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SAFYBI

Editorial

Comenzamos un afio con grandes desafios, tanto
a nivel local como internacional. La consistencia
del desarrollo de la industria farmacéutica en
América Latina se puede medir por algunas ci-
fras que realmente impactan: mientras el mer-
cado de los paises de Europa, Asia y los EEUU
crece a un ritmo del 3% anual, los mercados la-
tinoamericanos lo hicieron a un promedio del 14%
en los ultimos afios y aunque ajustando a valor dolar el
mismo cae significativamente, continda a un ritmo muy
superior que los del resto del mundo, digamos alrededor
del 6%. Toda nuestra region latinoamericana es un boom
para las industrias relacionadas con la salud, tanto es asi
que el IMS Health categoriza a 21 paises emergentes como
de alto crecimiento y entre ellos tenemos a cinco latinoa-
mericanos: Argentina, Brasil, Colombia, Chile y México. Es
por eso que en cada numero de la Revista SAFYBI inten-
tamos mostrar realidades globales y también especificas
de nuestra region o de nuestro pais para presentar a los
lectores el dinamismo de una industria de caracteristicas
excepcionales dentro de una region de notable energia de
crecimiento.

Los medicamentos biolégicos, biotecnolégicos y los ra-
diofdrmacos han causado un profundo impacto no solo
para resolver el problema de muchas enfermedades que
antes no podian ser tratadas sino también por producir
un desarrollo de los métodos productivos y de control que
deben estar acorde con la alta tecnologia que esta rama
de la industria requiere. La ANMAT presenta un articulo
sobre el “Centro para la Evaluacién y Control de Bioldgicos,
Biotecnoldgicos y Radiofdrmacos”y de la importancia estra-
tégica que el mismo tiene a nivel regional.

El CONICET participa a través de la entrevista que pude
realizar al Dr. Hernan Pastoriza, PhD en Fisica y socio fun-
dador de MZP Tecnologia. El articulo lleva por titulo “Los
nuevos rostros del liderazgo empresarial: Cientificos y Em-
prendedores”, tratando de reflejar el novedoso contexto
que se esta desplegando sin pausa en la Argentina, me-
diante proyectos promovidos por el CONICET y por el
cual, cientificos de primer nivel se constituyen también en
emprendedores para hacer posible que sus invenciones
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alcancen un beneficio practico para la sociedad. El

Dr. Pastoriza nos explica en el mismo las caracte-
risticas de la innovacién tecnolégica que ha de-
sarrollado en conjunto con los Dres. Dario An-

tonio y Nadim Morhell, por el cual han logrado

la medicion de la viscosidad de la sangre en una
muestra de... juna gota! Debemos sefialar ade-

mas que este logro es especialmente importante en

el campo pediatrico.

En esta edicion de la Revista SAFYBI se ha enfocado es-
pecialmente el tema de la innovacién propiamente dicha
y del impacto de las nuevas tecnologias en el &mbito re-
gulatorio. Justamente la contribucién de la USP “Brechas y
Desafios Analiticos para la Medicién de Particulas en el Domi-
nio de Tamafio Submicrénico” es un fiel reflejo de los retos
que representa la caracterizacién de particulas submicro-
nicas, especialmente en el desarrollo de una formulacién
y en el control de proceso de productos bioterapéuticos.
Ademas como sus mismos autores indican, se espera que
estos debates resulten “en al menos un capitulo informativo
farmacopeico”.

El Dr. Vincent H Chang, Ph.D., que ya ha contribuido
en otra oportunidad en nuestra Revista SAFYBI, explica
en forma muy practica y concreta las necesidades a ser
cubiertas para una inspeccion regulatoria de la FDA, en
su articulo “Preparacidn para las inspecciones de la FDA de
EEUU". El articulo cubre entre otros temas “la preparacion
del sitio sujeto a inspeccién”, la conducta a seguir “durante la
inspeccion”, las caracteristicas de la “reunidn de cierre”y las
actividades “después de la inspeccion”.

Finalmente, el Dr. Héctor Giuliani, que ha sido Presiden-
te de SAFYBI y Director de esta Revista reflexiona en su
articulo sobre “La cultura del conocimiento” y destaca los
avances de la ciencia y su impacto social, econémico, legal,
etc., haciéndonos reflexionar sobre la interaccién ciencia,
sociedad y cultura.

Magdalena Nannei
Directora de la Revista

Estimados lectores y colegas, les agradeceré me hagan llegar
sus comentarios y sugerencias a mnannei@safybi.org
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Palabras de la Presidenta

Congreso y Exposicion:
innovacion, competitividad

y desarrollo

Estimados colegas:

Muchos articulos han aparecido en los medios masi-
vos de difusion desde la Ultima vez que, por este medio,
me comuniqué con ustedes. Me refiero especificamente
a aquellos que tratan sobre el desarrollo de las habilida-
des y talentos necesarios para afrontar los cambios que
la revolucion digital, como integrador de la innovacion, la
competitividad y el progreso, nos esta exigiendo.

Areas tales como la ciencia, la tecnologia, la ingenieria,
las matematicas y la computacion sony seran, sin duda las
bases de la futura actividad industrial.

Si bien estos temas no son nuevos, la adaptacion a estos
cambios representa un desafio y a la vez, una motivaciéon
para rever y actualizar las necesidades de capacitaciéon de
los profesionales que ya se encuentran trabajando en la
industria del medicamento y la de los nuevos egresados
universitarios que quieran integrarse a ella. Se debe tener
en cuenta ademas, a otras industrias que por su actividad
tienen incidencia directa o indirecta en el cuidado de la
salud de la poblacién.

Tomando como punto de partida el estado de situacion
actual del conocimiento de la ciencia y la tecnologia, consi-
dero muy importante el aporte del proyecto al que la Aso-
ciacion ha dedicado estos ultimos 2 afios y que representa
un hito importante para ubicarnos en el preciso lugar en el
que se encuentra hoy nuestra actividad tanto en Argentina
como en el resto de Latinoamérica; para luego, partien-
do de esta base, continuar con el desafio de adaptarnos
mediante una capacitaciéon continua a los importantes
cambios que se aproximan.

Me refiero especificamente al proyecto en el que estan
trabajando mas de 100 profesionales que conforman el
COMITE CIENTIFICO ORGANIZADOR del XV CONGRESO
ARGENTINO DE FARMACIA Y BIOQUIMICA INDUSTRIAL, IV
CONGRESO LATINOAMERICANO y las JORFYBI 2017.

Durante 4 dias, especialistas y autoridades sanitarias
nacionales e internacionales especialmente invitados di-
sertaran sobre temas relacionados con sus diferentes
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areas de incumbencia: Almacenamiento, Transporte y Dis-
tribuciéon de Productos para la Salud; Aseguramiento de la
Calidad; Asuntos Regulatorios; Biotecnologia; Gases Medi-
cinales; Higiene, Seguridad y Gestién Ambiental; Materias
Primas Farmacéuticas; Microbiologia; Productos Médicos
y Esterilizacion; Quimica Analitica; Sistemas Informaticos y
Automatizacion Industrial y Tecnologia Farmacéutica.

Parrafo aparte, requiere la realizacion de EXPOFYBI 2017
en la que proveedores de maquinarias, equipos y servicios
expondran las ultimas novedades de su actividad y aseso-
raran a los asistentes sobre los beneficios de los productos
que promocionan. Las empresas participantes contaran
con aulas especialmente reservadas para que disertan-
tes de su especialidad puedan brindar mayor informacion
promocional que resulte de interés para el publico que
visite la muestra.

Esperamos una nutrida concurrencia de profesionales
y técnicos de paises de la regién interesados en conocer
las novedades que se presentaran en la EXPOSICION IN-
DUSTRIAL, como asi también en los conocimientos que
podran adquirir a través de su asistencia a las importantes
conferencias que se dictaran en las distintas actividades
del CONGRESO. A este fin, estamos desarrollando un pro-
grama muy importante de difusion de estos eventos que
tendran lugar del 8 al 11 de agosto proximo en el Centro
Costa Salguero de la Ciudad de Buenos Aires.

A la brevedad, por nuestras vias habituales de comu-
nicacioén ustedes recibiran informacién actualizada sobre
las distintas y muy importantes actividades que desarro-
llaremos.

Sera un honor contar con su participacion en las activi-
dades del CONGRESO, JORFYBI y de la muestra industrial
EXPOFYBI 2017.

Mirta B. Fariiia
Presidenta de SAFYBI
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La Administraciéon Nacional de Medicamentos, Alimentos
y Tecnologia Médica (ANMAT), organismo descentralizado
del Ministerio de Salud de la Nacion, es la Autoridad Regu-
latoria de productos para la salud a nivel nacional.

En 2011 la ANMAT obtuvo por primera vez el recono-
cimiento de la Organizacién Panamericana de la Salud
(OPS/OMS) como Autoridad Regulatoria Nacional de Me-
dicamentos de Referencia Regional (ARNR). Mas reciente-
mente, en 2016, reafirmé esta certificacion ampliandola
a medicamentos de origen bioldgico. Este logro se suma
a la puesta en funcionamiento efectiva del Centro para la
Evaluacion y Control de Biologicos, Biotecnologicos y Ra-
diofarmacos.

Los medicamentos biolégicos son especialidades medici-
nales de origen biol6gico de uso humano, que pueden ser
procesados industrialmente, como por ejemplo hemode-
rivados, productos obtenidos por la via del ADN recombi-
nante, anticuerpos monoclonales, medicamentos biologi-
cos obtenidos a partir de fluidos biolégicos o de tejidos de
origen animal, entre otros. Por su parte, los radiofarmacos
son insumos que permiten detectar alteraciones en la sa-
lud de las personas mucho antes de que las enfermedades
sean clinicamente detectables.

La propuesta de creacion de este Centro se enmarca en
el Plan Estratégico de la ANMAT de Fortalecimiento de la
Estructura de Fiscalizacion y Control de Medicamentos de
uso humano con especial énfasis en el area de Productos
Biologicos, Biotecnolégicos, Radiofarmacéuticos y Nano-
tecnologia. Su desarrollo permite a la ANMAT implementar
técnicas y métodos para el control de productos de origen
biolégico y biotecnolégico, como también de radiofarma-
cos, todos ellos destinados a combatir enfermedades au-
toinmunes, infecciosas y metabdlicas (como la diabetes),
diferentes tipos de cancer, problemas de coagulacion y
esclerosis multiple, entre otras. También cumple un impor-
tante papel en los controles de calidad de todas las vacu-
nas que se aplican en la poblaciéon en general, en todo el
territorio argentino.

El Centro funciona en la Direccion de Evaluaciény Control
de Biologicos y Radiofarmacos, a cargo de la Biog. Patricia
Aprea, dentro del Instituto Nacional de Medicamentos de la
ANMAT. La nueva estructura edilicia de 1600 m2 se sumo
al laboratorio preexistente conformando un complejo de
2500 m2, ubicado en Av. Caseros 2161 de la Ciudad Auté-
noma de Buenos Aires. Hoy cuenta con las habilitaciones
y permisos pertinentes para su completo funcionamiento,
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como asi también con mas de sesenta técnicos y especialis-
tas altamente capacitados.

Las areas especificas con las que cuenta el Centro son
evaluacion, inspectorado y laboratorio de investigacién,
desarrollo y control. Fue construido bajo estrictas nor-
mas de bioseguridad que permiten garantizar la calidad,
seguridad y eficacia de los productos bajo andlisis. El la-
boratorio se estructura en las siguientes areas de interés:
productos biolégicos, productos inmunobiolégicos (donde
se trabajan vacunas) y ciencias veterinarias. Las tres areas
estan interrelacionadas, con proyectos y planes especifi-
cosy transversales.

Respecto de los proyectos y planes, todos se han defi-
nido en linea con los objetivos estratégicos de la ANMAT,
fijando metas a corto, medianoy largo plazoy en base a los
siguientes ejes centrales: a) reorientacién y reestructura-
cién de las Funciones Regulatorias en el area de Biolégicos,
Radiofarmacos y Terapias de Avanzada; b) actualizacién de
marcos normativos; c) infraestructura y tecnologias.

Se trata de un sistema moderno, con tecnologia de Ulti-
ma generacién, que permite enfrentar nuevos desafios re-
gulatorios, en particular aquellos relacionados con las tera-
pias y tecnologias emergentes. Ademas, permite garantizar
la calidad de los productos utilizados en el pais y promover
la competitividad de los productos argentinos en el nivel
internacional.

La concrecion de esta obra requirié una inversion del
Estado Nacional de 67 millones de pesos, 46 millones des-
tinados a infraestructuray 21 a adquisicién de equipamien-
to de Ultima tecnologia. Ha sido posible a partir de fondos
propios de la ANMAT y un subsidio del Ministerio de Cien-
cia, Tecnologia e Innovacion Productiva, a través del FO-
NARSEC (Fondo Argentino Sectorial) de la Agencia Nacional
de Promocién Cientifica y Tecnoldgica (ANPCyT).

Con el fin de fortalecer los sistemas reguladores de me-
dicamentos de origen biolégico a nivel continental, en oc-
tubre ultimo se realizé el Taller de Regulacion de Productos
Biolégicos en las Américas. Participaron representantes de
Bolivia, Brasil, Canada, Chile, Colombia, Cuba, Costa Rica,
Ecuador, El Salvador, Estados Unidos, Guatemala, Hondu-
ras, México, Panama, Paraguay, Peru, Uruguay, Venezuela
y asociaciones de la industria farmacéutica de la region.
El encuentro se realizd en la ciudad de Buenos Aires, fue
coordinado por ANMAT y Health Canada (la agencia regula-
dora canadiense) y conté con el apoyo de OPS.

Los principales temas trabajados en el Taller fueron la
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implementacion de la reglamentacion farmacéutica sobre
medicamentos de origen bioldgico, requerimientos para
su autorizacion, produccion de hemoderivados, comercia-
lizaciéon de bioterapéuticos y nuevos desafios regulatorios,
entre otros. Se pretende identificar debilidades y fortalezas
para el establecimiento de oportunidades de trabajo con-
junto a corto, mediano y largo plazo. Entre los resultados
se pueden mencionar la actualizacién de requisitos para la
evaluacién de este tipo de productos, iniciativas de conver-
gencia regulatoria y la convocatoria a conformar una Red
de Convergencia Regulatoria de Productos Biol6gicos para
las Américas, que promueva el intercambio de informacion
para la toma de decisiones.

En el mes de diciembre, el ministro de Salud de la Na-
cién Dr. Jorge Lemus, visité el Centro para la Evaluacion y
Control de Biolégicos, Biotecnologicos y Radiofarmacos y
expresd su satisfaccién por su funcionamiento y por la ta-
rea desarrollada hasta el momento. Sostuvo el Dr. Lemus
que “estamos muy contentos de que se pueda empezar a
trabajar aca. ANMAT hizo una fuertisima inversiéon y vamos
a seguir aportando para que esto funcione como tiene que
sery tenga el éxito que pretendemos”, y agregd que “pusi-
mos en funcionamiento un laboratorio que va a tener una
importancia extrema en la regulacién de medicamentos y
que fortalecié a la ANMAT permitiéndole ser un referente
en América”.

Durante la recorrida del moderno edificio lo acompafio
el Administrador Nacional de la ANMAT, Dr. Carlos Chiale,
quien reafirmd que “la puesta en funcionamiento efectivo
de este centro, especializado en control de calidad, cons-
tituye un paso fundamental para la decision de la OPS de
considerar a la ANMAT como autoridad de referencia regio-
nal, una distincién que nos llena de orgullo por el trabajo
realizado y por la gente comprometida con la institucion”.

El Centro tiene los desafios de mejorar los sistemas de
prevencién y tratamiento de enfermedades, como asi tam-
bién el resguardo de la salud de la poblacién; desarrollar
una gestion que fortalezca el modelo de fiscalizacion, con-
trol y vigilancia sustentable en el tiempo; y cumplir con las
necesidades y demandas de nuevos tratamientos y méto-
dos de diagnéstico garantizando la eficacia, seguridad y
calidad de los medicamentos de origen biolégico, radiofar-
macos y terapias de avanzada.

De esta manera, a través del trabajo en la regulacion de
especialidades medicinales, el fortalecimiento de las di-
ferentes areas, y la capacitacion de su personal técnico y
profesional mediante la utilizacién de nuevas tecnologias
y procedimientos de Ultima generacién, la ANMAT ha lo-
grado expandir sus capacidades. En sintonia con la convo-
catoria de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), su
objetivo es promover procesos regulatorios mas eficientes
desde la perspectiva de la salud publica.
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CONICET

Los nuevos rostros del liderazgo
empresarial: cientificos y

emprendedores

Entrevista al Dr. Hernan Pastoriza, PhD en Fisica

y socio fundador de MZP Tecnologia

Ya hace un tiempo
el CONICET ha efec-
tuado en nuestro pais
una apuesta muy es-
pecial, por la cual, los
mismos cientificos que
trabajan en complejas
investigaciones en di-
ferentes campos de la
ciencia se transforman
también en empren-
dedores para llevar
los beneficios de sus
inventos a la sociedad,
para generar empre-
sas de alto nivel tecno-
légico y para dar em-
pleo a profesionales altamente capacitados. De este tema
hemos publicado ya varios articulos en la Revista SAFYBI
y en esta oportunidad retornamos para destacar la acti-
vidad de tres Doctores en Fisica del sur de nuestro pais.
Estos tres cientificos argentinos estén trabajando en un
sistema que puede significar una revolucion en el campo
del diagnéstico clinico de la viscosidad de la sangre. Ellos
son el Dr. Hernan Pastoriza, PhD en Fisica, Investigador
Principal del CONICET, Investigador de la CNEA y Profe-
sor en el Instituto Balseiro, el Dr. Dario Antonio, Ingeniero
Electrénico y PhD en Fisica, y el Dr. Nadim Morhell, PhD
en Fisica del Instituto Balseiro, los cuales han completado
su ideal cientifico con aquél empresarial mediante la fun-
dacion de una empresa, MZP Tecnologia, cuya Mision es
“Ayudar a mejorar los diagndsticos clinicos mediante dispo-
sitivos médicos basados en las micro y nanotecnologias.” La
importancia de la innovacion que ellos proponen resalta
aun mas por el hecho de que el proyecto ha sido selec-
cionado por la Singularity University ubicada en Silicon
Valley, California, para formar parte de un entrenamiento
intensivo “de aceleracién de empresas emergentes”. Es de
sefialar que la Singularity University se define a si misma
como “una comunidad global que usa tecnologias exponen-
ciales para enfrentar los mayores desafios del mundo”.

