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EDITORIAL

n esta oportunidad, nos complace presentarles un nuevo nu-

mero de la Revista Cientifica ANMAT. El presente lanzamien-
to se da en el marco de un arduo trabajo institucional que viene
siendo realizado debido a la emergencia sanitaria que estamos
viviendo y alos cambios en la organizacion del trabajo que la mis-
ma ha producido.
En este contexto, de manera de promover el debate y dando di-
fusion a los avances en el campo regulatorio, la Administracion
se propuso reimpulsar nuestra revista cientifica institucional
con cambios que no sélo se limitan a su nueva denominacion,
sino que apuntan a la inclusién de contenido cientifico técnico de
excelencia, con articulos originales producidos tanto por las di-
versas areas de ANMAT, asi como por investigadores externos de
nuestro pais. Por ello, desde todos los sectores responsables de
la planificacién, evaluacién del contenido y edicién de la revista,
se trabaja para lograr un producto de altisima calidad e interés
para un publico diverso que incluye a la industria de productos
para la salud, universidades, grupos de investigacion, regula-
dores y fiscalizadores a nivel nacional, provincial y municipal; y
todos aquellos lectores interesados en una publicacién con alto
contenido cientifico regulatorio.
En linea con lo expresado, me interesa remarcar algunas carac-
teristicas de este nuevo nimero. Por un lado, mencionar que la
mitad de los articulos presentados fueron producidos por profe-
sionales de nuestra institucion e incluyen trabajos diversos tales

como una guia sobre regulacién de un producto nanotecnologi-
co, un estudio retrospectivo de larga data sobre la estabilidad
de Sustancias de Referencias elaboradas por ANMAT (Servicio
de Sustancias de Referencias de INAME) y una revisién sobre
el control de calidad de los productos que contienen acetato de
glatiramer de autoria de residentes de INAME. Por otro lado, re-
sulta muy grato destacar la alta participacion de investigadores
externos a la institucion, a través de los articulos de Natalia Vaz-
quez y col. (SENASA) sobre comparacién de técnicas analiticas
para la determinacién de derivados de soja en productos car-
nicos, Ezequiel Blanco y col. (HIGA Eva Perdon-Hospital Penna)
sobre una nueva metodologia de andlisis para la prevencién de
una enfermedad altamente prevalente en nuestro pais como el
Sindrome Urémico Hemolitico, y Yanina Sarnagiotto y col. (He-
lios-Fundacion Helios) sobre una nueva metodologia de distribu-
cion de medicamentos para mejorar la adherencia de pacientes
HIV positivos. De lo mencionado, me interesa destacar especial-
mente el gran trabajo intersectorial realizado por profesionales
de la Direccion de Fiscalizacion y Gestion de Riesgo de INAME
para la elaboracion de una guia para la implementacion de la
Disposicion N°9943/19, que marca una linea regulatoria sobre
la evaluacién de productos nanotecnolégicos basados en liposo-
mas, tales como aquellos que contienen doxorrubicina liposomal.
Desde ya, invitamos a todos aquellos investigadores que deseen
formar parte de futuras publicaciones de nuestra revista.

Ing. Lorena Terrizzano
Coordinadora de Capacitacion e Investigacion
en Ciencia Reguladora
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RESUMEN

El adecuado rotulado de los alimentos es muy importante ya que la falta de informacién puede ser perjudicial para el consumidor. En
nuestro pais,el SENASA esresponsable de lafiscalizacion de los establecimientos que elaboran alimentos carneosy, estos productos, a
suvez, se encuentran normados en el Capitulo VI del Cédigo Alimentario Argentino. Dicha normativa permite la adicién de derivados
de soja en chacinados como ligantes y/o extensores, mientras que en las salazones esta prohibido su uso. En este marco, el objetivo
de este trabajo fue comparar las técnicas de microscopia, enzimoinmunoandlisis y la Reaccién en Cadena de la Polimerasa en Tiempo
Real (ELISA y Real time-PCR, por sus siglas en inglés respectivamente) para la detecciéon de soja en productos carnicos. Para ello se
analizaron 4 matrices de chacinados y salazones fortificados con derivados de soja al 1% y 20 muestras comerciales. En todas las
muestras fortificadas se detecto la presencia de soja por las tres metodologias y la totalidad de las muestras comerciales se encontré
conforme con la legislacién. Si bien, las tres técnicas son aptas para el objetivo planteado, se puede concluir que la microscopia tiene
la ventaja de ser de bajo costo, aunque es limitada la cantidad de muestras que se pueden observar simultdneamente y depende de
la pericia del analista. La técnica ELISA tiene la desventaja del costo de los kits comerciales y que se deben reunir cierta cantidad de
muestras para optimizar su uso. Y, finalmente, el método basado en la deteccion de ADN permite analizar gran cantidad de muestras
en forma simultanea en poco tiempo, y con alta sensibilidad y especificidad; considerando esto sumado a la estabilidad de lamolécula
de ADN frente a los tratamientos térmicos utilizados en la elaboracion de los alimentos, la técnica de PCR se presenta como una
herramienta alternativa y confiable para el control de los mismos. En adicidon, un desarrollo mas especifico del método cualitativo de
PCR permitir4, a futuro, cuantificar el contenido de soja en diversas matrices alimentarias.

Palabras clave: Soja, microscopia, ELISA, real time PCR.

ABSTRACT

Proper food labeling is very important since lack of information can be detrimental to the consumer. In our country, SENASA is the
organizationresponsible for the inspection of establishments that manufacture meat products, and these products, in turn, are regulated
by Chapter VI of the Argentine Food Code. This regulation allows the addition of soybean derivatives in sausages as binders and/or
extenders, but, the use in cured meats is prohibited. The aim in this framework was to compare the techniques of microscopy, enzyme
immunoassay and real-time polymerase chain reaction (ELISA and Real-Time PCR, respectively) for the detection of soybean in meat
products. For this purpose, 4 matrices of sausages and cured meats fortified with 1% soybean derivatives and 20 commercial samples
were analyzed. In all fortified samples, the presence of soybean was detected by the three methodologies, and all commercial samples
were in compliance with the legislation. Although the three techniques are suitable for the proposed objective, it can be concluded that
microscopy has the advantage of being low cost, however, the number of samples that can be observed simultaneously is limited and
depends on the expertise of the analyst. One disadvantage of the ELISA technique is the cost of commercial kits, also, that a certain
amount of samples must be gathered to optimize its use. Finally, the method based on DNA detection allows to analyze a large number of
samples simultaneously in a short time with high sensitivity and specificity; considering this, as well as the stability of the DNA molecule
against heat treatments used in food processing, the PCR technique is presented as a reliable alternative tool. In addition, a more specific
development of the Qualitative PCR method will allow, in the future, to quantify the content of soybean in different food matrices.

Keywords: Soybean, microscopy, ELISA, real-time PCR.



INTRODUCCION

El rotulado de alimentos tiene por objeto suministrar al
consumidor informacion sobre caracteristicas particulares de
los mismos, tales como su forma de preparaciéon, manipulacion,
conservacién, composicion y propiedades nutricionales. En este
sentido, es importante que lainformacién sea acorde al producto
que se comercializa y se ajuste a la legislaciéon vigente, de otra
manera, la falta de cumplimiento de estos requisitos puede
derivar tanto en un engafio al consumidor, como en un riesgo
para su salud.

Algunos ejemplos pueden ser el agregado de sustancias para
enmascarar ingredientes de menor calidad, la sustitucién de
un ingrediente o un alimento por otro sin hacer mencién en la
etiqueta, o las declaraciones falsas en el origen o procedencia de
las materias primas.

La proteina de soja es muy utilizada en la industria carnica
debido a sus propiedades fisico-quimicas, composicién y bajo
costo!?. La misma es de facil produccién por tratarse de un
derivado secundario de la obtencién de aceite a partir de soja.
Su extracciéon y el grado de purificacion alcanzado a partir del
poroto de soja, permite obtener diversos ingredientes como:
harina de soja, concentrado de soja y aislado proteinico de
soja, cuyos contenidos proteicos son de aproximadamente 50,
70 y 90 %, respectivamente. La calidad de cada uno de estos
productos se encuentra normada por el Capitulo XIX del Cédigo
Alimentario Argentinol®. Por otra parte, en el capitulo VI se
encuentra reglamentada la utilizacion de derivados de soja en
determinados alimentos carnicos. En estos ultimos, dichos
ingredientes son utilizados para cumplir una funcién tecnoldégica
especifica, como ser ligantes en la formaciéon de la emulsién
agua-grasa realizando ademads un aporte nutricional, de ahi
su doble funcién de aditivo e ingrediente. De todas maneras, y
para no terminar provocando una sustitucién de las proteinas de
origen animal caracteristicas de estos alimentos, su contenido en
el producto final se encuentra estrictamente regulado.

Para clasificar su uso se pueden definir entonces, dos grandes
grupos de alimentos carnicos: las salazones y los chacinados.
En la elaboraciéon de salazones no se permite el agregado
de derivados de la soja en su composicion. En el caso de los
chacinados, se permite el agregado de concentrado y/o aislado
de soja hasta un maximo de 2% en peso referido al producto
terminado. Para éstos, se permite ademas el agregado de
cualquier derivado de soja hasta un maximo de 10% en base
seca en el producto terminado, si este contenido se declara en
su denominacion. Una de las funciones del Servicio Nacional de
Sanidad y Calidad Agroalimentaria es controlar el cumplimiento
de dichareglamentacion.

En la actualidad existen diversos métodos para determinar la
presencia de soja y sus derivados en distintos componentes
alimenticios®?4, Entre los mas utilizados se encuentran los
kits de enzimoinmunoanélisis (ELISA, por sus siglas en inglés)
comerciales que permiten determinar la presencia de proteina
de soja en diversas matrices alimentarias. Su alto costo y la

necesidad de contar con un gran nimero de muestras para
optimizar su rendimiento, llevan a la busqueda de alternativas
que permitan obtener resultados igualmente satisfactorios.
Ante tal desafio, el objetivo de este trabajo se baso en el estudio
y comparacion de distintas técnicas analiticas para la deteccion
de soja en productos carnicos de manera de otorgar diversas
alternativas que permitan dar cumplimiento a los requisitos de
la legislacion vigente.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de la muestra: Se analizaron, en una primera
instancia, 4 matrices distintas de chacinados y salazones (M1 a
M4) fortificados al 1% con harina de soja desgrasada (H) y aislado
proteico de soja (A) de manera de cubrir un amplio espectro de
productos carnicos e ingredientes utilizados habitualmente en la
industria frigorifica. Las matrices utilizadas fueron:

« Jamén cocido (M1)

« Jamoén crudo (M2)

. Salchicha fresca (M3)

« Hamburguesa (M4)
Las muestras fueron homogeneizadas en picadora antes y
después de las fortificaciones correspondientes. Una vez
finalizada esta etapa, se procedié a su andlisis por los distintos
métodos analiticos que se detallan a continuacion.
Muestras comerciales: Se analizaron 20 muestras comerciales
que incluyeron salazones cocidas y chacinados embutidos y no
embutidos, frescos, secos y cocidos.

Métodos Analiti
Microscopia

El método utilizado estd basado en AOAC 913.01 (AOAC, 2012)1.
Sobre 2,5 gramos de cada muestra se realizdé una digestion
basica con solucién alcohélica de hidréxido de potasio al 8% en
estufa a 100°C durante una hora. Posteriormente, se agregd
alcohol 96%, se agitd y se descartd el sobrenadante. Al pellet
obtenido se adicionaron 25 ml de agua caliente. Se dejo reposar
hasta que se asentara la espuma y luego se centrifugd (HERMIE
Z400K) 15 minutos a 3500 rpm. Se descartd el sobrenadante
y se agreg6 5 ml acido clorhidrico y 7.5 ml de etanol al 25%. Se
centrifugé 15 minutos a 3500 rpm, se descarté el sobrenadante
y se homogeneizé el residuo. Se monté el homogeneizado con
micropipeta sobre un portaobjeto, se colocé un cubreobjeto y
se procedié a la observacién microscépica con un microscopio
6ptico binocular (Nikon Eclipse 50i) provisto de luz polarizada
(Nikon C-SP 757196).

ELISA

Se utilizé un kit comercial 3M™ Kit ELISA Soy Protein (E96SOY
70-2011-7571-1-7100151351)". A 0.5 gramos de muestra se le
agregaron 4.5 ml de buffer de extraccion suministrado por el kit
precalentado (UNITRONIC 100, P-SELECTA) a 50°C. Los tubos
fueron incubados en un bafo termostatizado a 50°C durante 25
minutos y cada 5 minutos fueron agitados manualmente durante



1 minuto. Luego de la incubacién se centrifugaron a 6000 rpm
durante 30 segundos. Se tomaron 100 pl del sobrenadante
y se mezclaron con 9200 pl de la solucién diluyente del kit, con
agitacién durante 20 segundos en vortex. De esta solucion se
tomaron 100 pl y se procedié a la realizacion del ensayo segin
el manual”. Una vez finalizado, se midieron las absorbancias
de los estandares que provee el kit y de las muestras a 450
nm en un lector de microplacas (Biotek ELX-808). El rango
analitico del método estd comprendido entre 20 y 600 mg/kg,
aproximadamente.

PCR

Extraccion de ADN: existen numerosas publicaciones con
diversos métodos de extraccion de ADN para los productos
de soja y sus derivadosPl. En este caso se realizo utilizando un
método desarrollado en nuestro laboratorio que permite el
analisis de identificacion de especies en productos carnicos®.
Las muestras se procesaron segln lo descripto en Tartaglia y col
(1997)12: 3 1 gramo de muestra se le agregaron 4 ml de buffer
de extraccion de tiocianato de guanidina y 10 pl de solucion
de proteinasa K (20 mg/ml). Se homogeneizé en vortex por 10
segundos y se incub6 en bano termostatico a 60°C durante
90 minutos. Una vez finalizada la incubacion, los tubos se
conservaron en heladera por 15 minutos. Terminada esta etapa,
se centrifugaron a 6°C y 3500 rpm durante 15 minutos. Se
trasvasaron 900 pl del sobrenadante a un tubo tipo eppendorf
de 2 mly se centrifugaron a 13000 rpm y temperatura ambiente
durante 1 minuto. A 500 ul de sobrenadante se le agregaron 500
ul de buffer de extraccién, 40 ul de una suspension de silica en
agua, y se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos
con agitacién constante. Se centrifugd (SIGMA 1-14) a 13000
rpm a temperatura ambiente durante 1 minuto y se descartd
el sobrenadante. Al pellet residual se lo lavd tres veces por
resuspension y posterior centrifugacion con 1 ml de buffer de
lavado, dos veces con 1 ml de etanol 70% y una vez mas con 1 ml
de acetona.

El pellet se dejo secar en estufa a 20°C durante 60 minutos
aproximadamente, se le agregd 50 ul de solucién Buffer Tris-
EDTA (pH=7.5) y, previa agitacion, se incubé por 10 minutos a
56°C en bafio termostatico. Una vez finalizado se centrifugé
a 13000 rpm y temperatura ambiente durante 1 minuto. El
sobrenadante se trasvasé a otro tubo, y se centrifugd a 13000
rpm y temperatura ambiente durante 1 minuto. Este paso se
repitié dos veces mas a fin de eliminar los posibles restos de silica
que pudieran quedar en el sobrenadante y que interfieren en la
reaccion de amplificacion del ADN. El sobrenadante obtenido se
almacend a -20°C hasta el momento de su corrida.

Primer_y sondas de hidrdlisis: Se utilizaron las secuencias
definidas por Popping y col (2010)19:

« Primer Lectin Forward: 5"TCC ACCCCCATCCACATTT3’

« Primer Lectin Reverse: 5°GGC ATA GAA GGT GAA GTT GAA

GGA3’
- Sonda de hidrdlisis Lectin Probe: 5°(6-FAM) AAC CGG TAG
CT TGC CAG CTT CG 3’con marcacion FAM - TAMRA.

Condiciones de corrida: El analisis se realizé en un termociclador
(ROCHE LightCycler 2.0), utilizdndose capilares de 20 pl para
las distintas corridas. En los capilares se agregaron 10 ul de
master mix (QuantiTec Probe PCR Kit, Qiagen)', 0.9 ul de primer
Lectin Forward (10uM), 0.9 ul primer Lectin Reverse (10 uM), 0.4
ul de sonda Lectin Probe (5 uM), 0.4 pl de solucién MgCl, 25
mM, 0.5 pl de Albumina de Suero Bovino (BSA), 0.5 ul de Uracil
DNA Glicosilasa (UNG), 2.4 pl de agua provista por el kity 4 pl
del volumen del extracto de cada muestra a analizar y de los
controles positivos (harina de soja desgrasaday aislado proteico
de soja) y negativo (blanco de reactivos).
Las condiciones de amplificacién fueron:

+ 1ciclode activaciéon parala UNG de 50°C durante 2 minutos

« 1ciclode activacion parala ADN polimerasa a 95°C por 15
minutos
35 ciclos de desnaturalizacion del ADN doble a 95°C por 15
segundos
- Hibridacion de los primers y elongacién a 60°C durante 1
minuto
1 ciclo enfriamiento a 40°C durante 30 segundos.

RESULTADOS

Microscopia

La metodologia permitié identificar en todas las muestras
fortificadas al 1% con harinade sojadesgrasaday aislado proteico
desoja,lapresenciadeestructurascelulares conformaderelojde
arena caracteristicas de la soja (Ferrado y Henry, 1967)“ (Figura
1). Ninguna de estas estructuras se observé en los controles
sin fortificar. Seglin puede verse, las muestras fortificadas con
harina, presentaron un mayor nimero de estructuras celulares
de soja en relaciéon con las muestras fortificadas con aislado,
mostrando incluso el formato de lo que se conoce como tortas de
soja dispuestas, en este caso, de manera lateral. La composicién
y proceso de elaboracién de ambos derivados de la soja podrian
ser la causa de tales diferencias. Asi, la harina de soja presenta
muchos mas restos vegetales ya que deriva directamente de
la molienda y desgrasado del grano, mientras que el aislado
proteico de soja tiene muchos mas pasos de elaboracién para
lograr alcanzar el porcentaje de proteina cercano al 90%.



