento: se detectdé claramente un nuevo pico cromatografico
desde el dia 2 en las muestras refrigeradas (4 °C) y desde el dia 7 para la
muestra congelada (-20 °C); hay que indicar que en este ultimo caso el
primer dia de anilisis fue el dia 7, por lo que no se pudo atribuir con
estos resultados mayor estabilidad a las muestras congeladas. En ambas
condiciones de almacenamiento, el pico se detectdé a tiempos de retencion
mayores que para los mondémeros de CTX; por lo tanto, estos picos no se
pueden atribuir a proceso de agregacidn y, en cambio, parecen mostrar

degradacion como resultado de algin tipo de ruptura de la cadena,

288

——
| S—



Capitulo IV

orighnando  entidades  ligeramente de menor masa  molecular.
Concretamente, en las muestras refrigeradas a 4 °C, este nuevo pico se
detectd desde el dia 2, cerca del pico correspondiente a la senal de los
monoémeros, y su area contmué aumentando progresivamente hasta el dia
15 con un tiempo de retencion de 7,23 £ 0,06 min. Se detectd un proceso
similar en las muestras almacenadas congeladas a -20 °C, donde el pico

se detectd con un tiempo de retencion de 7,36 + 0,04 min.

En cuanto al pico cromatografico principal, correspondiente a los
monomeros CTX, este se detectd a un tiempo de retencion de 6,65 + 0,03
min en el dia “0”, y aumentd gradualmente a 6,73 + 0,02 mmn en el
ultimo dia probado (dia 15) en las muestras refrigeradas a 4 °C y hasta a
6,86 = 0,01 mn en las muestras congeladas. Dada la pequena
modificacion el tiempo de retencion, se asume como poco probable que
estos estén asociados con la agregacion en CTX y probablemente se
debieron a ligeros cambios en la composicion de la fase movil. Luego, el
peso molecular estimado para los mondémeros CTX y el nuevo
compuesto asociado a algin tipo de proceso de degradacion al final del
estudio de estabilidad fue de 159,66 kDa y 111,98 kDa respectivamente
para las muestras almacenadas a 4 °C, y de 145,23 kDa y 102,53 kDa
para las muestras congeladas. El porcentaje de degradacion se estimd a
partir de las areas cromatograficas relativas y los resultados indicaron
1,56% en muestras almacenadas a -20 °C y 5,59% en muestras
almacenadas a 4 °C. Como se observa de los resultados, el proceso de

congelacion / descongelacion afecta ligeramente a los mondomeros de

CTX.
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Finalmente indicar que se detectd un pico cromatografico en
todos los perfiles de agregacion a un tiempo de retencion de 9,01 £ 0,02
mmn (37,8 kDa), incluidos los de las muestras de control (dia “0”). Por lo
tanto, asumimos que esto fue producido por el excipiente utilizado en el
medicamento  Erbitux® y no estaba relacionado con la degradacion de

CTX.

3.5. ESTABILIDAD EN EL TIEMPO DE TTZ:
MEDICAMENTO (HERCEPTIN®)

El estudio de estabiidad del mAb TTZ se realizdo en su
formulacion como medicamento Herceptin®. Los estudios se realizaron
una vez que se abrieron los viales y las muestras se almacenaron
refrigeradas (a 4 °C) y congeladas (a -20 °C) protegidas de la luz. Los
resultados se muestran en la Figuras 5 A y B respectivamente. Una
mspeccion visual de la Figura 5 indica una gran estabilidad en el perfil de
agregacion cromatografica de TTZ y, por extension, en el medicamento
Herceptin®. El pico principal de TTZ (mondmeros) se caracterizO en un
tiempo de retencion de 6,87 = 0,05 mmn, que se consideré como patron y
se mantuvo estable durante el periodo de prueba. No se detectaron picos
cromatograficos correspondientes a agregados ni picos degradados

debido a la descomposicion de la estructura TTZ.
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Figura 5. Estudio de estabilidad TTZ (Herceptin®). Perfiles SEC de: (A) TTZ
21 mg/mL almacenado a 4 °C; (1) dia “0”, (2) dia 1, (3) dia 2, (4) dia 7, (5) dia
15. (B) TTZ 21 mg/mL almacenado a -20 °C; (1) dia “0”, (2) primer ciclo
congelacion/descongelacion, (3) segundo ciclo congelacion/descongelacion.

El pico para los mondémeros TTZ en el ultimo dia de pruebas (dia
15) para la muestra almacenada refrigerada se detectdé a un tiempo de
retenciéon de 6,90 £ 0,05 min. El peso molecular se estim6 en 141,11
kDa, el mismo que para los mondomeros TTZ en las muestras de control y
exactamente igual que los mondmeros tedricos de IgGl. Se obtuvieron
los mismos resultados para las muestras congeladas, en la que se
detectaron los picos de los mondmeros del TTZ el dia 15 a un tiempo de

retencion de 6,88 + 0,02 min, lo que indica un peso molecular estimado

de 143 kDa.

Sin embargo, y a pesar de que la gran similitud entre todos los
perfiles de agregacion cromatograficos de las muestras analizadas de
TTZ durante el periodo de estudio para ambas condiciones de
almacenamiento que indicaba gran estabilidad, el pico de los mondmeros
de TTZ en los perfiles de agregacion mostro una ligera cola en el tltimo

dia de analisis (dia 15). Esto podria indicar el comienzo de algin tipo de
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degradacion del mAb. Esto debe tenerse en cuenta al analizar la posible
reutilizacion porque, aunque el TTZ presenta una tasa baja de
mmunogenicidad clinica informada [3], se ha demostrado que cantidades
minimas de agregados mapreciables (alrededor del 3%) se asocian con un

aumento significativo del potencial riesgo de mmunogenicidad clinica

[4].

4. CONCLUSIONES

Los resultados del estudio de estabilidad durante 15 dias de los
medicamentos  biotecnologicos una vez abiertos y sus diluciones en
condiciones de uso hospitalario indicaron que BVZ (Avastin® 25
mg/mL), RTX (Mabthera® 10 mg/mL y las diluciones a 1 y 4 mg/mL) y
TTZ (Herceptn® 21 mg/mlL) mostraron gran estabilidad cuando se
almacenaron a 4° C protegidos de la luz, sin signos de agregacion en los
perfiles SEC. También fueron robustos cuando las muestras almacenadas
a -20 °C se sometieron a tres ciclos de congelacidn-descongelacion a lo
largo del tiempo. IFX también fue estable cuando se almaceno a 4 °C y
cuando se sometid a tres ciclos de congelacion-descongelacion tanto en
forma de medicamento como en disoluciones diluidas a 2 mg/mL. Sin
embargo, las disoluciones mas diluidas a 0,5 mg/mlL mostraron una
tendencia a agregarse en el ultimo dia de prueba (dia 15). CTX
(Erbitux®) fue claramente el mas mestable, con un nuevo pico detectado
en el perfl SEC desde el segundo dia de prueba y desde el primer ciclo
de congelacion-descongelacion; este pico no es el resultado de la
agregacion, sino de la ruptura de las cadenas de proteinas. Estos
resultados aqui expuestos contribuyen a evaluar la posible reutilizacion

del de los excedentes de estos medicamentos en los hospitales, ya que los
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agregados deben ser uno de los primeros problemas que deben

controlarse debido a los episodios peligrosos que pueden ser causados
por la mmunogenicidad mnducida.
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Capitulo V

1. RESUMEN

En el presente Capitulo se expone un estudio de la funcionalidad
del mAb CTX en el medicamento comercial Erbitux® evaluada mediante
el uso de cultivos de lineas celulares tumorales y mediante mmunoensayo
tipo ELISA. Previamente, se presenta un estudio conformacional del
mismo mediante dicroismo circular para evaluar su degradacion por
aumento de la temperatura; esta degradacidon serd empleada en los

estudios de funcionalidad.

CTX es un anticuerpo terapéutico que se une al receptor del factor
de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor Receptor o
EGFR), un receptor de membrana con actividad de fosforilacion y que
juega un papel crucial en los procesos de proliferacion celular. Este
receptor se sobrexpresa en una gran variedad de tumores humanos (entre
ellos el cancer de colon) y, por tanto, su bloqueo mediante el uso de
mAbs como CTX puede reducir la proliferacion de las células tumorales
y tener un efecto beneficiosos en términos de prondstico de la
enfermedad. El propdsito de la presente mvestigacion fue examinar la
estabilidad funcional de CTX, almacenado a 4 °C y protegido de la luz, a
lo largo del tiempo y comprobar la posible modulaciéon de su actividad
mediante el empleo de la linea SKBR3 y metodologia ELISA.
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2. ESTUDIO CONFORMACIONAL DE CTX
MEDIANTE ESPECTROSCOPIiA DE DICROISMO
CIRCULAR LEJANO

El estudio conformacional de CTX (Erbitux®) se realizd con un
doble objetivo: 1) en primer lugar, realizar un estudio de su estructura
secundaria de este mAb en condiciones Optimas de actividad, esto es,
recién abierto el vial de medicamento, y a contnuacion determinar su
robustez frente a un aumento de temperatura; 1) en segundo lugar,
seleccionar la temperatura que garantice la degradacion del medicamento
-una vez conocido el comportamiento de su degradacion por efecto de un
aumento de la misma-, de manera que este sea degradado y asi empleado
como control para comparar la funcionalidad de las muestras de
medicamento fresco y activo en la puesta a punto del método de

funcionalidad basado en crecimiento de lineas celulares.