La Nanotecnologia se focaliza en las cosas pequefias
que generan grandes desafios y oportunidades, tanto a
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De izquierda a derecha, Drs. Morhell, Pastoriza y Antonio

Entrevista realizada por Magdalena Nannei

los cientificos como a
los emprendedores.
Es un campo especial
para los Fisicos, es de-
cir, es un campo con
un enorme grado de
complejidad. La Na-
notecnologia es una
ciencia emergente,
con multitud de apli-
caciones que crecen
a velocidad astroné-
mica. Las Nanopar-
ticulas se usan en el
procesamiento de ma-
teriales de uso diario
como por ejemplo, en
el tratamiento de las superficies de lentes de anteojos,
cadmaras y binoculares. La aplicaciéon en computacién y
electrénica de la Nanotecnologia ha provocado un avan-
ce extraordinario de la misma: pensemos solamente que
ha comienzo del milenio un transistor tenia un tamafio
de 130 a 250 nanometros y en el 2016 se ha logrado un
transistor de 1 nanémetro. Su uso en energia ha permiti-
do mejores catalizadores para optimizar los procesos re-
lacionados al petroleo y los combustibles derivados del
mismo. En el &mbito del cuidado del medio ambiente se
han desarrollado Nanoparticulas para “limpiar” el agua
contaminada. En materia de transporte, se han desarro-
llado sensores que permiten monitorear la performan-
ce de puentes y tuneles y mejorar la comunicacién para
ayudar a los conductores a evitar colisiones y congestio-
nes de trafico. Y finalmente, en nuestro campo, el de la
Salud, las Nanoparticulas se estan investigando para el
tratamiento del cancer, el desarrollo de nuevos equipos
de diagndstico para permitir la rapida deteccion de algu-
nas enfermedades en sitios remotos, etc.

Por su parte la microtecnologia es un disparador para el
desarrollo de nuevos dispositivos médicos de los mas diver-
sos tipos, desde aquellos que son extracorpoéreos, pasando
por el llamado instrumental quirdrgico inteligente y los de
incorporacién temporaria hasta los implantes a largo pla-
zo. El crecimiento del mercado de los dispositivos médicos
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Prototipo del Viscosimetro

basados en la microtecnologia es increible, por ejemplo, se
ha estimado que el crecimiento de los implantes médicos
alcancen una cifra global de 37,6 billones de doélares para
el afio 2021 a partir de 24,6 billones en el afio 2016, lo que
significa una tasa compuesta de crecimiento anual del 8,8%.
Es en este ambito que presentamos esta entrevista al Dr.
Pastoriza, socio fundador de MZP Tecnologia y uno de los
tres cientificos involucrados en el desarrollo de un micro-
viscosimetro de sangre de bajo costo especialmente dise-
flado para diagnostico clinico, que permite medir la viscosi-
dad de la sangre utilizando tan solo una gota de muestra y
especialmente apto para el campo pediatrico.

¢Podria decirnos cémo y por qué se interesé en la
ciencia y por qué eligié la Fisica como su campo de de-
sarrollo profesional?

Ya de nifio tenia curiosidad por saber como funcionaban
las cosas. Comencé estudiando Ingenieria electrénica, que
si bien me atraia no terminaba de dar respuesta a algunas
inquietudes que tenia y es por eso que transcurridos los

CONICET

primeros afios de facultad decidi cambiarme a Fisica. Mi in-
quietud radicaba en la busqueda de los origenes, en llegar
a los primeros principios, a aquello que es fundamental.

¢En qué universidad efectu6 sus estudios y especial-
mente su PhD? ;Qué lo motivé a doctorarse?

Inicie mis estudios universitarios en la carrera de Inge-
nieria Electrénica en la Universidad Nacional de La Plata.
Luego ingresé al Instituto Balseiro para completar la ca-
rrera de Licenciatura en Fisica y en este mismo Instituto
hice mi doctorado. La motivacion principal para realizar
el doctorado fue poder continuar y completar mi carrera
en investigacion. Yo queria ser investigador porque ad-
miraba el ejemplo de mi padre que era un Matematico y
Profesor Universitario en Matematicas. Su forma de vida,
su libertad para pensar sobre los problemas y su vision
positiva de la vida universitaria fueron un motor para mi
decision junto a la confianza de oportunidades de creci-
miento profesional basados en la propia dedicacién y es-
fuerzo. Los cuatro afios que pasé para desarrollar mi Tesis
me confirmaron el camino elegido ya que pude desarro-
llar tareas en otros paises como Brasil e Italia. En este ul-
timo pais tuve una de las experiencias mas importantes y
decisivas para mi futuro participando en actividades del
Centro Internacional de Fisica Teorica de Trieste, dedica-
do a la cooperacion, promocion y desarrollo de la ciencia
y la tecnologia en el mundo en desarrollo, ya que pude
experimentar la interaccién global en el campo cientifico.

Es sumamente interesante observar que un investi-
gador en un campo tan altamente dificil como nove-
doso efectiia un salto hacia el desarrollo empresarial,
;qué origind esa decisién y qué apoyos y estimulos re-
cibié para poder efectuarlo?

Las motivaciones son variadas. Pero principalmente la
inquietud de poder transferir desarrollos a la industria des-
de un laboratorio de investigacién basica. Para ello accedi-
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Prototipo del Viscosimetro en la mesada

mos a un subsidio del MINCYT denominado EMPRETECNO
FONARSEC, que nos permitié adquirir una serie de equi-
pamiento necesario para escalar el desarrollo y contratar
consultorias en algunas areas. También quiero destacar
el importante apoyo del Conicet para el progreso de este
proyecto.

¢Cémo nace la empresa MZP y cual es su foco de de-
sarrollo?

La empresa surgié cuando comprendimos que nuestro
desarrollo podia tener una insercion real en el mercado de
dispositivos médicos. Actualmente MZP esta focalizada en
terminar la etapa de desarrollo del dispositivo y evaluar los
resultados de las primeras pruebas clinicas que se llevaran
a cabo. El objetivo es poder tener un equipo de diagnostico
clinico comercializable e iniciar el desarrollo de otros equi-
pos utilizando tecnologias similares.

¢Por qué se interesé en el campo de la viscosidad de
la sangre pediatrica y como se concibio el proyecto y
por qué finalmente fue seleccionado?

El desarrollo se origind ante una inquietud de la Dra. Ma-
ria Zalazar, neonatéloga del hospital zonal de S. C. de Barilo-
che. A partir de alli comenzamos a trabajar en el laboratorio
en distintas ideas de dispositivos lo cual fue evolucionando
al sistema actual. En este proceso de desarrollo hemos pon-
derado la utilizaciéon de la minima cantidad de sangre posi-
ble, la facilidad de uso del equipo y el costo de cada ensayo.

Le agradeceria que nos cuente de su invento, de las
aplicaciones practicas y del estado de desarrollo del
mismo.

El sistema de medicion de la viscosidad consiste en un
chip de vidrio en el cual han sido microfabricados canales
capilares y un sistema de deteccion de la velocidad de la
sangre dentro de esos capilares. Esta dinamica de la san-
gre en los capilares esta directamente relacionada con la
viscosidad. Actualmente contamos con varios prototipos
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del equipo y hemos consolidado la fabricacion de los chips.
Se estan realizando tareas finales técnicas para validar su
performance antes de proceder a realizar mediciones en
ambientes clinicos. El equipo estd patentado en Argentina
y China y se ha iniciado el tramite de patentamiento en
EEUU y Alemania. También se esta gestionando el registro
del producto en la ANMAT con la invalorable ayuda de esta
institucion mediante su Programa para Apoyo a la Innova-
cién en Medicamentos y Productos para la Salud.

¢Cuales son las ventajas competitivas del viscosime-
tro desarrollado por MZP con respecto a las otras po-
sibilidades existentes tanto en el mercado local como
internacional?

No existen por el momento otros viscosimetros en el
mercado nacional o internacional que reunan las carac-
teristicas de nuestra invencion: utilizacién de una gota de
liquido, automatico y que utilice insumos descartables.



:Tiene MZP otros proyectos en vistas?

Si, el viscosimetro es solo un ejemplo del potencial de la
micro y nanotecnologia aplicada al area de medicion y diag-
nostico clinico. En una primera etapa le agregaremos al vis-
cosimetro mas funcionalidades y también proyectamos utili-
zar tecnologias similares para medir otros variables clinicas.

Hace poco usted y sus colegas de MZP, los Drs. Nadim
Morhell y Dario Antonio, efectuaron un viaje de entre-
namiento a la Singularity University en Silicon Valley.
¢Cudles fueron las razones de ese viaje y qué experien-
cias recogieron durante el mismo?

En Singularity University participamos en un programa
de aceleracion de empresas. Durante el mismo hemos in-
teractuado con el ambiente de start ups de Silicon Valley y
aprendido algunas herramientas necesarias para la crea-
cién de empresas tecnolégicas. En el afio 2015 habiamos
participado del start up de CITES, Centro de Innovacion
Tecnolégica, Empresarial y Social, en Sunchales, Provincia
de Santa Fe. Aclaro que CITES es una iniciativa del Grupo
Sancor Seguros para promover la transformacion de la
matriz productiva del pais a partir del desarrollo cientifico-
tecnoldgico. En este programa tuvimos la oportunidad de
conocer a Matias Peire, fundador del fondo de innovacién
Grid que nos puso en contacto para presentarnos en el pro-
grama de aceleracién de empresas para emprendimientos

disruptivos de la Singularity University, es decir, el progra-
ma que permite acelerar emprendimientos que cambian
la forma de hacer las cosas, como Internet lo cambid en
su momento. Debo resaltar que participamos del mismo
cuatro proyectos seleccionados entre cientos candidatos
provenientes de todo el mundo.

Estamos llegando al final de esta entrevista y me gus-
taria retomar el aspecto personal, ;:Como compagina
su vida de investigador con la de empresario e incluso
de profesor?

Aun no me considero un empresario, nuestro empren-
dimiento es muy joven y aun tenemos que demostrar que
es sustentable. Sin embargo, volviendo a la pregunta, man-
tener las multiples tareas no deja de ser todo un desafio.
Hemos tenido la suerte de tener un grupo de excelentes
colaboradores, tanto en el laboratorio como en la empresa,
que nos ha permitido mantener un grado importante de
actividad y logros en ambos lados.

La dltima pregunta quisiera que se relacionara con el
futuro: ;Qué consejos daria a los jévenes que estarian
interesados en iniciar una carrera cientifica?

Que se animen y lo hagan. La carrera cientifica requiere
bastante estudio y dedicacién, pero otorga muchas posibi-
lidades y satisfacciones. m
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Brechas y desafios analiticos para la
medicion de particulas en el dominio de

tamano submicronico

Estimulo al proceso de revision

Resumen

Este articulo de Estimulo provee una discusion técnica de
las tecnologias disponibles para el analisis de particulas
submicrénicas, ademas de considerar las ventajas, desven-
tajas y brechas técnicas para cada aplicacion. Estos méto-
dos pueden usarse en la caracterizacién de distintos agre-
gados de proteinas asi como otros tipos de particulas en
este intervalo de tamafio. Este campo esta experimentan-
do cambios muy rapidos, por lo que el articulo de Estimulo
y la discusion se enfocan mas en los principios de medicion
y las comparaciones que en instrumentos especificos.

Introduccion

Histéricamente, con respecto a los productos parentera-
les de moléculas pequefias, la preocupaciéon primaria en
relacion con el intervalo de tamafio micrométrico ha sido
el potencial riesgo de oclusion capilar, con especial aten-
cién a las particulas en los intervalos de tamafio 210 pym
y 225 pm, segln se describe en Particulas en Inyectables
(788). En tiempos recientes, ha surgido un énfasis adicio-
nal en la posibilidad de que los agregados de proteina <10
pm pudiesen ser inmunégenos (7-2). Esto ha resultado
en el desarrollo y la aplicacion de técnicas adicionales a la
obstruccién de luz (LO, por sus siglas en inglés) para la de-
terminacion de tamafio, recuentos, y/o cantidad y tipo de
estos agregados. Ademas, el nuevo capitulo farmacopeico
especifico para productos biolégicos, Particulas Subvisibles
en Inyectables de Proteinas Terapéuticas (787), incluye una
manipulaciéon de muestras que es mas apropiada para pro-
ductos biologicos, p. €]., un volumen de muestreo mas pe-
quefio y la recomendacién de medir particulas que estan
en el intervalo de tamafio entre 2 y 10 ym mediante obs-
truccion de luz. Existe también un nuevo capitulo informa-
tivo, Medicién de Particulas Subvisibles en Inyectables de Pro-
teinas Terapéuticas (1787) que describe herramientas adi-
cionales e instrumentos para el andlisis de estas particulas
subvisibles mas pequefias (SbVP, por sus siglas en inglés).
Estas herramientas han sido Utiles para caracterizar parti-
culas de proteinas durante el desarrollo y se han aplicado
de manera mas amplia para entender la causa raiz de la
formacion de agregados durante el proceso y el desarrollo
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de la formulacién y para demostrar el control del proceso
(3-4). También se han aplicado a las particulas subvisibles
mas pequefias para entender la relacién entre los atribu-
tos de las particulas, tales como tamafio, modificaciones
quimicas, conformacién, composicion y reversibilidad (5) y
su potencial de ocasionar inmunogenicidad, segin se ha
estudiado en sistemas de modelos tanto in vitro como in
vivo (6-12). Recientemente, se ha publicado un comentario
de autoria conjunta de multiples compafiias de productos
bioterapéuticos sobre la estrategia para el analisis de estos
agregados/particulas (73).

Los agregados de proteina abarcan un continuo que va
desde dimeros hasta particulas visibles, en el que la con-
centracién de particulas presentes disminuye a medida
que aumenta el tamafio de particula. Existe una brecha
en el analisis de las especies entre aquellas que pueden
analizarse mediante cromatografia de exclusion por ta-
mafio (SEC, por sus siglas en inglés) y las particulas subvi-
sibles mas pequefias cubiertas por los métodos analiticos
descritos en (787) y (1787). La evaluacion apropiada del
riesgo de inmunogenicidad presentado por los agregados
(y particulas) proteicos en el intervalo de tamafio submi-
crénico requiere informacion sobre el tamafio y el nime-
ro, aunque, de preferencia, también sobre la estructuray
la conformacién de la proteina. La brecha analitica para
obtener la distribucion del tamafio de particulas submi-
cronicas y para caracterizar de otro modo estas especies
también complica los estudios sobre el mecanismo de
agregacion de proteinas y el desarrollo de estrategias de
mitigacion.

La aplicacion rutinaria y confiable de herramientas ana-
liticas para analizar particulas submicrénicas mejoraria
de gran manera los estudios de agregacién y los analisis
de causa raiz. Potencialmente, este enfoque también po-
dria demostrar una mayor sensibilidad como un indica-
dor temprano de la formacion de agregados de proteinas
antes de que se tornen demasiado grandes para poder
detectarlos o medirlos mediante técnicas para particulas
subvisibles mas pequefias. Se ha publicado poca informa-
cién con respecto a particulas submicrénicas, incluso para
productos comercializados, con respecto a su distribucion
de tamafio, recuentos/cantidad, composicién, morfologia,
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Tabla 1. Vision general de las técnicas analiticas para el analisis de particulas en el intervalo de tamafio submicrénico

Técnica

Intervalo de?

Atributos

Aplicaciones Tipicas/

Comentarios/Limitaciones

analitica (AUC, por
sus siglas en inglés)

Distribucion del coeficiente
de sedimentacion;
Ultracentrifugacion
analitica por velocidad

de sedimentacion; Peso
molecular; Equilibrio de
sedimentacién

Se deriva: Concentracion
de monémero, oligébmeros,
fragmentos; Forma
molecular; Segundo
coeficiente virial

Tamafio Ideales para Productos
Farmacéuticos de
Proteinas
Ultracentrifugacién 1-100 nm Se informa directamente: Cuantificacion de Método ortogonal para cromatografia

mondmero, oligémeros,
fragmentos

de exclusién por tamafio y
fraccionamiento de campo-flujo;
Posible analisis en amortiguador

de formulacién; Limite mas alto de
cuantificaciéon (LOQ, por sus siglas

en inglés) que la cromatografia de
exclusién por tamafio de alta presion
(HP-SEC, por sus siglas en inglés); La
muestra puede requerir dilucién

Fraccionamiento de

1 nm a varios

Se informa directamente:

Cuantificacién de

Método ortogonal para HP-SEC y

fuerza atémica
(AFM, por sus siglas
en inglés)

Tamafio, forma de
mondmero, oligbmero y
particulas

Se deriva: Conformacion

campo-flujo (FFF, pgm Fractograma de monémero, mondmero, oligdbmeros Ultracentrifugacién Analitica; Requiere
por sus siglas en oligémeros, fragmentos y fragmentos; Analisis un desarrollo del método mas
inglés) que incluye: separados por tamafio y cualitativo de particulas extenso en comparacién con HP-SEC;
Fraccionamiento propiedades de difusion subvisibles mas Posible analisis en amortiguador de
de campo-flujo Se deriva: Concentracion pequefias en el intervalo formulacién

asimétrico (AF4); de monémero, oligbmeros, submicrénico cuando se

fraccionamiento fragmentos; Tamafio o peso acopla con dispersiéon de

de campo-flujo de molecular; Presencia de luz (LS, por sus siglas en

flujo de fibra hueca particulas submicrénicas inglés)

(HF5)

Microscopia de 1-500 nm Se informa directamente: Imagenes 3D de Requiere separacién de proteinay

particulas

agregados del sobrenadante, aunque
permite la observacion directa sin
preparacioén adicional; Requiere
inmovilizacién; La robustez estadistica
es una limitacién

Zona de deteccion
eléctrica (ESZ,

por sus siglas en
inglés); Deteccion
de pulsos resistivos
(RPS, por sus siglas
en inglés)

100 nm a 1600
pm

Se informa directamente:
Tamafio y recuento de
particulas

Se deriva: Forma de particula

Cuantificacion de
particulas subvisibles

Método ortogonal a las técnicas
basadas en luz; No se ve afectada

por contraste 6ptico bajo entre
particula y medio; Requiere medio
conductivo; Se requiere evaluacién

de la compatibilidad con electrélito;
Se requieren aperturas multiples

para abarcar el amplio intervalo de
tamafio; Aperturas mas pequefias son
susceptibles a obstrucciones

Centrifugacién por
discos, ademas

Dependiente
de

Se informa directamente:
Distribucion del coeficiente

Distribucién del tamafio
de particula para

No se usa ampliamente

de sedimentacion instrumentos. de sedimentacion particulas subvisibles mas
por centrifugacién Limite de Se deriva: Distribucion pequefias
diferencial (DCS, tamafio de tamafio de particula
por sus siglas en menor: 3-10 (mediante la Ley de Stokes
inglés) nm. Limite y la densidad de particula
de tamafo estimada)
superior:
30-100 pm.
Depende del
instrumento
y muestras
analizadas
Citometria de flujo 100 nm a 100 Se informa directamente: Cuantificacién y Los canales de fluorescencia son
pm Recuento y distribucién de caracterizacion de ortogonales a las técnicas basadas
particulas particulas; clasificacion de | en celdas de flujo fijas; algunos
Se deriva: Tipos de particulas | particulas instrumentos son capaces de clasificar
tipos de particulas basandose
en sefiales de imagenologia/
fluorescencia; Clasificacion de
particulas, enriquecimiento para
analisis adicional
(continda en pdg. 26)
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Tabla 1. Visién general de las técnicas analiticas para el analisis de particulas en el intervalo de tamaiio submicrénico (cont.)

de nanoparticulas
(NTA, por sus siglas
en inglés)

Difusién de particulas
individuales rastreadas
mediante imagenologia de
dispersion de luz a partir de
particulas

Se deriva: Recuento de
particulas (concentracion);
Radio hidrodindmico;
Distribucion del tamafio

proteinas, o particulas
de ingredientes
farmacéuticos activos
(API, por sus siglas en
inglés), p. ej. liposomas