FIGURA 1. A. TORTA DE SOJA OBSERVADA EN EL EXTRACTO DE UNA MUESTRA DE SALCHICHA FRESCA FORTIFICADA
AL 1% CON HARINA DE SOJA. OBSERVACION CON MICROSCOPIO OPTICO BINOCULAR, A 100X CON LUZ POLARIZADA.
B. ESTRUCTURAS CELULARES DE SOJA OBSERVADAS EN EL EXTRACTO DE UNA HAMBURGUESA FORTIFICADA AL 1%
CON AISLADO DE SOJA. OBSERVACION CON MICROSCOPIO OPTICO BINOCULAR, A 100X CON LUZ POLARIZADA.

ELISA

En la Tabla 1 se presentan los datos obtenidos para las distintas
matrices analizadas con y sin fortificacion. Los resultados
muestran una alta sensibilidad de esta metodologia para los
distintos productos independientemente del patrén de soja
utilizado para fortificar. Cabe destacar que los valores de
absorbancia encontrados permiten suponer que el limite de
deteccién del ELISA se encuentra muy por debajo de los niveles

de fortificacion utilizados. De todas maneras, a los fines de
detectar la adulteracion en un producto carnico, esta propiedad
no parece ser una cuestion determinante.

El método, debido a su alta sensibilidad, se presenta como una
opcion a considerar a la hora de evaluar la presencia de proteina
de soja en el control de alérgenos en alimentos.

TABLA 1: RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ENSAYO DE ELISA DE LOS ESTANDARES DEL KIT Y LAS MATRICES CON Y SIN FORTIFICACION.

Muestra Absorbancia a 450 nm Resultado cualitativo
Blanco reactivos 0.281 -
Standard 1 kit 0.365 +
Standard 2 kit 0.941 +
Standard 3 kit 1.977 +
Standard 4 kit 2.787 +
Harina soja desgrasada (H) >3.000 +
Aislado proteico de soja (A) >3.000 +
M1 (Jamon cocido) 0.105 -
M2 (Jamon crudo) 0.168 -
M3 (salchicha fresca) 0.289 -
M4 (hamburguesa) 0.125 -
M1+ 1%H >3.000 +
M1+ 1%A >3.000 +
M2+ 1% H >3.000 +
M2+ 1% A >3.000 +
M3+ 1% H >3.000 +
M3+ 1% A >3.000 +
M4+ 1% H >3.000 +
M4+ 1% A >3.000 +




PCR

EnlaTabla2puedenobservarse los resultados obtenidos paralas
corridas de PCR.Segun puede verse, los mismos son comparables
a los obtenidos por las técnicas anteriormente estudiadas, con
valores de crossing point (Cp) comprendidos entre 23 y 31 ciclos
para las muestras en las que se detectaron derivados de soja. No
se observé amplificacion en las corridas de las matrices que no
fueron fortificadas.

En la Figura 2 se muestran las corridas obtenidas para los
patrones de fortificacion y para jamén cocido fortificado con los
distintos patrones utilizados, respectivamente.

El método presenta buena sensibilidad para todas las opciones

analizadas y permite detectar la presencia de derivados de soja
a concentraciones caracteristicas de posible adulteracion.
Analisis de muestras comerciales: Al analizar un amplio abanico
de productos carnicos (Tabla 3), se obtuvieron resultados
similares para las tres metodologias utilizadas, mostrando
ademas que los mismos cumplian con la legislacion. Las distintas
técnicas mostraron una alta especificidad y sensibilidad para los
fines propuestos, independientemente de la matriz estudiada.

EnlaFigura 3 puedenobservarse las corridas por PCR de algunos
de los alimentos analizados.

TABLA 2: RESULTADOS OBTENIDOS PARA LA CORRIDA POR PCR DE LOS ESTANDARES DEL KIT Y LAS MATRICES CON Y SIN FORTIFICACION.
ND: no se detecta. Cp: valor de crossing point obtenido.

Muestra Cp Resultado cualitativo
Harina soja desgrasada (H) 23.30 +
Aislado proteico de soja (A) 29.20 +
M1 (Jamon cocido) ND -
M2 (Jamon crudo) ND -
M3 (salchicha fresca) ND -
M4 (hamburguesa) ND -
M1+1%H 30.12 +
M1+1%A 28.49 +
M2+ 1% H 30.09 +
M2+ 1% A 29.51 +
M3+ 1% H 30.83 +
M3+ 1% A 28.21 +
M4+ 1% H 29.27 +
M4+ 1% A 27.91 +

Amplification Curves

Amplification Curves
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055 C+ Harinadesoja
(Cp=23,57)

05
045
04
C+ Aisladode

Soja
(Cp>30)

035
03

Fluorescence (530)

025
02

015
01

005 M1

Agua—"

Fluorescence (530)

1234567 8910111213141516171819202122232425262728293031323334 35
Cycles

FIGURA 2. A. CORRIDAS DE PCR PARA EL JAMON COCIDO

088 C+ Harina de soja (H) —»
o B (Cp=23,30)
o C+ Aislado de soja (A)
053 (Cp=129,20)
048
o4 M1 fortificada 1% H
038 (Cp=30,12)
033
028
023 M1 fortificada 1% A
D (Cp=128,49)
013
0,08
003
Agua
2345678 91011121314151617 18192021 222324 25 26 27 28 2930 31 3233 34 35 36 37 3839 40

(M1) SIN FORTIFICAR Y PARA LOS PATRONES HARINA DE SOJA

DESGRASADA Y AISLADO PROTEICO DE SOJA. B. CORRIDAS DE PCR PARA LA MUESTRA DE JAMON COCIDO
FORTIFICADO Y PARA LA HARINA DE SOJA DESGRASADA'Y EL AISLADO PROTEICO DE SOJA.
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TABLA 3: RESULTADOS OBTENIDOS DEL ANALISIS DE MUESTRAS COMERCIALES POR LAS TRES METODOLOGIAS PROPUESTAS.
ND: no se detecta; SD: se detecta; Cp: valor de crossing point obtenido.

Muestra Microscopia ELISA PCR
Jamoén cocido con cuero Ausencia ND ND
Jamoén cocido Ausencia ND ND
Lomo de cerdo Ausencia ND ND
Lomo Horneado Ausencia ND ND
Espetec Ausencia ND ND
Panceta salada 1 Ausencia ND ND
Pernil de cerdo Ausencia ND ND
Panceta salada 2 Ausencia ND ND
Chorizo fresco Ausencia ND ND
Hamburguesa 1 Ausencia ND ND
Hamburguesa 2 Ausencia ND ND
Hamburguesa 3 Ausencia ND ND
Medallones de carne vacuna Presencia SD SD (Cp>30,00)
Salchicha cocida 1 Presencia SD SD (Cp=27,34)
Salchicha cocida 2 Presencia SD SD (Cp>30,00)
Salchicha cocida 3 Presencia SD SD (Cp=28,39)
Mortadela Presencia SD SD (Cp>30,00)
i’gg‘;gﬂz 2‘;%‘20 Presencia SD SD (Cp>30,00)
dgi;‘;’l‘ebt;e coddo Presencia sD SD (Cp>30,00)
Matambre Vacuno arrollado Ausencia ND ND

Amplification Curves

02/
049
0,18
0474
0,16
045
014
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FIGURA 3. CORRIDAS DE PCR PARA EL PATRON DE HARINA DE SOJA
DESGRASADA'Y PARA LAS MUESTRAS COMERCIALES DE LOMO

DE CERDO, SALCHICHA'Y EMBUTIDO COCIDO DE CERDO.

DISCUSION Y CONCLUSION

En los ultimos afos se ha incrementado la utilidad de la soja por
sus propiedades tecnoldgicasy biofuncionales, y laindustrialaha
incorporado a numerosos productos del rubro alimenticio como
la leche y sus derivados, los carnicos, los farinaceos, productos
para mascotas, vitaminas y hasta en cosméticos. Asimismo, hay
que tener en cuenta su gran poder alergénico, sobre todo en
infantes y ninos pequenos. Dado que en la actualidad no existe
una cura para las alergias, la Unica manera eficaz de prevenirlas
es eliminar los alérgenos de la dieta. La deteccion analitica de
los alérgenos alimentarios permitiria minimizar el riesgo de
episodios en personas sensibles, y maximizar las posibilidades de
eleccion de alimentos nutritivos por parte de los consumidores.
Los alérgenos alimentarios mas comunes intervienenenunagran
variedad de alimentos elaborados y cada uno de los principales
alérgenos contienen multiples proteinas, muchas de las cuales
no han sido caracterizadas. Es por ello que la trazabilidad vy el
etiquetado de los productos comercializados se consideran
factores importantes para solucionar esta problematica.
La necesidad de cumplir con estos requisitos legales hace
necesario disponer de técnicas analiticas altamente sensibles
y precisas para lograr un etiquetado confiable y comprobable
cientificamente.



Es por ello que a lo largo del tiempo han surgido diferentes
metodologias analiticas para su deteccion.

A estos fines, la microscopia se ha constituido como una técnica
sencilla, de muy bajo costo que requiere Unicamente de un
microscopio 6ptico con luz polarizada o polarizador. Pero es
limitada la cantidad de muestras que pueden observarse
simultdaneamente ya que la extraccién se realiza por duplicado y
depende principalmente de la periciay laexperienciadel analista.
Elenzimoinmunoanalisis(ELISA),porotrolado,esunaherramienta
de andlisis poderosa para la deteccion de proteinas especificas.
Su ventaja radica en la capacidad de andlisis de numerosas
muestras en simultaneo con altos niveles de sensibilidad y en
que no requiere el uso de gran cantidad de instrumental. En este
caso, ofrece la posibilidad de cuantificar proteina de soja, por la
curvade calibraciéon empleada, aunque es necesario optimizar su
rendimiento por el alto costo que actualmente tienen estos kits
comerciales. Su principal desventaja es que no permite detectar
a las proteinas desnaturalizadas, lo que puede ocurrir durante
el proceso de elaboracién de los alimentos procesados, ya que
se altera la interaccion conformacional de la reaccién antigeno
(proteina de soja)-anticuerpo. Un ejemplo de esto puede ser la
proteina hidrolizada de soja usada como aditivo aromatizante.
En cuanto a la técnica de PCR en tiempo real, hay que tener en
cuentaque nosedetectalaproteinade sojaespecificamente, sino
unasecuenciade ADN especifica,que sueleserelgendelalecitina
de soja. Permite el anélisis simultaneo de una gran cantidad de
muestras con alta sensibilidad y especificidad, y la obtencion
de los resultados sucede a tiempo real, es decir, a medida que
la amplificacion del gen en cuestiéon va ocurriendo. Esto acorta
mucho los tiempos de andlisis, pero el pre-tratamiento de las
muestras en la etapa de extraccién de ADN es extenso. Y aunque
pueden emplearse procedimientos in-house o kits comerciales,
lo cierto es que estos suelen ser costosos. Ademas, depende
también de la complejidad de la matriz alimentaria analizada. En
el caso de los productos cérnicos, el alto contenido de grasa se
presenta como una barrera dificil de sortear que hace compleja
la etapa de extraccion de ADN.

Analizando los resultados obtenidos, es posible afirmar que
en todas las muestras fortificadas se detecté la presencia de
derivados de soja por las tres metodologias, y la totalidad de
las muestras comerciales se encontraron conformes con la
legislacion, con lo cual el objetivo propuesto para el presente
trabajo fue cumplido.

Considerando las ventajas y desventajas de los tres métodos
analizados, y teniendo en cuenta la estabilidad de la molécula
de ADN frente a los tratamientos térmicos utilizados en la
elaboracion de los alimentos, la técnica de PCR se presenta
como una herramienta alternativa y confiable para el control de
los mismos. El desarrollo a futuro del método de Real Time PCR,
permitird cuantificar el contenido de soja en diversas matrices
alimentarias, ya que también existe la posibilidad de realizar
una curva de calibracién para evaluar el contenido de soja y
derivados en diversos productos.
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RESUMEN

El desarrollo de una Sustancia de Referencia (SR) es un proceso laborioso en el cual deben cumplirse de manera rigurosa una serie
de etapas llevadas a cabo sobre un material homogéneo y de pureza adecuada. Las condiciones de conservacion elegidas para las
sustancias en desarrollo deben ser estudiadas y consignadas para mantener, en el tiempo, la calidad del material y su integridad,
evitando cualquier posible degradacion. La calidad de las SR influye en el resultado del control de calidad de una materia prima o
especialidad medicinal que la contenga, por lo tanto, resulta importante tener en cuenta que, si se presenta un deterioro en ella, los
resultados obtenidos pueden afectar el cumplimiento de los requisitos técnicos especificados. El propésito principal de este trabajo
fue demostrar de manera retrospectiva, la importancia de realizar un seguimiento y evaluacion del perfil de pureza para no asignar
una fecha de vencimiento arbitraria, evitando el descarte de material en buen estado. Para ello se recurrié a evaluar la variacion
de diversos atributos (porcentaje de impurezas presentes, contenido de agua o porcentaje de humedad, valoracién y pureza
cristalina) de diversas Sustancias de Referencias elaboradas por el Servicio de Sustancias de Referencias del Instituto Nacional de
Medicamentos. Como resultado, se observé una muy baja variabilidad en los distintos atributos evaluados, lo cual podria indicar que
dichas sustancias mantienen sus propiedades en el tiempo y que el reandlisis periddico de control podria ser una estrategia adecuada
para evitar un descarte innecesario.

Palabras clave: Sustancias de Referencia, estabilidad, calidad.

ABSTRACT

The development of a Reference Substance (RS) is an elaborate procedure in which a series of stages must be rigorously carried out on
ahomogeneous material of adequate purity. The storage conditions chosen for the source material must be studied and established to
maintain its quality and integrity over time, avoiding any possible degradation. The quality of the RS impacts on the quality assurance
of the raw material or medicinal specialty which contains it, therefore, it is important to consider that, if any deterioration is found
in the RS, the results obtained may affect compliance with the specified technical requirements. The main purpose of this research
work was to prove retrospectively the importance of monitoring and evaluating the purity profile in order not to assign an arbitrary
expiration date, avoiding the discarding of undamaged material. For this purpose, various attributes (percentage of impurities, water
content or humidity percentage, assay, and crystalline purity) of different RS made by the Reference Substances Service of the
National Institute of Medicines were evaluated. As a result, a very low variability was observed in the diverse attributes evaluated,
which could indicate that these substances preserve their characteristics over time and that a periodic re-assessment could be a
suitable strategy in order to prevent unnecessary discarding.

Keywords: Reference substances, stability, quality.



INTRODUCCION

Una Sustancia de Referencia (SR) es un material de uniformidad
comprobada cuyo empleo se reserva a ensayos quimicos y fisicos
especificos en los que se comparan sus propiedades con las de
un producto en andlisis y, ademds, posee un grado de pureza
adecuado para el uso al que se destinall. Estos materiales, que
permiten al usuario obtener resultados precisos y trazables,
se usan para identificar, determinar la pureza o cuantificar
ingredientes farmacéuticos activos en su control de calidad y
en el control de los productos farmacéuticos que los contengan.
También son utiles en la verificacion del correcto funcionamiento
de instrumentos y para corroborar o poner a punto los métodos
analiticos aplicados.

Asimismo, la Autoridad Sanitaria establece el uso de materiales
de referencia adecuados para el control de calidad de los
productos farmacéuticos como requerimiento basico para la
fabricacion, importacion/exportacion de medicamentos!?.
Considerando que la calidad de las SR influye en el resultado del
control de calidad de una materia prima o especialidad medicinal
que la contenga, es importante tener en cuenta que, si se
presenta un deterioro en ella, los resultados obtenidos pueden
afectar el cumplimiento de los requisitos técnicos especificados.
Por ello, el desarrollo de SR es un proceso critico en el cual
deben cumplimentarse una serie de etapas. Dicho proceso
requiere de lineamientos adecuados que abarquen el andlisis,
fraccionamiento, acondicionamiento, conservacion, distribucion
y re-andlisis de dichas sustancias. Asimismo, se deben aplicar
los recaudos apropiados durante el desarrollo, almacenamiento
y distribucién para garantizar que sean adecuadas para el uso
previsto. Todas las operaciones deben llevarse a cabo bajo un
sistema de gestion de calidad definido!®.

Como establece la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
el desarrollo, establecimiento y control de materiales de
referencia de las Farmacopeas requiere un esfuerzo continuo,
el cual incluye estudios de idoneidad para su uso, estudios de
estabilidad, investigacion de nuevos materiales de referencia
paralacodificacion de nuevas monografiasy para la actualizacion
de las ya existentes, y el estudio de materiales candidatos para
lotes de reemplazo!®.

Durante el proceso de fraccionamiento de los ingredientes
farmacéuticos activos a ser utilizados para la elaboracién de
una SR, el control de las condiciones ambientales (luz atenuada,
temperatura y humedad) es de significativa importancia en
la calidad final de los estandares desarrollados dado que
permite evitar la degradacion térmica o luminica, como asi
también la absorcién de humedad por parte del material con
sus consecuentes alteraciones fisicoquimicas. En este sentido,
garantizar la hermeticidad de los viales también es fundamental,
por lo que debe controlarse también durante el proceso de
acondicionamiento previo a su conservacion en las condiciones
de temperatura recomendada.