2.1. CARACTERISTICAS CONFORMACIONALES

Para la obtencion del espectro de DC caracteristico de CTX se
empled el medicamento Erbitux® (CTX 5 mg/mL), el cual se diluyd con
NaCl 0,9% hasta una concentracion de 0,5 mg/mL, concentracion Optima
de trabajo. La Figura 1 muestra el espectro de DC caracteristico de CTX,
espectro que servira de control en las siguientes experiencia de
degradacion acelerada por Ila incremento de la temperatura. En este
espectro se consideran parametros caracteristicos la A que presenta
elipticidad cero (209 nm), la A de elipticidad minima (217 nm), y el
punto de inflexion (alrededor de 225 nm). Los valores de estas A en el

espectro DC de CTX son indicativos de una estructura mayoritariamente
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en lamma B tal y como indica la bibliografia [1]. El madximo a 190 nm no
se considerd caracteristico pues corresponde a una zona con elevado
ruido espectral. Los cambios en cualquiera de estas zonas espectrales

seran indicadores de cambios en la conformacion de CTX, en su

estructura secundaria principalmente.
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Figura 1. Espectro DC caracteristico de CTX, obtenido a partir de una muestra
de medicamento Erbitux® dentro de su fecha indicada de uso.

Ademas, se realizd un anilisis de la estructura secundaria por
estimacion mediante el empleo de algoritmos empiricos y bases de datos
de espectros DC de proteinas de referencia con estructura secundaria

conocida [2]. De los diferentes algoritmos que pueden ser empleados, se
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selecciond el algoritmo de deconvoluciéon denommado K2D [3, 4] por ser
el que proporciona una mejor estimacion del contenido helicoidal y
lammar de proteinas y polipéptidos; este algoritmo opera mediante redes
neuronales de Kohonen. De entre las diferentes bases de datos de
espectros DC de referencia se emple6 la SMP180 Ila cual incluye el
espectro de 98 proteinas solubles, mas 30 proteinas de membrana, siendo
una de las bases de datos mas potentes para la prediccion de estructuras
secundarias [2]. El resultado obtenido mediante este analisis estimd un
porcentaje del 56,16% de estructura en lamina B y 39,5% de estructura

aleatoria. Este es un resultado compatible con la estructura de las IgG1.

2.2. ESTABILIDAD TERMICA

Tras la caracterizacion por DC, se procedid a analizar los cambios
conformacionales en CTX en un amplio intervalo de temperaturas, que
comprendid desde los 20 a los 90 °C, con incrementos de 10 °C para
determinar los cambios en el espectro en funciéon de la temperatura
(Figura 2). Asi, se pudo observar que la visualizacion de coagulos
blanquecinos, signo evidente del proceso de agregacion, aparecid en
torno a los 70 °C, siendo a partr de esta temperatura cuando son notables

los cambios en el espectro.
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Figura 2. CTX: estudio mediante DC de la estabilidad térmica mediante rampa
de temperatura de 20 °C a 90 °C.

Posteriormente, se realizd un estudio mas detallado con
mncrementos de temperatura de 5 °C y un intervalo de temperaturas
menor, entre los 20 y 70 °C, temperatura a la que aparecieron los
primeros signos de agregacion visual en la experiencia anterior. Este
estudio se realiz0 para seleccionar la temperatura a la que el CTX
presenta degradacion no detectable visualmente por la formacion de
agregados de orden superior. Al ser los incrementos de temperatura de 5
°C, se pudo comprobar que la temperatura a la que aparecen las formas
agregadas -no detectadas visualmente- es de 65 °C. La Figura 3 muestra
los espectros de DC ultravioleta de CTX para las diferentes temperaturas

a las que se sometid la muestra. En ella se puede comprobar que los
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espectros son superponibles hasta los 30 °C, temperatura a partir del cual
se detectaron pequefias variaciones. La Figura 3B y 3C muestra las
variaciones de intensidad en el minimo y en la zona del punto de
mflexion, donde se puede apreciar mas detalladamente estas pequenas
variaciones. Esta forma en los cambios, con un mantenimiento bastante
importante de la estructura secundaria hasta elevadas temperaturas,
sugieren que se trate de una estructura del tipo cooperativo, en la cual
toda la estructura proteica “colabora” al mantenimiento de la misma y a
partir de un determinado valor, la estructura ‘“colapsa” en todos los
puntos. En la region de 225 nm (la del punto de nflexion, Figura 3C) los
cambios son apreciables desde los 25 °C, apoyando la teoria de que las
estructuras en lamma 3 son menos robustos ante situaciones de estrés [5].
Sin embargo, la zona correspondiente al minimo se ve menos afectada
por el aumento de temperatura (Figura 3B) produciéndose un acentuado
descenso del mismo solo a la temperatura superior ensayada, la de 70 °C,
y que corresponde con el comienzo de la deteccion visual de la
agregacion visible. Este comportamiento es comin a otros mAbs
similares estudiados por nuestro grupo de mvestigacion, y al cual aun no
le hemos dado explicacion. Por otra parte, el andlisis de los datos
mediante el programa online “dichroweb” [6] (Tabla 1), permitid
comprobar una tendencia a la pérdida parcial de estructura en lamna 3 a
favor de una distribucion aleatoria y un incremento ligero en el
porcentaje de estructuras en a-hélice a partir de los 60 °C [7, 8], lo cual -
esto ultimo- no es en principio justificable y podria estar relacionado con
el mcremento en la mtensidad (en valor absoluto) que se produce a altas
temperaturas (70 °C) en el minimo espectral. De cualquier manera, los
cambios pequefos tanto en el minimo como en el punto de inflexion en

torno a 225 nm, son indicativos de cambios a nivel de la estructura
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secundaria por efecto del aumento de la temperatura [1]. Por lo tanto, la

pérdida de la estructura secundaria nativa interviene en los procesos de
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agregacion [9] promovidos por el aumento de la temperatura.

Tabla 1. Cambios conformacionales

obtenidos mediante el programa online

"dichroweb".
Estructura | Estructura

TTZ T Alfa- Lammna- Estructura

(°O) hélice beta Desordenada
ctx 20 1 0,040 0,567 0,392
ctx 20 2 0,043 0,560 0,397
ctx 203 0,047 0,558 0,396
media 0,043 0,562 0,395
desv 0,004 0,005 0,003
%DER ! 8,104 0,841 0,670
ctx 251 0,045 0,559 0,396
ctx 252 0,043 0,563 0,394
ctx 253 0,044 0,563 0,393
media 0,044 0,562 0,394
desv 0,001 0,002 0,002
%DER 2,273 0,411 0,387
ctx 30 1 0,042 0,563 0,395
ctx 30 2 0,046 0,561 0,394
ctx 30 3 0,045 0,560 0,395
media 0,044 0,561 0,395
desv 0,002 0,002 0,001
%DER 4,695 0,272 0,146
ctx 351 0,045 0,558 0,397
ctx 352 0,045 0,555 0,400
ctx 353 0,045 0,558 0,397
media 0,045 0,557 0,398
desv 0,000 0,002 0,002
%DER 0,000 0,311 0,435

[ s ]
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(Continuacion Tabla 1)

ctx 40 1

0,043

0,559

0,398

ctx 40 2

0,044

0,556

0,399

ctx 45 1 0,045 0,557 0,399
ctx 452 0,046 0,552 0,402
ctx 453 0,046 0,552 0,401

ctx 50 1 0,045 0,556 0,399
ctx 50 2 0,046 0,557 0,397
ctx 50 3 0,045 0,558 0,397

ctx 55 1 0,044 0,559 0,397
ctx 552 0,044 0,563 0,393
ctx 553 0,045 0,562 0,393

ctx 60 1 0,045 0,55 0,405
ctx 60 2 0,046 0,569 0,385
ctx 60 3 0,044 0,569 0,387
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(Continuacion Tabla 1)

ctx 65 1 0,106 0,393 0,501
ctx 652 0,11 0,392 0,497
ctx 653 0,107 0,399 0,495

ctx 70 1 0,117 0,376 0,507
ctx 70 2 0,115 0,381 0,505
ctx 70 3 0,115 0,383 0,503

(1)DER: Desviacion estandar relativa.
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Figura 3. CTX: estudio mediante DC de la estabilidad térmica: A) mediante
rampa de temperatura desde 20 °C a 70 °C; B) detalle de los cambios
registrados a A minima de 217 nm; C) detalle de los cambios registrados
alrededor del punto de inflexién 225 nm.