Técnica Intervalo de?® Atributos Aplicaciones Tipicas/ Comentarios/Limitaciones
Tamafio Ideales para Productos
Farmacéuticos de
Proteinas
Obstruccion de 300 nm a 200 Se informa directamente: Cuantificacion de Sistema 6ptico, determinacién de
luz; Contador de pm Tamafio y recuento de particulas mediante tamafio con respecto al estandar de
particulas por particulas recuento de particulas calibracién de particulas usado; se ve
dispersion de luz Se deriva: Distribucién del altamente impactado por diferencia en
tamafio de particula el indice de refraccién
Dispersion 1-1000 nm Se informa directamente: Deteccién de agregados/ Sistema 6ptico, limitado a aplicaciones
dinamica de la luz Funcién de autocorrelacion particulas, p. ej., durante de concentracion baja de proteina; No
(DDL, por sus siglas de luz dispersada las evaluaciones de la recuentos/concentracion; Resultados
en inglés) Se deriva: Coeficiente formulacién sesgados por la presencia de
de difusion, radio particulas grandes
hidrodindmico,
distribuciones de tamafio,
indice de polidispersion
Dispersion estética 1-1000 nm Se informa directamente: Como detector Sistema éptico, cominmente usado
de luz (SLS, por sus Intensidad de luz dispersada para técnicas de como deteccién para soluciones
siglas en inglés) en un solo dngulo o mdultiples | fraccionamiento, p. €j., diluidas
(ensemble) angulos SEC/FFF; actiia de manera
Se deriva: Tamafio promedio, | independiente en modo
forma, peso molecular de partida (batch mode)
para peso molecular ®y
tamafio
Andlisis de rastreo 200-1000 nm Se informa directamente: Analisis de agregados de Ortogonal a la dispersién dinamica de

luz; Sistema 6ptico, sufre gran impacto
por la diferencia de indice de refraccion
y la dispersién de luz por proteinas/
especies monoméricas <50 nm, puede
requerirse dilucién para muestras de
alta concentracion; La presencia de
unas pocas particulas grandes sesga
facilmente los resultados; El muestreo
representativo es critico

Resonador de

200 nm a unos

Se informa directamente:

Cuantificacién de gotitas

La densidad de particula es

hiperespectral

Iméagenes y espectros
electromagnéticos de objetos
seleccionados

Se deriva: Clasificacion de
particulas

y analisis espectral
cuantitativo de especies a
nanoescala

microcanales en pocos uym Masa flotante de particulas de aceite y diferenciacién dependiente de la muestra; El
suspension (SMR, individuales, recuentos de gotitas de aceite de tamario de particula calculado a
por sus siglas en Se deriva: Tamafio y particulas no oleosas partir de la medicion depende del
inglés); Medicién distribucion de particulas; valor de densidad usado; El muestreo
de masa resonante Clasificacion de particulas representativo es critico
(RMM, por sus (flotabilidad positiva o
siglas en inglés) negativa)
Microscopia 5-1000 nm Se informa directamente: Imagenes de particulas El muestreo representativo es critico;
electrénica de Imagen de particulas en alta definicién Requiere trabajo y capacidades
transmision (TEM, Se deriva: Tamano, forma intensivos
por sus siglas en
inglés)
Turbidez/ No aplica Se informa directamente: Evaluacién en ensemble Los resultados son relativos y no
nefelometria Dispersién/bloqueo de luz de la presencia de especificos

Se deriva: Turbidez particulas en muestras

liquidas

Imagenologia 200-1000 nm Se informa directamente: Observacién 6ptica Clasificacion de particulas basada en

biblioteca espectral

El tamafio es un término genérico en este caso, se refiere a la dimensién longitudinal (didmetro de particula) determinada mediante una técnica. Los
términos comunmente usados para tamafio de particula incluyen radio o diametro hidrodinamico (r,, d,) mediante dispersién dinamica de luz y analisis
de rastreo de nanoparticulas; radio o rotacion (r,) mediante dispersion estatica de luz; didmetro circular equivalente (ECD, por sus siglas en inglés)
mediante obstruccion de luz o técnica de andlisis de imagen digital (DIA, por sus siglas en inglés); didmetro esférico equivalente (ESD, por sus siglas en
inglés) mediante zona de deteccion eléctrica; didmetro maximo de Ferret mediante andlisis de imagen digital; y dimensiéon mas larga por microscopia.

® Peso molecular = peso molecular promedio en peso.
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estabilidad, correlacion con agregados en los dominios
del oligbmero y de particulas subvisibles mas pequefias
y particulas visibles, asi como sus consecuencias biolo-
gicas. Esto es tratado en un ejemplo por el International
Consortium on Innovation and Quality in Pharmaceutical De-
velopment (www.iqconsortium.org), el cual esta llevando
a cabo una encuesta inter-industrial para determinar la
cantidad de particulas entre 0,1 y 1 pm en diferentes ti-
pos de productos biolégicos actualmente de uso clinico o

comercializados.

Este articulo de Estimulo se enfoca en las técnicas ana-
liticas que se estan desarrollando para tratar esta brecha

analitica del intervalo de tamafio submicrénico, incluidas
las fortalezas y debilidades de las herramientas actualmen-
te disponibles y las areas que aun necesitan mejorarse. Se
espera que la discusion en este articulo de Estimulo motive
el trabajo en esta area y resulte en al menos un capitulo
informativo farmacopeico.

Problemas generales

En la actualidad, existen diversas técnicas que, en un
principio, son capaces de analizar las particulas submicro-
nicas (ver la Tabla 7). Estas técnicas estan sustentadas por
los métodos presentados en la Tabla 2 que son aplicables

Tabla 2. Vision general de las técnicas analiticas para el analisis de particulas en el intervalo de tamaiio micrométrico

Técnica Intervalo de Atributos Aplicaciones Tipicas/ Comentarios/Limitaciones
Tamaio Ideales para Productos
Farmacéuticos de
Proteinas
Zona de deteccion 100 nm a 1600 Se informa directamente: Cuantificacion de Método ortogonal a obstruccion de luz,
eléctrica (ESZ, por pm Tamafio y recuento de particulas subvisibles andlisis de imagen dindmico y otros
sus siglas en inglés); particulas métodos basados en luz; Se requiere
Deteccion de pulsos Se deriva: Forma de particula evaluacion de la compatibilidad
resistivos (RPS, por en electrolito; Multiples aperturas
sus siglas en inglés) requeridas para abarcar el amplio
intervalo de tamafio
Analisis de imagen 1-400 pm Se informa directamente: Desarrollo de Ortogonal al método de obstruccién
dinamico (DIA); Tamafio de particula, producto, estabilidad, de luz; Sistema 6ptico, se ve impactado
microscopia de recuentos, forma y morfologia | comparabilidad por la diferencia en el indice de
imagen de flujo Se deriva: Tipo de particulas y compatibilidad; refraccion; Inferencia de diferenciaciéon
Clasificacion de particulas | de particulas a partir de imagenes; Es
y diferenciacién entre posible la diferenciacién para particulas
particulas de aceite de =5 pm
silicona y particulas
que no son de aceite de
silicona
Obstruccion de luz 1-200 ym Se informa directamente: Método farmacopeico Método bien establecido; Sistema
(LO, por sus siglas Tamafio y recuento de ((787) y (788)); Uso de 6ptico, altamente impactado por la
en inglés) particulas rutina para controlar diferencia en el indice de refraccién; Sin
cumplimiento diferenciacion de particulas
Microscopia >10-20 pm Se informa directamente: Herramienta forense Las particulas requieren ser aisladas
Infrarroja por Espectro Infrarrojo por de investigacion para (p. €j., en filtro de membrana); Pueden
Transformada de Transformada de Fourier, identificacién de particulas | requerirse espectros de referencia;
Fourier (FTIR, por imagen de particulas Bajo rendimiento
sus siglas en inglés) Se deriva: Identificacion de
particulas
Microscopia Raman | >1ppm Se informa directamente: Herramienta forense Las particulas pueden analizarse in situ
Espectro Raman, imagen de investigativa para o después de aislarlas (p. €j., en filtro
particula identificacién de particulas | de membrana); Pueden requerirse
Se deriva: Identificacién de espectros de referencia; Bajo
particula rendimiento
Microscopia de >1-2 ym Se informa directamente: Visualizacién de particulas | Es necesario tefiir las particulas con
fluorescencia Imagen /sefial de de proteinas mediante colorante; Interferencia de polisorbato;
(con tincién con fluorescencia de particulas colorante (mejor Bajo rendimiento
colorante) Se deriva: Tipo de particulas contraste); Andlisis directo
en la formulacion
Microscopia >1 um Se informa directamente: Herramienta forense Se requiere aislar y secar las particulas,
electrénica de Imagen de particulay investigativa para Bajo rendimiento
barrido con espectro de rayos X de identificacién de particulas
espectroscopia de energia dispersiva
rayos X de energia Se deriva: Identificacion de
dispersiva particula
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al analisis de particulas subvisibles mas pequefias. Ideal-
mente, un método seria capaz de determinar el tamafio
de las particulas, cuantificarlas/contarlas, identificar las
distintas especies de particulas en la muestra a analizar y
realizar una caracterizacion adicional, p. ej., conformacion
de proteinas y modificaciéon quimica (5). Sin embargo, no
existe un método individual disponible que sea capaz de
abarcar todos estos aspectos en el amplio intervalo de ta-
mafio de interés, es decir, de 20 nm a 100 pm. Para lograr
un perfil integral, posiblemente seguira siendo necesario
compilar resultados de multiples métodos. Por lo tanto,
es responsabilidad de los cientificos seleccionar la com-
binacién de métodos mas adecuada para caracterizar las
muestras y los atributos de interés. El enfoque primario
de este articulo de Estimulo son las particulas inherentes
presentes en el medicamento biolégico. Estas particulas
surgen de la proteina misma (ver (1787) para definiciones
de particulas inherentes, intrinsecas y extrinsecas). Para
particulas inherentes, las propiedades de interés incluyen
tamafio, recuento, composiciéon, comportamiento de aso-
ciacion, estructura/conformacién, modificacién quimica y
morfologia (5). La segunda categoria de particulas—intrin-
secas al medicamento pero no ensi al ingrediente activo—
también se trata en este articulo de Estimulo. Es importan-
te ser capaz de identificar y cuantificar estas particulas,
siendo las mas comunes de éstas las gotitas de aceite de

silicona. Algunas de las técnicas tratadas en este articulo
pueden ser Utiles para este propdsito, aunque no trabajan
a la perfeccion. La tercera categoria, las particulas extrin-
secas, comprende todas las particulas que no son parte de
la formulacién, del proceso o del envase.

El aceite de silicona, especificamente cuando se agrega
para facilitar el procesamiento del producto (p. ej., flujo
de los tapones en el tazén) y para asegurar la funciona-
lidad del envase primario (p. ej., jeringas prellenadas),
requiere consideraciones especiales debido a que es una
fuente de particulas subvisibles y submicrénicas. Estas
gotitas de aceite de silicona se observan mediante la
mayoria de las técnicas instrumentales. Las gotitas que
surgen del aceite de silicona se consideran particulas in-
trinsecas y con frecuencia representan una fraccion sig-
nificativa del recuento total de particulas en un producto,
en todos los intervalos de tamafio, en especial para jerin-
gas prellenadas. La contribucién de las gotitas de aceite
de silicona a los recuentos totales de particulas también
tiende a cambiar con el paso del tiempo, y la variabili-
dad entre jeringas puede ser significativa con respecto
al contenido de aceite de silicona. La posibilidad de que
las gotitas de aceite de silicona pudieran interactuar con
la proteina, ante la ausencia de agente tensioactivo, y
ocasionen desnaturalizacién/agregaciéon (717), y que por
ende conlleven el riesgo de potenciar la inmunogenici-
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dad (74), resalta la importancia de la cuantificacién y el
control del aceite de silicona. La capacidad de identificar
y, de manera subsiguiente, contar y determinar el tama-
fio de las particulas de aceite de silicona es, por ende, de
gran importancia, segln se trata en el capitulo (1787).
Sin embargo, las revisiones integrales recientes de parti-
culas tipicas y los factores de riesgo médico no incluyen
el aceite de silicona por si solo como un agente toxico
(75-16). De acuerdo con Felsovalyi et al. (77), la silicona
cuenta con extensos datos de estabilidad a largo plazoy
un amplio historial de uso sin problemas de seguridad.
Independientemente de las preocupaciones sobre la se-
guridad, es importante diferenciar entre el aceite de sili-
conay las particulas de proteina en el producto.

Para establecer una estrategia de caracterizacion de
particulas apropiada, el conocimiento del principio de me-
dicién de la técnica analitica — incluyendo requisitos de
muestra, limitaciones del método y la forma de evaluar los
resultados — es esencial para generar datos robustos y
pertinentes. Los siguientes aspectos generales por lo gene-
ral desempefian un papel en este contexto.

Técnicas de Ensemble de particulas vs. particulas
individuales

Debido a que la deteccién de particulas submicrénicas
individuales puede ser dificil, diversas técnicas infieren la
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distribucion del tamafio de particula (PSD, por sus siglas
en inglés) a partir de las propiedades de un gran nimero
de particulas medidas de manera simultanea. Por ejem-
plo, la distribucion del tamafio de particula puede inferir-
se de la dependencia angular de la luz dispersada de una
suspension de particulas. Estas técnicas, p. ej., la disper-
sién dinamica de la luz (DLS, por sus siglas en inglés), la
dispersion estatica de luz (SLS, por sus siglas en inglés), y
la difraccion laser, segln se tratan en la Tabla 1, se deno-
minan mediciones de ensemble. Las mediciones de en-
semble tienen las ventajas de un aumento en la relacion
sefial-ruido de la medicion, la posible amplitud del inter-
valo de tamafio y que algunos instrumentos permiten vo-
limenes de muestra bajos. Sin embargo, también existen
desventajas importantes para los métodos de ensemble,
incluidas las siguientes:

* La deconvolucion de los datos medidos para obtener la
distribucion del tamafio de particula puede ser imprecisa
o0 estar sujeta a errores grandes para suspensiones alta-
mente polidispersas (tales como aquellas con particulas
de proteinas agregadas tipicas).

* La poblaciéon de monémeros de proteinas puede domi-
nar la sefial del ensemble, en particular en el caso de
soluciones con alta concentracién de proteina, enmasca-
rando la poblacién de particulas de interés.

* La presencia de unas cuantas particulas grandes puede
sesgar el perfil de la distribucién de tamafio de particula.

* Amenudo no existe la capacidad de distinguir entre par-
ticulas de diversos tipos (p. e]., gotitas de aceite de silico-
na contra particulas de proteinas agregadas).

No existe la capacidad de proveer las cantidades absolu-
tas de particulas o agregados.

* Ladeterminacién de la distribucion cuantitativa del tamafio
de particula requiere un modelo confiable que relacione la
sefial medida con la concentracion de particulas.

La exactitud de la determinacion del tamafio se basa en
la exactitud de las asunciones para la viscosidad de la
solucion (DLS, SLS) y en las propiedades refractivas de las
particulas (difraccion de laser usando la teoria Mie).

Las técnicas de imagenologia (microscopia éptica, micros-
copia electrénica y microscopia de fuerza atdmica) miden
de forma inherente particulas individuales, siempre que
las particulas se dispersen de manera adecuada durante
la preparacion de la muestra. Sin embargo, con estas técni-
cas, es dificil o imposible caracterizar nimeros suficientes
de particulas en su estado nativo suspendido para generar
un perfil que represente de manera exacta toda la pobla-
cién de particulas presente en la muestra. La microscopia
Optica puede ser (til para particulas suspendidas hasta el
limite de difraccion, de aproximadamente 0,3 pm.

Un ndmero relativamente nuevo de técnicas analiticas lo-
gran mediciones de particulas individuales en suspension
y pueden medir nimeros suficientes de particulas. Estas
técnicas tienen limitaciones que se resumen en la Tabla 1.
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Los ejemplos incluyen zona de deteccion eléctrica (ESZ, por
sus siglas en inglés, p. ej., contadores Coulter), resonador
de microcanales en suspension (SMR, por sus siglas en in-
glés), mediciones de masa resonante (RMM, por sus siglas
en inglés) y andlisis de rastreo de nanoparticulas (NTA, por
sus siglas en inglés).

Concentracién

Un parametro importante que determina la aplicabilidad
de un método es la concentracion de la muestra, tanto de
la proteina como de las particulas dentro de la solucién de
medicamento. Los métodos basados en luz, tales como dis-
persion dindmica de la luz, analisis de rastreo de nanopar-
ticulas, difraccion laser y obstruccion de luz, pueden verse
significativamente impactados por una alta concentracion
de proteinas debido a 1) la dispersién de luz de fondo de
los monémeros/dimeros, 2) una reduccién del contraste o
sefial 6pticos debido a un aumento en el indice de refrac-
cion del liquido granel a una alta concentracién de protei-
na o excipiente, o 3) los efectos secundarios de una alta
concentracién tal como la falta de idealidad o viscosidad
incrementada.

Todos los instrumentos tienen un intervalo éptimo de
tamafio de particula, una distribucion del tamafio y una
concentracion. Los métodos de recuento de particulas en
los que se detectan particulas individuales en una zona de
deteccién, tales como contadores de zona de deteccién
eléctrica, de resonador de microcanales en suspensién o
de obstruccién de luz, pueden proveer tamafios y conteos
incorrectos cuando existe una probabilidad importante de
coincidencia de particulas dentro de la zona de deteccion
o celda de medicién a altas concentraciones de particulas.
Interferencias similares ocurren en instrumentos de ima-
genologia o de rastreo como resultado de la superposicion
de rastros o imagenes de particulas. Las concentraciones
de particulas muy bajas pueden resultar en un muestreo
estadistico deficiente, en especial si el volumen de muestra
analizado es una pequefia fraccion de la muestra total de
interés. En general, el usuario debe estar al tanto de los
intervalos de concentracion de proteina granel y de parti-
culas requeridos para el método de eleccion.

Principio de medicién

Los métodos para caracterizar particulas submicrénicas
pueden categorizarse mediante el principio fisico basico de
deteccioén (ver la Tabla 1):

* Medicion cuantitativa de luz dispersa

Difusion de particulas dependiente del tamafio, observa-
da mediante dispersién de luz dependiente del tiempo o
rastreo de particulas 6pticas

* Perturbacién de una propiedad medida que resulta del

desplazamiento de volumen fluido o de la masa fluida y
de la masa/densidad

Imagenologia directa de particulas, mediante perfiles de
fuerzas intermoleculares (microscopia de fuerza atémi-
ca) o interacciones de electrones (microscopia de trans-
misién de electrones)
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Algunos de estos métodos de deteccion pueden combi-
narse con métodos de separacion que fraccionan particu-
las por masa o volumen. Los métodos de fraccionamiento
de campo-flujo (FFF, por sus siglas en inglés) se basan en
efectos hidrodinamicos para separar particulas por ta-
mafio, y se acoplan detectores apropiados al sistema de
fraccionamiento de campo-flujo para proveer la distribu-
cion de tamafio de particula y las cantidades relativas de
particulas eluidas. Por el contrario, la ultracentrifugacion
analitica (AUC, por sus siglas en inglés) separa particulas
por sedimentacion, y el andlisis cuantitativo de los perfiles
de concentracién de particulas resultantes en la celda de
centrifugacion provee la distribuciéon de tamafio de parti-
culay las cantidades.