La fecha de vencimiento identifica el fin de la vida Gtil de un
producto, periodo durante el cual deberd cumplir con sus
requisitos de calidad, siempre que éste se conserve en las
condiciones de almacenamiento establecidas?. Sin embargo,

en el caso de las SR, la asignacién de una fecha de vencimiento
prematura podria conducir al descarte de materiales en buen
estado. Es asi que mediante la realizacion de ensayos de
estabilidad periddicos sobre las SR es posible evaluar si las
propiedades y atributos de calidad se mantienen dentro de los
requerimientos propuestos, evitando establecer una fecha de
caducidad arbitraria. Los controles peridédicos tienen como
finalidad la busqueda y el andlisis de indicios de degradacion y/o
contaminacién mediante ensayos que permiten la estimacion de
impurezas, tales como cromatografia en capa delgada (TLC, por
sus siglas en inglés), cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC,
por sus siglas en inglés), contenido de agua por coulombimetria,
pérdidade masapor pérdidaporsecado (PPS) o termogravimetria
(TG), determinacion del rango de fusion y pureza cristalina por
calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés),
como asi también, ensayos de valoracion aplicando técnicas
potenciométricas o cromatograficas para evaluar su titulo en el
transcurso del tiempo. Ademas, tal como se menciond, cualquier
deterioro de la SR influye en el control de calidad de una materia
prima o de la especialidad medicinal que la contiene, por lo tanto
es de suma importancia que su estabilidad se vigile en periodos
regularesy que esas SR sean sustituidas en cuanto se observa un
cambio de importancia en alguna de sus propiedades!¢.,

El objetivo de este trabajo fue realizar un analisis retrospectivo
sobre la variacién en los atributos de calidad (porcentaje
de impurezas presentes, contenido de agua o porcentaje de
humedad, valoracion, y pureza cristalina) de diversas SR,
evaluadas en distintos afios, como parametro indicativo de la
estabilidad de las mismas.

MATERIALES Y METODOS

Se relevd la documentacion correspondiente a los ensayos
periddicos de estabilidad que se realizaron sobre diversas SR
desarrolladas por el Servicio de Sustancias de Referencias del
Laboratorio Nacional de Control de la Direccién de Fiscalizacion
y Gestion de Riesgos del Instituto Nacional de Medicamentos
(INAME).

Para la revision de documentacion se incluyeron las siguientes
SR: Acido 6-Aminopenicildnico Impureza de Sulbactam (6-APA)
Control N° 111006/6-APA, Clorhidrato de Amiodarona Control
N° 107001, Atenolol Control N° 199041, Betametasona Control
N°189029, Clorhidrato de Ciprofloxacina Control N° 102044,
Maleato de Clorfeniramina Control N°® 181013, Clordiazepdxido
Control N° 181015, Bromhidrato de Dextrometorfan Control
N° 183019, Clorhidrato de Dextropropoxifeno Control N°
179009, Clorhidrato de Difenhidramina Control N° 183018,
Maleato de Enalapril Control N° 110004, Fenobarbital Control
N° 112009, Glibenclamida Lote N° 1018, Lorazepam Control N°
180010, Clorhidrato de Metoclopramida Control N° 179006,
Clorhidrato de Nafazolina Control N° 185024, Naproxeno
Control N° 100042, Nifedipina Control N° 189030, Nimodipino
Control N° 108002, Norfloxacino Lote N°1014, Clorhidrato de
Pseudoefedrina Control N° 111007, Sulbactam Sédico Control
N° 111006, Teofilina Control N° 191033, Tioconazol Control N°
109003, Trimetoprima Control N° 180012.
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Para la evaluacion de la informacién relevada se tuvieron en
cuenta, en todos los casos, los datos obtenidos en el analisis
realizado al lote de la SR en cuestién al momento de su
establecimiento y el Ultimo anélisis realizado.

Los valores de los pardmetros evaluados se obtuvieron
por utilizacion de metodologias de andlisis codificadas
en la Farmacopea Argentina y en otras bibliografias
internacionalmente reconocidas, tales como Farmacopea de
los Estados Unidos (USP, por sus siglas en inglés) y Farmacopea
Europea (EP, por sus siglas en inglés).

Las SR mencionadas en el presente trabajo fueron fraccionadas
en condiciones de penumbra, bajo valores de temperatura y
humedad controlada (entre 20y 22 °C y a una humedad relativa
menor al 10 %) y acondicionadas en frascos ampolla de vidrio
neutro color caramelo, con tapén de bromobutilo y precinto de
aluminio ajustado de manera tal que no gire sobre el tapén.
Todas estas sustancias fueron conservadas en las condiciones
consignadas en su correspondiente Informe Técnico, camara
de frio a 5 °C = 3 °C, bajo condiciones de buenas practicas de
laboratorio desde el momento de su establecimiento hasta
el presente, excepto para el caso de Sulbactam Sddico cuya
temperatura de conservacion fue alrededor de - 20°C.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestran los valores de humedad y contenido
de agua obtenidos del andlisis de diez SR al momento de su
establecimiento y en el ultimo estudio de estabilidad realizado
(entre paréntesis se indica el afio correspondiente).

En la Tabla 2 se pueden observar los resultados de las
valoraciones potenciométricas de diez SR analizadas al momento
de su establecimiento y en el tltimo ensayo de estabilidad (entre
paréntesis se indica el afio correspondiente).

En la Tabla 3 se indican los datos de pureza obtenidos, por
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC, por sus siglas en
inglés), de siete SR analizadas al momento de su establecimiento
y en el tltimo control de estabilidad (entre paréntesis se indica el
afio correspondiente).

En la Tabla 4 se muestra el porcentaje de impurezas presentes
de diez SR analizadas al momento de su establecimiento y en el
ultimo control de estabilidad (entre paréntesis se indica el afio
correspondiente).

EnlaFigura 1seindica, sobre untotal de 102 SR establecidas, los
porcentajes de Hojas de Informacién Técnica que debieron ser
modificadas luego de alglin ensayo de estabilidad.

TABLA 1: DETERMINACION DEL CONTENIDO DE AGUA O PORCENTAJE DE PERDIDA POR SECADO.

Sustancia Metodologia

Establecimiento Ultimo control

Metoclopramida,

Coulombimetria

o, 0,
Clorhidrato de 5,13% (1979) 4,98 % (2018)
Betametasona Coulombimetria 0,15 % (1989) 0,21%(2017)
Dextropropoxifeno, . . o o
Clorhidrato de Coulombimetria 0,04% (2010) 0,04% (2015)
Teofilina Coulombimetria 0,32% (1991) 0,41 % (2017)
Lorazepam Coulombimetria 0,07 % (1994) 0,09 % (2015)

Pseudoefedrina,
Clorhidrato de

Pérdida por secado

Trimetoprima

Pérdida por secado

Dextrometrofan,
Bromhidrato de

Coulombimetria

Atenolol

Coulombimetria

Ciprofloxacino,
Clorhidrato de

Coulombimetria

0,03% (2011) 0,00 % (2017)
0,02 % (1980) 0,00 % (2018)
4,95 % (1983) 4,90 % (2010)
0,39 % (1990) 0,53 % (2014)
6,30 % (2002) 6,30 % (2019)




TABLA 2: VALORACION DE SUSTANCIAS POR POTENCIOMETRIA.

Referencias: SSA: sobre sustancia anhidra. SSTC: sobre sustancia tal cual. SSS: sobre sustancia secada.

Sustancia

Establecimiento

Ultimo control

Metoclopramida, Clorhidrato de 100,2 % SSA (1979) 101,4 % SSA (2018)
Dextropropoxifeno, Clorhidrato de 100,2 % SSS (1979) 100,3 %SSA (2018)
Clordiazepodxido 99,9 % SSS (1981) 100,2 % SSA (2018)
Dextrometorfan, Bromhidrato de 100,0 % SSA (1983) 99,9 % SSA (2010)
Teofilina 99,3 % SSA (1991) 99,3 % SSA (2003)
Clorfeniramina, Maleato de 100,0 % SSS (1981) 100,0 % SSS (2018)

Impureza de Sulbactam,

97,2 % SSTC (2011)

97,6 % SSTC (2017)

6-APA
Trimetoprima 100,1 % SSS (1980) 100,0 % SSS (2018)
Norfloxacina 99,6 % SSTC (2012) 99,7 % SSTC (2019)
Enalapril, Maleato de 99,8 % SSTC (2010) 100,0 % SSTC (2019)

TABLA 3: ESTIMACION DE LA PUREZA CRISTALINA EN MOLES % POR CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO.

Sustancia

Establecimiento

Ultimo control

Dextropropoxifeno, Clorhidrato de 99,77 % (2010) 99,76 % (2016)
Trimetoprima 99,97 % (2000) 99,99 % (2015)
Difenhidramina, Clorhidrato de 99,77 % (2006) 99,88 % (2016)
Nafazolina, Clorhidrato de 99,15 % (1986) 99,35 % (2016)
Nifedipina 99,99 % (2005) 99,98 % (2015)

Atenolol 99,84 % (1990) 99,94 % (2019)
Fenobarbital 99,67 % (2012) 99,85 % (2019)
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TABLA 4: ESTIMACION DE IMPUREZAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA (HPLC).

Sustancia Establecimiento Ultimo control
Ciprofloxacina, Clorhidrato de 0,12 % (2002) 0,14 % (2018)
Teofilina 0,05 % (1991) 0,01 % (2019)
Naproxeno 0,03 % (2000) 0,03% (2010)
Ciprofloxacino, Clorhidrato de 0,12 % (2002) 0,14 % (2019)
Amiodarona, Clorhidrato de 0,14 % (2000) 0,18 % (2019)
Enalapril, Maleato de 0,28 % (2000) 0,33%(2010)
Nimodipino 0,21 % (2000) 0,15 %(2010)
Tioconazol 0,36 % (2009) 0,41 %(2019)
Sulbactam sédico 0,08 % (2011) 0,18 % (2019)
Glibenclamida 0,29 % (2000) 0,26 % (2010)

B Modificacién a ensayos
cualitativos 0,95%

B Modificacion del contenido
de agua 1,9%

[ Modificacién de metodologia
analitica 1,9%

B Ssin modificaciones 95,25%

N: 102

FIGURA 1. RELEVAMIENTO DE CAMBIOS EN LAS HOJAS DE INFORMACION TECNICA.

DISCUSION

Mediante el seguimiento de estabilidad de las SR, el cual se
realiza desde su establecimiento hasta su baja o agotamiento
a una frecuencia establecida, se verifica la calidad y perfil
de pureza. En los casos mencionados en esta revisién, no se
evidenciaron variaciones que impacten en la calidad de los
atributos fisicoquimicos que puedan llevar al descarte del
material. Esto podria atribuirse al control de los pardmetros
ambientales durante la etapa de fraccionamiento, como asi
también en su posterior conservacion. Factores ambientales
como la humedad, temperatura y exposicién a la luz podrian
actuar como catalizadores de reacciones de degradacion.
Realizar controles periédicos y busqueda de indicios de
degradacion en las SR, tal como se ejemplifican en los casos
mencionados en este articulo, permite asegurar su calidad
evitando un descarte innecesario del material que permanece en
buenas condiciones y, por lo tanto, optimizar recursos humanos,
materiales e insumos.

Segln la OMS, todas las SR preparadas en el laboratorio deben
ser re-analizadas a intervalos regulares para asegurar que no ha
ocurrido deterioro. Este intervalo de re-andlisis dependerd de
un numero de factores, incluyendo estabilidad de la sustancia,
condiciones de almacenamiento empleadas, tipo de envase y
grado de uso (con qué frecuencia se abre y cierra el envase).
En el caso de que los resultados del re-andlisis de una SR no
cumplieran con las especificaciones, se debera llevar a cabo una
revision retrospectiva de los ensayos realizados usando dicha
SR desde la ultima evaluacién de la misma, y debiéndose aplicar
analisis de riesgo paralaevaluacion de los resultados de la revision
retrospectivay laconsideracion de posibles acciones correctivas!”.
Por otro lado, las SR farmacopeicas son regularmente re-
analizadas y su validez (estado actual) puede ser consultada en
la farmacopea que las provee, por varios medios, €]. sitios web
o catdlogos. El re-andlisis por el laboratorio no es necesario,
siempre y cuando las SR se almacenen de acuerdo con las
condiciones indicadas.



Para el caso de las SR establecidas bajo la responsabilidad de
ANMAT-INAME y Farmacopea Argentina, cuando se detecta
alguna modificacion significativa que altera sus propiedades, la
sustancia en cuestién es dada de baja. Cuando la modificacién
detectadaensuatributonoessignificativa,suHojade Informacién
Técnica (HIT) es actualizada detallando los nuevos valores como,
por ejemplo, en el caso de la SR Atenolol mencionada, donde el
contenido de agua pas6 de 0,39 % a 0,53 % (Tabla 1). La definicion
de lo que se supone una variacién significativa o de importancia
difiere segiin el uso al que se destine la SR. Una modificacion en el
porcentaje de impurezas puede no afectar la utilidad del material
para pruebas de identificacion, pero puede resultar inadmisible
si se utiliza en ensayos cromatograficos cuantitativos.
Comparando con otras agencias y organizaciones, en el caso de
las que son provistas por la OMS, su estabilidad es controlada
a través de examenes periddicos llevados a cabo por dicho
organismointernacional,y todo material que se haya deteriorado
es reemplazado por un nuevo lotet®,

La correcta conservacién de las SR resulta, ademas, una variable
critica para poder garantizar su calidad. Tanto la Farmacopea
Europea como la Farmacopea de los Estados Unidos consignan
en el rotulo la conservacién de los estandares que distribuyen, y
hacen responsable al usuario de cumplir con este requisito para
asegurar la calidad del material®°, La Farmacopea Argentina
detalla la forma de conservacion de sus SR en la HIT que se
distribuye junto al material o que se encuentra disponible para
su consulta en la pagina web de ANMAT.

CONCLUSION

El presente andlisis retrospectivo de los resultados de los
ensayos realizados sobre distintas SR permite observar que, a
lo largo del tiempo, no se detectaron alteraciones significativas
que puedan impactar negativamente en el titulo asignado y en
su uso como referencia, demostrando que no es necesario la
asignacion de una fecha arbitraria de caducidad de las sustancias
establecidas, mientras se realice un seguimiento de estabilidad.
Por lo expuesto, se podria concluir que, asegurando las
adecuadas condiciones de conservacion, las SR permanecerian
confiables y estables logrando asi mantener su calidad por
periodos prolongados.
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RESUMEN

El acceso al tratamiento antirretroviral (TARV) es una de las bases fundamentales para el control de |la epidemia de VIH/SIDA a nivel
local, regional y mundial. Esto se enmarca en los objetivos estratégicos “90-90-90” propuestos para el afio 2020. Teniendo en cuenta
que los equipos de farmacia cumplen un rol clave en la provision en tiempo y forma del TARV bajo estrictas normas de trazabilidad
y controles de calidad, se desarrollé un programa para la dispensacién y monitoreo de adherencia al mismo (HELIOS-CHECK). El
objetivo de este trabajo fue evaluar el impacto de la implementacion de esta estrategia por una drogueria (Helios Pharma) en la
adherencia al TARV en pacientes con cobertura de salud del interior del pais. Se realizé un estudio analitico retrospectivo en el que
se incluyeron todos los pacientes en seguimiento en el interior del pais con prescripcidon para este tipo de tratamiento antiviral desde
el afno 2015 a 2018 inclusive (sistema InfHos). Se evalud la proporcién de adherencia definido por retiros de farmaciay la supresion
viral en 2016 y 2018, antes y después de la implementacién de la estrategia en 2017. Se aplicé la prueba de Z para diferencia de
proporciones y se considerd significativo un valor de p <0.05. Se detecté en 2016 una adherencia del 86.7% (n=2030) y del 98%
(n=2907) en 2018, con un incremento significativo del 10.3% tras la implementacién de HELIOS-CHECK en 2017 (p<0.001; IC 95%:
9.65%- 12.86%). Con respecto a la supresion viral, la proporciéon de pacientes con carga viral indetectable en 2016 fue del 77% vy del
87% en 2018, correspondiendo a un incremento del 10% (p<0.001; IC 95% 8-12%). Esta estrategia presentd un impacto significativo
en la adherencia al TARV y la supresién viral.

Palabras clave: VIH, adherencia, tratamiento antirretroviral, trazabilidad, procedimiento HELIOS-CHECK.

ABSTRACT

Access to antiretroviral treatment (ART) is one of the fundamental basis for the control of the HIV/AIDS epidemic at local, regional
and global levels. This is part of the strategic “90-90-90” objectives proposed for the year 2020. To achieve these goals, pharmacy
teams play a key role in the timely provision of ART under strict traceability standards and quality controls. Considering this need,
we have developed a program for dispensing and monitoring its adherence (HELIOS-TEST). The objective of this study was to
evaluate the implementation and impact of this strategy made by a national drugstore (Helios Pharma SA.) on the adherence to
this treatment in patients with health coverage that reside in the interior of the country. For this purpose, a retrospective analytical
study was performed including all the patients with prescription of ART from the year 2015 to 2018 inclusive (InfHos system). The
proportion of adherence, defined by pharmacy withdrawals and viral suppression, was evaluated before (2016) and after (2018) the
implementation of the mentioned strategy in 2017. The Z test was applied to evaluate differences in proportions and a value of p
<0.05 was considered significant. In 2016, adherence was at 86.7% (n = 2030), while in 2018, it was detected at 98% (n = 2907), with
a significant increase of 10.3% after the implementation of HELIOS-TEST (p <0.001; 95% Cl: 9.65% - 12.86%). With respect to viral
suppression, the proportion of patients with undetectable viral load was 77% in 2016 and 87% in 2018, corresponding to anincrease
of 10% (p <0.001; 95% Cl 8-12%). This strategy had a significant impact on the adherence to ART and virologic suppression.

Keywords: HIV, adherence, antiretroviral treatment, traceability, HELIOS-TEST procedure.