Por ultimo se realizd un estudio para determmar si los cambios
inducidos por la temperatura en la estructura secundaria detectados
mediante los cambios en el espectro DC eran reversibles o irreversibles
(Figura 4). Se selecciond la temperatura de 60 °C para el estudio, es
decrr, una temperatura no excesivamente cercana a la que promueve la

agregacion visual, pero suficientemente alta para promover cambios
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conformacionales de la estructura secundaria. El estudio consistid en
calentar la disolucion de CTX a 60 °C durante tiempos concretos (5
minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 5 horas y 24 horas), tras los cuales
se registra el espectro DC, se deja en reposo durante un periodo de
tiempo y se vuelve a registrar para comparar la reversibilidad o no del
cambio. Los resultados demostraron que el cambio permanecidé estable
con el paso del tiempo, es decir, se mantiene mayoritariamente la
estructura original en lAmma [ De esta forma podemos corroborar que el
cambio observado a esta temperatura es ureversible con respecto al
tiempo Por tanto, en los siguientes estudios de funcionalidad basados en
la proliferacion celular, cuando se emplearon muestras de CTX
sometidas a esta temperatura de 60 °C, la actividad detectada pudo ser
atribuida exclusivamente a la forma alterada y no a un revertimiento a la

estructura nativa del CTX [9,10].
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Figura 4. Estudio de la reversibilidad de los cambios en la estructura
secundaria de CTX en disolucion a la temperatura de 60 °C.

3. ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD
BIOLOGICA

La funcionalidad de CTX (Erbitux®) es un aspecto crucial a la
hora de evaluar posibilidad de reutilizar los sobrantes de los viales
después de su utilizacion para los tratamientos indicados por parte de los
Servicios de Farmacia hospitalaria. En esta Tesis Doctoral dicha
funcionalidad se analiza mediante cultivos celulares que expresan el

antigeno especifico EGFR y un inmunoensayo tipo ELISA.
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3.1. ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD BIOLOGICA EN EL
TIEMPO MEDIANTE CULTIVOS CELULARES

Este estudio de funcionalidad se basa en determinacion de Ia
bioactividad de CTX considerando su capacidad para reducir Ia
proliferacion celular. Para ello, se usaron células SW480 ya que expresan
el EGFR. La presencia de CTX en el medio reduce la proliferacion
celular [11] que puede ser determmnada cuantitativamente mediante el

ensayo con sulforodamina-B (Capitulo I).

Para la optimizacion del método, se procedid a la realizacion de
una curva de calibracién con el objeto de seleccionar una concentracion
de estudio sin saturacion de la sefial Dicho mtervalo oOptimo de
concentraciones se basd en los estudios previamente realizados y en la
busqueda bibliografica. Como en las experiencias llevadas a cabo con
otros mAbs, las concentraciones seleccionadas estuvieron limitadas por
el volumen de medio incluido en cada pocilo, evitando sobrepasar un
10% el dicho contenido. De tal forma, el mtervalo de concentraciones
para la recta de calibracion fue de 0,03pug/mL a 0,5 pg/mL de CTX. La
Figura 5 muestra los resultados obtenidos para la seleccion de la

concentracidon de estudio, que se establecio finalmente en 0,31 pg/mL.
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Figura 5. Representacion de la inhibicion celular provocada por diferentes
concentraciones de CTX en la linea celular SW480.

Para el estudio de estabilidad a lo largo del tiempo, muestras del
medicamento  Erbitux® (CTX 5 mg/mlL) se mantuvieron almacenadas
refrigeradas a 4 °C y protegidas de la luz. El dia que se micio el estudio,
las muestras se dividieron en dos grupos: 1) uno empleado para el estudio
de estabilidad en el tiempo, el control del ensayo, y i) el otro se repartio
a su vez en otros dos grupos en funcion de la temperatura a la que fuero

sometidas las muestras de medicamento durante una hora (a 50 °C o a 65
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°C) antes de proceder a su andlisis; estds muestras fueron usadas como

control negativo.

Los dias analizados fueron dia “0” (dia de control), 1, 2, 7, 14 y
21. Cada dia en que se realizd el andlisis se analizO una muestra de
medicamento  fresco, muestras por tanto empleadas como control
positivo. Los resultados fueron expresados como actividad residual frente
al primer dia, dia “0” o control, al que se le asign6 una actividad

biologica del 100%, utilizando para ello la siguiente formula:

% Inkibicion relati Inhibicién detectada el dia de analisis L00
nhibicibn relativa = - — x
° Inhibicion detectada el dia "0

Los resultados de este estudio se muestran en la Figura 6. Puede
observarse la drastica pérdida de capacidad de mhibicion de las muestras
sometidas a estrés por temperatura, tanto a 50 °C como a 65 °C y el alto
nivel de reproducibilidad en la mhibicion de las muestras de control
positivo (las muestras frescas de medicamento), sobre un 47%. En cuanto
a la muestras empleadas para el estudio de estabilidad (controles de
ensayo) la mhibicion de la proliferacion celular en el dia “0” fue de
47.2% (+4,2%) (n = 5), y se mantuvo alrededor de este valor para las
muestras de control positivo durante el tiempo de estudio. A las 24 horas,
la nhibicion de la proliferacion se redujo hasta un 31,4% (+3,67%), lo
que corresponde a un 16% de disminucion absoluta con respecto al
control positivo, y por tanto, un 34% de perdida de funcionalidad. A las
48 horas, la disminucion fue del 19,6% (£3,62%), es decir, un 27% de
disminuciéon absoluta con respecto al control positivo, por tanto, un 57%

de disminucién de la funcionalidad. Este porcentaje se mantuvo estable
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desde el dia 7 hasta el final de la experiencia (dia 21) registrando un
34,7% (£4,10%) de mhibicion (12% con respecto al control positivo,
pérdida una funcionalidad del 25%), 34,5% (+2,28%) (12% con respecto
al control positivo, pérdida una funcionalidad del 25%) y 36,4%
(#£3,10%) (11% con respecto al control positivo, y pérdida de
funcionalidad del 21 %) de nhibicion de la proliferacion en los dias 7, 14

y 21, respectivamente.

120 A
100 3=} T = )
.g 80 - T T_———‘-'_"'I
3 . B Erbitux (CTX)
——Erbitux
E 60 -
Q ——control +
3 40 A
= ——control - 50 ¢C
=
® 20 A ——control - 65 ¢C

0 - T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
-20 X
Tiempo (dias)

Figura 6. Resultados del estudio de estabilidad de CTX en la linea celular de
SW480.

Estos datos de wviabiidad mostraron por tanto una dismmucién
mmportante de la funcionalidad, de hasta un 57%, en las primeras 48
horas de almacenamiento a 4 °C y protegido de la luz. A partir de ahi, la
funcionalidad se recupera hasta un valor del 80% de la funcionalidad
micial y con respecto a las muestras de control. Si comparamos estos
resultados con los obtenidos en la estabilidad estructural mediante la
técnica (SE)HPLC-DAD, se puede comprobar la deteccion en el segundo
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dia de almacenamiento de un pico cromatografico atribuido a la
alteracion de las cadenas proteicas, ya que correspondia a un tamafio
menor que el del CTX [12]; esta alteracion que evidencia una
degradacién en el tiempo (a las 24 horas) podria justificar la disminucién

de la mhibicion del crecimiento de la linea celular SW480.

3.2. ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD BIOLOGICA EN EL
TIEMPO MEDIANTE ELISA

En la funcionalidad biologica de un mAb  mtervienen muchos
factores, por lo que ademas del estudio anterior, se selecciond también un
ensayo tipo ELISA para cuantificar la actividad biologica de la reaccion
antigeno/anticuerpo especifica del CTX. Por ello, se selecciond un
ELISA basado en la reaccion entre el EGFR y el CTX. Este
mmunoensayo ELISA fue desarrollado y validado previamente por

nuestro grupo de mvestigacion [13].

Antes de levar a cabo el estudio de estabilidad en el tiempo, dado
que la senal analitica del ELISA depende de la concentracion de mAb
ensayada, se procedid a la realizacion de una curva de calibracion para
seleccionar aquella concentracion de estudio a la que no haya saturacion
de la sefal. Las concentraciones empleadas fueron 0,25 pg/mL, 1 ug/mL,
5 yg/mlL, 10 pg/ml, 15 pg/mlL y 50 pg/ml. La Figura 7 representa la
curva de calibracion establecida a partr de datos experimentales
triplicados. Como se puede apreciar, los resultados experimentales se
ajustan a una funcion logaritmica neperiana (R*> = 0,93). Se selecciond
como concentracion para realizar el estudio de estabiidad del

medicamento la concentracion de 5 pg/ml, ya que no existe saturacion
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de la sefial analitica y variaciones alrededor de esta concentracion seran

facilmente detectadas y puestas de manifiesto.
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o
w
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o
N
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0,15 y = 0,0508In(x) +0,1328
R*=0,9313

o
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Figura 7: Curva de calibrado de CTX mediante ELISA.

Para el estudio de estabiidad en el tiempo, se almacenaron tres
muestras de medicamento —pertenecientes al mismo lote y una vez
abiertos los wviales- refrigeradas a 4 °C y protegidas de la luz. Se
realizaron los analisis los dia “0” (dia de preparacion de las muestras, dia
de control o referencia), 1, 2, 7, 14 y 21. Los resultados de actividad
biologica se expresaron como la actividad remanente comparada con el
dia micial, el dia “0”, al cual se le asign6 un 100 % de actividad

biologica. Para ello, se aplicd la siguiente formula:

o o Concentracién dia de analisis
0% Actividad bieldgica = — x 100
Concentracion dia 0
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La Figura 8 muestra los resultados de este estudio de estabilidad
en el tiempo. Como puede observarse, se produce una pronunciada caida
de la actividad bioldgica a las 24 horas tras la apertura de los viales,
manteniéndose un 57% de la actividad micial. A las 48 horas, esta
actividad se estima en un 62% y se mantienen alrededor de este valor
hasta el final del estudio. Nuevamente, la alteracion detectada en estudio
de estabilidad en el tiempo mediante (SE)HPLC-DAD se propone como
la causa de esta dismmnucidn de funcionalidad [12], en este caso evaluada

mediante la reaccion especifica del CTX con su proteina diana, el EGF.