Correlacion matematica entre técnicas

Los principios basicos de la medicién determinan
la forma en que se define el diametro informado. Por
ejemplo, las mediciones basadas en difusion proveen el
radio hidrodinamico de la particula, mientras que la dis-
persién estatica de luz dependiente del angulo provee
el radio de rotacion. Estas diferencias fundamentales en
los tamafios informados pueden llevar a dificultades en
la comparacién de la distribucion del tamafio de particu-
la obtenida con distintos instrumentos. Existen dos enfo-
ques complementarios para este problema. En el primer
enfoque, la geometria de las particulas puede asumirse
o medirse de manera independiente y, a partir de la geo-
metria, se pueden obtener factores de conversion para
usarlos entre distintos diametros. Desafortunadamen-
te, se encuentra disponible poca informacién sobre las
propiedades de proteinas agregadas en el intervalo de
tamafio submicrénico; este tipo de informacién es ne-
cesaria para determinar los factores de conversién. Por
ejemplo, el resonador de microcanales en suspension
mide directamente la masa de particulas, y resulta senci-
llo informar la concentracién de particulas de proteinas
como una funcién de la masa de particulas. Sin embargo,
convertir estas mediciones en un informe de la concen-
tracion de particulas en funcién del diametro requiere
conocimiento sobre la fraccion compactada del agrega-
do (la fraccion del volumen del agregado que es proteina
seca). De manera similar, los resultados de dispersién de
luz para particulas de proteina no pueden interpretarse
de manera correcta a menos que se conozca el indice
de refraccién promedio de las particulas (el cual puede
inferirse de la fraccién compactada). La misma falta de
conocimiento sobre los atributos de los agregados sub-
micrénicos también limita el desarrollo de materiales de
referencia que sean muy similares a los agregados de
proteina con respecto a densidad, contraste 6ptico y/o
morfologia.

En el segundo enfoque para comparar distribuciones de
tamafio de particula, el cociente entre diferentes tipos de
didmetros puede por si mismo proveer informacion valiosa
sobre la morfologia de las particulas que son dificiles de
analizar por métodos microscépicos. Por ejemplo, el co-
ciente entre el radio hidrodindmico y el radio de rotacion
provee informacién sobre la densidad de compactacion de
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la particula como una funcién de la distancia desde el cen-
tro de la particula.

Correlacionar los resultados del tamafo, de los recuen-
tos y de la distribucién del tamafio de particulas obtenidos
usando diversas técnicas puede tornarse complicado por
los sesgos de medicion de las técnicas individuales. Muchas
técnicas presentan una caida en la sensibilidad cerca de los
limites de tamafio superior y/o inferior de la técnica, lo cual
resulta en una caida artificial en las concentraciones de
particulas en estos limites de deteccion. Los experimentos
de control con particulas de tamafio conocido y otras pro-
piedades relevantes para la detecciéon deben realizarse a
fin de comprender los limites practicos de las técnicas para
los tipos de particulas que se estan investigando. Los re-
sultados de dichos experimentos pueden definir los limites
de datos confiables para cada instrumento. La distribucion
del tamafio de particula obtenida a partir de las técnicas
de ensemble, en ausencia de las etapas de separacién por
tamafio previas, son especialmente propensas a errores, y
dichos métodos deben evaluarse cuidadosamente con sus-
pensiones de particulas polidispersas con una distribucion
de tamafio de particula conocida.

La determinacién de tamafio y los resultados del recuen-
to obtenidos usando (algunas) técnicas opticas a menudo
dependen del procedimiento de calibracion y de los estan-
dares usados. Un enfoque es aplicar factores de correccion
al diametro de particula medido y/o a la concentracién de
particulas (78). Sin embargo, aun no se han desarrollado
del todo los algoritmos para la aplicacion de correcciones
para instrumentos que miden particulas submicrénicas
(79), y la aplicacién de factores de correccién sera dificil sin
el conocimiento del tipo y de las propiedades de las parti-
culas medidas. Los estandares de concentracién comercia-
les, basados en perlas de latex de poliestireno (PSL, por sus
siglas en inglés), estan disponibles en el rango submicréni-
co. Para métodos épticos, se recomiendan las mediciones
en particulas con indice de refraccion reducido con respec-
to al liquido matriz como complemento a las mediciones
con latex de poliestireno (20).

Preparacion de la muestra

La preparacién de la muestra puede ser una fuente de
problemas para la mayoria de los métodos analiticos.
Para evitar contaminacion por particulas extrafias, pue-
de ser necesario realizar la preparacion de la muestra en
un ambiente controlado usando un equipo tal como una
cabina de flujo laminar, envases libres de particulas y/o
soluciones amortiguadoras libres de particulas para dilu-
ciones. Se deben usar controles adecuados para mostrar
que la preparacién de muestra por si misma no conlle-
va a la captacion o formacion de particulas extrafias o a
la pérdida de particulas inherentes. El atrapamiento de
burbujas de aire también es una fuente comun de pro-
blemas, en especial para muestras altamente viscosas y
puede requerir desgasificacién. Los procedimientos de
desgasificacion deben estandarizarse, y se debe confir-
mar que no ocasionan agregacion adicional o generacién
de particulas.

Es crucial pipetear y manipular la muestra de manera
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cuidadosa debido a que, una vez introducidas en la mues-
tra, las burbujas de aire pueden ser dificiles de eliminar.
Asimismo, es importante poner atencién al muestreo ho-
mogéneo y representativo. Se debe comprendery tener en
cuenta la estabilidad de las particulas como una funcion
del tiempo, la temperatura y la manipulaciéon. No se debe
usar ultrasonido como medio para homogeneizar mues-
tras de proteinas.

Otras diferencias no aparentes en la manipulacion y pre-
paracién de la muestra o diferencias en el equipo pueden
resultar en datos confusos tal como se ejemplifica en el
analisis de muestras intra-laboratorio.

La dilucién de la muestra también puede ocasionar agre-
gacion, ruptura o disolucién de las particulas, lo cual resul-
ta en concentraciones mas altas o mas bajas de particulas
y en distribuciones de tamafio de particula alteradas (des-
pués de la correccién por el factor de dilucién) con respecto
a la muestra no diluida.

Controles

Es importante usar controles apropiados para evaluar y
asegurar la calidad de los resultados obtenidos. La medi-
cion de controles negativos (blancos) y controles positivos
debe integrarse en la rutina de medicion.

Controles para aptitud del sistema

Para los métodos de determinacion del tamafio/recuen-
to de particulas, la calibracién y el mantenimiento progra-
mados de forma regular a menudo se llevan a cabo con
multiples estandares de latex de poliestireno de tama-
fios diferentes que abarcan un amplio rango de tamafio,
mientras que la aptitud del sistema a menudo se verifica
Unicamente con uno o dos estdndares antes del analisis.
Sin embargo, debido a que las particulas de proteina tie-
nen diferentes propiedades en comparacion con las es-
feras de poliestireno (p. ej., indice de refraccién, formay
distribucion del tamafio) los controles adicionales pue-
den ser beneficiosos para juzgar la aptitud de un método
para cuantificar y caracterizar particulas de proteinas. La
diferencia en el indice de refraccién entre la solucién y
la particula que se estd analizando es un pardmetro im-
portante. En general, un contraste de imagen mas bajo o
una diferencia menor en los indices de refraccién entre
las particulas y la solucién disminuye la sensibilidad de los
métodos opticos.

Controles adicionales

También son importantes los controles para evaluar el
impacto de la preparacion de la muestra. El procedimien-
to debe incluir llevar a cabo la misma preparacién para un
placebo como el que se usa para medir muestras de pro-
ducto reales. Los analisis de la concentracién de agua o una
solucion amortiguadora libre de particulas cuando entra
en contacto con el equipo y/o los materiales desechables
también deberian usarse como control.

El uso de controles para evaluar el impacto de la dilucion
muestra debe incluir experimentos para analizar la influen-
cia que tiene la dilucién no solo sobre las concentraciones
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de particulas, sino sobre otras propiedades de la muestra,
p. €j., analizando las muestras con métodos adicionales/
ortogonales.

Los controles para niveles de fondo de la matriz de mues-
tra/excipientes deben incluir el analisis de la formulacién
exenta del ingrediente farmacéutico activo en paralelo con
el medicamento.

da, o los fluidos de enjuague tengan viscosidades muy
diferentes.

* Los recuentos de particulas altos pueden derivarse de los
excipientes, por ejemplo, la presencia de micelas de sur-
factante, impurezas de nanoparticulas dentro de los azu-
cares (22), asi como otras especies que aparecen como
particulas para el método de recuento usado.

Problemas, efectos de la matrizy puntos a considerar . para |os métodos de dispersion de luz y de imagenologia

* El atrapamiento de burbujas de aire durante la manipula- de luz, una diferencia baja en el indice de refraccion entre

cion de la muestra puede llevar a recuentos artificialmen-
te altos (27).

La materia extrafia (p. ej., polvo, desechos de la celda de

las particulas de proteinay la formulacion puede llevar a
la subestimacion de tamafios y recuentos de particulas.
Para la dispersién dindmica de la luz y el anélisis de ras-

treo de nanoparticulas, el tamafio medido de las particu-
las individuales no se ve afectado de manera importante,
pero una diferencia baja en el indice de refraccion puede
resultar en la falta de deteccién de particulas, lo que con-
lleva a recuentos de particulas reducidos y/o un cambio
en la distribucion del tamafio de particula. Una diferencia
baja en el indice de refraccion ocasionara errores de ta-
mafio grandes para las mediciones de dispersién de luz
estdtica y de obstruccién de luz a lo largo de la totalidad
del intervalo de tamafio de los instrumentos. Las medi-
ciones del analisis por imagenologia dinamica (DIA, por
sus siglas en inglés) pueden ser erréneas como resulta-
do de un contraste de imagen reducido, en especial para
particulas que son menores de aproximadamente 5 pm,
las cuales podrian no detectarse del todo, o como resul-
tado de la deteccién de particulas grandes como multi-
ples fragmentos mas pequefios.

medicién o del recipiente de la muestra) puede sesgar la
medicién o reducir la relacién sefial-ruido.

* Las lineas del efecto schlieren (problemas épticos que
resultan del indice de refraccién falto de homogeneidad
del liquido matriz) pueden ocasionar resultados erré-
neos para el método basado en elementos 6pticos. Las
lineas del efecto schlieren pueden ocurrir, por ejemplo,
si los volumenes previos a la corrida son muy bajos, lo
que genera retencion en la celda de flujo de algo de li-
quido con un indice de refraccién diferente, el cual pue-
de mezclarse con la muestra entrante. Se debe tener
cuidado de verificar la depuracién apropiada de la celda
de flujo cuando la muestra, los fluidos previos a la corri-

* Los métodos de caracterizacion de particula basados
en luz no son adecuados para medir muestras turbias u
opalescentes, a menos que el propdsito sea medir la tur-
bidez de la muestra. Si se deben usar métodos basados
en luz para dichas muestras, se recomienda la dilucion
para minimizar la interferencia ocasionada por la turbi-
dez o la opalescencia.
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* La presencia de particulas altamente dispersas puede
interferir con las mediciones basadas en dispersion de
luz. La importancia de los datos de dispersién dinami-
ca de la luz como una técnica de ensemble puede verse
afectada por unas pocas particulas altamente dispersas,
ocultando particulas mas pequefias. El analisis de rastreo
de nanoparticulas también puede verse afectado, lo que
puede resultar en un subconteo o puede imposibilitarle
la realizacién de una medicion razonable.
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Requisitos para analisis robusto

Uno de los desafios principales para el analisis de par-
ticulas submicrénicas es la robustez de los métodos. Los
factores importantes a considerar incluyen la relevancia
estadistica de los resultados, la aplicacion apropiada de los
meétodos, la reduccion y eliminacion de problemas, y la in-
terpretacién correcta de los datos.

La experiencia actual con las mediciones de particulas en
el rango de tamafio submicrénico indica que la concentra-
cion de particulas crece sustancialmente a medida que el
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tamafio de las particulas disminuye. Sin embargo, las me-
diciones en el rango de tamafio submicrénico presentan
problemas significativos con la confiabilidad de los datos
(tanto el tamafio como el conteo) y, por ende, la validez de
la magnitud de las particulas informadas debe establecerse
con datos de referencia o con tendencias historicas.

El analisis robusto de estos recuentos grandes requiere lo
siguiente, desde un punto de vista meramente estadistico:

* La alicuota de muestra usada para la medicién debe ser
representativa de la muestra completa y de la poblacién
de particulas presentes. Esto es especialmente importante
en técnicas que cuentan particulas de manera individual,
tales como el analisis de rastreo de nanoparticulas y reso-
nador de microcanales en suspensién. Pueden requerirse
multiples mediciones en alicuotas independientes.

* Se debe contar un nimero adecuado de particulas para
obtener resultados que son estadisticamente validos. El
recuento de un gran numero de particulas reducira el
error estandar de la media, dado que la practica general
es analizar tres alicuotas de cada articulo de prueba. Si
se recuentan menos particulas por alicuota, se requeriria
un gran numero de particulas para reducir el error estan-
dar de la media. El andlisis debe realizarse en una frac-
cioén lo suficientemente grande de la muestra total para
evitar errores de magnificacién debido a factores de co-
rreccién grandes al informar particulas para el volumen
entero de la muestra (23).

Existen puntos a considerar mas alla de estos requisitos
generales dependiendo de los instrumentos y técnicas que
se estan usando:

1 El procedimiento de preparacion de la muestra no debe
requerir una manipulacion importante, pues esto puede
resultar en cambios en las particulas. Si se requiere dilu-
cion, se debe verificar el procedimiento de dilucién para
asegurar la ausencia de impacto sobre los resultados
[(ver el capitulo (1787))] (27), incluida la seleccion del me-
dio de dilucién. Se debe usar el factor de dilucién minimo
adecuado, que se establece realizando una dilucion en
serie. Otras manipulaciones de la muestra deben contro-
larse y verificarse de manera similar.

2 Se deben incluir controles blanco y placebo apropiados
como parte del analisis para entender los recuentos de
fondo y cualquier contribucién de los componentes no
proteinicos de la muestra.

3 El riesgo de bloqueo del canal o celda de medicién por
particulas grandes presentes en las muestras debe te-
nerse en consideracion y monitorearse usando celdas de
calibre pequefio para medir particulas pequefias.

4 De preferencia, las mediciones deben realizarse en me-
dio del intervalo dindmico (para el tamafio y en especial
para el recuento) del instrumento para obtener resulta-
dos exactos y reproducibles. Diluir o concentrar mues-
tras para minimizar problemas instrumentales puede
tener efectos indeseables sobre la muestra.
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5 Los instrumentos en el rango submicrénico por lo regu-
lar miden una alicuota pequefia de la muestra. Se deben
considerar las pérdidas por adsorcién en las tuberias y
otras superficies de contacto, aunque con recuento de
particulas altos en el rango de tamafio submicrénico,
dichas pérdidas pueden no introducir errores significa-
tivos.

6 Se pueden usar muestras bajo estrés para identificar el
umbral de deteccién de un cambio entre muestras para
las diversas técnicas. Los métodos ortogonales pueden
usarse para suplementar el analisis.

7 El mondmero de proteina en solucién crea un fondo/
ruido que dependera de la concentracion de proteina
de la muestra y cambiara el umbral o las caracteristi-
cas de deteccion. Los demds excipientes [en especial
aquellos presentes en grandes cantidades, p. ej., saca-
rosa e impurezas de particulas submicrénicas dentro
de la sacarosa (22) también tendran un impacto. Para
técnicas basadas en luz (dispersion dinamica de la luz,
analisis de rastreo de nanoparticulas) las propiedades
Opticas cambiaran, mientras que para el resonador de
microcanales en suspension, la densidad de fondo se
verd afectada.

8 Al considerar la diferenciacion de las particulas, se debe
reconocer que el resultado de tamafio y clasificacién se
deriva de una combinacién de pardmetros medidos y
asumidos, por ejemplo, el resonador de microcanales en
suspensién estima el tamafio basandose en las densida-
des asumidas para las particulas de aceite de silicona y
de proteinas (24). Puede ser necesario revisar los para-
metros para diferentes muestras.

Finalmente, la interpretacion de los datos es una par-
te integral de la obtencion de resultados robustos. Esto
incluye contar con una buena comprensién de los princi-
pios de medicion implicados, reconocer las limitantes de
cada técnica y, por ende, evitar la sobreinterpretacién,
asi como desechar resultados que no son confiables. Por
ejemplo, un pico individual de una medicién de disper-
sion dindmica de la luz no debe interpretarse como una
distribucién monodispersa de proteina o particulas en la
solucién analizada, y un perfil de distribucién multimo-
dal a menudo es una indicacién de datos deficientes. Es
necesario evaluar la idoneidad de la funcién de corre-
lacién para evaluar la calidad de los datos en lugar de
informar directamente los valores y perfiles producidos
por el software.

Aplicacion de técnicas: consideraciones sobre
fortalezas y debilidades

Conforme se indicé en la introduccién, las mediciones de
particulas en el intervalo de tamafio de 20 nm a 1 pm son
mas dificiles y menos comunes en la practica que las me-
diciones inferiores a 20 nm (p. ej., oligdmeros de proteina
medidos mediante cromatografia de exclusién por tama-
fio) o superiores a 1 pym (p. ej., particulas subvisibles mas
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Sin embargo, existen razones para extender las medi-
ciones del tamafio de particula en el rango submicrénico.
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mayor que un orden de magnitud. No conocer las canti-
dades, la distribucién del tamafio y las caracteristicas de

las particulas en el intervalo de tamafio de aproximada-
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mente 20 nm a 1 pm incrementa el riesgo de no cono-

cer completamente las caracteristicas del producto; por
ejemplo, no es posible determinar si existe una relacién

entre los agregados de proteina a lo largo del continuo
de tamafio sin la capacidad de medir la poblacion de par-
ticulas de proteina a lo largo de todo el intervalo. Los es-

e

tudios sobre el mecanismo de agregacién de proteina y
formacioén de particulas visibles, asi como sobre las cau-

sas raiz de estas particulas se ven comprometidos por
la dificultad de contar y caracterizar particulas en el ran-
go submicroénico. No es posible determinar si existe una

correlacién matematica entre las particulas de diversos
tamafios hasta que se cuente con una forma de medir de
manera confiable cada poblacion.