INTRODUCCION

El advenimiento del Tratamiento Antirretroviral de alta eficacia
(TARV) marcé un cambio en el prondstico de la infeccién por
el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), produciendo
un marcado descenso en la morbilidad y mortalidad*?. En la
actualidad, se dispone de mas de 20 drogas en el mercado,
pasibles de ser combinadas o, algunas de ellas, disponibles en
coformulacion. Esto trajo como consecuencia, en forma paralela
al aumento de la sobrevida, una mejora en la calidad de vida de
los pacientes y facilitd la adherencia al tratamiento mediante
posologias menos complejas que las que existian hace unos afos.
Asimismo, constituye una valiosa estrategia para la prevencion
de la transmisién vertical y horizontal del VIHE!,

El acceso al TARV es uno de los pilares fundamentales para
el control de la epidemia de VIH/SIDA a nivel local, regional y
mundial“, Esto se encuadra en los objetivos estratégicos “90-
90-90” propuestos como programa por la Organizacién de las
Naciones Unidas, ONUSIDA, para el afio 20205! a saber:

e Que el 90% de las personas que viven con el VIH conozcan su
estado seroldgico respecto al VIH.

e Que el 90% de las personas diagnosticadas con el VIH
reciban TARV de manera continuada.

e Que el 90% de las personas que reciben TARV tengan
supresion viral.

Se estima que, cuando se alcance este triple objetivo, al menos el
73%delas personas quevivenconel VIHentodo el mundo tendra
supresion viral; un nimero de dos a tres veces mayor que las
estimaciones actuales. Esto requerirad un acceso ininterrumpido
a un tratamiento de por vida para decenas de millones de
personas, ademas de sistemas sanitarios y comunitarios fuertes
y flexibles, programas de protecciony promocién de los derechos
humanos y mecanismos de autofinanciacién capaces de costear
programas de tratamiento de por vida.

Considerando las dos ultimas metas de los objetivos “90-90-
90", los equipos de farmacia cumplen un rol clave en cuanto a
proveer en tiempo y forma el TARV bajo estrictas normas de
trazabilidad y controles de calidad!®!. Sin embargo, en Argentina
existen diferencias muy marcadas en el acceso a los servicios de
salud segun el lugar de residencia de la poblacion. Se observa una
mayor disponibilidad en los centros urbanos, mientras que en el
interior del pais los servicios son segmentados, heterogéneos y
poco equitativos, sumado al estigma y la discriminacién como
conducta social'®.

Dentro de las dificultades mas frecuentes para acceder a la
medicacion se encontraron las distancias, limitacién en las
redes de distribucidn, falta de comunicacion con su prestador
de salud, horarios de atencién, manejo de la confidencialidad,
desconocimiento sobre la patologia, falta de apoyo social y
familiar, entre otros!7#l.

En este contexto, la implementacion de estrategias para
monitorear la dispensaciéon de farmacia permite realizar
intervenciones con los pacientes, de manera que faciliten su

adherencia al tratamiento. Teniendo en cuenta esta necesidad,
se desarrollé un programa orientado a todos los profesionales
farmacéuticosysuscolaboradoresquesedesempefanennuestra
red de farmacias en relacion a la dispensacién y monitoreo de
adherencia al TARV (HELIOS-CHECK). Este programa tiene
como objetivo optimizar laadherenciaalosretiros de medicacién
antirretroviral en las farmacias del interior del pais. Esto requirio
de las firmas de acuerdos técnicos y de compromiso entre las
droguerias y las farmacias correspondientes. Brevemente, la
estrategia HELIOS-CHECK consiste en tres pilares (Figura 1) a
saber7-1¢l:

1- Checklist: Se desarrollé un sistema informatico, Webservice
InfHos®, que permite identificar informacion especifica y
completa del flujo de la medicacion que se distribuye desde
la drogueria (Ciudad de Buenos Aires, CABA) a toda la Red de
Farmacias del interior del pais, lo que permite recolectar los
datos requeridos para asegurar el seguimiento de la adherencia
al retiro del tratamiento. Esta herramienta ha sido certificada
y recertificada con GS1 (Global Standard 1) y la legislacion
vigente en materia de Buenas Practicas de Almacenamiento,
Distribucion, Transportey Trazabilidad, lacualincluye estandares
para la identificacién de todas las unidades distribuidas (SSCC,
Cadigo Seriado de Contenedor de Empaque).

2- Trazabilidad en tiempo real: Con el Webservice InfHos®,
se realiza la supervision del cumplimiento de la trazabilidad,
recibiéndose informacién del envio, llegada y dispensa de la
medicacién a las farmacias del interior del pais. Para evitar que
los pacientes queden desabastecidos de medicacién, se realiza
el envio desde CABA con 15 dias de anticipacién a la fecha
esperada de retiro. El formato de envio de la medicacién se
denomina Pharmabox, que consiste en una caja que contiene
todas las medicaciones requeridas por el paciente. Cada
Pharmabox, presenta un cédigo Unico de identificacién SSCC
que corresponde a un Unico paciente.

3- Comunicacién con el paciente: En el contexto del checklist y
los controles de trazabilidad, se desarrollan en paralelo acciones
de comunicacién con el paciente via correo electrénico, mensaje
de texto (SMS) y servicios de mensajeria instantanea movil. Se
envian notificaciones informando la salida de la medicacién de
drogueria a su farmacia de referencia (evento 39 SNT, Sistema
Nacional de Trazabilidad) y que la medicacién se encuentra
disponible en la farmacia para su retiro (evento 101 SNT). Este
ultimo mensaje se reitera a los 10 dias en caso de que el paciente
no haya retirado la medicacién, y en caso de persistir la situacion
de no retiro, el equipo de adherencia de la drogueria realiza
I[lamadas personalizadas al paciente. Estas comunicaciones
tienen como objetivo abordar los inconvenientes o situaciones
que demoraron el retiro del tratamiento y acordar con el
paciente una nueva fecha de dispensa.

Nuestro objetivo fue evaluar el impacto de la implementacion
de esta estrategia por la drogueria Helios Pharma SA. en la
adherencia al TARV en pacientes con cobertura de salud del
interior del pais.
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e Despacho de la medicacion desde drogueria Helios a Red de Farmacia del Pais.

e Evento 39 SNT (Drogueria envia a farmacia)

e Notificacion al paciente via servicios de mensajeria instantanea
(“Su pedido estara disponible en 24/48 hs”)

e Evento 101 SNT (farmacia recibe de Drogueria)

¢ Notificacion al paciente via servicios de mensajeria instantanea

(“Su pedido esta en la farmacia”)

Evento 111 SNT.
Farmacia dispensa al Paciente

|

ADHERENTE

|

NO ADHERENTE

!

Recordatorio de tratamiento
disponible en la farmacia via
servicios de mensajeria instantanea

Comunicacién telefénica.
Entrevista Farmacéutica.

|

FIGURA 1. DIAGRAMA DE FLUJO PROCEDIMIENTO HELIOS-CHECK PARA DISPENSACION DE MEDICACION
ANTIRRETROVIRAL A PACIENTES DEL INTERIOR DEL PAIS.
SNT: Sistema Nacional de Trazabilidad

METODOLOGIA

Se realizd un estudio analitico retrospectivo en el que se
incluyerontodos los pacientes en seguimiento por Helios Pharma
SA. en el interior del pais con prescripcién de TARV desde el afo
2015 a 2018 inclusive.

Los criterios de inclusion fueron los siguientes:

e Pacientes con diagndstico confirmado de VIH.

e Tener prescripcion médica para tratamiento antirretroviral
entre el afio 2015y 2018 inclusive.

e Coberturamédicadelasobrassocialesy empresas de medicina
prepaga en convenio con Helios Salud SA.

e Residir en el interior del pais.

e Tener asignada unade las farmacias de lared de Helios Pharma
SA. perteneciente al interior de pais.

Los criterios de exclusiéon fueron los siguientes:

e Suspension de tratamiento por indicacion médica

e Pacientes sinresidencia en interior del pais

e Falta de cobertura médica de las obras sociales y empresas de
medicina prepaga en convenio con Helios Salud SA.

e Pacientes enrolados en ensayos clinicos

Todos los pacientes que cumplieran los criterios previos fueron
identificados en la base de datos de Helios Pharma SA., sin
exclusion por sexo o edad a través del sistema InfHos®. Este
sistema es una herramienta Webservice de desarrollo propio
(http://www.infhos.com.ar/), la misma es muy amigable y de
facil acceso para el usuario e incluye alertas para garantizar
las dispensas al paciente correcto. Esta herramienta ha sido
certificaday re certificada por GS1 con el fin de validarlal*.
Enla Tabla 1y Figura 2 se presenta la distribucion de pacientes
en el interior del pais.

Se evalud la proporcion de adherencia (definida por retiros de
farmacias) y supresion viral antes (periodo 2016) y después
(periodo 2018) de la implementacion de la estrategia HELIOS-
CHECK en 2017. Se aplicé la prueba de Z para diferencia de



proporciones y se considerd significativo un valor de p <0.05.
Andlisis de los datos

Las variables categéricas se describieron utilizando frecuencias
absolutas y relativas y se compararon mediante la prueba Z para
diferencia de proporciones. Todas las pruebas fueron de dos
lados y se consideraron significativas si el valor p era menor a
0.05. Los analisis se realizaron con el software R versién 3.5.0.

RESULTADOS

El cumplimiento en el retiro de medicacion en el periodo
comprendido entre los aflos 2015y 2018 se detallaen la Tabla 2.
Se documentd un incremento significativo del 10.3% (p<0.001;
IC 95%: 9.65%- 12.86%) en el nivel de adherencia tras la
implementacion de la estrategia HELIOS-CHECK en 2017.
Estratificacion por sexo

De los pacientes en seguimiento en 2016 el 72.9% (IC95%: 70.9-
74.8) corresponde a sujetos de sexo masculino (n=1480)y 27.1%
(IC 95% 25.2-29.1; n=550) de sexo femenino. La proporcion de

adherencia considerando los retiros de farmacia entre usuarios
hombres fue del 87.9% (IC95% 86.1- 89.5; n=1301) y del 83.6%
(1C95% 80.3-86.6; n=460) entre usuarias mujeres en dicho afio.
Tras laimplementaciénde laestrategia, se detecté unincremento
en el nivel de adherencia tras la estratificacion por sexo (Figuras
3y4).

Entre los usuarios de sexo masculino se detect6 un incremento
significativo en la adherencia luego de la implementacién de
HELIOS-CHECK del 10.3% (P<0.001; IC95% 8.48-12.1). Se
evidencié también un incremento significativo del 13.8% en el
caso de las mujeres (p<0.001; 1C95% 10.3-17.3).

Supresion Viral

Se evalué también el nivel de supresién viral entre los pacientes
en seguimiento con HELIOS-CHECK. La proporcién de pacientes
con carga viral indetectable en 2016 fue del 77% y del 87% en
2018. Nuevamente se detectd un incremento significativo del
10% en la proporcion de pacientes con carga viral indetectable
(p<0.001; IC 95% 8-12%).

TABLA 1. DISTRIBUCION DE PACIENTES EN EL INTERIOR DEL PAIS (PERIODO 2015-2018) POR PROVINCIA.

Provincias 2015 2016 2017 2018
Buenos Aires 276 411 528 624
Catamarca 1 1 1 3

Chaco 27 33 37 43
Chubut 71 89 97 118
Coérdoba 279 394 591 599
Corrientes 50 48 53 60
Entre Rios 59 70 82 134
Formosa 8 9 8 11
Jujuy 25 38 44 44
La Pampa 20 17 22 21
La Rioja 14 12 15 23
Mendoza 99 154 169 218
Misiones 22 29 27 35
Neuquén 59 81 85 99
Rio Negro 67 84 82 98
Salta 44 78 92 149
San Juan 12 26 29 33
San Luis 11 16 24 32
Santa Cruz 27 32 39 58
Santa Fe 325 326 350 375
Santiago del Estero 6 8 13 11
Tierra del Fuego 36 37 39 44
Tucuman 30 37 53 75
TOTAL 1568 2030 2480 2907
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FIGURA 2. DISTRIBUCION CORRESPONDIENTE AL ANO 2018 DE PACIENTES EN EL INTERIOR DEL PAIS (N = 2907)

DETALLADO POR PROVINCIA (NUMERO ABSOLUTO Y PORCENTAJE).




TABLA 2. PROPORCION DE PACIENTES ADHERENTES AL TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL
(MEDIDO POR DISPENSACION DE FARMACIA) EN EL INTERIOR DEL PAIS (PERIODO 2015-2018).

ADHERENTES

Total Pacientes
CANTIDAD

NO ADHERENTES
CANTIDAD % (IC)

% (IC)

2015 1568 1343 85.7(83.8-87.3) 225 14.3(12.7-16.2)
2016 2030 1761 86.7 (85.2-88.2) 269 13.3(11.8-14.8)
2017 2480 2278 91.9 (90.7- 92.9) 202 8.1(7.1-9.3)
2018 2907 2849 98 (97.4- 98.5) 58 2.0(1.52-2.57
97.4% 98.2%
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FIGURA 3. NIVEL DE ADHERENCIA AL TRATAMIENTO
ANTIRRETROVIRAL (RETIRO DE FARMACIA) EN MUJERES ANTES Y
LUEGO DE LA IMPLEMENTACION DE LA ESTRATEGIA HELIOS-CHECK.

DISCUSION

Este estudio constituye la primera experiencia a nivel nacional
mostrando el impacto de una estrategia farmacéutica en la
adherencia a los retiros de tratamiento antirretroviral en el
interior de Argentina. Conocer en tiempo real el estado del envio
de la medicacién, aplicando y cumpliendo la normativa vigente
en materia de trazabilidad, es fundamental para el adecuado
seguimiento de los pacientes con patologias crénicas.

La aplicacion de la intervencion HELIOS-CHECK, mostré
un impacto estadisticamente significativo en el retiro de la
medicacién antirretroviral, lo cual permite un mejor recupero de
los médulos seglin la normativa vigente por la Superintendencia
de Servicios de Salud para las drogas correspondientes a
patologias de baja frecuencia y alto costo. Esto resulta de alta
importancia en el sostenimiento a largo plazo de las instituciones
de salud que se rigen bajo esta normatival*’*®!y permite evaluar
la adherencia en forma continua analizando las demoras segin
las fechas de retiro.

Sin embargo, las implicancias de esta estrategia trascienden
aspectos administrativos, teniendo profundas consecuencias
de salud publica. Considerando los objetivos estratégicos
propuestos por ONUSIDA para el afio 2020P!, garantizar y
facilitar el accesoal TARV es clave enfuncién delograr el segundo
“90” (que 90% de las personas diagnosticadas con el VIH reciban

FIGURA 4. NIVEL DE ADHERENCIA AL TRATAMIENTO
ANTIRRETROVIRAL (RETIRO DE FARMACIA) EN HOMBRES ANTES Y
LUEGO DE LA IMPLEMENTACION DE LA ESTRATEGIA HELIOS-CHECK.

TARV de manera continuada) de este plan. El interior del pais
presenta segmentacion y heterogeneidad en sus sistemas de
salud, lo que se traduce en barreras estructurales que dificultan
el acceso a la medicacién(l, A esto se suma que los pacientes
pueden requerir trasladarse distancias considerables desde
su domicilio al centro urbano donde se realiza la dispensacion
de la mismal®. En este contexto, la estrategia HELIOS-CHECK
permite tener al paciente perfectamente informado del estado
del pedido de su medicacién antirretroviral mensual, sabiendo
de antemano cuando esta disponible y evitando de este modo
traslados innecesarios. Esto permitiria generar estabilidad en los
retiros y conflanza y empoderamiento en el paciente, mejorando
su compromiso para con su tratamiento y su vinculo con su
prestador de salud.

Esto repercutiria directamente en el tercer “90” (90% de las
personasquereciben TARV tengansupresionviral)®, optimizando
la proporcién de pacientes con carga viral indetectable. Con la
implementacion de la estrategia HELIOS-CHECK, se observé
un incremento de 10% en la supresion viral, ascendiendo del
77 al 87%, lo cual implica no sélo una mejoria en la adherencia
considerando los retiros, sino también considerando la
proporcion de pacientes con indetectabilidad, lo cual muestra
que los mismos tomaron su medicacion correctamente ademas
de retirarla de la farmacia. Esto tiene profundas implicancias de
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salud publica en cuanto a que la supresion viral no sélo permite a
los pacientes lograr la reconstituciéon inmunolégica preservando
su salud y permitiéndoles una excelente calidad y expectativa
de vidal?, sino que también contribuye al control de la epidemia
de HIV/SIDA en base a la evidencia de que los pacientes con
supresion viral no transmiten el virus por via sexual y perinatal
(“indetectable = intransmisible”)®!,

Considerando que las farmacias son los efectores de salud
mas numerosos y de facil acceso para el publico, una adecuada
articulacién con la drogueria proveedora, teniendo en cuenta
los circuitos de trazabilidad y la normativa vigente, resulta de
fundamental importancia para garantizar el acceso oportuno
al tratamiento en pacientes con patologias crénicas. En este
contexto, la estrategia HELIOS-CHECK podria constituir
una herramienta superadora en la provisiéon de tratamiento y
monitoreo de la adherencia de personas que viven con HIV/SIDA
en el interior de pais, con el potencial de ser aplicable también en
otras patologias de alto costo y baja prevalencia.
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RESUMEN

El uso de liposomas como sistemas de administracién de farmacos ha visto un gran desarrollo en las Ultimas décadas. En el caso
particular de la doxorrubicina, su encapsulacién dentro de estas vesiculas lipidicas permite reducir sus efectos toxicos manteniendo
su eficacia terapéutica. Debido a su complejidad, cambios en el método de elaboracién, en la composiciéon o en la calidad de la
materia prima del producto pueden conducir a variaciones considerables en las propiedades fisicoquimicas y en la eficacia de la
formulacion liposomal. Por lo tanto, la caracterizacion de estos productos requiere de una exhaustiva evaluacién de sus parametros
fisicoquimicos, farmacotécnicos y microbioldgicos, junto con la inclusién de ensayos preclinicos que permitan estudiar la
farmacocinética, farmacodinamia y toxicidad del producto. Es por tanto, el objetivo de este trabajo proveer una visién regulatoria
acerca de las principales caracteristicas que se deben evaluar para el registro de productos de doxorrubicina liposomal nanosimilar.

Palabras clave: nanosimilar, sistemas de administracion de farmacos, formulacién liposomal, doxorrubicina.