En cuanto a las muestras de CTX sometidas a degradacién
térmica empleadas para validar los resultados del ELISA, estas sufrieron
una pérdida de alrededor del 30% de actividad biologica micial
(aproximadamente un 69% remanente) frente a la muestra fresca, en

consonancia con datos bibliograficos [14].

Este resultado de funcionalidad de CTX (Erbitux®), basado en la
medida de la actividad biolégica a través de la unidon especifica
CTX/EGF mediante ELISA, esta en consonancia con los resultados de
funcionalidad expuestos anteriormente mediante la evaluacion del
crecimiento celular de lineas especificas sensibles a la presencia de este
biofirmaco. En ambos casos se produjo una dismmuciéon de la
funcionalidad de forma marcada en las primeras 24/48, para luego
mantener una funcionalidad relativamente constante del 50% de la
funcionalidad micial y atribuida a alteracidn/degradacion producida en

las cadenas peptidicas.
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Figura 8. Estudio de estabilidad en el tiempo atendiendo a la actividad
biologica de CTX (Erbitux®) mediada mediante ELISA.

Aunque los resultados de estabiidad funcional indican
dismmucion de la misma, esta no es drastica, y esta en consonancia con

la descrita en trabajos similares [13,15,16].

4. CONCLUSIONES

El presente estudio demostrd el potencial de dos estrategias
diferentes para la evaluacion de la funcionalidad del CTX en el
medicamento Erbitux®. Asi mismo, el empleo de la técnica de dicroismo

circular acoplada a un dispositivo de temperatura variable permitio
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evaluar la degradacion térmica de CTX, asociandola a cambios en la
estructura secundaria. Con este estudio, se ha demostrado que el aumento
de la temperatura genera un cambio conformacional irreversible en la
estructura del CTX, lo que lleva a un despliegue de la misma a la
temperatura de 70 °C. Esta estrategia permitid6 seleccionar unas
condiciones térmicas de degradacion adecuadas para evaluar los métodos

de analisis de la funcionalidad del CTX.

Con respecto a la valoracion funcional mediante cultivos
celulares, la lmnea celular SW480 ha demostrado ser sensible a la
presencia en el medio del medicamento Erbitux®, por lo que se propone

como la base para evaluar la funcionalidad de CTX.

En cuanto a los resultados de los estudios de estabilidad en el
tiempo mediante los ensayos con la linea celular SW480 y el ELISA,
estos indicaron una dismmucion de la funcionalidad del medicamento
Erbitux® tras las 24/48 horas de su apertura y almacenamiento protegido
de la luz refrigerado a 4 °C. La disminucion de la funcionalidad asi como
la tendencia de la misma fue similar por ambos procedimientos. Estos es,
se prodyjo importante caida de la funcionalidad a las 24 horas de
almacenamiento, la cual se acentud a las 48 horas, llegando a ser del 57%
cuando se evaluo el crecimiento de la linea celular y del 40% de pérdida
de capacidad de unién a la proteha a la que va dirigida su accién

terapéutica, el EGF.
Estos resultados indican por tanto que el almacenamiento del

medicamento Erbitux® protegido de la luz y a 4 °© C una vez abierto, no

conserva plenamente su funcionalidad, evaluada mediante ELISA vy
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pruebas de crecimiento celular especificas. La funcionalidad se mantiene
alrededor del 50%. Esta pérdida de funcionalidad se atribuyd a la

alteracion / degradacion de las cadenas proteicas detectada mediante
(SE)HPLC-DAD.
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Estudio de estabilidad funcional en el
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Capitulo VI

Contenido
1. RESUMEN...itttiereeeeiereeeeserseesossessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 327

2. ESTUDIO CONFORMACIONAL DE TTZ MEDIANTE
ESPECTROS COPiA DE DICROISMO CIRCULAR LEJANO....329

2.1. CARACTERISTICAS CONFORMACIONALES. ................. 329
2.2. ESTABILIDAD TERMICA. .....oooveeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn. 331
3. ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD BIOLOGICA.............. 338
3.1. ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD BIOLOGICA EN EL
TIEMPO MEDIANTE CULTIVOS CELULARES .......ccccccevuvvuennn 339
3.2. ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD BIOLOGICA EN EL
TIEMPO MEDIANTE ELISA ....ooomiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 342
4. CONCLUSIONES.......coverurrerssessessessessessessessessessessessesssssssessessons 345
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........covueerereerereareressesennes 348
[ )



Capitulo VI

326

——
| —



Capitulo VI

1. RESUMEN

De manera similar al estudio presentado en el Capitulo anterior,
aqui se presenta un estudio sobre la funcionalidad del mAb TTZ en el
medicamento comercial Herceptn®. Esta funcionalidad se evalia
mediante las dos estrategias descritas anteriormente, esto es, mediante el
uso de cultivos de lineas celulares tumorales y empleando un
mmunoensayo tipo ELISA, ambos métodos desarrollados ad hoc para el
estudio de la funcionalidad biologica de este mAb terapéutico en su
medicamento comercial. Ademas, se presenta un estudio conformacional
del mismo empleando la técnica de dicroismo circular, con el objetivo de
evaluar la estabilidad / degradacion de esta proteina por aumento de la

temperatura; estos resultados serdn de utilidad en los estudios de
evaluacion de la funcionalidad.

TTZ es un anticuerpo terapéutico que se une de manera selectiva
al receptor de tipo 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(human epidermal growth factor receptor 2 o HER2), considerado como
un receptor huérfano por no conocerse ligandos, aunque es fundamental
para el crecimiento normal y la division celular, por lo que su expresion
anormal estd asociada a procesos cancerigenos, fundamentalmente en
cancer de mama. La finalidad del TTZ es la reduccion de la proliferacion
de las células tumorales. La reduccion de esta proliferacion mmplica una
mejora relevante en el prondstico de vida de estos pacientes. El objetivo
de esta mvestigacion fue estudiar la estabilidad funcional en el tiempo de
esta proteina terapcutica (Herceptm®) almacenada a 4 °C y protegida de
la luz mediante el uso de la linea SKBR3 y la metodologia ELISA. Los
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resultados de estas dos posibilidades para evaluar diferentes aspectos de

la funcionalidad del TTZ se presentan en este Capitulo.
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2. ESTUDIO CONFORMACIONAL DE TTZ
MEDIANTE ESPECTROSCOPIiA DE DICROISMO
CIRCULAR LEJANO

De manera similar al estudio del Capitulo anterior, el estudio
conformacional de TTZ (Herceptin®) también se realizd con un doble
objetivo, por un lado, caracterizar su estructura secundaria en
condiciones Optimas de actividad, esto es, recién abierto el vial de
medicamento; y por otro, la determinacion de la robustez de esta
conformacion frente a cambios de temperatura de manera que permita
seleccionar una temperatura a la que someter el medicamento y
degradarlo suavemente para poder usarlo como control en la
comparacion de la funcionalidad de las muestras de medicamento fresco
y activo en la puesta a punto del método de funcionalidad basado en

crecimiento de lineas celulares.

2.1. CARACTERISTICAS CONFORMACIONALES

Para la obtencion del espectro DC de TTZ, representativo de su
estructura secundaria, se aplico la dilucion necesaria (con NaCl 0,9%)
para registrar dicho espectro a la concentracion 6ptima de trabajo de 0,5
mg/mL. Las condiciones instrumentales a las que se registraron los
espectros fueron optimizadas y han sido descritas en el Capitulo 1. La
Figura 1 muestra el espectro de DC de TTZ en condiciones Optimas de
funcionalidad. Los valores de los pardmetros caracteristicos que definen
esta estructura secundaria son 209,8 nm para la A que presenta elipticidad
cero, 217,4 nm para la A de elpticidad minima, y 230 nm para el punto

de inflexion. A diferencia de los resultados obtenidos en el espectro DC

329

=
| S—



Capitulo VI

de CTX (Capitulo V), el punto de inflexion es mas prominente en el caso
de TTZ, ndicando esto claramente diferencias en cuanto a las estructuras
secundarias de los dos mAbs, a pesar de ser los dos IgGl. De nuevo,
como estructura basada en una inmunoglobulina, los valores de estas A en
DC de TTZ de

mayoritariamente en ldmma [ tal y como lo refleja la bibliografia [1].

son indicadores una estructura

el espectro

Una vez definido este espectro DC de TTZ, cualquier cambio en las

zonas espectrales indicadas serd reflejo de alguna wvariacion en la

conformacidon del TTZ a nivel de la estructura secundaria del biofarmaco.