De manera similar, no es posible correlacionar apropia-

damente la inmunogenicidad, la eficacia y demas conse-

cuencias biolégicas de estas particulas submicrénicas sin

tener, como minimo, la capacidad de contarlas y deter-
minar el tamafio. Una pregunta general al estudiar el po-
tencial inmunogénico de las particulas es si la respuesta
inmune total para un conjunto de especies de particulas
(si se observa) se correlaciona mejor con la concentracién

de particulas, la masa, el volumen u otras caracteristicas,

ademads del tamafio de particula. Los perfiles de distri-

bucién de tamafio de particula para proteina agregada

muestran concentraciones de particulas que crecen rapi-
HPLC -YL9100

damente a medida que el didmetro disminuye. Por ende,

si la respuesta es proporcional a la concentracién de par-
ticula independiente del tamafio, las mediciones en el in-
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tervalo de 20 nm a 1 ym pueden ser criticas para evaluar
con exactitud el riesgo de inmunogenicidad de una formu-
lacién de proteina terapéutica. Sin embargo, la masa o la

distribucion del volumen de particulas pueden alcanzar el
maximo a un tamafio mayor de 1 pm, y adquirir datos por
debajo de 1 pm podria no agregar un valor significativo a
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la evaluacién de riesgo; esto solamente puede entenderse

con mediciones confiables de la poblacién a lo largo del
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cial de ser inmunogénico han generado una variedad de

conclusiones, dependiendo de si el agregado estudiado se
encontraba en presencia de coadyuvante, tal como parti-
culas parecidas a virus en vacunas (25-26) o si se gener6 al
someter a estrés a la solucién de proteina (7,27). Los agre-
gados de proteina en ausencia de coadyuvante en el rango
de tamafio submicrénico parecen tener un potencial inmu-
nogénico sustancialmente menor que las particulas subvi-
sibles mas pequefias de entre 2 y 10 ym (27-28). Los es-
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tudios como los mencionados son muy importantes, pero
a la fecha no han incluido caracterizacién ni cuantificacién
suficiente de particulas submicrénicas. Esto demuestra
aun mas la necesidad del desarrollo de métodos analiticos
para estas especies.

Hasta hace poco el nimero de técnicas que podian apli-
carse al rango de tamafio submicrénico era limitado. Sin
embargo, se esta desarrollando o adaptando un creciente
numero de tecnologias aplicables para este propdsito. Las
técnicas establecidas de citometria de flujo y fracciona-
miento de campo-flujo se han aplicado con éxito a la me-
dicién de particulas de proteina (29). Los nuevos métodos
de resonador de microcanales en suspension, analisis de
rastreo de nanoparticulas, deteccién de pulsos resistivos
(RPS, por sus siglas en inglés, una variacién de la zona de
deteccién eléctrica) y dispersién de luz estatica estan aho-
ra disponibles como instrumentos comerciales. En princi-
pio, esta diversidad de instrumentos provee un conjunto
de mediciones ortogonales suficientes para distinguir di-
versos tipos de particulas. El fraccionamiento de campo-
flujo y la ultracentrifugacion analitica en combinacion con
detectores apropiados pueden proveer tanto el tamafio
de particula como las distribuciones de masa (a lo largo
de un rango de tamafio mas amplio que otros métodos),
y el andlisis de rastreo de nanoparticulas, la deteccion de
pulsos resistivos y el resonador de microcanales en sus-
pension son métodos de particula individual que proveen
el tamafio de particula, la concentracién y la masa flotan-
te, respectivamente.

Sin embargo, aun existen desafios en el estudio de ru-
tina de las particulas submicrénicas. Los instrumentos
que abarcan el rango de tamafio submicrénico requieren
cuidados en la operacién, consideraciones ambientales
y un alto nivel de comprensién y habilidades del opera-
dor; las discrepancias entre diferentes métodos pueden
ser bastante grandes; ademds, no existen métodos es-
tablecidos para comparar o estandarizar mediciones a
partir de diversos tipos de instrumentos. Trabajar con
suspensiones de particulas de proteinas presenta desa-
fios que no estan presentes al medir muestras monodis-
persas y no adherentes. Por ejemplo, las particulas de
proteinas polidispersas y morfolégicamente irregulares
atascan facilmente canales pequefios usados para un
resonador de microcanales en suspensién y un sensor
de pulsos resistivos, y las proteinas pueden absorberse
en las membranas usadas en el fraccionamiento de cam-
po-flujo, resultando en una recuperacion y repetibilidad
deficientes. La sensibilidad de los detectores y la masa
de muestra pequefia que por lo regular se usa para el
fraccionamiento de campo-flujo puede limitar la capaci-
dad de detectar y cuantificar los datos generados. Diluir
las muestras para igualar los intervalos de concentracion
6ptimos puede resultar en la formacién o disolucion de
particulas. Como resultado de estos factores, en la ac-
tualidad la confianza en los datos derivados del rango de
tamafio submicrénico no es alta.

Para promover mediciones confiables de rutina en la
region submicrénica, las mayores necesidades son una
reproducibilidad, robustez y simplicidad mejorados de los
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instrumentos, asi como la capacidad de medir la muestra
directamente.

Los métodos estandarizados y las formas de armonizar
los resultados de instrumentos distintos también mejora-
rian la reproducibilidad y la utilidad de la medicion. Esto, a
su vez, mejoraria la probabilidad de hacer de las medicio-
nes de particulas submicrénicas una tarea rutinaria. La dis-
ponibilidad de abundantes datos de particulas submicréni-
cas facilitara la evaluacién del impacto sobre la seguridad
de estas particulas, su valor como indicador de la calidad
del producto y su criticidad para la via de agregacion. Para
aclarar la relacién entre las concentraciones de particulas
submicrénicas y el riesgo para la calidad del producto, se
requiere mas investigacion:

1 Mediciones adicionales sobre la inmunogenicidad de
particulas seleccionadas por tamafio mejorarian nuestra
comprension sobre qué propiedades de las particulas y
rangos de tamafios se correlacionan de mejor manera
con larespuesta inmune y las propiedades biolégicas (ta-
les como potencia).

2 Se requieren conjuntos de datos para distribuciones de
tamafio de particulas de proteinas, a lo largo de un in-
tervalo de tamafio desde submicrén hasta 100 pm a fin
de comprender si las concentraciones de particulas en
el intervalo de tamafio micrénico pueden extrapolarse a
tamafios mas pequefios. Estos experimentos deberian
realizarse usando formulaciones y mecanismos de es-
trés generadores de particulas que produzcan particu-
las que sean altamente comparables con aquellas gene-
radas en la produccion y almacenamiento de farmacos
actuales.

3 Se requieren mejores métodos para diferenciar tipos de
particulas y también para determinar la conformacion
de proteina (nativa, no plegada, parcialmente plegaday
estructura secundaria y terciaria) en el rango de tamafio
submicrénico.

4 Serequiere desarrollar métodos apropiados y materiales
de referencia para asegurar el recuento y la determina-
cion de tamafio exactos de particulas en el rango submi-
crénico.

Conclusion

Es aparente que los avances tecnolégicos en los ultimos
afios han comenzado a cerrar la denominada “brecha
subvisible” en las mediciones de particulas en productos
de proteinas terapéuticas (30-37). En cierto grado, las par-
ticulas en el dominio de tamafio submicrénico que estan
presentes en estos productos pueden ahora detectarse,
determinar su tamafio, contarse y también clasificarse, en
orden ascendente de dificultad y en orden descendente
de robustez. Las técnicas usadas al analizar las mismas
muestras informaran resultados que diferiran entre si de-
bido a la variedad de principios de deteccién y caracteri-
zacion implicados. La robustez del analisis esta también
actualmente limitado debido a la falta de apreciaciéon de
factores que pueden llevar a problemas y a la interpreta-
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cion incorrecta de resultados, asi como a limites técnicos
de los instrumentos. Se espera que la mayor experiencia
con las técnicas, asi como la innovacién y el desarrollo de
tecnologia e instrumentacién ayuden a aumentar nuestro
entendimiento de sus ventajas y limitaciones, asi como a
cerrar la brecha entre técnicas.

Asimismo, se espera que este articulo de Estimulo esti-

mule a los cientificos a explorar la utilidad y la aplicabilidad

de las técnicas sobre una variedad diversa de muestras, a
desarrollar mejores practicas para su uso, y a compartir la
experiencia con la comunidad mediante publicaciones y
presentaciones. Al mismo tiempo, se espera que la comu-
nidad de los instrumentos también pueda conectarse con
los cientificos de desarrollo para mejorar ain mas las tec-
nologias y técnicas, asi como su aplicabilidad a la diversa
variedad de tipos de productos. m
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Asuntos Regulatorios

Preparacidon para las inspecciones
de la FDA de EE.UU.

Vincent H Chang, Ph.D., Managing Director, YiLi Consulting, LLC

* Introducciéon

* La inspeccién internacional de la FDA de
EE.UU.

* La preparacion del sitio sujeto a inspeccién

* Durante la inspeccion

* Reunién de cierre

* Después de la inspeccion

Introduccion

Las inspecciones de los sitios de elaboraciéon son unos de
los medios principales por los cuales la FDA [Administracion
de Alimentos y Medicamentos, por sus siglas en inglés] de
los EEUU, el EDQM [Directorio Europeo para la Calidad de
las Medicinas y el Cuidado de la Salud, por sus siglas en in-
glés] y otras autoridades regulatorias interactdan con las
compafiias. Estas autoridades tipicamente evaltan los sitios
con respecto a su cumplimiento respecto a las GMPs para
la manufactura comercial conjuntamente con la verificacion
de la integridad de los datos en los registros de produccion
y aquellos usados para el registro de los productos. Cuanto
mejor preparados se pueda estar para tales interacciones,
tanto mas positiva seran las inspecciones para la instalacién
involucrada y para la compafiia. Una inspeccién favorable
también permite construir la confianza y la credibilidad con
los cuerpos regulatorios, los pacientes y los clientes. Para
una CMO (Organizaciones de Manufactura por Contrato,
por sus siglas en inglés), una historia de inspecciones re-
gulatorias exitosas pueden significar un impacto positivo
sobre la lealtad de sus clientes y sobre el negocio.

El proposito de este articulo es describir el proceso de
inspeccion internacional de la FDA de los EEUU y al mismo
tiempo efectuar algunas recomendaciones para el sitio que
se prepara para recibir tal inspeccion.

La FDA ha efectuado inspecciones internacionales des-
de 1955. En el afio 2012, el Congreso americano aprobo el
Acta de Seguridad e Innovacién, que entre otras cosas re-
queria que la Agencia inspeccionara facilidades extranjeras
que elaboran productos que se venden en el mercado de
los EEUU tan frecuentemente como lo hacia con las plan-
tas domésticas. Habia una razén para esta Acta: alrededor
del 80 por ciento de todos los ingredientes farmacéuticos
activos [API, por sus siglas en inglés] usados para elaborar
productos medicinales en los EEUU provienen de otros pai-
ses; ademas aproximadamente el 40 por ciento de los me-
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Traduccién por Magdalena Nannei

dicamentos usados cada dia en los EEUU se elaboran fuera
del pais. Dos de los principales exportadores del mundo
son India y China, cada una con cerca de 500 sitios ela-
boradores registrados en la FDA (Consumer Report, Abril
25, 2014). La FDA de Estados Unidos ha estado trabajan-
do con los gobiernos de India y de China para aumentar la
cantidad de Investigadores de la FDA que estén basados
localmente en esos paises y existe la orden de conducir
inspecciones oportunas en mayor cantidad de plantas de
China e India. Sin embargo, la mayoria de las inspecciones
extranjeras, incluyendo aquellas de India y China, aln son
realizadas por Investigadores de los EEUU.

La Guia para Viajes e Inspecciones Internacionales [Guide
to International Inspections and Travel] provee al personal
de la FDA los procedimientos operacionales, de inspeccion,
y de investigacion y puede encontrarse en la pagina web de
la FDA (http://www.fda.gov/ICECI/Inspections/Foreignins-
pections). Esta guia contiene informacién con respecto a
la autoridad, objetivos, responsabilidades, politicas e ins-
trucciones y referencias para asistir a los Investigadores y
analistas que conducen las inspecciones internacionales.

La inspeccién internacional de la FDA
de EE.UU.

El proposito de las Inspecciones Internacionales es asis-
tir en el cumplimiento de la misién general de la FDA para
asegurar que los medicamentos, dispositivos médicos, pro-
ductos biolégicos y alimentos manufacturados en paises
extranjeros con el proposito de distribuirse en los EEUU,
cumplan con las leyes y reglamentaciones, que los no-cum-
plimientos sean identificados y corregidos y que cualquier
producto inseguro o ilegal sea retirado del mercado. Ade-
mas, la FDA ha inspeccionado laboratorios toxicolégicos
extranjeros y otras instalaciones involucrados en los en-
sayos para aprobaciones pre-NDA [New Drug Application,
por sus siglas en inglés] para asegurar el cumplimiento de
los requerimientos de las Buenas Practicas de Laboratorio
(GLPs) [GLP, Good Laboratory Practice].

El programa de inspeccién internacional de la FDA es
gestionado por la Division of Field Investigations (DFI) [Divi-
sion de Investigaciones de Campo]y por la Office of Regional
Operations [Oficina de Operaciones Regionales] dentro del
Office of Regulatory Affairs [Oficina de Asuntos Regulato-
rios]. Las operaciones diarias referentes a las inspecciones
internacionales, la armonizaciéon global y las actividades



internacionales relacionadas son realizadas por la Interna-
tional Operations Branch (IOB) [Rama de Operaciones Inter-
nacionales] en la DFI. La DFl realiza todas las selecciones de
Investigadores/Analistas de la Office of Regional Operations
que estan participando en las inspecciones internaciona-
les. La DFI efectua la seleccion a partir de los miembros
disponibles de los Cuadros Internacionales determinando
aquellos mas calificados para el tipo de trabajo en un viaje
especifico.

Las solicitudes de inspecciones internacionales pueden
provenir de cinco Centros de la FDA (CDER, Center for Drug
Evaluation and Research [Centro de Evaluacién e Investiga-
cién de Medicamentos]; CDRH, Center for Device Evaluation
and Research [Centro de Evaluacion e Investigacién de Dis-
positivos]; CVM, Center of Veterinary Medicine [Centro de
Medicina Veterinaria]; CFSAN, Center for Food Safety and
Applied Nutrition [Centro de Seguridad Alimentaria y Nutri-
cién Aplicadal; y CBER, Center for Biologics Evaluation and
Research [Centro de Evaluacion e Investigacion de Biolégi-
cos]). En el caso de Productos Farmacéuticos esta actividad
puede ser el resultado de una presentacion de NDA, ANDA
[Abbreviated New Drug Application, Aplicacion Abreviada
de un Nuevo Producto] o PMA [Premarket Approval, Apro-
bacién pre-comercializacién] o por el registro y listado de
una firma o por haberse hallado un producto que viola la
legislacion y que se ha importado en los EEUU. Hay inspec-
ciones de vigilancia para aquellas firmas que exportan pro-
ductos en los EEUU o sus API [Active Pharmaceutical Ingre-
dient] son usados para elaborar productos presentes en el
mercado de EEUU. Otras inspecciones pueden surgir por el
hecho de tener la firma un historial de inspecciones previas
qgue demuestran violacién de la legislacion involucrada y/o
tiene problemas relacionados a los MDRs [Medical Device
Reporting, Reportes de Dispositivos Médicos], reacciones
adversas o se han visto involucradas en retiros del merca-
do (ya sea en los EEUU o para productos similares comer-
cializados en otros paises).

Las inspecciones internacionales difieren de las inspec-
ciones domésticas efectuadas por la FDA en los EEUU ya
que en estas Ultimas los Inspectores se presentan frecuen-
temente en los establecimientos sin aviso previo, en cam-
bio en las internacionales generalmente se precisa de una
pre-notificacién. La DFI/IOB envia solicitudes incluyendo la
fecha de inspeccién propuesta al manufacturero extranje-
ro ya sea contactandolo directamente o por medio de un
agente en los EEUU.

La DFI/IOB generalmente asignara la inspeccién de varias
firmas durante cada viaje internacional asegurando que la
duracion promedio sea de un periodo de tres semanas. Las
firmas seleccionadas durante un viaje generalmente seran
limitadas a la manufactura de un tipo de producto. El tiem-
po asignado para cada inspeccion varia dependiendo del
tipo y cantidad de productos a ser cubiertos. Por ejemplo,
es comun para instalaciones que elaboren formas farma-
céuticas solidas disponer una inspeccién de cinco dias por
medio de un Inspector de vigilancia, en cambio, para sitios
manufactureros de productos inyectables, la inspeccion
podria durar mas. Es una rutina que un representante (es-
pecialista) de la Division of Scientific Investigations (DSI) [Divi-
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sion de Investigaciones Cientificas] acompafie al Investiga-
dor durante las inspecciones cuando las mismas han sido
solicitadas por el Center for Drug Evaluation and Research
(CDER). (Nota: con el inicio de las inspecciones de la FDA en
China e India, el preanuncio de las inspecciones se origina
normalmente en la oficina del pais y generalmente provee-
ran un aviso de una semana).

Los Investigadores de la FDA han sido entrenados en sus
politicas y procedimientos que incluyen QSIT (Quality System
Inspection Technique) [Técnica de Inspeccion en Sistemas de
Calidad], Compliance Manuals [Manuales de Cumplimiento],
FDA Interrogation Techniques [Técnicas de Interrogatorio de
la FDA] y On-the-Job Training with National Experts [Entrena-
miento in-situ con Expertos Nacionales]. Los Investigadores
también son entrenados en los procesos y técnicas de Ins-
peccién para detectar adulteraciones y contaminacion. Los
lectores pueden encontrar informacién de utilidad para
prepararse para una inspeccién de la FDA en los siguientes
enlaces en el sitio web de la FDA de EEUU:

Investigations operations manual [Manual de investigacion

de operaciones] www.fda.gov/ICECI/Inspections/IOM

Inspection guides [Guias de Inspeccion]

www.fda.gov/iceci/inspections/inspectionguides

* Inspection References, Guides and Field activities [Referen-
cias de Inspeccién, Guias y actividades de Campo]
www.fda.gov/ICECI/Inspections

e Compliance Program Guidance Manuel (CPGM) [Manual
Guia del Programa de Cumplimiento]
www.fda.gov/ICECI/ComplianceManuals/Compliance-
ProgramManual/default.htm

* Inspection Database [Base de Datos de Inspeccion]

www.fda.gov/ICECI/Inspections/ucm222557.htm

Los Inspectores internacionales generalmente reciben
orientacién desde los Centros o en algunos casos podria
ser necesario recurrir a las oficinas centrales de la FDA para
recibir instrucciones antes del viaje. La DFl asegurara que
todos los problemas/preguntas que los Centros deseen
resolver sean conocidos por los Inspectores. La DFI ubica
y arma todos los NDAs, ANDAs, INDs [Investigational New
Drug Application], DMFs [Archivo Maestro de Medicamen-
tos], PMAs, NADAs [Nueva Aplicacién de Medicamento para
Animales], etc., para el uso del Investigador/Analista. Estos
documentos estaran disponibles para su revision durante
las reuniones de instruccién planificadas. Inmediatamente
antes de la visita, el Investigador revisara los eventos ac-
tuales, los Establishment Inspection Reports (EIRs) [Reportes
de Inspeccion a Establecimientos] y Notificaciones 483 pre-
vios, la correspondencia entre la Compafiia/Oficina Cen-
tral, las Evaluaciones Internas, los memos de Asignacién, el
Material de Referencia, las Acciones de Campo/Retiros del
Mercado y los Reclamos (si existen).