ABSTRACT

The use of liposomes as drug delivery systems has seen a great development in the last decades. In the particular case of doxorubicin,
its encapsulation inside lipidic vesicles allows a reduction in its toxic effects while maintaining its therapeutic efficacy. Due to
their complexity, changes in the elaboration method, in the composition, or in the quality of the raw materials of these products
can lead to significant variations in the physicochemical properties and in the efficacy of the liposomal formulation. Therefore, the
characterization of these products requires an exhaustive evaluation of their physicochemical, pharmacotechnical and microbiological
parameters, including preclinical trials for the study of the products’ pharmacokinetics, pharmacodynamics and toxicity. Thus, the
objective of this article is to provide a regulatory vision about the main characteristics that must be evaluated for the registry of
liposomal doxorubicin nanosimilar products.

Keywords: nanosimilar, drug delivery systems, liposomal formulation, doxorubicin.
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INTRODUCCION

El avance en el campo de la nanotecnologia ha tenido un gran
impacto en diversas areas tales como la industria alimentarialY,
la industria textil” y el desarrollo de dispositivos y sistemas
de diagndsticol®¥. En particular, en el campo de la medicina,
diversos nanomateriales han sido investigados para su uso como
sistemas de transporte y liberacién de farmacos®7.. Entre ellos,
los liposomas han sido destacados debido a caracteristicas como
su biodegradabilidad y no toxicidad, su flexibilidad, su capacidad
de transportar tanto sustancias hidrofilicas como lipofilicas, y su
capacidad de proteger ala droga encapsulada, disminuyendo sus
efectos adversos!®.

Los liposomas se describen clasicamente como vesiculas
generadas artificialmente, compuestas por una o mas bicapas
lipidicas concéntricas que encierran uno o mas compartimentos
acuosos. Incluyen, hasta el momento, los liposomas
monolamelares y multilamelares, los liposomas multivesiculares,
los liposomas recubiertos de polimero®, Debido a su
tamano, caracteristicas estructurales vy, principalmente, al
comportamiento que presentan dichas particulas, los liposomas
se definen como productos nanotecnolégicos.

Las dispersiones liposomales difieren de las especialidades
medicinales inyectables tradicionales, dado que las primeras
poseencaracteristicasdeformulaciénydistribucién particulares.
Esto genera que concentraciones plasmaticas similares no se
correlacionen con la eficacia terapéutica equivalente. Incluso en
los casos de composicién aparentemente idéntica, la variaciénen
la producciény la tecnologia de control de productos y procesos
puede dar lugar a productos con diferente eficacia terapéutical*!l.
Por tales motivos, la caracterizacién completa, el estudio de la
estabilidad y su farmacocinética (incluida la distribucién tisular)
de un nuevo producto liposomal es fundamental para establecer
un uso seguroy eficaz.
Diferenciasenlospasosdelprocesodefabricacionylaformulacion
pueden afectar sustancialmente la eficacia / seguridad debido
a cambios en las interacciones especificas entre liposomas y
células, el grado de retencién del principio activo en el liposoma,
asi como el tiempo de circulacién, el clearance y las caracteristicas
de distribucion de los nanovehiculos!*?. Por lo antes expuesto, es
de suma relevancia determinar y definir los pasos criticos en el
proceso de elaboracién y control de este tipo de productos!?.,

La investigacidon, desarrollo y regulaciéon de estos sistemas
definidos como Drogas Complejas No Bioldgicas (NBCD,
por su sigla en inglés) representa un desafio y requiere
una evaluacién diferenciada de los productos sintéticos
tradicionales. Dado que la normativa establecida para las
especialidades medicinales tradicionales resulta insuficiente
en cuanto a su capacidad de describir las caracteristicas y
propiedades moleculares microscépicas y fisicoquimicas de
estos productos, la Administracion Nacional de Medicamentos,
Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) en el afio 2019 publico
la Disposicion ANMAT N° 9943/19 con el objetivo de brindar
un marco regulatorio complementario para el registro de
especialidades medicinales nanofarmacéuticas.

Desde nuestra perspectiva, como autoridad regulatoria, es
deseable el desarrollo de este tipo de sistemas de administracién
de farmacos de forma tal de direccionar la droga hacia el tejido
blanco, evitando procesos de degradacion de los farmacos,
mejorando la biodisponibilidad y biodistribucién, y reduciendo
la toxicidad. Por tal motivo, es nuestra intencién acompadar,
desde el ambito regulatorio, a la industria en estos procesos de
innovacion. Asi, desde la Direccion de Fiscalizacion y Gestion
de Riesgo (DFyGR) de INAME-ANMAT, se viene trabajando
activamente en la definicién de los requerimientos regulatorios
necesarios para el registro y fiscalizacién post-comercializacién
de productos nanosimilares de forma de asegurar la calidad,
seguridad y eficacia de todas las especialidades medicinales que
se registren ante esta Administracion, asi como la evaluacion del
impacto sanitario que esto conlleva.

Es importante destacar que, desde hace mas de dos décadas,
existen en el mercado local y mundial especialidades medicinales
de caracteristicas nanotecnoldgicas; aunque, en nuestro
pais, el interés por el registro de productos similares se esta
dando en los ultimos afios. En la actualidad, se encuentran en
proceso de registro de especialidades medicinales un nimero
creciente de productos con diversas plataformas de liberacién
nanoestructuradas.

Con el objetivo de clarificar y unificar criterios en relacion a la
evaluacion de estos productos, se encuentra trabajando un
grupo interdisciplinario que abordé el analisis conjunto de todos
los expedientes de registro de producto en curso; tomando como
base la Disposicion ANMAT N° 9943/19 y en concordancia con
las guias internacionales, se redacté un documento interno
especifico denominado “Documento para la evaluacion de registro
de Doxorrubicina Liposomal nanosimilar”, el cual establece
parametros criticos, especificaciones y ensayos necesarios
para cumplimentar con lo establecido por la disposicion
anteriormente mencionada.

El objetivo del presente trabajo fue describir detalladamente
los actuales requerimientos regulatorios establecidos por la
DFyGR de INAME para el registro de “Doxorrubicina Liposomal
nanosimilar”, de forma tal de poder clarificar y acelerar los
procesos de evaluacién y registro. Cabe aclarar que, debido a
que se trata de un proceso altamente dindmico de generacion de
conocimientos, dicha guia se ird actualizando a medida que surja
nueva evidencia cientifica de relevancia.

Paraello se realizé una amplia busqueda bibliografica incluyendo
guias internacionales existentes a la fechal'*'>18] con el fin de
obtener la mayor informacion cientifica disponible; se realizaron
reuniones internas interdisciplinarias de frecuencia semanal, de
forma tal de realizar una evaluacién conjunta de cada uno de los
puntos criticos y/o relevantes necesarios a tener en cuenta en el
analisis de registro de especialidades medicinales liposomales;
y se elaboré un documento guia, el cual tomé como base la
disposicion ANMAT previamente mencionada, para establecer
lineamientos regulatorios para la evaluacion de expedientes de
registro de producto.



Caracteristicas de la doxorrubicina liposomal

La doxorrubicina (Figura 1) es el miembro mas conocido
y utilizado del grupo antibidtico antraciclina de agentes
anticancerosos. Se introdujo por primera vez en la década de
1970y, desde entonces, se ha convertido en uno de los farmacos
mas utilizados para el tratamiento de tumores hematoldgicos
y solidos. La toxicidad que limita el tratamiento con este
farmaco es la miocardiopatia que puede provocar insuficiencia
cardiaca congestiva y la muerte. Aproximadamente el 2% de los
pacientes que han recibido una dosis acumulada (de por vida)
de doxorrubicina entre 450 y 500 mg/m2 experimentan esta
afeccioni*4,

La encapsulacion de la doxorrubicina dentro de liposomas
permite reducir los efectos adversos asociados a la forma libre
de la droga manteniendo su potencia. De esta forma, pueden
incrementarse las dosis administradas, resultando en un
aumento en la eficacia e indice terapéutico!?.

O OH 0
OH

oo0hs
O_ O OH 0, 0

OH
NH,

Definicidn de producto nanosimilar de doxorrubicina liposomal
pegilada

Se defini6 como producto nanosimilar de doxorrubicina
liposomal pegilada, a aquellos que cumplen con las siguientes
caracteristicas'?”: concentracién de 2 mg/ml de doxorrubicina
clorhidrato a un pH de 6,5; dicha dispersién estd constituida
por liposomas unilamelares compuestos de N-(carbonil-
metoxipolietilenglicol 2000)-1,2-diestearoil-sn-glicero-Sal
sodica de 3-fosfoetanolamina (MPEG-DSPE); fosfatidilcolina
de soja completamente hidrogenada (HSPC), y colesterol. En el
interior acuoso de los liposomas, la doxorrubicina clorhidrato
se encuentra en forma de cristal amorfo, estabilizada por un
pH interno de 4,8.2°24, La Figura 2 muestra una representacion
esquematica de un liposoma de doxorrubicina.

Bicapa lipidica

Nucleo
acuoso con
doxorubicina

FIGURA 1. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA DOXORRUBICINA.

Los productos liposomales parenterales presentan propiedades
farmacocinéticas criticas, incluido el reconocimiento y la
eliminacion rapidos por el sistema de fagocitico mononuclear
y prematura liberacion de farmaco (inestabilidad). Las
caracteristicas fisicoquimicas, entre otras, son determinantes en
el comportamiento in vivo de dichos productos(*?.

Entre las caracteristicas relevantes de los liposomas, se debe
incluir la composicién y morfologia, el estado del farmaco
encapsulado, el entorno interno del liposoma, la distribucién del
tamano de los liposomas, la fluidez de la membrana, el espesor
de la capa de polietilenglicol (PEG) en la superficie del liposoma,
el potencial o la carga de la superficie eléctrica y las tasas de
fuga in vitro. Es deseable que los productos nanosimilares se
comporten de forma andloga al producto comparador. Es por ello
que, a los fines de definir “doxorrubicina liposomal nanosimilar”
debe tenerse en consideracion que, para el registro y evaluacion
de dicha especialidad medicinal mediante este documento, el
producto a registrar debera demostrar estrictas caracteristicas
de equivalencia estructural, fisicoquimica y de ensayos in vivo e
in vitro con el correspondiente similar.

FIGURA 2. REPRESENTACION ESQUEMATICA
DE DOXORRUBICINA LIPOSOMAL.

DOCUMENTO PARA LA EVALUACION DE REGISTRO DE
DOXORRUBICINA LIPOSOMAL

La evaluaciéony trabajo conjunto por distintas areas de la DFyGR
del INAME dio como resultado la guia “Documento para la
evaluacion de registro de Doxorrubicina Liposomal nanosimilar”,
en la cual se definen las caracteristicas y parametros relevantes
tanto paralafabricacién como parael control de estos productos.
Se incluyen los ensayos necesarios para cumplimentar con los
requerimientos regulatorios en cada uno de los puntos criticos
del proceso. A continuacion, se describen cada una de las
caracteristicas incluidas en el documento con los respectivos
ensayos recomendados de llevar a cabo.

Las metodologias y especificaciones establecidas para cada
uno de los ensayos que se detallan a continuacién deberan ser
sustentadas con informacion cientifica y seran sometidas a la
evaluacion por parte de la autoridad sanitaria.
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1- DESCRIPCION GENERAL DEL PRODUCTO

1.1. Descripcion de la composicion general (Sustancia
activa, fraccion lipidica y componentes no lipidicos): incluir
concentracién de la droga activa en mg/ml é mg/vial.

1.2. Descripcién del tipo de liposoma: unilamelar, multi, neutro,
anioénico, catidénico, incluir toda caracteristica morfoldgica de
relevancia.

1.3. Componentes que integran el liposoma: indicar cada
uno de los componentes que forman parte del liposoma:
lipidos, fosfolipidos, solucién acuosa, entre otros; incluyendo
la concentracién y proporciéon de cada uno de ellos, asi como
tambiénindicarlafuncidonque cadaunocumple.Loscomponentes
deberan tener una calidad acorde al fin destinado ya que para
este producto se requiere una alta pureza y especificidad en las
materias primas empleadas.

1.4. Origen de los lipidos que integran el liposoma: debera
indicar si son de origen sintético, semisintético o natural, e
indicar el proveedor. Cualquier modificacion deberd incluir
una evaluacion que determine el grado de influencia de dicho
cambio en la seguridad, calidad y eficacia del producto. Se debera
notificar a la autoridad regulatoria la intencion de realizar
dicha modificacion con el correspondiente analisis de riesgo y
evaluacién.

1.5. Tamaiio y distribucion de tamaio de los liposomas: debera
expresarlo como tamaio promedio y parametros indicativos de
la distribucion (D10, D50y D90).

1.6. Indicar las especificaciones correspondientes: los rangos
permitidos para la identificacion y valoracion de cada uno de los
componentes.

2- MATERIALES DE PARTIDA

En los tramites de registros se puede observar que la carga del
principio activo se realiza por gradiente de pH en los carriers
previamente formados, por lo tanto, se cuentan con diferentes
materiales de partida:

2.1 Materias primas

2.1.1. Doxorrubicina clorhidrato: de acuerdo a las monografias
codificadas en farmacopeas vigentes.

2.1.2. Componentes estructurales del liposoma: los excipientes
empleados en la estructura del liposoma deben tener una
calidad acorde al fin destinado. Se deberan incluir ensayos de
identificacion, valoracion, evaluacién de impurezas y posibles
productos de degradacion, isémeros, caracteristicas de
estabilidad, ensayos microbiolégicos, entre otros. En aquellos
casos que no se cuente con una monografia codificada en
farmacopeas vigentes, debera realizar el control de calidad de
acuerdo a lo indicado por el proveedor de la materia prima.

2.2 Liposomas vacios

Deberian realizarse como minimo los siguientes ensayos:

2.2.1. Identificacion de cada uno de los componentes del
liposoma: mediante técnica de TLC, HPLC, entre otros.

2.2.2. Determinaciéon de las cargas superficiales-Potencial Z:
pardmetro que brinda informacién sobre la posibilidad o no
de agregacion, estabilidad de la dispersion liposomal y da
informacién sobre la posible interaccién de los liposomas con el
medio bioldgico y el tejido diana.
2.2.3. Determinacion del pH de la dispersién liposomal.
2.2.4. Tamano y distribucion del tamafio de los liposomas: en
este punto debe indicarse el tamaifo medio de los liposomas, asi
como también el D10, D50y D90.
2.2.5. Ensayos de estabilidad del liposoma vacio: aqui se
solicita la presentaciéon de un estudio de estabilidad con
diferentes tipos de ensayos, de forma tal de determinar el tiempo
limite y las condiciones de almacenamiento en la que pueden
permanecer previo a la carga del principio activo sin modificar
sus caracteristicas. Los ensayos minimos requeridos son:
A. Determinacién de paradmetros criticos que hacen a la
estabilidad del liposoma frente a cambios deliberados en
los parametros a considerar (pH, osmolaridad, temperatura,
entre otros).
B. Determinacién de la estabilidad del liposoma en el tiempo
transcurrido entre la elaboracién y la carga: aspecto, pH,
potencial Z, tamano de particula y distribucion de tamaro,
capacidad de carga.
2.2.6. Ensayos microbioldgicos: determinar la carga bioldgica
y de endotoxinas bacterianas de los liposomas vacios,
estableciéndose limites de aceptacion, en base a la estabilidad
de éstos desde el punto de vista microbioldgico. En cuanto a la
determinaciéon de endotoxinas, se sugiere ver lo indicado para
producto terminado (punto 3.18 de la presente guia). Asimismo,
se deben establecer las medidas necesarias de contencion
frente a una posible contaminacién microbioldgica, segin los
lineamientos de las Disposiciones ANMAT N° 3602/2018 y
N° 3827/2018. Finalmente, se debe controlar el nivel de carga
biolégica (bioburden, segiin sudenominacién en inglés) antes del
paso de esterilizacion final, para cada lote de producto terminado
elaborado, de acuerdo a lo indicado en la legislacion citada.

3- PRODUCTO TERMINADO
Todos los ensayos deben realizarse sobre el producto en su
envase primario.

3.1. Aspecto: detallar las caracteristicas de forma inequivoca.

3.2. Caracterizacion morfoldgica del liposoma: dentro de los
parametros de importancia para la caracterizacién del liposoma
se encuentra también la morfologia ya que de ésta dependen
diversos aspectos del desempefio bioldgico de la nanoparticula,
tales como el flujo en los vasos sanguineos, la extravasacion
y acumulacién en el sitio de accion, y el desencadenamiento
de la respuesta inmunel?®. Se solicitara que se realice sobre el
producto terminado de forma tal de corroborar la estructura,
estado cristalino y disposicién del principio activo en el
liposoma, espesor de la bicapa lipidica y lamelaridad obtenidos
con el proceso de fabricacion empleado en la elaboracién de



los liposomas. Este ensayo sera requerido para el registro del
producto (sobre los lotes sometidos a estabilidad), no como
ensayo de rutina. Asimismo, el laboratorio debera contar con la
posibilidad de realizar estos ensayos, en caso de que la autoridad
sanitaria asi lo requiera.

En este sentido, el ensayo que se solicitara es Microscopia
Electrénica de Transmisién (TEM), de forma de confirmar
la estructura morfolégica del nano-objeto, determinada
indirectamente por otros ensayos. En particular, la técnica de
cryo-TEM permite una mejor preservacioén de las vesiculas y de
otras estructuras que puedan coexistir.

A modo de ejemplo, se adjunta una serie de metodologias que
serian consideradas aceptables de adicionar a la determinacién,
en caso de considerarlo oportuno. El conjunto de ensayos
realizados debe aportar los pardametros requeridos en este item
de caracterizacion morfoldgica.

- Espectroscopia de resonancia electroparamagnética

- Resonancia magnética nuclear

« Técnicas de fluorescencia

« Microscopia de fuerza atémica

. Otras técnicas espectroscopicas que aportan informacion
relevante adicional, como IR, rayos x, dispersién laser, entre
otras.