25 -
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104 ELIPTICIDAD CERO

Elipticidad (milideg)

5 PunTo DE INFLEXION

-10 4
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Lambda (nm)

Figura 1. Espectro DC caracteristico de TTZ, obtenido a partir de muestra de
medicamento Herceptin® dentro de su fecha indicada de uso.
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A partir del espectro DC, se realizd el andlisis de estimacion de la
estructura secundaria utilizando algoritmos empiricos y bases de datos de
espectros DC de referencia de proteinas cuya estructura secundaria es
conocida [2]. De los diferentes algoritmos que se emplearon, de nuevo se
selecciond el de deconvolucion K2D [3, 4] empleando la base de datos
de espectros DC de referencia SMP180 [2] por dar lugar a resultados
coherentes y en consonancia con datos descritos en la bibliografia. El
resultado obtenido mediante este analisis estimdé un porcentaje del 55,7%
de estructura en ldmma B y 39,2% de estructura aleatoria, siendo

concordante con los datos de plegamiento en lamina [3 caracteristico de

las TeG [5].

2.2. ESTABILIDAD TERMICA

Una vez caracterizada la estructura secundaria de TTZ mediante
su espectro DC, se estudid la estabiidad de esta conformacion con
respecto a la temperatura, analizando los cambios que se producen en
dicho espectro. En primer lugar se empled6 un amplio intervalo de
temperatura, (de 20 °C a 90 °C, con incrementos de 10 °C. De esta forma,
se pudo comprobar que el proceso de agregacion se hace visible
(aparicion de coagulaciéon) en torno a la temperatura de 80°C, con
cambios detectables también en el correspondiente espectro DC. Los
resultados de esta experiencia se recogen en la Figura 2, donde pueden
observarse los cambios en los parametros espectrales caracteristicos del
espectro DC de TTZ con el aumento de temperatura, indicando por tanto
modificaciones en la estructura secundaria de esta proteina. La zona

correspondiente al punto de inflexion se ve mas afectada que el caso del
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mAb CTX, por lo que estos datos parecen indicar una menor estabilidad

térmica del TTZ.

—ttz 20

. ttz 30

_ | —ttz 40

30__ —ttz 50

e ] \ ttz 60

" —ttz70

- 0__ ttz 90
S 15-
g -
g °
g ]
e 0+
:'é‘_ -
w59
10
-15_-
-20 4

Trr1rr1r -1+ 1r 1T+ 1 1

o
190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320
Lambda (nm)

Figura 2. TTZ: estudio mediante DC de la estabilidad térmica por rampa de
temperatura de 20 °C a 90 °C.

A continuacion se realizd un estudio mas detallado con aumentos
de temperatura de 5 °C y un mtervalo de temperatura de 20 a 80 °C. La
temperatura a la que se formaron los agregados visibles fue la de 75 °C.
La Figura 3 muestra los resultados de esta experiencia, donde también se
recoge en detalle las zonas donde se producen las variaciones mas
mportantes en el espectro DC. En la zona correspondiente a Ila
elipticidad minima, los cambios son moderados hasta alcanzar Ila

temperatura de 75 °C, a partir de la cual son muy notables (Figura 3 B).
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La zona correspondiente al punto de mflexion (Figura 3 C) es donde se
observd mayor variabilidad, hasta el punto que entre 75 °C y a 80 °C se
pudo comprobar la pérdida completa del punto de inflexion. Segin la
bibliografia consultada, las estructuras en lamina [ presentan menor

robustez frente a situaciones de estrés [6].

A) —ttz 20
—ttz 25

ttz 30
ttz 35
ttz 40
ttz 45
—ttz 50
—ttz 55
—ttz60
ttz 65

ttz 70

ttz 75

— ttz 80

Elipticidad (milideg)

T g T ¥ T ¥ T X T * T % T
200 220 240 260 280 300 320
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—— 1tz 20 —ttz20
B) ttz 25 C) ——ttz 25
—— 1tz 30 —ttz30

T e | 1235

i ttz 40
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@
1

Elipticidad (milideg)
Elipticidad (milideg)

-204

T T T 1 -20 T T T T 1
210 215 220 225 230 220 225 230 235 240
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Figura 3. Estudio de degradacion por incremento de la temperatura de TTZ: A)
espectros de DC desde 20 °C a 80 °C; B) detalle de los cambios registrados a A
minima de 2174 nm; C) detalle de los cambios registrados alrededor del punto
de inflexion 230 nm.
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El andlisis de los datos mediante el programa online "dichroweb"
(Tabla 1) [7] permiti6 comprobar una tendencia a la pérdida estructural
parcial de la ldamma B a favor de una distribucion aleatoria y de un ligero
aumento de la fraccion estructural en hélice a a partr de 70 °C, siendo
mas acentuada esta tendencia a la temperatura de 75 °C [8, 9]. De ello se
deduce, como es logico, que la pérdida de la estructura secundaria
mterviene en los procesos de agregacion [10]. Los datos obtenidos
mediante este andlisis tedrico de prediccion de estructura podrian sugerir
con un modelo de comportamiento cooperativo en cuanto a la estructura
tridimensional del TTZ, ya que idican que el porcentaje de lamina 3
permanece bastante estable hasta los primeros signos visibles de
agregacion (temperatura de 75 °C), en la que se detecta una pérdida de
esta estructura global.

Tabla 1. Cambios conformacionales mediante el programa online "dichroweb

[7].

Estructura | Estructura

TTZ T Alfa- Lammna- Estructura

(°C) hélice beta Desordenada
ttz 20 1 0,051 0,547 0,403
ttz 20 2 0,049 0,553 0,398
ttz 20 3 0,052 0,571 0,376
media 0,051 0,557 0,392
desv 0,002 0,012 0,014
%DER' 3,015 2,242 3,661
ttz 25 1 0,057 0,545 0,397
ttz 25 2 0,052 0,549 0,400
ttz 253 0,053 0,562 0,387
media 0,054 0,552 0,395
desv 0,003 0,009 0,007
%DER 4,900 1,610 1,725
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(Continuacién Tabla 1)

ttz 30 1 0,051 0,549 0,401
ttz 30 2 0,053 0,563 0,385

ttz 35 1 0,052 0,567 0,381
ttz 35 2 0,051 0,546 0,403

ttz 40 1 0,051 0,553 0,397
ttz 40 2 0,049 0,553 0,399

ttz 45 1 0,053 0,557 0,389
ttz 45 2 0,056 0,554 0,391

ttz 50 1 0,054 0,559 0,388
ttz 50 2 0,052 0,549 0,398
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(Continuacion Tabla 1)

ttz 55 1 0,054 0,561 0,387
ttz 55 2 0,051 0,551 0,399
ttz 55 3 0,053 0,559 0,397

ttz 60 1

0,055

0,556

0,390

ttz 60 2

0,053

0,547

0,401

ttz 65 1

0,062

0,521

0,418

ttz 65 2

0,064

0,520

0,415

ttz 70 1 0,074 0,476 0,449
ttz 70 2 0,071 0,481 0,449
ttz 70 3 0,073 0,489 0,439

ttz 75 1 0,113 0,385 0,503
ttz 75 2 0,107 0,388 0,506
ttz 75 3 0,111 0,379 0,511
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(Continuacién Tabla 1)

Estructura | Estructura

TTZ T Alfa- Lamina- Estructura

(°O) hélice beta Desordenada
ttz 80 1 0,109 0,382 0,510
ttz 80 2 0,114 0,377 0,509
ttz 80 3 0,113 0,389 0,499
media 0,112 0,383 0,506
desv 0,003 0,006 0,006
%DER 2,362 1,575 1,202

(1)DER: Desviacion estandar relativa.

Al mismo tiempo, se comprobd la reversibilidad del proceso de
agregacion favorecido por el mcremento de temperatura. La prueba
consistid en someter muestras del medicamento Herceptn® (TTZ) a la
temperatura critica anterior a la aparicion de los primeros signos visuales
de agregacion, es decr, a 70 °C, durante tiempos determinados (5
minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 5 horas y 24 horas) e ir evaluando
los cambios y su reversibilidad a través de la comparacion de los
espectros DC registrados tras el enframiento de las muestras a
temperatura ambiente con el espectro de la muestra no sometida a estrés
por temperatura. Los resultados obtenidos se recogen en la Figura 4;
estos mostraron que las modificaciones en los espectros se mantienen, y
no son reversibles, por lo que esta temperatura fue la seleccionada para
degradar el TTZ en los estudios que se exponen a continuacion sobre
evaluacion de la funcionalidad mediante cultivos celulares. Cuando se
empleen muestras sometidas a esta temperatura, la actividad observada
podra ser atribuida a la forma estresada y no a una mversion de la

estructura nativa de TTZ [9-11].
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—— TTZ Fresco
TTZ 5 min
20 —— TTZ 0.5 horas
' — TTZ 1 hora
TTZ 2 horas
TTZ 5 horas
— TTZ 24 horas

Elipticidad (milideg)

-20 <

L l 1 l L] l L] I Ll l L] I T i L] I T I T I T I L] ' T I 1
190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320

Lambda (nm)

Figura 4. Estudio de la reversibilidad de los cambios en la estructura
secundaria de muestra de TTZ en disolucién (Herceptin®) a la temperatura de

70 °C.

3. ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD
BIOLOGICA.

La funcionalidad de TTZ (Herceptin®) se evalud, como en el
Capitulo anterior, mediante el empleo de cultivos celulares expresan el
antigeno especifico frente al que actia el TTZ, el HER2, y mediante la
evaluacion directa de la reaccion antigeno / anticuerpo especifica a través

de un mmunoensayo tipo ELISA.
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3.1. ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD BIOLOGICA EN EL
TIEMPO MEDIANTE CULTIVOS CELULARES

El fundamento de este estudio se basa en determnar Ia
bioactividad de TTZ, teniendo en cuenta su capacidad de accidén en la
reduccion de la proliferacion celular. Las células SKBR3 se
seleccionaron por expresar HER2, proteina reconocida por el biofarmaco
en estudio. La modulacion de la proliferacion celular se determind

mediante el ensayo de sulforodamina B (Capitulo 1) [12].