La preparacion del sitio sujeto a inspeccién

Una CMO puede esperar la inspeccion de la FDA de
EEUU cuando el respectivo DMF sea activado por sus
clientes por primera vez. Cuando las compafiias registran
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una NDA, ANDA o 503b, también pueden esperar recibir
una inspeccioén. Para la aprobacion pre-inspeccion, la FDA
tipicamente envia dos Inspectores, uno es un generalis-
ta en GMP y el otro es un especialista. Los especialistas
son comUnmente Inspectores que son reconocidos por la
FDA de EEUU como especialistas o expertos en una de-
terminada area como quimica o microbiologia. Ocasional-
mente un ingeniero puede asumir el rol de especialista.
La FDA de EEUU generalmente contacta la compafiia dos
a cuatro meses antes de la inspeccién para confirmar
la fecha de la misma y facilitar los preparativos del via-
je (ver nota arriba). En algunas oportunidades la FDA de
EEUU le solicitara a la firma sugerir un hotel para la es-
tadia de los Inspectores. Al contrario de lo que realiza la
TGA, [Therapeutic Goods Administration, Administration
de Productos Terapéuticos, Australia] y la Unién Europea,
en las cuales los Inspectores cargan sus gastos de viaje
a la firma en forma directa, los Inspectores de la FDA de
EEUU pagan sus propios gastos de viaje. Una buena for-
ma que tiene la firma de conocer el presupuesto para los
hoteles es verificar en la Guia del gobierno federal de los
EEUU las autorizaciones sobre el maximo que los emplea-
dos gubernamentales pueden gastar en hotel para una
determinada region. (https://aoprals.state.gov/content.
asp?content_id=184&menu_id=78)

Cuando la compafiia no usa el inglés para su operacion
diaria, deben identificar el/los traductor(es) dentro de la
misma compafiia o de un servicio externo. [dealmente los
traductores deberian conocer las GMPs basicas de tal for-
ma de que los comentarios de los profesionales de calidad
le sean familiares. Si es posible, seria deseable que conoz-
can los Sistemas de Calidad de la compafiia y sus opera-
ciones. Al menos, los traductores deberian visitar el sitio
antes de la visita de las autoridades de inspeccién. Debe
recordarse que los traductores deben tener bien claro que
deben traducir las preguntas efectuadas por los Inspecto-
res y traducir la informacién provista por los representan-
tes de la firma.

Antes de la inspeccién, los Investigadores generalmente
solicitan la lista de las politicas y Procedimientos Estandar
de Operacién (SOPs) [Standard Operation Procedures).
Ellos pueden también solicitar organigramas, lista de OOS
[Out of Specification, Resultados Fuera de Especificacion],
OOT [Out of Trend, Resultados fuera de Tendencia], CA-
PAs [Corrective Actions Preventive Actions], cambios re-
cientes en la documentacién/produccién/laboratorio, reti-
ros del mercado, reclamos, etc. Silos documentos del sitio
no estan en inglés, decidiran qué documentos criticos de-
berian traducirse a este idioma (al menos los elementos
claves).

La firma deberia obtener los registros de despacho de
los productos exportados a los EEUU ya sea para distri-
bucién o para ulterior proceso y exportacion. Esta infor-
macién deberia estar inmediatamente disponible si fuera
solicitada por los Inspectores. La informacién general de
la distribucién de los productos se presenta durante la reu-
nién introductoria/inicial y la informacion especifica de la
distribucion se efectla si fuera solicitada por los Inspecto-
res. Los Inspectores necesitan de esta informacién cuando



preparan el Reporte de Investigacion del Establecimiento
(EIR) una vez efectuada la inspeccién. El EIR generalmente
contiene la informacion sobre el agente en EEUU de la em-
presa, la empresa en cuestién, los productos enviados, y el
volumen de distribuciény el propdsito de uso programado.

Un sitio bien preparado es critico para pasar una inspec-
cion exitosa. Todo el personal de la compafiia involucra-
do en la inspeccion, incluyendo el personal de seguridad,
deben conocer sus roles, responsabilidades y derechos
de decision durante la inspeccion. Deben también estar
al tanto de los derechos de la compafiia y de la agencia
de inspeccion antes de la llegada de los Investigadores. Si
el sitio ya ha sido inspeccionado por las mismas autorida-
des anteriormente, todos los involucrados en la inspeccion
deberian estar familiarizados con los reportes previos de
inspeccion, las citaciones recibidas y las respuestas/com-
promisos asumidos.

La compafiia deberia preparar las instalaciones para la
inspeccion -limpieza, reparaciéon y pintura si es posible-
para demostrar que las instalaciones estan bien manteni-
das. Una sala de reuniones debe estar disponible y la ma-
yoria de los documentos/datos que probablemente sean
requeridos deberian ser trasladados alli de tal manera que
sean facilmente ubicados y provistos a los Inspectores si
los mismos fueran solicitados durante la inspeccién. Ideal-

mente, el sitio deberia conducir un simulacro de inspeccion
en forma anticipada para que todos, incluyendo los traduc-
tores, comprendan el proceso de inspeccion y sus respec-
tivos roles durante la misma. Ademas, con esta practica el
sitio sera capaz de identificar sus fragilidades y deficiencias
durante el simulacro de inspeccién y de esta forma tendra
la oportunidad de remediarlas. En el caso de que no hubie-
ra suficiente tiempo para corregir problemas antes de una
inspeccion, el sitio puede crear un plan de mitigacién que
se puede mostrar a los Inspectores. Si los Investigadores
identifican la mima deficiencia durante la inspeccién podria
pasar que no citen la deficiencia en sus observaciones, ya
que la firma ha identificado el problema ella misma y ha
establecido un plan de mitigacién.

Algunas firmas tienen una politica que requiere que los
visitantes a un sitio firmen documentos como el registro
de visitantes, acuerdo de confidencialidad, descargo ex-
ceptuando a la empresa de cualquier responsabilidad u
obligacién en caso de accidente, etc., y para ello deben
solicitar a los Inspectores seguir los procedimientos de la
firma en primer lugar. Sin embargo, es posible, que los
Investigadores se nieguen a seguir algunos de estos re-
querimientos por lo que la firma debe prepararse anti-
cipadamente para tratar estas situaciones. Las empresas
en general sortean sus propios requerimientos por medio
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de la aprobacién de la alta gerencia para poder proceder
con la inspeccién.

Como parte de la preparacién para la inspeccion, la firma
podria querer conocer los antecedentes de los Inspecto-
res y la historia de inspeccién de los mismos por medio de
las 483/EIR que hayan emitido o por medio de las cartas
de advertencias que se hayan enviado como consecuencia
de sus inspecciones. Las 483s, EIR y cartas de advertencia,
pueden ser obtenidas en algunos casos directamente del
sitio web www.FDA.gov o a través de la solicitud de la Free-
dom of Information Act (FOIA) [Acta sobre la Libertad de In-
formacion]. Hay ademas varias compafiias a las cuales se
les puede solicitar esta averiguacion. Conocer de antema-
no los antecedentes de los Inspectores y los topicos criticos
en los que se focaliza la FDA, tales como en los afios recien-
tes ha sucedido sobre la integridad de datos, ayuda a las
empresas a prepararse para una inspeccion exitosa.

Durante la inspeccién

En las inspecciones internacionales, usualmente un re-
presentante de la compafiia buscara a los Inspectores en
el hotel en el cual estan alojados y los llevara al sitio. Los
Inspectores deberdn estar acompafiados durante todo el
tiempo de su estadia en el lugar de inspeccion por razones
de seguridad, salvaguardia y razones de gestién de la ins-
peccion.

Luego de la llegada de los Inspectores y de los correspon-
dientes saludos (intercambio de tarjetas de presentacion),
se efectlia una reunién de apertura donde la gerencia mas
alta del sitio debe estar presente. En las inspecciones de la
FDA, generalmente los Inspectores presentan sus creden-
ciales antes de la reunién inicial y comentan el propésito
de la inspeccién. Durante la reunién inicial, el sitio debe
proveer una breve resefia de la firma, la descripcién y/o
plano de las instalaciones resaltando la cantidad de espa-
cio, las areas de produccion, las de expedicién, una breve
explicacién de la operacién y de los productos, los Siste-
mas de Calidad y el organigrama. Esta es una oportunidad
también para que la compafiia notifique a los Inspectores
anticipadamente de cualquier situacion que podria afec-
tar la inspeccién. (Por ejemplo, el Experto en la Materia no
esta en el sitio, o si existe cualquier actividad edilicia que
se estuviera ejecutando durante el periodo de inspeccién,
cualquier obligacion religiosa o por vacaciones durante el
tiempo de inspeccion, etc.)

Un recorrido por las instalaciones es generalmente la
primera actividad que desea efectuar un Investigador. El
primer dia de la inspeccion, antes de la reunion inicial, es
una buena practica solicitar que un miembro del personal
recorra toda la ruta de inspeccion (incluyendo pasillos) para
verificar nuevamente la limpieza, ubicaciéon de sefializacio-
nes y etiquetas y otros aspectos que podrian suscitar cues-
tionamientos. Las agencias regulatorias europeas tienen la
reputacion de focalizarse mas en las instalaciones, pasar
mas tiempo en los areas operativas y conversar con los em-
pleados. El sitio deberia estar seguro que cualquier perso-
nal que se encontraria durante la visita esta preparado para
responder preguntas. Los Investigadores pueden solicitar -y
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frecuentemente lo hacen- volver a ver un area, por lo que el
sitio deberia estar preparado durante todo el tiempo que
dura la inspeccién. (Nota: se deberia estar preparado para
operar siempre en este nivel de preparacion). El sitio tam-
bién deberia asegurar que los Investigadores sigan todos los
procedimientos durante la recorrida en las instalaciones de
las distintas areas (medidas de seguridad de las computa-
doras, requerimientos de vestimenta, seguridad, operacion
adecuada de los sistemas de bloqueos de puertas, uso de
liquidos de lavado/desinfectantes de manos, etc.).

Dado que solamente los productos que estan sujetos a
requerimientos de pre-aprobacién y/o aquellos que se ex-
porten a los EEUU son cubiertos durante las inspecciones
internacionales, el recorrido de las instalaciones se halla
limitado a aquellas que estan relacionadas con los produc-
tos involucrados. Sin embargo, las areas comunes tales
como los almacenes y el laboratorio de control de calidad
se hayan incluidos en la recorrida. Algunos Inspectores
podrian requerir revisar la documentaciéon relacionada a
otros productos elaborados en las mismas areas que los
productos sujetos a la inspecciéon ya que aungue no sean
exportados a los EEUU, los mismos estan involucrados bajo
el mismo Sistema de Calidad.

Durante la recorrida, algunos Inspectores podrian dete-
nerse y solicitar al personal sus nombres, qué tareas estan
efectuando e incluso desearian que la persona les explique
qué es lo que estan haciendo con suficiente detalle para
que el Inspector verifique que comprende su trabajo y los
procedimientos. Los Investigadores luego podrian solici-
tar los registros de entrenamiento de ese personal para
asegurar de que existe un adecuado programa de entrena-
miento y que el mismo se sigue. Los Investigadores podrian
también seleccionar registros de liberaciéon y documenta-
cion relacionados a las materias primas almacenadas en
un almacén, tales como IQ [Calificacién de Instalacion, por
sus siglas en inglés], OQ [Calificacién de Operacién, por sus
siglas en inglés], PQ [Calificacién de Performance, por sus
siglas en inglés] y registros de mantenimiento preventivo y
calibracién referidos a equipos y dispositivos de las areas
de manufactura, para revisarlos con posterioridad.

Luego de la recorrida d las instalaciones, los Inspectores
comenzaran a revisar los registros de los Sistemas de Ca-
lidad y la documentacién correspondiente. Es en este mo-
mento donde las practicas de documentacién se ponen a
prueba. La FDA es bien conocida por enfatizar este aspecto
de la inspeccion. Tipicamente los documentos que se soli-
citan son los siguientes:

 Especificaciones de materiales de entrada, de proceso y
cambios

* Registros de producciéon de medicamentos/dispositivos
médicos, registros de lotes producidos

* Documentacion de validacion

* Control de cambios

e Entrenamiento

* Reclamos

* Acciones de campo/retiros del mercado

* Eventos OOS/O0T

* Registros De investigaciones/excepciones



e CAPAsy estado actualizado

* Investigaciones de laboratorios

* Registros de ensayos de Control de Calidad

e Datos ambientales (control de plagas, monitoreo am-
biental)

* Documentacion de control de proveedores

Durante la inspeccién, los Investigadores evaltan las ins-
talaciones, el personal y la documentacion para determi-
nar si las leyes y regulaciones aplicables son efectivamente
cumplidas. En la misma, se recoge evidencia que eventual-
mente podrian ser usadas en subsecuentes acciones lega-
les/judiciales. De todas las conversaciones y discusiones
sostenidas se identifica/documenta todo el personal res-
ponsable de posibles infracciones.

Los Investigadores se comportan de una manera amis-
tosa, digna y profesional. El comportamiento amigable del
Investigador requiere, sin embargo, una respuesta del mis-
mo nivel profesional y que sea concisa y exacta. Los repre-
sentantes de la firma no deberian responder a esa actitud
amistosa con respuestas superficiales y ademas deberian
recordar que todo lo que se dice a los Investigadores es
“registrado” y podria ser parte del Reporte de Inspeccion
de la Agencia. Por el contrario, cuando se contesta a las
preguntas, se deberia ser honesto, hablar con confianza y
estar seguro de la repuesta (no adivinar). Si es necesario, el
representante deberia clarificar la pregunta con el Inspec-
tor antes de responder. En el caso de que la pregunta no
sea del drea de experiencia o conocimiento del personal al
que se le efectla la pregunta, el mismo puede indicar que
no conoce la respuesta a esa cuestion pero debe asegu-
rarse que la respuesta sea posteriormente suministrada al
Investigador. Los representantes del sitio deben tener una
actitud cooperativa, respetuosa, amable, no confrontativay
profesional y solamente responder a las preguntas con he-
chos para los cuales esta disponible la evidencia. Se debe
recordar la siguiente sentencia: si no esta documenta-
do, no ocurrié. Los representantes del sitio no deberian
sentirse obligados para llenar los silencios (pausas) con
charlas adicionales ni tampoco preguntar a los colaborado-
res cuestiones afiadidas en frente del Investigador.

Los Inspectores internacionales han sido instruidos con
respecto a potenciales problemas de comunicacién debido
a las diferencias de lenguajes. El personal en las plantas
podria aparecer como teniendo un inglés muy fluido pero
podrian ocurrir eventuales dificultades por la rapidez de la
conversacion, uso de argot y diferencias de acentuacion.
Aunque la firma provea traductores, estas personas po-
drian carecer de experiencia en terminologia técnica. Por
lo tanto, los inspectores deberian hablar lentamente y con
claridad. Seria conveniente verificar las respuestas repitién-
dolas o preguntando cuestiones relacionadas para confir-
mar que se ha comprendido y asegurar que la informacion
correcta ha sido suministrada (ver el siguiente enlace www.
fda.gov/ICECI/Inspections/Foreigninspections).

El sitio deberia solicitar a los Inspectores sesiones dia-
rias de informacion sobre el transcurso de la inspeccién.
Se puede solicitar una lista de las inquietudes que hayan
surgido ese dia y de las cuestiones que el Inspector desee

Los representantes del sitio deben
tener una actitud cooperativa,
respetuosa, amable, no confrontativay
profesional y solamente responder a las
preguntas con hechos para los cuales
esta disponible la evidencia. Se debe
recordar la siguiente sentencia: si no
esta documentado, no ocurrid.

revisar el siguiente dia. Algunos Inspectores no suministran
una actualizacién diaria de los problemas o potenciales
problemas y en cambio algunos lo hacen. La comunicacion
diaria de las cuestiones suscitadas permite a la empresa
enfrentar la situacién antes del final de la inspeccion y an-
tes que las mismas se trasformen en observaciones actua-
les. Deberia recordarse que si una acciéon de remediacion
debe implementarse en la firma para responder a una de-
terminada observacién de un dia concreto, deben también
asegurarse que antes de concretar los cambios los procedi-
mientos de control de cambios y el control de la documen-
tacién correspondiente se han seguido.

Las grabaciones de cinta o video de las actividades de
inspeccion no estan permitidas durante la inspecciones de
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Asuntos Regulatorios

“No hay nada peor que pueda
ocurrir durante una inspecciéon que
la pérdida de confianza por parte
del Inspector”

la FDA. Sin embargo, la firma puede asignar personas como
responsables de la documentacién de la conversacion y
otras actividades durante la misma. Ellos pueden registrar
los que se ha dicho tan exactamente como sea posible y
documentar las fechas e identificar a los que han interveni-
do en la conversacion.

El sitio deberia limitar la cantidad de gente que interac-
tua u observa al Investigador durante todo el tiempo de la
inspeccion. Cuando se solicitan registros, se deberia revisar
rapidamente esos registros antes de entregarselos a los
Inspectores. Cualquier preocupacién relativa a la revision
deberia ser discutida internamente pero los registros no
deberian ser modificados antes de su presentacién a la
FDA. Cuando se presentan esos registros, el que efectla
la presentacion puede focalizarse en los aspectos positivos
del proceso y la documentacion y estar listo para explicar
cualquier deficiencia que haya sido notada por el Inspec-
tor de la FDA (no hay que sefialar al Inspector situaciones
que podrian ser observadas pero se deberia estar prepa-
rado para aclarar cualquier deficiencia que el haya nota-
do). Cuando las respuestas, documentos y registros son
cuestionados o impugnados, el representante no deberia
conducirse en forma defensiva o argumentativa. Si los In-
vestigadores puntualizan un problema o preocupacion po-
tencial, el sitio debe simplemente tomar nota de ello y no
expresar ni acuerdo ni desacuerdo. El sitio no debera nun-
ca de manera intencional engafiar o mentir los Inspectores
y la empresa debe informar a los Inspectores de manera
inmediata cuando verifique que se le han suministrado
respuestas incorrectas. La informacién correcta debe ser
ofrecida tan pronto se halle disponible. No hay nada peor
que pueda ocurrir durante una inspecciéon que la pérdida
de confianza por parte del Inspector.

El sitio no puede negarse rotundamente a las solicitudes
del Investigador. En cambio, debe proceder con respuestas
diplomaticas y tdcitas. El sitio deberia tratar de encontrar
areas de interés comun que podrian ser aceptables para
ambos lados. Por ejemplo, las fotos y los videos tomados
por los visitantes no estan permitidos en la mayoria de los
sitios. Sin embargo, los Inspectores son estimulados a to-
mar fotografias de las condiciones que causan o potencial-
mente causarian que el producto infrinja las disposiciones
legales y los incluyan en los EIR. En lugar de que los Investi-
gadores tomen ellos mismos las fotos, se podria solicitar al
personal de la empresa que lo haga en lugar de ellos para
asegurar que el secreto comercial o equipos y practicas pa-
tentadas no se hayan divulgado inadvertidamente.