3.3. Propiedadestermodinamicas del liposoma: otroparametro
critico a determinar es la Temperatura de Transiciéon de Fase
(TTF) del liposoma, ya que esta se ve afectada por cambios
en la composicién de los lipidos que forman la estructura y
brinda informacion de la fluidez y homogeneidad de los lipidos.
Modificaciones en la TTF pueden afectar la efectividad de carga
del liposoma, asi como el estado y distribucién del principio
activo en el mismo.

3.4. Identificacion: deberd realizarse la identificacion del
principio activo y de cada uno de los componentes estructurales
del liposoma.

3.5. pH de ladispersién liposomal.

3.6. Ensayos farmacotécnicos para inyectables: volumen
extraible, particulas subvisibles, osmolaridad, opalescencia y
limite de color.

3.7. Tamaino medio y distribucion de particulas: debera
informarse el tamafio medio y la distribucion indicando D10,
D50y D90.

3.8. Determinacion de las cargas superficiales-Potencial Z.
3.9. Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA) libre: debera
cuantificarse el principio activo que se encuentra en la dispersion
de forma libre, es decir que no se encuentra encapsulado en el
interior de la estructura liposomal.

3.10. IFA Encapsulado: debera cuantificarse el principio activo
que se encuentra encapsulado en el interior acuoso de los
liposomas.

3.11. Valoracion del IFA total: por tratarse de un producto
nanofarmacéutico se solicitarad se ajuste la especificacién para
el IFA total (libre + encapsulado) al rango 95-105% del valor
declarado.

3.12. Eficiencia de carga de IFA: relacién IFA libre / IFA
encapsulado, disuelto, adsorbido o adherido.
3.13. Capacidad de carga: Relacién IFA/moléculas lipidicas,
cuando corresponda.
3.14. Impurezas Orgdanicas provenientes del IFA: debera
evaluarse de acuerdo a los estudios de degradacion forzada a los
que debera someterse el producto, al estudio de estabilidad y a
la bibliografia disponible.
3.15. Uniformidad de Unidades de Dosificacién: de acuerdo a
la Disposicion ANMAT N° 9943/2019 el ensayo debe realizarse
por Uniformidad de Contenido.
3.16. Ensayo de liberacion in vitro: estos productos
representan un cambio de paradigma, en el cual el concepto de
biodisponibilidad involucra la integridad de los liposomas en
circulacién, su biodistribucién y su acumulacion en tejido diana.
Ademas, poseen un mecanismo de liberacién del farmaco desde
la plataforma que no se encuentra completamente dilucidado
en la actualidad. Por estos motivos, se considera necesaria
la realizacion de dos tipos de ensayos, el primero (A) tendra
como finalidad la evaluacién de la performance farmacotécnica
y consistencia lote a lote; mientras que el segundo ensayo (B)
serd utilizado para evaluar la integridad del nanovehiculo en
circulacién sanguinea.
A. Ensayo de liberacion del principio activo a diferentes pH
y temperaturas: debera disefiarse un ensayo que permita la
evaluacion de la liberacién in vitro del principio activo, bajo
multiples condiciones de pH y temperaturas, representativas
de las condiciones ambientales del tejido sano y tejido
diana?¥,
B. Ensayo de integridad del liposoma en circulacién: deberd
disefarse unensayo que permitalaevaluacionde laintegridad
delliposomaen el plasma. Para dicho ensayo se podra emplear
como medio suero bovino, el cual debera estabilizarse a 37 °C;
el uso de membranas de didlisis de tamano de poro adecuado
resulta aceptable para este tipo de ensayo.
3.17. Ensayodeesterilidad: se deberaaportarlametodologiade
control microbiolégico especificay detallada del producto objeto
del registro y su correspondiente ensayo de aptitud, segln los
lineamientos del capitulo 370 de la Farmacopea Argentina??, o
su equivalente de farmacopeas internacionalmente reconocidas.
Los procedimientos de ensayo no deben verse afectados por las
caracteristicas del producto. En este sentido, debera emplearse
el método de filtracién por membrana, con un tamaio de poro de
0,45um, a menos que se especifique de otro modo segln resulte
del ensayo de aptitud realizado.
3.18. Endotoxinas: en este punto es importante la descripcion
detallada de la metodologia incluyendo la preparacion de
la muestra. Existe evidencia cientifica que indica que, por la
naturaleza lipofilica de las endotoxinas bacterianas, las mismas
podrian quedar retenidas dentro de los liposomas. Por tal motivo,
es recomendable realizar la ruptura de los nanoobjetos, como
por ejemplo con tratamiento térmico, previa determinacién de
endotoxinas!?®.. Por otro lado, se debe describir inequivocamente
la metodologia empleada, ya que se describe en la bibliografia
que las nanoparticulas o componentes que acompafian a las
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mismas como contaminantes (como los beta-glucanos) pueden
interferir en el ensayo!®>?¢. Finalmente, tanto la metodologia
empleada como la determinacién del Limite de Endotoxinas
(LE) debe realizarse segun los lineamientos de la Farmacopea
Argentina o farmacopeas internacionalmente reconocidas. En
este sentido, es aceptable un LE no mayor a 3.7 EU/mg, el cual
surge de aplicar el calculo teniendo en cuenta la dosis y la via de
administracion del producto!?22627],

3.19. Solventes residuales: Los mismos deberan determinarse
de acuerdo a lo indicado en el capitulo 715 de la Farmacopea
Argentinay deberan expresarse sobre el producto terminadof??.
3.20. Caracterizacion de la capa de PEG para liposomas
PEGilados: debera realizarse un ensayo que permita estimar
el espesor y disposicién de la capa PEG en la superficie y la
estabilidad de la conjugacion.

3.21.Envase primario: se deberd aportar metodologia del
control de calidad del envase primario que incluya todos los
ensayos listados para envases de vidrio en el capitulo 430 de
la Farmacopea Argentina y los ensayos quimicos, fisicos y de
reactividad biolégica realizados a los tapones elastoméricos
segun farmacopeas internacionalmente reconocidas.

4- VALIDACIONES

4.1 Validacién de las metodologias analiticas: debera realizar la
validacién/ verificacién (segliin corresponda) de cada una de las
metodologias empleadas en el control de calidad del producto.
4.2 Validacion del proceso de esterilizacion: es conocido que
los métodos de esterilizacion pueden provocar cambios en
las caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas, con
consecuencias en su estabilidad y toxicidad?®. En este sentido,
tal como se establece en la Disposicion N° 9943/19, se requiere
una evaluacion del proceso de esterilizacion no solo desde el
punto de vista microbioldgico, sino también desde el punto de
vista de las caracteristicas intrinsecas del producto nanosimilar.
Los tramites de registro hasta la fecha evaluados proponen como
método de esterilizacion la filtracién por membrana de 0,22 um.
Estaestrategiadeesterilizaciénse presentaunaopciénrazonable
para eliminar una posible contaminacién microbiana para estas
especialidades medicinales?®?%. Sin embargo, se quiere destacar
la importancia de realizar los ensayos enumerados sobre el
producto terminado, es decir una vez concluido todo el proceso
de manufactura, a los fines de evaluar el impacto que puede
acarrear dicho proceso sobre el producto.

5- ESTABILIDAD DEL PRODUCTO TERMINADO

Durante el estudio de estabilidad del producto terminado
debera contemplarse, como minimo, la determinacion de cada
uno de los parametros que figuran a continuacion en cada uno de
los intervalos estudiados:

5.1. Cuantificacidon del IFA: debera realizarse la determinacion
del IFA total, IFA encapsulado y del IFA libre.

5.2. Ensayos que determinen la integridad del liposoma:

5.2.1. Determinaciéndelascargassuperficiales:determinacién
del potencial Z.

5.2.2. Distribucion y tamaio de particula: informando tamano
medio y distribucién de tamafio (D10, D50 y D90).
5.2.3. Posibles productos de degradacion:
A. Ensayo de impurezas del IFA: de acuerdo con bibliografia
disponible/ estudio de degradaciones forzadas, estado
fisico y a las posibles rutas de degradacién. Incorporar
especificaciones para impurezas individuales conocidas y
desconocidas e impurezas totales.
B. Ensayo de impurezas del liposoma: determinacién de
posibles impurezas debido a posible degradacién de los
componentes estructurales del liposoma (acidos grasos libres,
indice de perdéxidos, lisofosfolipidos, entre otros)!*031,
5.3. Tasadefugadel IFAdesdelananoparticulaalolargodelavida
util: este es un parametro que se debe tener en cuenta al momento
de la evaluacién, dado que una alta tasa de fuga durante la vida
util deberia considerarse una limitante en el limite inferior de la
especificacién de IFA encapsulado al momento de la liberacién del
producto, de forma tal de asegurar que el producto se encuentre
dentro de las especificaciones durante toda su vida util.
5.4. Estabilidad de producto reconstituido/diluido con cadauno
de los solventes descritos en el prospecto, rétulos e informacién
para el paciente a fin de asegurar los tiempos y las condiciones
de conservacion del producto hasta su total administracion al
paciente.

6- ENSAYOS DE COMPARABILIDAD

En primera instancia se solicitard la presentacion de datos
de similitud frente al producto comparador en cuanto a las
caracteristicas fisicoquimicas y estudios preclinicos detallados a
continuacion.

7- ESTUDIOS NO CLINICOS

Dada la complejidad que se asocia a los productos con
caracteristicas nanofarmacéuticas, los mismos requieren una
evaluacién diferenciada a los productos sintéticos tradicionales.
Eneste sentido, se solicitara larealizacion de estudios preclinicos
previamente a la aprobacion de la especialidad medicinal.

El producto nanosimilar utilizado en los ensayos preclinicos
debera elaborarse utilizando el proceso de fabricacion final
(férmula final)*y. Deben realizarse ensayos comparativos de
farmacocinética, farmacodinamia y toxicidad, frente al producto
comparador, en especies relevantes respecto a la farmacologia 'y
seguridad del producto.

7.1. Farmacocinéticos: estudios cinéticos y toxicocinéticos a
dosis simple y repetidas en distintos niveles de dosis (elegidas
en base a niveles en sangre a dosis terapéuticas en humanos)
en animales de experimentacion, determinando en sangre,
plasma o suero el IFA libre y el IFA asociado/encapsulado.
Se debe demostrar la similitud del producto en estudio y el
comparador, en cuanto a la absorcion, distribucién (con énfasis
en areas de acumulacién y érganos de retencion), metabolismoy
eliminacion de la droga y del carrier, y su impacto potencial en la
seguridad!'1®2, Justificar la eleccién de la especie.



7.2. Farmacodinamia: determinacion de eficacia en modelos
in vitro e in vivo. Demostrar la similitud del producto similar y
el comparador en la respuesta farmacodinamica, utilizando
modelos in vivo apropiados, a varios niveles de dosis y régimen
de dosificacién justificados, seglin la aplicacién clinica propuesta,
elegidos teniendo en cuenta la sensibilidad del modelo.
Caracterizar la interaccién entre el carrier y células blanco u
otras células con relevancia toxicolodgica, en ensayos in vitro e in
vivolt117],

7.3. Toxicologia y Seguridad: estudios toxicoldgicos y de
seguridad farmacolégica a dosis Unica y repetidas, comparativos
entre ambos productos, en especies relevantes. El disefio de los
ensayos de toxicidad debe incluir la evaluacién de los tejidos
donde el nanoproducto podria acumularse y la evaluacién
especifica de 6rganos blanco de toxicidad conocidos.

Ademads, se debeincluir laevaluaciéon de reactogenicidad invitroe
invivoy pruebas de pseudoalergia relacionadas con la activacién
del complemento (CARPA) en modelos animales sensibles!'133],

8- MANUFACTURA

Sibienaquiaplicayserequerirdtodo loreferente ala Disposicidon
ANMAT N° 3602/18 (t. 0. N° 3827/18), se hace hincapié en los
siguientes puntos:

8.1. Descripciondelaformulacion (cuali-cuantitativa),indicando
la funcién de cada uno de los componentes.

8.2. Control de productos intermedios y granel.

8.3. Descripcion detallada de cada uno de los pasos individuales
del proceso de manufactura.

8.4. Descripciondelosmaterialescriticosy pardametrossensibles
alas variaciones que permitan una adecuada caracterizacion del
producto; en este punto se requerira la descripcidén exhaustiva
de cada uno de los parametros criticos del proceso.

9- CAMBIOS POST-REGISTRO

Pequeias modificaciones en la calidad de las materias primas,
formulacién y/o en los procesos de elaboraciéon de productos
liposomales pueden impactar sobre la estabilidad e integridad
de las especialidades medicinales nanotecnolégicas, asi como
también sobre los efectos farmacoldgicos, especificidad en la
interaccién producto/célula, biodistribucion, llegada al érgano
blanco, inmunogenicidad y toxicidad de los mismos.

Es por ello que los laboratorios deberan informar a la autoridad
sanitaria cualquier cambio que tuviese intenciéon de realizar,
debidamente justificado, tanto sobre los proveedores de las
materias primas y productos semielaborados como sobre los
procesos de fabricacién, acondicionamiento y almacenamiento.
Dichas modificaciones serdn evaluadas caso por caso,
dependiendo de la modificacién que el laboratorio quisiese
realizar y se emitird un dictamen sobre la factibilidad de las
mismas y/o los nuevos requerimientos de documentacion y
ensayosqueellaboratoriodeberdllevaracaboparasuaprobacion.

CONCLUSION

La caracterizacion estructural completa, asi como también
la evaluacion preclinica (farmacocinética, farmacodinamia y
toxicidad) de estos productos es de suma relevancia al momento
de determinar la nanosimilaridad. Las caracteristicas Unicas de
estos productos introducen un nuevo paradigma al concepto
tradicional de biodisponibilidad, en el cual la biodistribucién
y acumulacion en el tejido diana juegan un papel crucial en la
efectividad de la especialidad medicinal liposomal.

Es por ello que, desde la Direccion de Fiscalizacion y Gestion
de Riesgo, se decidié implementar un sistema de seguimiento
continuo sobre los productos nanofarmacéuticos, el cual se
llevard a cabo desde las instancias iniciales del proceso de
registro, autorizacion de comercializacion y fiscalizaciones
periddicas post- registro, de forma de asegurar que los productos
presentes en el mercado sean seguros, eficaces y de calidad, en
virtud de promover y proteger la salud publica.

Con el fin de unificar el estdndar regulatorio y de calidad
de los productos en el mercado, en una segunda etapa se
incorporaran otros principios activos, asi como también todas
las especialidades medicinales alcanzadas por la Disposicion
ANMAT N°9943/19.

Los requerimientos descritos en este trabajo seran sometidos
a revisiones periddicas con el fin de ir actualizdndose en
concordancia con el avance del conocimiento cientifico, las
tecnologias emergentes, como asi también en lo concerniente a
la regulacion de estos productos.
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RESUMEN

El Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) es una enfermedad que se caracteriza por un fracaso renal agudo (o crénico) que afecta
principalmente a la poblacién pediatrica. Su etiologia es variable, aunque la mas frecuente esta asociada a la ingesta de alimentos
contaminados con Escherichia coli productora de toxina Shiga. En Argentina, esta enfermedad representa un grave problema de salud
publica debido a la tasa alta de ocurrencia y a la falta de un tratamiento especifico; esto revela la importancia de la inmediatez y la
eficiencia con que intervienen todos los agentes involucrados en la prevencién primaria a fin de reducir el impacto sanitario. En este
entramado se discute la aplicacion de la técnica de Amplificacion Isotérmica de acidos nucleicos Mediada por Asas (LAMP, por sus
siglas en inglés), como método de diagndstico alternativo a la Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés),
hoy ampliamente utilizada en centros de referencia. Para el desarrollo de este trabajo se llevé a cabo una revisién bibliografica para
analizar el contraste PCR vs LAMP en el marco de los requisitos “ASSURED” de técnicas point-of-care adoptados por la Organizacion
Mundial de la Salud. Con un inicial abordaje molecular, se resaltan caracteristicas diagnoésticas, tales como la universalidad de la
aplicacidn, especificidad, sensibilidad de la técnica, las cuales postulan a la LAMP como una herramienta rapida, oportunay confiable
para la deteccién de una gran cantidad de patogenos bacterianos.

Palabras clave: Amplificacion isotérmica de acidos nucleicos, LAMP, técnicas point-of-care, E. coli O157:H7, gen rfbE.

ABSTRACT

The Hemolytic Uremic Syndrome (HUS) is a disease characterized by an acute (or chronic) renal failure that mainly affects the
pediatric population. Its etiology is variable, although the most frequent one is associated with Shiga toxin-producing Escherichia coli
contaminated food. In Argentina, this disease represents aserious public health problem due to high incidence rate and lack of specific
treatment; this reveals the importance of the immediacy and efficiency that agents involved in primary prevention utilize in order
to reduce the health impact. The application of the Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) technique is discussed in this
framework as an alternative diagnostic method to Polymerase Chain Reaction (PCR), still widely used in reference centers. For the
development of this work, a bibliographic review was carried out to analyze the PCR vs LAMP contrast within the framework of the
“ASSURED” criteria of point-of-care testing techniques adopted by the World Health Organization. In an initial molecular approach,
diagnostic characteristics, such as the universality of the application, specificity, and sensitivity of the technique are highlighted,
which nominate LAMP as a fast, timely and reliable tool for the detection of a large number of bacterial pathogens.

Keywords: Loop mediated isothermal amplification, LAMP, point-of-care techniques, E. coli O157:H7, rfbE gen.
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Sindrome Urémico Hemolitico

El Sindrome Urémico Hemolitico (SUH), consecuente a laingesta
delacepadeEscherichiacoliO157:H7 productorade Shiga Toxina
(STEC, por sus siglas en inglés), es una enfermedad grave que
afecta principalmente a nifios menores de 5 afios y se caracteriza
por conducir a un fallo renal agudo o crénico que, en ocasiones,
puede causar la muerte o dejar secuelas para toda la vida.