Para optimizar el estudio, se realizd un andlisis de la mhibicion de
la proliferacion celular para seleccionar una concentracion de farmaco
sin saturacion de sefial. Este mtervalo de concentracion Optimo, al igual
que en el Capfitulo anterior, se basd en estudios previos € mvestigaciones
bibliograficas, donde las concentraciones seleccionadas fueron limitadas
por el volumen de medio de cultivo contenido en cada pocillo, de manera
que no se excedieran nunca el 10% de dicho volumen. Por lo tanto, el
mtervalo de concentracion para obtener la funcidon de calibracion fue de
0,21 pg/ul a 2,10 pg/ul de TTZ. La Figura 5 muestra los resultados de
mhibicion de la proliferacion después de la exposicion a TTZ cuyos
viales fueron recién abiertos. La concentracion seleccionada fue 1,31

ug/uL de TTZ.
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Figura 5. Representaciéon de la mhibicion celular provocada por diferentes
concentraciones de TTZ en la linea celular SKBR3.

Para evaluar la estabiidad a lo largo del tiempo de TTZ
(Herceptn® 21 mg/mL) almacenado refrigerado a 4 °C y protegido de la
luz, se siguid la estrategia ya indicada en el Capitulo anterior, es decrr,
las muestras fueron repartidas en dos grupos: i) uno empleado para el
estudio de estabilidad en el tiempo, el control del ensayo, y i) y otro, el
control negativo, que se dividi6 a su vez en otros dos subgrupos en
funcién de la temperatura a la que se sometieron las muestras durante una

hora (50 °C o 70 °C) antes de analizarlas.

Los dias en que se realizaron analisis fueron el dia “0” (dia del
control), 1, 2, 7, 14 y 21. Cada dia en que se realizd el analisis se analizd
también una muestra de medicamento fresco, muestras empleadas como

control positivo. Los resultados fueron expresados como actividad
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residual frente al primer dia, dia “0” o control, al que se le asignd una

actividad biologica del 100%, utilizando para ello la siguiente formula:

o, . Inhibicion detectada el dia de analisis
% Inhibiciénrelativa = T hibicion detectada dia 0 x 100

La Figura 6 muestra los resultados de este estudio. La inhibicion
de la proliferacion celular inducida por la exposicion a TTZ tanto de los
controles positivos (las muestras de medicamento fresco analizadas cada
dia) como los controles de ensayo a dia “0” (las muestras objeto de
estudio) fue del 10,0% (+2,1%). Después de 24 horas de almacenamiento
del medicamento, la mhibicion de la proliferacion se mantuvo en un
10.8%, indicando por tanto alto nivel de estabiidad funcional,
practicamente del 100% como recoge la Figura 6. Tras 48 horas, esta
mhibicion se reduyo al 7,0% (+0,8%) es decr, una pérdida de
funcionalidad entorno al 30% con respecto a la muestra fresca. A los 7
dias la disminucién alcanzo el 6,3% (+1,3%) lo que representd una
pérdida del 40% de su funcionalidad. En los siguientes dias de andlisis, la
tendencia fue un aumento de la capacidad de nhibicion de proliferacion
llegando a estar proxima al valor micial (9% +0,6%) en el dia 21 del
analisis, representando por tanto una pérdida de funcionalidad entorno al
10% el ultimo dia de control. Las muestras estresadas por temperatura
(50 °C y 75 °C, controles negativos) mostraron una actividad residual por
debajo del 5% con respecto al control positivo, demostrando claramente
su pérdida de funcionalidad por efecto de la temperatura, a la vez que

sirvieron de muestra de validacion del método.
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Figura 6. Resultados del estudio de estabilidad en el tiempo de TTZ
(Herceptin®) en lineas celulares de SKBR3.

Por otra parte, comparando estos resultados con los obtenidos en
la estabilidad frente a la formacién de agregados, dado que en aquel caso
se sugrid estabiidad de Herceptin ® almacenado refrigerado a 4 °C
protegido de la luz mediante la técnica (SE)HPLC-DAD al no detectarse
picos diferentes a los monomeros [13], las variaciones en la
funcionalidad aqui encontradas no han podido ser atribuidas a procesos

de alteracion por agregacion ni fragmentacion de las cadenas proteicas.

3.2. ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD BIOLOGICA EN EL
TIEMPO MEDIANTE ELISA

Para evaluar la funcionalidad de TTZ a través de su unidn

especifica con el HER2, se seleccioné un ELISA basado en la reaccion
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entre este receptor y TTZ, previamente desarrollado y validado por

nuestro Grupo de investigacion [14].

La Figura 7 muestra la funcion de calibrado obtenida con las
concentraciones 2,5 ng/mL, 5 ng/mlL, 25 ng/mlL, 50 ng/mlL, 75 ng/mL,
250 ng/mL y 500 ng/mL de TTZ, obtenida a partir de datos
experimentales por ftriplicado. Como se puede ver, los resultados
experimentales se adaptan a una funcion logaritmica neperiana (R? =
0,92). La concentracion de 75 ng/mL fue seleccionada para el estudio de
estabilidad del medicamento, ya que no hay saturacion de la senal
analitica y las variaciones en torno a esta concentracion pueden

detectadas.

1,2000
y = 0,0917In(x) +0,2979

2 _
1,0000 R*=0,9241

0,8000 -

0,6000 -

0,4000

0,2000

0,0000 - . . . . . .
0 100 200 300 400 500 600

Figura 7. Curva de calibrado de TTZ mediante ELISA.
El estudio de estabilidad en el tiempo se realizO con muestras de

medicamento (Herceptin®) almacenadas refrigeradas a 4 °C (procedentes

del mismo lote), protegidas de la luz, y tras la apertura de los viales. Los
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andlisis se realizaron en los dias “0” (dia de preparaciéon de la muestra,
dia de control o dia de referencia), 1, 2, 7, 14 y 21. Los resultados de la
actividad biologica se expresaron como actividad residual en
comparacion con el primer dia, dia “0” o control, al que se asigné una

actividad biologica del 100%. Se utilizd la siguiente formula:

o o Concentracién dia de andlisis
% Actividad bioldgica = — x 100
Concentracion dia 0

La Figura 8 muestra los resultados de este estudio de estabilidad a
lo largo del tiempo. Como se puede observar, el comportamiento en las
primeras 24 horas de almacenamiento es similar al obtenido mediante los
ensayos de mhibicion de lineas celulares, es decir, se mantiene la
funcionalidad micial. Tras 48 horas es cuando se detecta una disminucion
significativa de la actividad biologica, que disminuye a un 65% de la
actividad inicial, para permanecer en torno al 75% durante el resto del
tiempo evaluado hasta (21 dias). La tendencia en la primera semana es
por tanto muy similar a la obtenida mediante mhibicion de las lineas
celulares.

En cuanto a las muestras de TTZ sometidas a degradacion térmica
empleadas para validar los resultados del ELISA, estas sufrieron una
pérdida de alrededor del 40% de actividad biologica micial (62% de
actividad remanente) en el caso de las muestras sometidas a 50 °C
durante una hora, y en torno al 75% de pérdida de actividad biologica
micial (22% de actividad remanente) en el caso de las muestras

sometidas a 75 °C. Estos resultados estan en consonancia con datos

bibliograficos [15] .
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Figura 8. Estudio de estabilidad en el tiempo atendiendo a la actividad
biologica de TTZ (Herceptin®) medido mediante ELISA.

A pesar de que los resultados de la estabilidad funcional indican
una disminucion de la misma a partir de las primeras 24 horas, ésta no es
drastica al final del estudio y es acorde con la descrita anteriormente
mediante hibicion de la linea SKBR3 y en experiencias similares.
[14,16,17].

4. CONCLUSIONES

En este trabajo se volvi6 a demostrar la potencialidad del empleo
conjunto de la técnica ELISA y de estudios basados en inhibicion del
crecimiento de lineas celulares para evaluar la funcionalidad de mAbs

terapéuticos comerciales, concretamente del TTZ en el medicamento
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Herceptin®. Junto a estas dos técnicas, el dicroismo circular permitid
aportar mformacion valiosa sobre estabilidad térmica de la proteina
terapéutica, siendo de mterés los resultados en el contexto del desarrollo

del método basado en el crecimiento de las lineas celulares.

En cuanto a la estabiidad de TTZ (Herceptin®), los resultados
mediante DC sugirieron que presenta una estructura colaborativa,
contribuyendo toda la estructura al mantenimiento de la conformacion
hasta una determinada temperatura, a partr de la cual se produce el

desplegamiento “brusco” de la estructura con aparicion de agregacion

visible (a 75 °C).

En cuanto a la evaluacion funcional a través del uso del cultivo
celular, la linea celular SKBR3 fue sensible a la presencia de Herceptin®
en el medio de cultivo y, por lo tanto, se propone como base para el
estudio de la funcionalidad de TTZ en aquellos farmacos en los que

puede estar presente este mAb terapéutico.