Reunidn de cierre

Luego de completar la inspeccion, la Reunién de Cierre
se realiza con la mas alta gerencia del sitio y su personal
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deberia estar presente para discutir los hallazgos de la ins-
peccién. Si el Inspector ha encontrado cualquier observa-
cién que pueda representar una violacion de la legislacion,
emitird un Formulario 483 de la FDA (Lista de Observacio-
nes de la Inspeccion). El formulario 483 no se emite en la
reunion de cierre, pero otras agencias también pueden in-
formar observaciones en ese momento o después. Algunas
agencias solo proveen un resumen oral de las observacio-
nes. En el formulario 483, las observaciones similares ge-
neralmente son agrupadas y se dan ejemplos para indicar
que la deficiencia es amplia o general. No hay citas de las
regulaciones u opiniones y conclusiones del Inspector. Los
Inspectores discutiran todas las observaciones en el formu-
lario 483 y alli explicaran su significado. Sin embargo, las
discusiones con respecto al significado de las observacio-
nes efectuadas deben realizarse de manera continua du-
rante la inspeccién de tal manera que no haya sorpresas
en la reunién de cierre. Cualquier diferencia con respecto a
las observaciones o desacuerdo sobre los hallazgos debe-
ria ser presentado por el sitio antes de la reunién de cierre
y no durante el mismo.

La gerencia usualmente desea conocer si la firma ha sido
o no aprobada al final de la reunién de cierre. Sin embargo,
la FDA no otorga la autoridad para efectuar esa decision a
los Investigadores. En cambio, los hallazgos de la inspec-
cion deben ser evaluados posteriormente en los Centros
para poder tomar la decision final.

Después de la inspeccion

Luego que se ha emitido el formulario 483 de la FDA,
inmediatamente luego de la reunion de cierre, se le soli-
cita al Inspector que provea una copia del mismo a la DFI
con una recomendacion que incluya un breve resumen de
los hallazgos. A su regreso, los Inspectores internaciona-
les deben informar a la DFI de los resultados de todas las
inspecciones, y cualquier circunstancia inusual que podria
haber sucedido. En ese momento también se discute la
prioridad de la preparacién de los reportes. Basados en
esa prioridad, los Inspectores preparan y entregan el re-
porte completo (EIR) a la agencia detallando los hallazgos
y las conclusiones que resultan de la inspeccién. Algunas
agencias suministran a las firmas un reporte borrador, una
semana o dos luego de la inspeccion, y permiten efectuar
comentarios sobre ese borrador antes que se emita el re-
porte final. Eso no es el caso de los EIR. Ya que los EIR son
publicados bajo la Libertad de Informacion (FOI) [Freedom
of Information], no hay aceptacién o no-aceptacién de la
firma en los mismos.

Si la FDA hubiera emitido algun formulario 483, la com-
pafiia tiene un lapso especifico para suministrar las repues-
tas a la FDA (generalmente son quince dias laborables lue-
go del ultimo dia de inspeccién pero se deberia confirmar
con el Inspector y generalmente el plazo esta detallado en
la carta de informacion que se recibe de la FDA). El proceso
correspondiente al plan de accién de la auditoria para cada
observacion debe ser informado (causa raiz, correccién, ac-
ciones correctivas y preventivas).

Las repuestas deben contestar de manera clara y com-



pleta los hallazgos de la inspeccién y demostrar que se han
comprendido las observaciones. Todos los hallazgos deben
ser considerados. Se recomienda que los hallazgos conten-
gan la “historia completa” ya que eventualmente podrian
ser leidos por terceros (por ej., Centros de la FDA). Se debe
proporcionar la evidencia y referencia correspondien-
te respecto a que las observaciones han sido corregidas
Debe recordarse revisar y evaluar cualquier otra situacién
similar en el sitio que podria estar relacionada con la ob-
servacién especifica ya que la FDA busca asegurar que todo
el Sistema de Calidad se encuentre en estado de control.
En algunas circunstancias las investigaciones y acciones
correctivas podrian iniciarse pero no serian completadas
dentro del periodo de quince dias y esa circunstancia debe-
ria subrayarse en la respuesta inicial con el compromiso de
informar periddicamente (mensualmente) a la FDA sobre la
actualizacion del progreso hasta que se hayan solucionado
en forma satisfactoria todas las observaciones.

Al identificar las acciones correctivas, la empresa debe
tomar en cuenta el impacto de los productos, procesos y
del Sistema de Calidad. La firma también deberia identi-
ficar las acciones apropiadas para prevenir la recurrencia
de los problemas observados e indicar una fecha final para
completar todas las acciones correctivas y preventivas. Asi-
mismo, deberia explicar cémo se piensa monitorear las ac-
ciones correctivas y preventivas para asegurar su eficacia.

Cada accion correctiva y preventiva deberia ser seguida
hasta que se haya completado y deberia también recoger-
se evidencia objetiva que demuestre que realmente lo ha
sido. La gerencia es responsable de la designacion del per-
sonal para llevar a cabo esta tarea.

La firma podria actualizar a la FDA sobre el progreso de
la acciones que se ha comprometido a llevar a cabo en la
respuesta, incluyendo la evidencia de aquellas acciones
correctivas y preventivas que se hayan completado (inclu-
yendo SOPs, documentos de entrenamiento, etc.; pueden
incluirse fotografias o documentos aplicables para mostrar
la evidencia de la correccién).

Se recomienda la preparacién de una carpeta con la evi-
dencia de todas las acciones que se han tomado para que
sirva de futura referencia facil de ubicar con respecto a las
acciones completadas y que puedan ser usadas en inspec-
ciones de seguimiento posteriores, ya que las mismas se-
rian revisadas por la nueva inspeccién.

La FDA evalla las observaciones del formulario 483 en
conjunto con el EIR, toda la evidencia o documentos re-
cogidos en el sitio y las respuestas suministradas por la
compafiia para determinar las acciones futuras, si es que
las hay, necesarias para proteger la salud publica. Accio-
nes regulatorias pueden tomarse contra el producto en
los EEUU, por ej., secuestro o retiro del mercado de los
productos de una firma y retiro de la aprobacion de una
NDA/ANDA/PMA.

Si no se observan violaciones de la legislacion durante la
inspeccion, la FDA de EEUU generalmente no procede a emi-
tir un “certificado GMP" como lo hacen otras autoridades.
En su lugar, la firma recibird una notificaciéon posterior de
la FDA (generalmente una copia del reporte del Inspector)
luego de la evaluacién y cierre de la inspeccién y de haber
recibido el CAPA de la empresa. Entonces, la firma puede ce-
lebrar el éxito de la inspeccién hasta que ocurra la préoxima.
Durante ese tiempo, la empresa es responsable de asegurar
que el sitio cumpla con las GMPs en todo momento. m
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Una opinidn acerca de...

Investigacién y Desarrollo

| a cultura del conocimiento

“La verdadera grandeza de la ciencia acaba

valorandose por su utilidad” (Gregorio Maraiidn)

Con el advenimiento de la biologia moleculary la ingenie-
ria genética hacia 1975, a 35 afios de la era de las fermenta-
ciones industriales que iniciaron la produccion de antibiéti-
cos en la década del 40 y el sucesivo desarrollo de la nano-
tecnologia, en plena evolucidon usada extensivamente para
definir las ciencias y técnicas a un nivel de nanoescala lo
que permite trabajar y manipular las estructuras molecu-
lares y sus 4tomos con la posibilidad de fabricar materiales
y maquinas a partir de su reordenamiento, se ha ampliado
la posibilidad de orientar el uso de bases cientificas para la
obtencién de bienes y servicios.

Ciertos desarrollos técnico cientificos pudieron llegar a
ser entendidos por la sociedad que como valor agregado
no hizo mas que recibir una catarata de incégnitas que por
diversas causas le son dificiles de dilucidar, no las interpre-
ta por falta de conocimiento o bien por recibir informacion
parcial o a veces nula.

Un caso de fresca actualidad, cual es el cultivo, la produc-
ciony el uso de la marihuana esta provocando una amplia
discusion en la cual intervienen actores de distinta indole
que aventuran hipdtesis y teorias que a lo Unico que contri-
buyen es crear mas confusion en la calle.

Falta en esta cadena de informantes, quien se dedique
a la docencia, ausencia que sostengo es de crucial impor-
tancia y que en algin momento se me ocurrié denominarla
interlocucion valida.

En el analisis de proyectos de Inversion en biotecnologia
y nanotecnologia, donde se encadenan los conceptos de
ciencia, tecnologia y produccion industrial, o ciencia, tecno-
logia e innovacion productiva, o ciencia, tecnologia y opti-
mizacién de lo ya creado o una pretensién de promover
una innovacién, es el interlocutor vélido quien cumple el
papel docente.

Generacion del conocimiento cientifico

Segun la Real Academia Espafiola el conocimiento es el
resultado de una accién humana ante determinada infor-
macién obtenida a través de la observacion de hechos y
fenémenos que en definitiva definen a la ciencia.

La gente inconscientemente hace uso habitual del co-
nocimiento cientifico, conjunto de hechos recogidos por
las teorias y proposiciones cientificas que describen hechos
relativos al campo de la investigacion.

Este conocimiento ayuda a comprender los temas criti-
cos o aquellos que son motivo de debate publico y contri-
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Acad. Dr. Héctor I. Giuliani

“La ciencia es una actividad del hombre
gue se expresa, para la sociedad, a
través de los beneficios de la tecnologia.
Aprender a traducir el potencial
cientifico de nuestro pais en auténticas
innovaciones es la clave de una
importante transformacién social.”

buye a entender cémo hay factores que interactan con el
hombre y contribuyen a su bienestar.

Dice la National Science Foundation:

“En la sociedad contemporanea el ejercicio adecuado
y consciente de los derechos democraticos del ciuda-
dano depende crecientemente de la comprension de la
ciencia por todo el pueblo”

El conocimiento que a través de la ciencia es aprovecha-
do por los estudiosos para desarrollar las tecnologias que
usa la sociedad debe ser explicado al “hombre de a pie”
para cerrar el circuito de la eficiente y util aplicacion.

El incremento de la calidad y de la expectativa de vida
son el resultado de los avances en el desarrollo y sintesis
de medicamentos, aditivos alimentarios, fertilizantes, pes-
ticidas, avances en las comunicaciones, procesos petroqui-
micos y metallrgicos entre otros factores.

El economista Mariano Laplane, integrante del panel “Cien-
cia, tecnologia e innovacion y cambio estructural en América
Latina” realizado en el Ministerio de CyT' dijo: “Si queremos
tener politicas mas potentes y legitimas, debemos pensar
politicas de ciencia, tecnologia e innovacién que no sean
para la industria ni para los cientificos, sino para la salud, la
educacion y para mejorar la calidad de vida de la gente. Tal
vez sea mas facil reindustrializarnos por ese camino que por
otros”. Me pareci6 una definicion acertada y actual.

El conocimiento como proceso

Desde que la especie humana comenz6 a crear cultura,
es decir a modificar y remodelar el ambiente que la rodea-
ba para sobrevivir y desarrollarse, fue necesario también
que comprendiera la naturaleza y las mutaciones de los ob-
jetos que constituian su entorno. Esto es la alfabetizacién
cientifica.



La ciencia como bien publico

La razén de ser de la actividad cientifica, o ciencia basica,
como se ha dado en llamarla, no es el logro de resultados
materiales, posibles gracias a la tecnologia, sino la necesi-
dad de alcanzar una comprension cada vez mas acabada
de la realidad. Por ello la ciencia, a diferencia de la tecno-
logia es un bien publico.

El conocimiento debe llegar a la sociedad a través de la
comunicacion publica

Veamos por ejemplo algunas de las novedades cientifi-
cas tomadas al azar y publicadas en un solo periédico de
amplia difusion en un lapso de menos de 15 dias:

e Logran cultivar una valvula del corazén a partir de células
madre.

e Hallan el gen que explica la diferencia de tamafio de los
perros.

e Aprueban dos nuevas drogas para la artritis reumatoidea

e EIINTI desarroll6 una pintura con propiedades bactericidas

e Descubren cémo regular el azucar en la papa.

e |dentifican un gen relacionado con el riesgo de obesidad.

e Convierten células de médula 6sea en espermatozoides.

e Probaran una vacuna contra la cocaina.

e Disminuye la mortalidad por ciertos tumores.

Para interpretar estos hechos sin duda es necesario te-
ner una cultura amplia de los artificios cientificos y poder
entrelazar los mismos para darse una razonable explica-
cion ¢Cuanta gente domina esta cultura del conocimiento?
Y cuanta permanece en una nube de confusiones que ge-
neran la ignorancia que impide analizar qué es lo que esta
sucediendo?

Ciencia y tecnologia

La ciencia es una actividad del hombre que se expresa,
para la sociedad, a través de los beneficios de la tecnologia.
Aprender a traducir el potencial cientifico de nuestro pais
en auténticas innovaciones es la clave de una importante
transformacion social.

¢Como instalar en la poblacion la percepcion de la
ciencia o el conocimiento cientifico?

a) Es necesario que los diarios y revistas, los programas
de TV y los noticieros dediquen a la ciencia tanto es-
pacio como a la politica, al deporte y al espectaculo.

b) La divulgacion cientifica no solo es un elemento de pro-
paganda del trabajo cientifico sino que tiene la funcién
social de ilustrar a la poblacién y educarla respecto de lo
que es el avance gradual del conocimiento.

Temas de interés publico que necesitan
de un asesor cientifico

¢ Seguridad Medioambiental
¢(Alteraran los organismos transgénicos el equilibrio de
las poblaciones en los ecosistemas naturales?
¢Transferiran los organismos transgénicos genes altera-
dos a parientes salvajes y alteraran la biodiversidad?

* Seguridad en alimentos y salud
¢Seran seguros los alimentos a base de animales y plan-
tas transgénicos?
¢Tendran los alimentos transgénicos igual valor nutritivo?

* Efectos sociales y econémicos
¢Qué efectos globales tendra la tecnologia sobre la in-
dustria agricola mundial?
¢Otorgaran las patentes el control sobre cultivos clave a
unas pocas grandes compafiias?

* Cuestiones moralesy éticas
¢Son expoliados los paises pobres de sus recursos gené-
ticos?
¢Tenemos derecho a no utilizar la biotecnologia, aunque
sirva de ayuda para el tratamiento de enfermedades y el
incremento de la producciéon de alimentos?

* Cuestiones legales
¢Otorgan las leyes actuales suficiente proteccion a los
agricultores, consumidores, ganado y medio ambiente?
¢Deberian etiquetarse como tales los alimentos trans-
génicos?

Conclusion

El cientifico hace ciencia y el hombre de la calle usa cien-
cia; ambos ya estan convencidos que el cédigo genético es
universal y fue descubierto por Watson y Crick en 1952.

En 1979: Cohen en las Universidades de California y
Stanford patentan el “Uso de plasmidos bacterianos para
introducir DNA “extrafio” en células bacterianas y asi pro-
ducir proteinas humanas”. Fue la primera fabricacion de un
transgénico y se constituy6 en el acontecimiento inicial de
la historia biotecnolégica.

La mejor ciencia es aquella de la cual pueden usarse sus
resultados y éstos son comprendidos por la sociedad, se-
flal que la informacién entre el cientifico y el usuario ha
sido bien transmitida.

Dijo Albert Einstein (1879-1955): “;Por qué esta magni-
fica tecnologia cientifica, que ahorra trabajo y nos hace la
vida mas facil, nos aporta tan poca felicidad? La repuesta
es esta, simplemente: porque aiin no hemos aprendido a
usarla con tino”. m

1 Seminario Internacional “La CTI como eje de nuevos paradigmas productivos. Desafios
actuales para el desarrollo en la sociedad del conocimiento”, organizado por el Centro
Interdisciplinario de Estudios en Ciencia, Tecnologia e Innovacion (CIECTI,) en el Audito-
rio del Centro Cultural de la Ciencia (C3) de Palermo.

Acad. Dr. Héctor 1. Giuliani: Fue Investigador Principal del Instituto
Superior de Sanidad de Roma. En la industria farmacéutica ocup6
cargos gerenciales en desarrollo, produccion y asuntos regulatorios.
Participé diversas Sociedades Cientificas y Profesionales. Fue con-
sultor de la Organizacion de las Naciones Unidas para el Desarrollo
Industrial, miembro de la Comision Asesora de Desarrollo Tecnoldgi-
co del Conicet, miembro de la comisién de Salud del Foro Argentino de Biotecnologia,
asesor de la Direccion Nacional del Centro Argentino Brasilefio de Biotecnologia, miembro
de la Fundacion Funprecit para el desarrollo de las ciencias. Ocup6 la Presidencia de la
Asociacion Argentina de Farmacia y Bioquimica Industrial y fue director de la revista de la
entidad entre 2003 y 2013. Es Director Ejecutivo de la Farmacopea Nacional Argentina.
Desde el afio 2004 es Miembro Titular de la Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica.
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Analisis de variantes de carga

de anticuerpos monoclonales D' Amico
terapéuticos usando un

gradiente de pH

Introduccién

Los métodos de separaciéon basados en la carga juegan
un rol muy importante en los estudios de caracterizacion
y control de calidad de los productos bioterapéuticos”.
La caracterizacion de las especies cargadas de anticuerpos
por cromatografia de intercambio iénico (IEX) tiene gran di-
fusién en la industria biofarmacéutica por su capacidad de
resolver especies proteicas relacionadas por su conforma-
cion, tamafio, variantes de secuencia, glicosilacién y modi-
ficaciones postraslacionales. La popularidad de IEX para el
analisis de variantes de carga de productos bioterapéuticos
se basa fundamentalmente en la capacidad de caracterizar
proteinas bajo condiciones no desnaturalizantes combina-
do a la capacidad de aislar variantes de carga.

La separacién de proteinas por IEX permite la elucién de
las proteinas de la columna cromatografica en base al uso
de sales (que actuan por fuerza iénica) o gradientes de pH.
Aunque los mecanismos de separacién de estas modali-
dades son diferentes, la separacion 6ptima para cada an-
ticuerpo individual requiere en ambos casos de la evalua-
cion de parametros comunes tales como columna, compo-
sicion de la fase movil y el perfil del gradiente, sea este de
pH o de concentracion de sales®. Es claro que cualquiera
sea el caso, esta evaluacion de los parametros de proceso
consume mucho tiempo y empleo de procesos iterativos,
que incluyen la preparacién y prueba de soluciones buffers
de naturaleza y composicion variable. Este requerimiento
es un desafio para la sistematizacién y automatizacion del
proceso de desarrollo de métodos, objetivo perseguido
para mejorar la eficiencia del flujo de trabajo.

En este trabajo se aprovecha la versatilidad de un siste-
ma de gradientes cuaternarios de cromatografia liquida
de alta performance (HPLC), con un software disefiado
especificamente para la mezcla de fases moviles puras in-
dividuales (Auto*Blend Plus Technology), produciendo un
gradiente de pH efectivo para la separacién de variantes
de carga de proteinas terapéuticas en forma simple y au-
tomatizada. Se utilizaron mezclas de sales con diferentes
valores de pKa para incrementar la capacidad y extension
del rango efectivo de pH de trabajo, algo que no podria
conseguirse con una sola especie de buffer. Adicional-
mente, esta tecnologia demostrd una flexibilidad suficien-
te como para permitir al analista cambiar entre gradientes
de pH a sales durante el desarrollo para una determina-
cién, permitiendo el ajuste de los parametros éptimos
de separacién. Para evaluar la flexibilidad del analisis de

variantes de carga de proteinas con gradiente de pH se
utilizd el anticuerpo monoclonal infliximab.