La Republica Argentina, segliin la Organizacion Panamericana de
la Salud (OPS), es un area endémica donde se producen mas de
400 casos por ano!'. La vigilancia epidemiolégica indica que la
carne picada cruda, los vegetales crudos, el agua de consumo no
potable y el contacto con animales de granja son las principales
fuentes de infeccidon y, en consecuencia, donde se deberia
intervenir?,
Latransmisiénocurreatravésdelaviafecal-oral,frecuentemente
a través de la ingestion de agua o alimentos contaminados
o contacto directo con personas o animales infectados u
objetos contaminados. El ganado bovino y otros rumiantes son
considerados el principal reservorio de STEC O157:H7 y en
nuestro pais la cepa de E. coli productora de Shiga Il (Stx Il) es
la prevalentel®. La importancia del serotipo E. coli O157:H7
radica en varios aspectos siendo uno de los mas importantes el
bajo indculo que se requiere para infectar al humano, asi como
también sus factores de virulencia asociados a la produccion
de sus toxinas por parte de los genes slt-1 y slt-Il, el gen eaeA
para la intimina, el gen de la uidA para la betaglucuronidasa y
el gen rfbE que es especifico del serotipo O157, codificante del
lipopolisacarido OM. La evidencia cientifica apunta a utilizar
este Ultimo gen como marcador especifico del serotipo 0157,
utilizando técnicas de biologia molecular de vanguardia, una de
ellas es la amplificacion isotérmica de acidos nucleicos mediada
por asas o LAMP, por sus siglas en inglés. Estudios realizados en
diversas matrices de muestra comparan su alcance con la clasica
reacciénen cadenade lapolimerasa (PCR, por sus siglas eninglés).
Teniendo en cuenta la endemicidad y la gravedad de la infeccién,
hoy en dia la estrategia de notificacion tiene una modalidad
individual y de forma inmediata. Los datos para la vigilancia del
SUH se originan mediante cuatro subsistemas: la notificacién en
la Planilla C2, las Unidades Centinelas, el SIVILAy lared regional
PulseNet Latino América. El nivel central estd compuesto por
la Direcciéon de Epidemiologia del Ministerio de Salud y los
Institutos del ANLIS-MALBRAN, como laboratorio nacional
de referencia que, al originarse un nuevo caso, inician una
investigacion epidemiolégica para evitar la aparicion de casos
secundariost7.

Fisiopatogenia y manifestacion clinica del Sindrome Urémico
Hemolitico

El SUH se define como un fracaso renal agudo (o croénico)
consecuente a una anemia hemolitica microangiopatica con
valores de hemoglobina entre 7-10 g/dL, con casos muy graves
cuyos valores se encuentran por debajo de 7 g/dL.

Los pequeiios traumatismos en los vasos, debido a la Stx, generan
la lisis de los hematies de forma mecanica en el endotelio

glomerular. También se genera una trombocitopenia similar a la
ocasionada en casos de coagulacion intravascular diseminada y,
en ciertas ocasiones, muy acusada con una disminuciéon marcada
del conteo de plaquetas (< 50.000/mm3)®. Si bien esta triada
de anemia-trombocitopenia-fallo renal es patognoménica de
la enfermedad, también puede estar acompanada de diarrea
sanguinolenta, fiebre y dolor abdominal, siendo los lactantes y
ninos en la primera infancia, los mas vulnerables.

La letalidad durante el periodo agudo es del 3 al 5% debido al
diagndstico precoz de la enfermedad, instauracion temprana
de la didlisis y el manejo de la anemia hemolitica. El periodo
de incubacion es de dos a diez dias, con una media de tres a
cuatro dias. Luego del comienzo de la diarrea, el periodo de
transmisibilidad es de hasta tres semanas en los nifios y de una
semana o menos en los adultos?. A expensas de un endotelio
glomerular dafado por la toxina, al evolucionar el SUH, el
paciente presenta un alto de compromiso del sistema nervioso
central, pancreas, pulmones y corazén!’®!, Del resto de los
pacientes y superada la fase aguda, el 60% se recupera sin tener
secuelas después de dos o tres semanas de hospitalizacion. Es
critico un correcto manejo del paciente ya que aun sin sintomas,
continda eliminando la bacteria por materia fecal.
Estapatologiaimplicagrandes costos econdmicos parael sistema
de salud, lo cual tiene un impacto importante en los paises en
desarrollo?. Es importante destacar que diversas fuentes se
refieren al SUH con caracteristicas propias de brotes epidémicos
debido ala circunscripcion de los casos.

La Argentina presenta la mayor incidencia anual de casos de SUH
en menores de 5 aflos en el mundo. En el aflo 2003, la tasa de
hospitalizacién fue de 11,5 casos por cada 100.000 nifios, dentro
de este grupo. Un lustro mas tarde, en el 2008 se presenté otro
pico de casos (543) correspondiente al periodo 2005-20135¢),
Coincidentemente con los reportes previos, el grupo etario mas
afectado fue el de los niflos menores de 5 afios, comprendiendo
el 81% (1238) de casos en el periodo 2010-2013. Los datos
mostrados por el boletin de vigilancia del SUH publicado por el
Ministerio de Salud en el afio 2018, el cual analiza informacién
recopilada entre los afos 2011 y la semana epidemiolégica 17
(SE17)de 2018, arrojaron unatasaacumuladade 0,81 casos cada
100.000 habitantes!'?. Con respecto a los menores de 5 afos
hasta la SE17 del 2018 se notificaron 75 casos con una mediana
de 82 para el periodo 2010-2017 hasta la misma SE. Siendo el
SUH endémico, la modalidad de la notificacidn es obligatoria e
inmediata desde el mes de abril de 2000 (Resolucion N°346/00).
La modalidad actual es individual y la estrategia involucra la
recoleccion de datos con las fichas C2, L2 y Ficha especial>-1°l,

La Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y
TecnologiaMédica (ANMAT), organismo regulador de referencia,
establece guias sobre el estudio de muestras de alimentos tanto
para el screening como para el aislamiento vy la tipificacién de
microorganismos, siguiendo los lineamientos del procedimiento
segiin USDA/FSIS: 20101417, Entre las técnicas de screening
y aislamiento se menciona la utilizacion de la amplificacion
por PCR y métodos microbiolégicos convencionales. En



concordancia con esto, diversos estudios realizados por la
Catedra de Bacteriologia, Facultad de Bioquimica, Quimica,
Farmacia y Biotecnologia, Universidad Nacional de Tucuman(t8!
reafirman su utilizacién. Estos procedimientos son especificos
y precisos, pero presentan ciertas caracteristicas que, a veces,
entorpecen o imposibilitan su implementacion; entre ellos se
destaca que requieren de una clara expertise técnica, asi como
hasta 24hs para obtener un resultado. La amplificaciéon por PCR
a los fines diagnosticos sélo puede realizarse si se cuenta con un
termociclador, un aparato de costos sumamente elevados para
laboratorios de mediana a baja envergadura que, a menudo,
terminan tercerizando los ensayos confirmatorios. Sumado
a lo anterior, la necesidad de confirmar un diagndstico (envio
de la muestra y espera de respuesta) requiere tiempo del que
muchas veces no se dispone. El método de LAMP ofrece una
alternativa a todas estas cuestiones con grandes ventajas como
su sensibilidad, especificidad y tiempos reducidos.

LAMP: fundamentos moleculares y deteccién

El principio de la reaccion LAMP involucra una mezcla de
reaccion que consiste en: dNTPs, una polimerasa, un fluorocromo
(calceina), 4 a 6 primers y el templado de ADN. Los reactivos
se encuentran liofilizados en el tubo de reaccién, por ende, el
agregado al mix consta de primers especificos que reconocen
6 a 8 regiones del ADN/ARN blanco y la muestra que se desea
analizarl??,

La enzima que extiende la cadena en esta técnica se denomina
Bst polimerasa y a diferencia de la Taq polimerasa, no posee la
propiedad 5-3" exonucleasal??. La reaccién se caracteriza
por el uso de 4 a 6 primers diferentes especialmente disefiados

para reconocer 6 a 8 regiones distintas del ADN/ARN que se
quiere estudiar. El Forward Inner Primer (FIP) consiste en una
region F2 en el Extremo 3’ y una region Fic en el extremo 5’;
Forward Outer Primer (F3 Primer) consiste en una regién F3
que es complementaria a la region F3c de la secuencia del
templado; Backward Inner Primer (BIP) consiste en una region
B2 en el extremo 3’y una region Blc en el extremo 5’. Backward
Outer Primer (B3 Primer) consiste en una region B3 que es
complementaria a la region B3c de la secuencia del templado
(Figura 1).

La amplificacion comienza cuando laregion F2 de FIP hibrida con
laregion F2cdel ADN objetivo einicia la sintesis complementaria
de la cadena, seguido a esto el primer F3 que hibrida a la regién
F3c del ADN objetivo y se extiende, desplazando la cadena
complementaria unida a FIP. Esta hebra desplazada da forma
a un bucle o loop en el extremo 5’ Este ADN monocatenario
con un loop en el extremo 5’ sirve como plantilla para BIP. B2
se hibrida con la regiéon B2c del templado de ADN. Se inicia
entonces la sintesis de ADN que conduce a la formacién de una
cadena complementaria y apertura del bucle del extremo 5.
Posteriormente, B3 se hibrida a la regién B3c del ADN objetivoy
se extiende, desplazando la cadena complementaria unida a BIP.
Esto da comoresultado laformacién de unaforma de mancuerna
de ADNI20-25],

Losnucledtidosseagreganalextremo 3’de F1 porlaBstpolimerasa
que se extiende y abre el bucle en el extremo 5’. La forma de pesa
de ADN ahora se convierte en una estructura de bucle vastago (a
y b) que sirve como iniciador para la amplificacion exponencial,
queeslasegundaetapadelareaccion LAMP.Componentes extra

5 F3 F2 Fi Fic B2c B3 o
— e
3 \ B3 primer
B2 5
BIP primer B1¢
3 F3¢c F2c Fic B1 B2 Bic 5
w— ) e pe—
. > o
F3 primer 5,’ F2. 3
Fic FIP primer l
Fic F2 F Bic B2c Bi
5 e} e — 3
Loop B
F1 ‘ Bic ‘ a2
@ ’ ’ Bic
2 Fio® * B B2c .
L F Exponential
B Fzﬂ io‘p Fic Bic amplification
P R g 0 ¥'B1 B2

FIGURA 1. MECANISMO DE LA REACCION LAMP (EXTRAIDO DE WONG, Y. PET AL, 2018).
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como los loop primers también se pueden agregarse para generar
tiempos mas cortos de entrega de resultados. La amplificacién se
da a una misma temperatura (60-65°C) eliminando la necesidad
de costosos termocicladores y los productos finales obtenidos
son varias estructuras de tipo coliflor con multiples bucles que
se pueden observar al ojo desnudo!?5-3°,

La deteccién de producto de amplificacion se puede determinar a
travésde fotometriadelaturbidez causadaporunacantidad cada
vez mayor de precipitado de pirofosfato de magnesio en solucion
como un subproducto de la amplificacion. Antes de la reaccion, la
calceina, como reactivo, no emite fluorescencia ya que esta unida
a iones manganeso que actiian como inactivadores o quenchers.
Una vez que la reaccion LAMP comienza, los iones pirofostato

generados se unen a esos iones de manganeso, liberando la
fluorescencia de la calceina a niveles tales que permiten la simple
deteccion visual®?4.,

La reaccion se puede seguir en tiempo real, ya sea mediante la
medicién de la turbidez o por fluorescencia y ser correlacionado
con el nimero de copias presentes inicialmente, por lo tanto,
también puede ser cuantitatival®l.

A diferencia de la PCR, la LAMP encuentra su desarrollo en
la necesidad de disponer de técnicas moleculares simples y
costo-efectivas. Sus puntos clave radican en: su corto tiempo de
incubacion de menos de 1 horay su facil deteccion del producto
amplificado (a ojo desnudo, SYBR Green Il y exposicion a
radiacion ultravioleta -UV-) (Figura 2).

(a) Turbidity

Fluorescence (dR)

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42

[ Salmonelia

Non Salmonelia

Cycles

(b) Calcein dye

(c) SYBR Green |

(d) Hydroxynaphthol blue (HNB) dye

(e) Gel electrophoresis
12345

FIGURA 2. METODO DE DETECCION DEL PRODUCTO DE LAMP. A. MEDICION EN TIEMPO REAL CON TURBIDIMETRIA. B. 1. CALCEINA- II. CALCEINA AL UV.
C.1.SYBR GREEN- Il. SYBR AL UV. D. INDICADORES DE PH COMO HIDROXINAFTOL AZUL (HNB). E. ELECTROFORESIS EN GEL. (EXTRAIDO DE WONG, Y. P, 2018).
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FIGURA 3. ESQUEMA DE LOS PASOS DE LA LAMP. IMAGEN DE PROPIA AUTORIA, PRESENTADO EN EL POSTER
PARA EL PRIMER CONGRESO DE ALIMENTOS DE ANMAT 2019.

En el marco de ladeteccion de STEC O157:H7, diversos estudios
proponen la utilizacion del gen rfbE que es especifico del serotipo
01571*>%7, Como se observa en la Figura 3, la extraccion del
ADN/ARN puede ser de diversas matrices de muestra como
carnes!7-202527] leche cruda, queso®® o material vegetal®!.

LAMP vs PCR en la deteccion de STEC O157:H7

En las fuentes consultadas se destaca un concepto denominado
“ASSURED criteria”*? adoptado por la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) como un criterio genérico de aproximacion a
nuevas técnicas diagndsticas, en el marco de ensayos point-of-
care (POC). Los ensayos dentro de esta terminologia sugieren
que una técnica de diagnostico debe ayudar a la toma oportuna
de decisiones para abordar el correcto tratamiento, mejorar la
eficienciadel cuidado al paciente y reducir costos, especialmente
en laboratorios de bajos recursos (LRS por sus siglas en inglés).
Un esquema simple y didactico sobre los criterios “ASSURED” se
muestra en la Figura 4.

A = Affordable

S = Sensitive

S = Specific

U = User-friendly (simple to perform in a few steps with

minimal training)

R = Robust and rapid (results available in less than 30 min)
E = Equipment-free

D = Deliverable to those who need them

FIGURA 4. OMS “ASSURED” CRITERIO (EXTRAIDO Y ADAPTADO DE
LABARRE P.ETAL. 2011).

Siguiendo como regla general estos requisitos a continuacion, se
analiza cada item y su cumplimiento (o no) por ambas técnicas.
Por “affordable” se entiende que una técnica diagndstica debe
ser accesible. El pequefio niUmero de laboratorios centralizados
que existen en los paises en desarrollo tienden a estar en areas
urbanas y atienden principalmente a las personas que rodean
las mismas. Por el contrario, las instalaciones de atencion
médica del area rural o periurbana cominmente tienen solo
equipo basico y los trabajadores de la salud tienen capacitacién
limitada y poca capacidad para mantener el equipo y manejar
los reactivos. Por lo que técnicas como la PCR, que requieren
de personal capacitado y termocicladores por deméas costosos,
presentan esta inicial dificultad en su aplicacion universal®l,
La LAMP puede ser llevada a cabo, respetando las normas de
bioseguridad estandar, en casi cualquier locaciéon que cuente
con un area especificamente dispuesta para su realizacion y un
bafno termostatico que usualmente es un equipo adquirido por
la mayoria de los laboratorios de baja a mediana envergadura. La
verdadera inversion radica en comprar los tubos de reacciéon con
los reactivos ya liofilizados en su interior.

En cuanto a la especificidad (“specificity”), Xihong Zhao et
al? se propusieron analizar la deteccion de la E. coli O 157 en
muestras de origen alimenticio. En su trabajo compararon las
caracteristicas diagnésticas de la técnica PCR con la LAMP
teniendo como marcadores especificos los genes rfbE, stx1y stx2.
Con un N de 417 muestras obtuvieron valores de prediccién
tanto positivos (positive predicted values, PPV) como negativos
(negative predicted values, NPV) del 100% para el primer gen y
100% de especificidad para todos ellos. También utilizaron 34
aislados Gram negativos (27) y Gram positivos (7) para evaluar la
especificidad de ambas técnicas. Sus resultados mostraron que,
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de 154 muestras, la LAMP obtuvo una especificidad del 100%
(154) para muestras positivas de E. coli portadoras del gen 0157
mientras que la PCR sélo detecto 146 (Tabla 1). Reza Ranjbar et
al?4, encontraron resultados similares (Figura 5). Por otro lado,
Yukiko Hara-Kudo et al?? en sus estudios evaluaron mediante

LAMP 24 cepas de E. coli productoras de verotoxina (VT1y VT2)
y todas mostraron resultados positivos, 6 cepas no productoras
de verotoxina fueron negativas y, para reconfirmar, evaluaron
46 especies adicionales no productoras que tampoco fueron
detectadas (Tabla 2).

TABLA 1. CEPAS ATCC ENSAYADAS MEDIANTE LAMP (EXTRAIDO DE ZHAO X. ET AL. 2010).

Ensayo LAMP
Cepas de referencia N° de cepas
rfbE stx1 stx2

Organismos Gram-negativo

Escherichia coli O157: H7 WF01201 ATCC43889, NCTC12900 3 + + +
Escherichia coli O157: H7 WF07803, WF06544, WF05395 3 + + -
Escherichia coli O157: H7 WF04402, WF05311, WF06837 3 + - +
Escherichia coliO157: H7 WF04587, WF08385, WF06349 3 + - -
Escherichia coli 026: H11 WF054489 1 - + +
Escherichia coliO127: H6 WF073522 1 - + -
Escherichia coli O148: H28 WF063224 1 - - +
Escherichia coli C600 ATCC 25922, ATCC8739, C600, DH5a 4 - - -
Psuedomonas aeruginosa ATCC 27853 1 - - R
Salmonella typhimurium ATCC 14028 1 - - -
Salmonella choleraesuis ATCC 13312 1 - - R
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 1 - - -
Vibrio cholerae SK10 1 - - -
Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 1 - - R
Enterobacter cloacae ATCC 23355 1 - - -
Acinetobacter baumannii GH31 1 - - -
Organismos Gram-positivo 1 - - R
Staphylococcus epidermidis ATCC 29887 1 - - R
Enterococcus faecalis GH152 1 - - -
Stretococcus pyogenes GH126 1 - - -
Stretococcus mitis GH185 1 - - -
Stretococcus pnuemoniae GH165 1 - - R
Stretococcus hemolyticus GH177 1 - - ;
Total 34 - - -
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FIGURA 5. TINCION CON BROMURO DE ETIDIO PARA ESTUDIAR LA ESPECIFICIDAD DE LA LAMP CONTRA
CEPAS ATCC GRAM POSITIVAS Y GRAM NEGATIVAS. REFERENCIA IZQ. A DER: M, MOLECULAR WEIGHT.
1, ESCHERICHIA COLI 0157:H7. 2, SHIGELLA DYSENTRIAE. 3, SHIGELLA FLEXNERI. 4, SHIGELLA SONNEI.