Los resultados obtenidos en los estudios de estabilidad en el
tiempo con la linea celular SKBR3 y ELISA fueron bastante coherentes
entre si, a pesar de basar sus estrategias en fundamentos muy diferentes.
En ambos casos, se demostr6 que TTZ (Herceptin®) es estable una vez
abierto el vial, almacenado refrigerado a 4 °C y protegido de la luz hasta
las 48 horas, tras lo cual ambas metodologias indicaron una considerable
disminucion de la funcionalidad (del 40% con las lineas celulares y del
35% con ELISA), con tendencia a recuperar los valores iniciales en el
caso de los ensayos con la linea celular, y manteniéndose en un 75% en

los estudios realizados con el inmunoensayo ELISA.
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Por lo tanto, estos resultados sugieren que el almacenamiento del
medicamento Herceptin®, protegido de la luz y a 4 °C después de su
apertura, preserva la funcionalidad durante las primeras 24 horas; a partir
de ese tiempo, dismmnuye, aunque manteniéndose alrededor del 75% en
los datos de actividad Dbiologica, y practicamente recuperado
funcionalidad por whibicion de la linea celular SKBR3. Estos datos,
junto con los obtenidos en el estudio de estabilidad similar evaluado
mediante (SE)HPLC-DAD, ponen de manifiesto una muy buena
estabilidad del medicamento una vea abierto las primeras 24/48 horas, e

mncluso un aceptable mantenimiento de la misma hasta tres semanas.
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En esta apartado se recogen de nuevo las conclusiones que han
derivado de cada uno de los capitulos, y que han sido ya incluidas en los
mismos. También se exponen las conclusiones generales de la presente

Tesis Doctoral en base a los objetivos marcados.

1. CONCLUSIONES ESPECIFICAS

CAPITULO II

Aunque los anticuerpos son esenciales hoy en dia en la lucha
contra varias enfermedades importantes y son ampliamente utilizados, se
sabe relativamente poco acerca de como la fotodegradacion afecta a los
mAbs comercializados. Dada la naturaleza compleja de los mAbs, es
importante entender cémo los factores externos pueden afectarlos, sobre
todo la accion de la luz a la cual se encuentra expuestos durante su
manipulacion y administracion. Por lo tanto, este estudio investigd los
efectos de la exposicion a la luz sobre la formacion de agregados en
medicamentos comercializados, y en formas diluidas de los mismos de
uso clinico, en los que el principio activo es un mAb. El estudio se llevo
a cabo utilizando medicamentos autorizados que contienen BVZ, CTX,
I[FX, RTX y TTZ como su Unico principio activo. Aunque es bien sabido
que la distribucion del tamafio de los agregados probables es amplia,
decidimos evaluar los que podrian detectarse mediante SEC, que son los
ordenes de agregacion inferiores pero que representan el punto de partida
para el proceso de agregacion. Los agregados inducidos por la luz no son
dimeros naturales, ya que son el resultado de un proceso de agresion, y

su deteccion es un signo de la degradacion de los mAbs.
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El perfil de agregacion de BVZ antes de la exposicion a la luz
obtenido por SEC, tanto en los medicamentos como en las dos formas
diluidas, ya indica la presencia de agregados. Por lo tanto, la deteccion de
agregados no pudo atribuirse directamente a la concentracion del
medicamento Avastin (25 mg/mL de BVZ, la concentracion mas alta de
los cinco medicamentos), ya que estaban presentes en porcentajes
similares cuando el medicamento se diuyd a 5 mgmL y 2 mg/mL; esto
sugirid la presencia de agregados naturales (dimeros probablemente) de

BVZ.

La exposicion a la luz ndujo la formacion de agregados en todas
las muestras, tanto en medicina como en sus diluciones. Siguiendo las
mndicaciones del fabricante de la columna, los agregados podrian
identificarse como dimeros ya que no se detectaron otros picos
cromatograficos en los tiempos de retencion mas cortos. Excepto en el
caso de BVZ, la fragmentacion del mAb, que se detectd en los
medicamentos 'y formas diluidas, fue probablemente el resultado de la

ruptura del puente de disulfuro entre las dos cadenas pesadas.

La formacién de agregados debido a la fotodegradacion parecia
estar relacionada sobre todo con la concentracion inicial de mAb en el
caso de los medicamentos; sin embargo, las caracteristicas particulares de
los mAbs también mfluyen en este proceso de descomposicion de
protefnas, que podria verse afectado por la presencia de aditivos en el
medicamento. De esta forma, el medicamento BVZ (25 mg/mL) fue el
mas afectado por la agregacion y los medicamentos TTZ (15 mg/mL) e
I[FX (10 mg/mL) fueron los menos afectados; los medicamentos CTX (5
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mg/mL) y RTX (10 mgmlL) se vieron afectados pero de forma

mtermedia.

Cuando los mAb se estudiaron en concentraciones idénticas para
estudiar el proceso en condiciones experimentales comparables, es decrr,
en las dos formas diluidas a 5 mgmlL y 2 mg/mlL, el proceso de
agregacion no se vio afectado por la concentracion, con todos los mAb
obteniendo resultados idénticos a excepcion de IFX, que parecia mas
resistente a la agregacion en la concentracion mas baja de 2 mg/mL. Si
comparamos los resultados para los diferentes mAbs, BVZ, CTX y RTX
se comportaron de manera similar, al igual que IFX a una concentracién
de 5 mg/mL. Los resultados indican que TTZ es el mas resistente a la
formacion de agregados inducidos por la luz. Todo esto sugiere que sus
propiedades estructurales intrinsecas jugarian un papel mmportante en la
agregacion inducida por la luz

En general, los espectros ultravioleta para mondmeros y
agregados fueron muy similares para los cinco mAbs que estudiamos,
compartiendo los mismos maximos de absorcion. La formacion de
agregados no promovid, por lo tanto, nuevas bandas de absorcion en los
espectros ultravioleta. Hubo una tendencia comin en la evolucion de los
espectros ultravioleta de los mondémeros que tendian hacia los espectros
de los agregados. Esto sugirid que los mondémeros experimentan algin
tipo de degradacion quimica que los “acerca” a las entidades superiores
de agregacion. El analisis de los espectros ultravioleta-visibles en todos
los casos confirm6 que la fotodegradacibn no promovia cambios
quimicos que afectaran significativamente los espectros de absorcion

UV. Los analisis de smilitud también corroboraron los altos niveles de
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similitud entre los espectros para los monomeros y los agregados antes

de que se detectara la turbidez.

Finalmente, y como dato de gran interés, este estudio muestra que
los cinco medicamentos y sus diluciones utilizados en la practica clinica
diaria se ven afectados por la exposicion a la luz debido que promueve Ila
agregacion de proteinas. Aunque el estudio realizado aqui se realizo en
condiciones extremas de exposicion a la luz, indic6 que estos
medicamentos y sus formas diludas deben manejarse con cuidado y
protegerse de la luz del dia en todas las situaciones para evitar riesgos
mnecesarios. La evaluaciébn de la formacién de estos agregados solubles
deberia ser un aspecto importante a estudiar cuando se determinen fechas

de uso fuera de las indicadas por los fabricantes.

CAPITULO 111

Esta mvestigacion ofrece un estudio en profundidad del proceso
de agregacion en disoluciones clinicas de los cinco mAbs terapéuticos
mas utilizados en todo el mundo. Los estudios se llevaron a cabo en sus
formulaciones medicas mnovadoras, es decrr, BVZ empleando Avastn®,
CTX empleando Erbitux®, IFX empleando Remicade®, RTX
empleando Mabthera® y TTZ empleando Herceptin®. Los perfiles de
agregacion cromatograficos obtenidos por (SE)HPLC-DAD fueron

utilizados para este propodsito.
En primer lugar, se obtuvieron perfiles de agregacion SEC de

control y se caracterizaron en condiciones que aseguran que los mAbs se

encuentran en un estado activo Optimo, tal como los summistra el
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fabricante, en la formulacion del medicamento y también en diversas
diluciones de uso clinico. Para lograr esto, el perfil de agregaciones SEC
de control se registrd6 dentro de la fecha de vencimiento indicada por el
fabricante con muestras preparadas y manipuladas segin lo indicado en
las especificaciones técnicas del medicamento. Se sometieron alicuotas
de los medicamentos a estudios de degradacion forzada (estrés) por
elevacion de temperatura, medios oxidativos, acidos y basicos. Como se
esperaba, todos los mAbs sufrieron degradacion que dio como resultado
tanto la agregacion como la ruptura de las cadenas de proteinas. Dado
que las condiciones de estrés se aplicaron durante el mismo periodo de
tiempo a todas las muestras, las mas afectadas fueron las que estaban mas
diluidas, es decir, las muestras diluidas de IFX 0,5 y 2 mg/mL y RTX 1 y
4 mg/ml. A estas concentraciones mas bajas, ambos mAb se
comportaron de manera similar cuando se sometieron a estrés, con la
deteccion de agregados después de 24 horas de calentamiento a 50 °C, la
supresion del perfil de SEC cuando se sometid a medios de estrés acido y
basico, y principalmente la agregacion en medios oxidativos. BVZ, en
forma de medicamento, que ademas se corresponde con la disolucion
mas concentrada de las estudiadas, (25 mg/mL), sufii® agregacion en
todas las condiciones de estrés aplicadas, excepto cuando se somete a
temperaturas de 50 °C donde el perfil de SEC permanece comparable al
control, indicando por tanto, gran resistencia a la degradacion térmica.
CTX, estudiado en el medicamento Erbitux®, fue el unico mAb que
mostré un pico claro en el perfl SEC atribuido a la ruptura de las
cadenas de proteinas y se detectd en todos los estudios de estrés. Los
resultados en el caso de TTZ (Herceptin®) parecen indicar dimerizacion

en todas las condiciones de degradacion ensayadas.
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CAPITULO 1V