Figura 1: Gradiente automatizado de pH entre 5,2y
7,9 utilizando el sistema indicado para la separacién
de variantes de carga de truncamiento de lisina en un
anticuerpo monoclonal quimérico (infliximab).
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Materiales y métodos

Se utilizdé una columna de intercambio catidnico fuerte,
Waters Protein-Pak High Resolution SP de 4,6 x 100 mm
con particulas de 7 ym, acondicionada como se indica en
sus instrucciones de uso. El acido 2-N morfolino etanosul-
fénico, sal sédica monohidrato (MES), fosfato dibasico de
sodioy cloruro de sodio fueron adquiridos a Sigma-Aldrich.
El gradiente de pH se generd a través del software de apli-
cacion Auto*Blend Plus de Waters Corporation y se moni-
toreo en linea con un monitor Age Healthcare pH/C-900.

La calibracién se efectué a un caudal de 1 mL/min con la
columna fuera de linea usando los valores de pH de refe-
rencia de tablas empiricas. Las muestras mAb, evaluadas
en todas las pruebas, se utilizaron tal como fueron recibi-
das en una concentracion de 20 pg/mL.

Condiciones experimentales

Sistema LC: AQUITY UPCL H Class con Auto*Blend Plus soft-
ware

Deteccién: AQUITY UPLC TUV, 280 nm

Columna: Waters Protein-Pak Hi Res SP, 4,6x100 mm, 7 ym dp
Temperatura columna: 25°C

Temperatura Muestra: 4°C

Volumen inyeccién: 3 pL

Caudal: 0,5 mL/min
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Figura 2: Ejemplo de la interface =
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goritmo del software puede controlar independientemen-
te pH y fuerza iénica permitiendo al analista generar una

Figura 3: Ejemplo de una
tabla empirica usada en el
software. Nueve mezclas de
buffer estandar se usaron

para crear una tabla de Buffer system name: [ MES (ACID) 2nd Dibasic Phosphate (BASE) - ]
referencia como base para Buffer concentraton to deliver: |20 | mmel/L
dispensar automaticamente Acid concentration: | MES monehydrate - |[ds [100 | mmob
un pHderango 52a7,9. B doncentiinan e e -1 [l [100 | smont

Salt concentration: [Sodium Chlerds B 1) (1000 | mmetit
T R [Water 5 ]
Refresh solvent names: | :,,‘ |
Comment: .-:::.—.E'a-j.ent -

pH Calibration: () ks b

12 Empincal Data

[ Enfarce validation of cancentration

Add Delete Clear

d *Acd |%Base BSalt | % Agueous pH

1 180 20 R 800 518
2 100 100 0a 00 £33
3 20 153 03 §00  TEd
4 180 23 250 S50 515
5 120 104 230 N
[ 20 180 230 550 EE
7 180 23 500 300 518

[} ) e e e G

| oK Cancel |

58 REVISTA SAFYBI  MARZO 2017



variedad de condiciones de gradiente que pueden incluir
pH constante con variacion de fuerza idnica, viceversa, o si
se desea, cambiar el pH y fuerza iénica simultaneamente.
El software calcula automaticamente el porcentaje de aci-
do y base requerido para ser dispensado por cada bomba,
usando el sistema buffer que se escoja. Incluso pueden
usarse multiples composiciones de buffer en un mismo en-
sayo, reduciendo costos y tiempo para el desarrollo.

Uso de sistemas buffer customizados

La cromatografia tradicional de intercambio i6nico
usa buffers de una misma especie molecular, tales como
MES (pH 5,5 a 6,7), fosfatos (pH 6,7 a 7,6) y HEPES - Acido
4-(2-hidroxietil)-1-piperazineetanosulfonico - (pH 7,6 a 8,2).
El limitado rango de trabajo de esos sistemas buffers indi-
viduales hace mas prolongado y complejo el uso de rangos
extendidos de pH.

La tecnologia Auto*Blend Plus permite la preparacién
de buffers customizados para un rango extendido de pH
mediante el uso de tablas de calibracién empiricas, como
se puede ver en la figura 3. En estos ensayos se prepard
una solucién 100 mM de acido 2-etanosulfonico monohi-
dratado (MES) como el reservorio acido, y una solucién 100
mM de fosfato dibasico de sodio como el reservorio basi-
co tal como se muestra en la figura 2. La tabla empirica se
construy6 de una mezcla de nueve mezclas buffer estandar
stock. El valor de pH se midi6 con un pHmetro y se intro-
dujo en la tabla como se ve en la figura 3. El uso de MES y

fosfato dibasico de sodio como buffer para el intercambio
ionico dio un rango de pH de 5,2 a 7,9, permitiendo una
mayor amplitud experimental. La capacidad de generar un
rango extendido de pH a partir de soluciones stock con-
centradas sin necesidad de sistemas de buffer multiples
reduce tiempos y costos de andlisis.

Gradiente lineal de pH

Se evalu6 la capacidad de generaciéon de un gradiente
lineal de pH en un rango extendido, usando una seleccién
de buffers. Para los propésitos ilustrativos, se trazé un
grafico de pH versus la composicién porcentual de base
(%B) a partir de los datos empiricos mostrados en la figura
3 para evaluar la linealidad del sistema buffer escogido.
En la figura 4A puede verse que los datos empiricos esco-
gidos producen una respuesta lineal dentro del rango de
pH 5,2 a 7,9. Se utiliz6 el programa para generar un gra-
diente de 30 minutos en el rango 5,2 a 7,9, comenzando
en el minuto 5 y utilizando la tabla de datos empirica de
la figura 3. El gradiente se evalu6 con y sin la columna de
IEX en linea, de modo que el impacto de la columna en la
variaciéon de pH pudiera también ser evaluada. Para este
propdsito se monitored el pH de la fase mévil preparada
en intervalos de un minuto En la figura 4B puede verse
que el sistema es capaz de producir un gradiente lineal
de pH en el tiempo programado y dentro del rango exten-
dido de pH tal como fuera programado. La concordancia
de ajuste de ambos ensayos muestra que la columna no

3iButton® Devices

THERMOBUTTON

Revolucionarios Data Loggers digitales de

Temperatura y Humedad

- Los mds Pequenos del mundo

- Robustos, basados en Chips de Alta Tecnologia.

- Exactitud a inmejorables precios.

THERMOBUTTONS

La solucion idedal para controlar
la Temperatura de sus prductos
durante:

v PROCESO DE FABRICACION
v. ALMACENAMIENTO

v, TRANSPORTE

v/ CADENA DE FRIO

v IDENTIFICACION DE PUNTOS
CRITICOS EN HACCP

v VALIDACION DE PROCESOS

D/ sBENE O +125%C 1% 3 14090

20/ «857C | 0a J00KHA,

0.5%C 0,5%C | D065 0,57

10 0,59 pritre 209 y S09C |
#/-19C enitre 100y 110°C;
#/:1,59C 3 39C entre 115 ¥ 1350C

+f-1,54C entre 110y 140°C
+/TC fsera de {110°C 3 140°C)

U.6% H.A. | 004%H R
+[0,59C entre <10 y £30C

2048 §192 192

1 3 255 min 18255 min 18 255 min

loegaliihs

Acero ingxidabie

Hasta 10 afos

£l
@16men x 06 de espesor

info@akribis.info
www.akribis.info

MARZO 2017  REVISTA SAFYBI 59
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Figura 5: Optimizacién de la fuerza
ionica para la separacion de las
variantes de carga de lisina en un
anticuerpo monoclonal quimérico.
De derecha a izquierda la fuerza
i6nica para cada cromatograma fue
20 mM, 40 mM, 60 mM, 80 mM y 100
mM de NaCl. La fuerza iénica 40 mM
(denotada con un asterisco) provee la
mayor resolucion entre los principales
picos de variantes de lisina.
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tiene efecto apreciable en la linealidad del gradiente de
pH, aparte del pequefio retraso que se espera debido al
volumen adicional introducido por la columna misma.

El desarrollo de separaciones IEX comprende procedi-
mientos de prueba y error que consumen mucho tiempo
porque la separacién puede ser dificil de predecir. Los pro-
cesos iterativos incluyen preparacién de multiples buffers
con pHs y fuerzas idnicas determinadas, pruebas usando
estas preparaciones y su evaluacion hasta la seleccion de
la mejor separacion obtenida. El uso de esta tecnologia de
mezclas in situ de multiples buffers de un mismo juego de
stocks concentrados permite la evaluacién de muchas va-
riables experimentales de modo mas eficiente.
Por ejemplo, es bien conocido que la fuerza i6-
nica afecta la performance de la separacion, y
que debe ser evaluada en el proceso de optimi-
zacion. La figura 5 muestra cémo puede usarse
esta metodologia para evaluar el impacto de la
fuerza iénica en la separacién de cargas en una
proteina monoclonal con un gradiente de pH
de rango extendido. Las concentraciones de
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so de evaluacion automatizada brinda un modo eficiente y
consistente para encontrar la fuerza idnica optimizada para
el gradiente de pH.

Integracion con herramientas informaticas

Hoy en dia la integracion de herramientas informaticas
avanzadas, para la automatizacién de adquisicién, proce-
samiento y reporte de datos brinda una plataforma su-
mamente eficiente para la caracterizacién rutinaria de
productos bioterapéuticos. La tecnologia Auto*Blend Plus
combinada dentro de un Unico software permite integrar
y dispensar un flujo de trabajo basado en la separaciény

Figura 6: Gradiente de pH optimizado para la separacién de un
anticuerpo monoclonal quimérico en menos de 10 minutos. El
gradiente de pH fue optimizado de pH 6,50 a 7,20 con fuerza i6nica
constante en 40 mM de NaCl. La identificacién e integracién de

las variantes C-terminales de lisina se efectuaron usando las
herramientas del software.

Ch. . Ab Name: Lys +2
las soluciones stock (linea C) fue incrementada Imeric m et
en |nterva!os de 20 mM para cada cromatogra- Optimized Gradiont Table
ma de la figura 5. Name: Lys +0 -
% Area; 28.51

Se ha evaluado sistematicamente el impacto
de la fuerza idnica en la separacion de cargas
durante los experimentos, usando los picos
cromatograficos que representan las variantes
de carga del anticuerpo monoclonal contenien-
do dos residuos lisina terminal (véase figura 6).
La resolucion del pico +2Lys se reporté como
2,66, 2,70, 2,33, 1,77 y 1,28 correspondientes a

RT: 5.62 0.500 6.50 40
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fEble 2001 0500 7.20 500
20.02 0.500 650 40

3502 0.500 650 40

% Area: 511
RT: 497

las fuerzas iénicas de 20 mM, 40 mM, 60 mM, 0 1
80 mMy 100 mM respectivamente. Este proce-
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optimizacién usando gradientes de pH. Este flujo de traba-
jo permite adquirir datos automaticamente, procesarlos y
entregar un reporte mejorando el proceso de desarrollo.
El andlisis de la figura 5, por estas herramientas, sugiere
que el rango del gradiente de pH que produce la misma
separacién observada con 40 mM de NaCl solo requiere
una porcién de la corrida de 40 minutos. Como la curva
de gradiente de pH generada sigue una ecuacidon mate-
matica predecible, el valor de pH en cualquier punto a lo
largo del gradiente puede calcularse y cambiarse de for-
ma que pueda conseguirse una separacion equivalente
con menor tiempo de analisis. Usando esta metodologia,
la separacion de la figura 5 con fuerza i6nica 40 mM fue
optimizada para la elucién del perfil completo de varian-
tes de carga de los anticuerpos monoclonales quiméricos
en 10 minutos como se comprueba en la figura 6. El area
relativa de los picos, tiempos de retencién y nombre de

los componentes de los picos de interés cromatografico
se calcularon y rotularon automaticamente a través del
software.

Conclusiones

El desarrollo de métodos cromatograficos para el analisis
de productos biofarmacéuticos en base a su perfil de car-
gas es un proceso lento y laborioso, que reclama que técni-
cas de automatizacion, rapidamente adaptables y sencillas
de instrumentar.

La combinacién de un software para la preparacién y dis-
pensado de fases moviles complejas, incluyendo gradien-
tes de pH y/o de fuerza idnica brinda eficiencia al permitir
el uso de buffers de multiple naturaleza que aumentan el
rango de pH controlable. Los métodos son facilmente opti-
mizados, con un notable impacto en la rapidez y costo del
proceso de desarrollo. m
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Adoptar una plataforma con enfoque en
procesos upstream aumenta la velocidad
clinica de nuevos biofarmaceuticos

El mercado biofarmacéutico ha disfrutado de una expan-
sion significativa en los dltimos afios. Aproximadamente
la mitad de las medicinas mas vendidas son biolégicas y
las mismas son responsables por la misma proporcién de
ventas dentro del top 100 de medicinas mas vendidas en
el mundo.

El desarrollo de productos biofarmacéuticos no esta cre-
ciendo tanto debido a la competenciay comercializacién de
los productos biosimilares.

Estos productos, comercializados una vez que las paten-
tes de las moléculas creadas expiraron, pueden proprcionar
los beneficios de los productos biolégicos para los pacientes
con costos reducidos significativamente (Dorey, 2014).

Con un gran nimero de proyectos en sus objetivos, las
compafiias biofarmacéuticas deben equilibrar los riesgos
comerciales inherentes al desarrollo de medicinas con su
necesidad de controlar los costos de desarrollo, mientras

- sartorius
Por Hugo DeWitt, Mitch Scanlan, Tim Ward y Christel Fenge

aseguran que los procesos de manufactura definitivos entre-
guen los costos mas bajos de los bienes producidos (CoGs).

En el 2004, la tasa de éxito de los anticuerpos monoclo-
nales desde la evaluacion toxicolégica hasta el lanzamien-
to, fue determinada en un 25% (Reichert & Pavlou, 2004).

Segln nuestra experiencia, una década después, esta
tasa de éxito disminuyd aproximadamente al 10%. Las
compafiias deben alcanzar un padrén clinico lo més rapida-
mente posible, para asegurar que no estén desperdiciando
sus presupuestos en productos que no tendran éxito en las
pruebas con pacientes.

Plataformas con enfoque en el desarrollo de
cultivo celular

Uno de los primeros pasos en la vida de un producto ha-
cia el padron clinico es el desarrollo de un cultivo celular
para su expresion.

Figura 1: Escalable, proceso mAb de carga alta utilizando el sistema de expresién CHO de Cellca
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Las compafiias pueden economizar de 3 a 6 meses en
el tiempo de desarrollo gracias a adoptar un enfoque de
cultivo celular.

La plataforma de expresion CHO de Cellca y los servicios
de desarrollo, les permite a las compafiias a moverse des-
de el ADN hasta tener un banco celular de investigacion
y un proceso de cultivo celular mas rapido. Cellca adopté
una plataforma con enfoque en los parametros de proce-
so, medios y una estrategia de alimentacién. La plataforma
es altamente robusta y la ampliacién de escala es sencilla.
Entre los biofarmacéuticos basados en anticuerpos expre-
sados por la plataforma tenemos IgGs, proteinas fusion-
Fc, FAbs, anticuerpos-biespecificos y mAbs biosimilares.

Sartorius ha generado una gran cantidad de datos para
demostrar la escalabilidad del sistema de expresion CHO
de Cellca en nuestro biorreactor BIOSTAT STR® con capa-
cidad de 5-L hasta 1000-L, un tanque de agitacion y for-
matos de movimiento de balanceo. Las cargas exceden
tipicamente 3 g/L y nuestros resultados muestran que las
concentraciones de proteinas de hasta 9 g/L pueden ser
facilmente alcanzadas (Figura 7).

Técnicas de desarrollo de cultivo celular
automatizado de alto rendimiento

El desarrollo de procesos automatizados de alto rendi-
miento jugara un papel significativo, permitiéndoles a las
compafiias alcanzar mas rapidamente el padrén clinico.

Figura 2: ambr® 15 predice el desempefio de clones en
escala (datos por cortesia de Lonza Biologics, RU).
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Los bidlogos de Lonza, UK, probaron que el sistema de
cultivo celular ambr® 15 podria clasificar efectivamente las
lineas de células CHO segun su productividad especifica.
La clasificacién fue consistente con los resultados de bio-
rreactores de 10L (ver Figura 2) pero fue necesario mucho
menos tiempo para realizarlo.

La Cobra Biologics descubrieron que utilizando el ambr®
15 en lugar de un biorreactor de 5L en experimentos, podia
reducir la optimizacién de pardmetros de 22 a 6 semanas.
Les fue posible realizar mas experimentos con la misma
cantidad de recursos (Lange et al., 2014). Una compafiia
biofarmacéutica americana con la que hemos estado tra-
bajando compar6 datos sobre densidad celular viable,
acumulacion de producto y mediciones offline de Ph y des-
cubrieron una buena conformidad entre el ambr® 15y el
proceso operado con escalas de 0.5L, 2L, 10L, 100L y 3000-
L. La Merck Research Laboratories ha comparado la pro-
ductividad especifica de la estacion de trabajo del micro-
biorreactor ambr® 250 con los biorreactores 1.5-L para rea-
lizar experimentos DOE. Descubrieron que la salida puede
ser comparada pero el ambr® 250 es mas eficiente para
generar datos debido a que no necesita realizar algunos
experimentos de bloqueo (Bareither et al., 2015).

Pruebas rapidas de moléculas biosimilares

Las compafiias Biofarmacéuticas estan reduciendo el
tiempo que les lleva a los productos alcanzar el padrén cli-
nico aun mas considerando su enfoque en pruebas ana-
liticas y si puede ser tercerizado (Monge & Hutchinson,
2016). Desarrollando una serie de ensayos calificados fuera
de la plataforma, listos para ser utilizados por voluntarios,
BioOutsource esta reduciendo los costos y el tiempo que
lleva desarrollar los biosimilares.

Aunqgue no de manera exhaustiva, la Figura 3 indica los
tipos de caracterizacion y de comparabilidad de ensayos
disponibles para las mas importantes e innovadoras molé-
culas en las que los desarrolladores de biosimilares estan
enfocandose.

Aumentando la velocidad hacia el padrén clinico

Las compafiias Biofarmacéuticas estan acortando el pla-
zo que sus productos tardan en alcanzar el padron clinico
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Figura 3: Ensayos para la caracterizacion y comparabilidad
de biosimilares de BioOutsource
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de procesos, utilizando tecnologias para el desarrollo de
procesos de alto rendimiento y tercerizando las actividades
que no son las principales competencias.

De esta forma, estas organizaciones aumentan su com-
petitividad asegurandose de utilizar sus recursos en aque-
llos proyectos en desarrollo que tienen la mayor oportu-
nidad de llegar al mercado. Cada mes que una compafiia
puede economizar durante el desarrollo, significa millones
de délares en ganancias adicionales generadas por las me-
dicinas debido a llegar al mercado mas rapidamente.

Un mayor desafio, sin embargo, no es simplemente
llegar al mercado més rapidamente, sino hacerlo con
un proceso upstream altamente productivo que sea ro-

Nuestros anunciantes

busto y entregue productos con los atributos de calidad
requeridos.

Sartorius esta aprovechando toda su experiencia en cul-
tivo celular y equipos Single Use para encarar este desafio.

Hemos reunido nuestras tecnologias upstream y ser-
vicios lideres para crear una plataforma integrada en la
cual la industria pueda trabajar para entregar medicinas
mas seguras y baratas para los pacientes en el menor
tiempo posible. m

Para mas informacién: Sartorius Argentina S.A., Avalos 4251
B1605ECS Munro, Buenos Aires - Tel.: +54 11 4721-0505
leadsarg@sartorius.com
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