Los resultados del estudio de estabilidad durante 15 dias de los
medicamentos  biotecnologicos una vez abiertos y sus diluciones en
condiciones de wuso hospitalario indicaron que BVZ (Avastn® 25
mg/mL), RTX (Mabthera® 10 mg/mL y las diluciones a 1 y 4 mg/mL) y
TTZ (Herceptn® 21 mg/mlL) mostraron gran estabilidad cuando se
almacenaron a 4° C protegidos de la luz, sin signos de agregacion en los
perfiles SEC. También fueron robustos cuando las muestras almacenadas
a -20 °C se sometieron a tres ciclos de congelacion-descongelacion a lo
largo del tiempo. IFX también fue estable cuando se almacen6 a 4 °C y
cuando se sometid a tres ciclos de congelacidn-descongelacion tanto en
forma de medicamento como en disoluciones diluidas a 2 mg/mL. Sin
embargo, las disoluciones mas diluidas a 0,5 mg/mlL mostraron una
tendencia a agregarse en el ultimo dia de prueba (dia 15). CTX
(Erbitux®) fue claramente el mas mestable, con un nuevo pico detectado
en el perfl SEC desde el segundo dia de prueba y desde el primer ciclo
de congelacion-descongelacion; este pico no es el resultado de la
agregacion, sino de la ruptura de las cadenas de proteinas. Estos
resultados aqui expuestos contribbuyen a evaluar la posible reutilizacion
del de los excedentes de estos medicamentos en los hospitales, ya que los
agregados deben ser uno de los primeros problemas que deben
controlarse debido a los episodios peligrosos que pueden ser causados

por la mmunogenicidad mnducida.
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CAPITULO V

El presente estudio demostrd6 el potencial de dos estrategias
diferentes para la evaluacion de Ila funcionalidad del CTX en el
medicamento Erbitux®. Asi mismo, el empleo de la técnica de dicroismo
circular acoplada a un dispositivo de temperatura variable permitio
evaluar la degradacion térmica de CTX, asocidndola a cambios en la
estructura secundaria. Con este estudio, se ha demostrado que el aumento
de Ila temperatura genera un cambio conformacional irreversible en la
estructura del CTX, lo que lleva a un despliegue de la misma a la
temperatura de 70 °C. Esta estrategia permitid seleccionar unas
condiciones térmicas de degradacion adecuadas para evaluar los métodos

de analisis de la funcionalidad del CTX.

Con respecto a la wvaloraciobn funcional mediante cultivos
celulares, la linea celular SW480 ha demostrado ser sensible a la
presencia en el medio del medicamento Erbitux®, por lo que se propone

como la base para evaluar la funcionalidad de CTX.

En cuanto a los resultados de los estudios de estabilidad en el
tiempo mediante los ensayos con la linea celular SW480 y el ELISA,
estos indicaron una dismmucion de la funcionalidad del medicamento
Erbitux® tras las 24/48 horas de su apertura y almacenamiento protegido
de la luz refrigerado a 4 °C. La disminucion de la funcionalidad asi como
la tendencia de la misma fue similar por ambos procedimientos. Estos es,
se produjo mmportante caida de la funcionalidad a las 24 horas de
almacenamiento, la cual se acentu6 a las 48 horas, llegando a ser del 57

% cuando se evalu6 el crecimiento de la linea celular y del 40% de
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pérdida de capacidad de unién a la proteina a la que va dirigida su accion

terapeutica, el EGF.

Estos resultados indican por tanto que el almacenamiento del
medicamento Erbitux® protegido de la luz y a 4 °© C una vez abierto, no
conserva plenamente su funcionalidad, evaluada mediante ELISA vy
pruebas de crecimiento celular especificas. La funcionalidad se mantiene
alrededor del 50%. Esta pérdida de funcionalidad se atribuyd a la
alteracion/degradacion de las cadenas proteicas detectada mediante

(SE)HPLC-DAD.

CAPITULO VI

En este trabajo se volvid a demostrar la potencialidad del empleo
conjunto de la técnica ELISA y de estudios basados en mhibicion del
crecimiento de linecas celulares para evaluar la funcionalidad de mAbs
terapéuticos comerciales, concretamente del TTZ en el medicamento
Herceptn®. Junto a estas dos técnicas, el dicroismo circular permitio
aportar informacion valiosa sobre estabilidad térmica de Ila proteina
terapéutica, siendo de mterés los resultados en el contexto del desarrollo

del método basado en el crecimiento de las lineas celulares.

En cuanto a la estabilidad de TTZ (Herceptin®), los resultados
mediante DC sugirieron que presenta una estructura colaborativa,
contribuyendo toda Ila estructura al mantenimiento de la conformacion
hasta una determinada temperatura, a partir de la cual se produce el
desplegamiento “brusco” de la estructura con aparicion de agregacion

visible (a 75 °C).
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En cuanto a la evaluacion funcional a través del uso del cultivo
celular, la linea celular SKBR3 fue sensible a la presencia de Herceptin®
en el medio de cultivo y, por lo tanto, se propone como base para el
estudio de la funcionalidad de TTZ en aquellos farmacos en los que

puede estar presente este mAb terapéutico.

Los resultados obtenidos en los estudios de estabilidad en el
tiempo con la linea celular SKBR3 y ELISA fueron bastante coherentes
entre si, a pesar de basar sus estrategias en fundamentos muy diferentes.
En ambos casos, se demostré que TTZ (Herceptin®) es estable una vez
abierto el vial, almacenado refrigerado a 4 °C y protegido de la luz hasta
las 48 horas, tras lo cual ambas metodologias indicaron una considerable
disminucion de la funcionalidad (del 40% con las lineas celulares y del
35% con ELISA), con tendencia a recuperar los valores iniciales en el
caso de los ensayos con la linea celular, y manteniéndose en un 75% en

los estudios realizados con el mmunoensayo ELISA.

Por lo tanto, estos resultados sugieren que el almacenamiento del
medicamento Herceptin®, protegido de la luz y a 4 °C después de su
apertura, preserva la funcionalidad durante las primeras 24 horas; a partir
de ese tiempo, disminuye, aunque manteniéndose alrededor del 75% en
los datos de actividad biologica, y practicamente recuperando
funcionalidad por mhibicion de la linea celular SKBR3. Estos datos,
junto con los obtenidos en el estudio de estabilidad smmilar evaluado
mediante (SE)HPLC-DAD, ponen de manifiesto una muy buena
estabilidad del medicamento una vea abierto las primeras 24/48 horas, ¢

incluso un aceptable mantenimiento de la misma hasta tres semanas.
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2. CONCLUSIONES GENERALES

Se ha desarrollado y validado un método de cromatografia liquida
de alta resolucion con deteccion por diodos en fila para el estudio del
proceso de agregacion (y fragmentacion) de los 5 anticuerpos
monoclonales terapéuticos seleccionados. Este método ha demostrado su
potencialidad en estudios de degradacion acelerada y estudios de

estabilidad en el tiempo.

La degradacion acelerada por el efecto de la luz indujo Ila
formacion de agregados de bajo orden en los 5 mAbs en sus
medicamentos. La luz por tanto es un factor que induce y promueve la
degradacion por formacion de agregados no naturales. Esto ha de tenerse
en cuenta a la hora de la manipulacion de estos medicamentos y de sus

diluciones y preparaciones farmacéuticas.

En cuanto a la degradacion acelerada por factores tales como
presencia de medio acido, basico, oxidante y efecto de una tempera de 50
°C, no se demostré6 un comportamiento similar en todos ellos, a pesar de
compartir una estructura de IgGl. Los mas robustos frente a Ila
degradacion parecieron ser BVZ y TTZ. Las diferentes fortalezas que
manifestaron frente a la degradacion se atribuyeron a las diferentes
concentraciones a las que estan formulados. Cuanto mayor es la dilucion,

mayor es la degradacion, tal y como es esperado.
Desde el punto de la formacion de agregados de bajo orden y

fragmentos, se comprobo una alta estabiidad de Avastn® (BVZ),
Remicade® (IFX), Mabthera® (RTX) y Herceptn® (TTZ) cuando se
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almacenaron refrigerados a 4 °C, protegidos de la luz y tras la apertura de
los correspondientes viales, salvo en el caso del medicamento Erbitux®
(CTX), en el cual tras las primeras 24 horas se detectaron evidencias de

alteraciones por fragmentacion.

CTX (Erbituxx®) y TTZ (Herceptin®) mostraron diferente
estabilidad funcional en el tiempo cuando se almacenaron refrigerados a
4 °C, protegidos de la luz y tras la apertura de los correspondientes viales,
evaluada mediante ensayos de inhibicion de lineas celulares y mediantes
mmunoensayos ELISA. CTX fue mestable a partir de las primeras 24
horas mientras que TTZ mostrd gran estabilidad.
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