5, SHIGELLA BOYDII. 6, SALMONELLA TYPHI. 7, SALMONELLA ENTERITIDIS. 8, SALMONELLA INFANTIS.
9. SALMONELLA MURIUM. 10, VIBRIO CHOLERA. 11, STAPHYLOCOCCUS AUREUS. 12, CONTROL NEGATIVO.
(EXTRAIDO DE RANJBAR, R, ET AL. 2016).

TABLA 2. ESPECIFICIDAD DE LA TECNICA LAMP EN DISTINTAS
MATRICES DE MUESTRA (EXTRAIDO DE HARA-KUDO, Y. 2007).

Sensibilidad y especificidad de E. coli 0157

Sensibilidad Especificidad
Método Carne picada Brote de alfalfa
Carne picada Brote de alfalfa
(Bajo nivel) @ Alto nivel 2 Bajo nivel
LAMP assay 1.000 (60/60)® | 1.000 (60/60) 1.000 (60/60) 0.983(59/60) ¢ 1.000 (60/60)
IMS-plating
CT-SMAC 1.000 (60/60) 1.000 (60/60) 1.000 (60/60) 0.983(59/60) 0.950(57/60)
CHROMAgarO157TAM | 1.000 (60/60) 1.000 (60/60) 1.000 (60/60) 1.000 (60/60) 1.000 (60/60)
Subtotal 1.000(120/120) | 1.000(120/120) 1.000 (120/120) 0.992(119/120) | 0.975(117/120)
Direct plating
CT-SMAC 1.000 (60/60) 0.983(59/60) 1.000 (60/60) 1.000 (60/60) 1.000 (60/60)
CHROMAgarO157TAM | 1.000 (60/60) 1.000 (60/60) 0.917 (55/60) 1.000 (60/60) 1.000 (60/60)
Subtotal 1.000(120/120) | 0.992(119/120) | 0.958(115/120) 1.000 (120/120) | 1.000 (120/120)

* Bajonivel: 11.7 UFC/25g, Alto nivel: 46.8 UFC/25g.
® N° de muestras positivas/ inoculadas con E. coli O157.

¢ N° de muestras negativas / sin inocular con E. coli 0157.
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En cuanto a los estudios de sensibilidad (“sensibility”), cabe
mencionar que se detecté material genético en diluciones de
ADN blanco en el orden de los picogramos (pg). Esto cobra
especial importancia ya que normalmente los inéculos en los
alimentos contaminados suelen ser infimos y escapan al alcance
de ciertas técnicas de deteccién. En este sentido, los ensayos
que fueron positivos para la LAMP, no lo fueron para la PCR(),
En la Figura 6 se muestran los resultados de Xihong Zhao et
al®?, quienes obtuvieron su limite deteccién en el orden de los
femtogramos (fg), equivalente a la milbillonésima parte de un
gramo (1 fg = 10" g). Cabe recordar la infima dosis infectiva
del patégeno analizado que se encuentra en el orden de 10-100
bacterias por gramo.

Como se observé en el apartado anterior, el punto final de
la técnica LAMP puede detectarse a ojo desnudo (turbidez)
o usando colorantes (SYBR Green), indicadores de pH o la
exposicion a luz UV debido a la gran cantidad de amplicén
generado. En cambio, para detectar los productos de PCR
es necesario un termociclador que analice la fluorescencia
emitida (qPCR).

Los reactivos se comercializan de maneraliofilizadaenuntubode
reaccion, lo cual agiliza los pasos en su utilizacion. En contraste,
la PCR requiere la realizacion del mix, adicionando cada reactivo
a un tubo de microcentrifuga y luego rellenar los pocillos de
reaccion, seguido de la adicién de las muestras que finalmente
seran introducidas al termociclador. Aquellos que realizan dicha
tarea suelen ser operarios altamente capacitados, pero a pesar
de esto, la probabilidad de cometer un error es alta debido a los
volumenes minusculos que se manipulan.
Estareportadotambién que ciertosinhibidores pueden alterar su
sensibilidad (etanol), lo cual debe ser tenido en cuenta durante su
aplicaciéon?V, La RT-PCR posee ratios menores de contaminacion,

1 2 3 4 5 6 7 8 9

pero el alcance de los LRS a este tipo de tecnologias es muy
limitado!?®l, Lo anterior pone de manifiesto que la LAMP es facil
de usar ya que no requiere de personal altamente capacitado
para su implementacién ni para la interpretacién de resultados,
lo que la convierte en una técnica amigable para el usuario
(“user-friendly”), siendo consistentemente resaltado por diversas
erntes[16_26’28’32’33_35].

Por robusto y rapido (“robust and rapid”) se advierte que una
técnica debe ser capaz de soportar o superar condiciones
adversas y ofrecer resultados en menos de 30 minutos. Reza
Ranjbar et al’?! destacan que pudieron identificar la cepa STEC
en menos de 30 minutos utilizando loop primers mediante LAMP,
mientras que la PCR tardé 120 minutos. Xihong Zhao et al?”
también remarcan la utilidad de los loops primers en la obtencién
de resultados en 30 minutos, sin embargo, dejan constancia
que sin el uso de éstos, la reaccién se extendio a los 90 minutos
y, nuevamente, 120 minutos para la PCR. Hadi Ravan et al?4, al
igual que Yukiko Hara-Kudo et al??, someten a ambas técnicas
a la misma cantidad de tiempo pero retoman la capacidad de la
LAMP de ser empleada en trabajos de campo por su bajo costo,
asi como también en LRS. En 2018, Y. P. Wong et al!*realizaron
una de las mas recientes revisiones de articulos donde se aplica
la LAMPy sus variantes con mas de 50 autores citados y definen
claramente a ésta como una técnica robusta y adaptable.
Cuando se habla de una técnica “equipment-free” se refiere, por
ejemplo,aaquellasenlas quese utilizantirasreactivas (comoesel
casodelainmunocromatografia), donde no se requiere de ningtin
tipo de equipamiento para su implementacién. Son baratas,
se pueden conservar a temperatura ambiente, y su pequefio
tamano las hace faciles de manipular y utilizar. A pesar de estos
atributos positivos, no alcanzan pardmetros de especificidad y
sensibilidad razonables comparadas con las técnicas de biologia
molecular (ensayos confirmatorios)?'2%. Siguiendo el criterio
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FIGURA 6. ESTUDIO DE SENSIBILIDAD DE LA LAMP EN LA DETECCION DE E. COLI STRAINWF21201:
LINEA 1-6,7-12,13-18 CORRESPONDEN A ENSAYO DE LAMP SOBRE RFBE,STX1 AND STX2, RESPECTIVAMENTE.
LINEA1,7,13: 1 NG TEMPLADO DE DNA; LINEA 2,8, 14: 100 PG TEMPLADO DE DNA; LINEA 3, 9, 15: 10 PG DNA;
LINEA 4,10,16: 1 PG DNA; LINEA 5,11, 17: 100 FG DNA; LINEA 6, 12, 18: 10 FG DNA. (EXTRAIDO DE ZHAO X ., ET AL. 2010).



propuesto, tanto la LAMP como la PCR requieren de algun tipo
de instrumental, no obstante, se ha demostrado que la LAMP ha
de requerir de menor y mas barata aparatologia que la necesaria
paraimplementar una PCR o cualquiera de sus variantes!7-20:2527,
Finalmente, la notificacion de caso debe ser inmediata. La LAMP
permite la entrega de resultados de una manera rapiday sencilla
a aquellos que lo necesitan (“deliverable to those who need them”)
con su mera identificacién visual, lo que acorta tiempos y cumple
con lo establecido en los requisitos ASSURED.

Sin embargo, la LAMP requiere validacién y estandarizacion,
pero su potencial aplicabilidad y reproducibilidad deberia
alentar a la comunidad cientifica a realizar posteriores estudios
comparativos y estandarizacién de métodos de deteccién.

CONCLUSION

Dentro del marco de vigilancia y prevencién del SUH, la
implementacion de la LAMP aportaria datos muy interesantes
al mundo de la investigacion epidemioldgica, transformando los
hallazgos de investigacion en acciones que persigan una mejora
en la prevencién primaria de la poblacion.

La notificacién en tiempos récord de la presencia de la E. coli
0157: H7 mediante la amplificacién isotérmica especifica
del gen rfbE permitiria una rapida deteccion cualitativa de la
bacteria en muestras de alimentos. Asi, un resultado positivo
indicaria el consecuente rechazo de un lote, asi como también
el diagndstico clinico precoz con una especificidad y sensibilidad
sin precedentes, ademas de cumplir de manera razonable lo
establecido en los criterios ASSURED adoptados por la OMS
dentro del marco de técnicas point-of-care.

Tanto en el dmbito de la industria alimenticia (control de
calidad), como en estudios epidemioldgicos, hospitales locales
y laboratorios clinicos de mediana a baja envergadura, la
LAMP ofrece la deteccion rapida, oportuna y confiable de los
diversos patdégenos bacterianos, asi como virales, fungicos y
parasitoldgicos. En cualquier etapa de la cadena de control, la
aplicaciéon de una técnica molecular con resultados rapidos y
a costos muy inferiores que los aparatos que se encuentran en
centros de referencia constituyen un paso importante para la
vigilancia, monitoreo y prevencién del SUH.
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RESUMEN

El acetato de glatiramer es un péptido sintético comprendido dentro del grupo de drogas complejas no bioldgicas y esta indicado
como inmunomodulador para el tratamiento de la esclerosis multiple. Actualmente, se encuentran en el mercado nacional tres
productos comercializados que contienen acetato de glatiramer como principio activo, todos ellos en la forma farmacéutica solucién
inyectable. El objetivo de este trabajo fue realizar un relevamiento de los ensayos realizados en el control de calidad de los mismos.
Paraello, se exploré la base de datos de tramites de registro de la Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia
Médica (ANMAT) y se realizé una busqueda bibliografica respecto a la tematica. Tras analizar los diferentes métodos de control, se
verifico que todos los laboratorios titulares efectian ensayos generales para la forma solucién inyectable mientras que, respecto a
los analisis relacionados exclusivamente con la naturaleza del ingrediente farmacéutico activo, se observaron diferencias en los tipos
de ensayos arealizar. Esto plantea el desafio de armonizar y definir aquellos ensayos obligatorios en el control de calidad de esta clase
de medicamentos. Los antecedentes de registro de los productos actualmente comercializados son una herramienta sumamente util
para tal propdsito. Este relevamiento crea un escenario que permite proyectar y trabajar para aunar y definir especificaciones y
requisitos técnicos minimos a considerarse necesarios.

Palabras clave: acetato de glatiramer, inmunomodulador, péptido sintético, control de calidad.

ABSTRACT

Glatiramer acetateis a synthetic peptide within the group of non-biological complex drugs, and it is indicated as animmunomodulator
for the treatment of multiple sclerosis. Currently, there are three products which are commercialized in the national market that
contain glatiramer acetate as the active ingredient, all of them in the form of pharmaceutical injectable solution. The objective of this
work is to perform a survey of the tests carried out in their quality control. For this purpose, the database of registration procedures
of the National Administration of Medicines, Food and Medical Technology was explored, and a bibliographic search on the subject
was carried out as well. After analyzing the different control methods, it was shown that all the owning laboratories carry out general
tests for the injectable solution form, while in relation to the analyses related exclusively to the nature of the active pharmaceutical
ingredient, some differences were observed in the tests to be carried out. The challenge then remains to define the tests that should
be mandatory in the quality control of these products. The registration records of the currently marketed products are an extremely
useful tool for this purpose. This survey creates a scenario that allows to project and work to combine and define the specifications
and minimum technical requirements to be considered necessary.

Keywords: glatiramer acetate, immunomodulator, synthetic peptide, quality control.
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INTRODUCCION

El acetato de glatiramero o glatiramer (AG), n° de CAS 147245-
92-9, es una mezcla de sales de copolimeros sintéticos formados
por cuatro aminoacidos naturales: L- alanina, L- lisina, L- glutamico
y L= tirosina (Figura 1), en una relaciéon molar constante de 0,43:
0,34:0,14:0,09. Los péptidos de esta mezcla heterogénea varian
en secuenciay longitud, lo que determina que cada una presenta
diferentes pesos moleculares y propiedades fisicoquimicas!®?.
Sin embargo, la distribucién del tamano de estos copolimeros
es estrecha respecto de otros productos de sintesis, los cuales
se desarrollan a partir del acoplamiento de los mondémeros
constituyentes. En este sentido, el peso molecular promedio
variaentre 5 a 9 kDa (kilodaltons)*-3l,

El AG forma parte del grupo de drogas complejas no bioldgicas
(Non Biological Complex Drugs, NBCD)®?. En estos casos, como
también ocurre con los principios activos de origen bioldgico,
la calidad depende considerablemente del proceso de
elaboraciont®. Estas NBCD se caracterizan por estar constituidas
por varias moléculas estrechamente relacionadas que no se
pueden aislar, cuantificar, caracterizar o describir por completo
mediante ensayos analiticos fisicoquimicos convencionales!.
Inicialmente los productos polipeptidicos terapéuticos eran
considerados en su totalidad, bajo la definicién contemplada en
la Disposicion ANMAT 7075/2011, como productos bioldgicos.
Actualmente, se distingue a los péptidos terapéuticos sintéticos
de aquellos obtenidos por métodos de ADN recombinante
o extraccion/obtencién a partir de un ser vivo, adjudicado
principalmente a la diferencia de sus tamafos, y a que los
primeros puedentenerestructurasquimicasquenolleganadarse
usualmente en péptidos y proteinas. Esas cualidades posibilitan
una caracterizacién de su estructura con una adecuada bateria
de ensayos fisicoquimicos¢l,

Las propiedades fisicoquimicas de los materiales de partida y el
esquema de reaccion son fundamentales para determinar que las
secuencias de los péptidos sintéticos no sean completamente al
azar.Sinembargo, aunque el proceso se encuentre estrictamente
controlado, existen variaciones, lote a lote, en la estructura
primaria de los copolimeros. Por este motivo es que se conoce al
conjunto de todos estos péptidos como glatiramoides!*.

El mecanismo de accion del acetato de glatiramer (conocido
también como copolimero 1) todavia no estd completamente
dilucidado, pero se cree que actuaria modulando la respuesta

innata y adaptativa del sistema inmunitario ocasionando una
accién antiinflamatoria y neuroprotectoral”®.,

Por sucomposiciénsimilar alaproteinabéasicadelamielina, el AG
se disefd inicialmente para inducir encefalomielitis autoinmune
experimental, como modelo animal de la esclerosis multiple. Sin
embargo, los estudios en animales demostraron su eficacia para
prevenir y suprimir esta enfermedad™.

La esclerosis multiple es una enfermedad inflamatoria crénica
mediada por el sistema inmune que afecta al sistema nervioso
central generando una alteracion en la capacidad para conducir
los impulsos eléctricos('©-12, El diagnéstico de esta enfermedad
autoinmunel!2%3l se basa en la evaluacion clinica, imagenes de
las “placas escleromatosas” mediante resonancia magnética
y pruebas complementarias(®®. Por otra parte, el tratamiento
farmacoldgico puede dividirse en tres categorias: tratamiento
de los brotes, sintomatoldgico y modificador de la enfermedad.
Dentro de este ultimo grupo, que intenta reducir el nimero de
brotes y retrasar la evolucién de la enfermedad, se encuentra
el AG, el cual pertenece a la familia de los inmunomoduladores.
En particular, suele reservarse su uso para la esclerosis multiple
recurrente remitente (EMRR)10-14],

En el ambito internacional, el primer medicamento conteniendo
AG fue aprobado para su comercializacion en el afo 1996
por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos (Food and Drug Administration, FDA), para
reducir la frecuencia de las recaidas en pacientes con EMRR3!,
La presentacion registrada fue una inyeccién subcutanea de
20 mg/mL. Por su parte, en Europa, la aprobacion fue obtenida
a principios de los afios 2000, inicialmente en el Reino Unido,
para luego extenderse a otros paises de la Union Europeal?l.
En Argentina, el primer producto con AG como principio activo
obtuvo la autorizacién de registro por parte de la ANMAT en
el aho 1997. Posteriormente, se aprobaron ampliaciones en las
indicaciones por las tres agencias reguladoras mencionadas!'”-8.,
Tanto en el dmbito nacional como internacional, debieron
pasar mas de 10 anos para que se aprobaran productos de un
origen diferente al innovador con AG de 20 mg/mL1"%21, En el
caso de Estados Unidos, la aprobacién por parte de FDA se
realizé basada en una exhaustiva caracterizacién funcional y
estructural del péptido, pero no se realizaron ensayos clinicos???.
La situacién fue distinta en Europa, donde la agencia reguladora
europea (European Medicines Agency, EMA) ademas solicito,
para la aprobacion del similar de 20 mg/ml, la demostracién
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de equivalencia terapéutica in vivo?®.Cuando el laboratorio
multifuente decidié ampliar la concentracién a 40 mg/ml, la
misma se aprobd realizando una estrategia comparativa tipo
puente, basada en el estudio clinico de la dosis de 20 mg/mL del
innovador y del propuesto, la comparacién de calidad in vitro
entre ambas dosis del multifuente y entre las concentraciones
de 40 mg/mL de ambas firmas!®2425,

Al igual que en el caso de las agencias reguladoras FDA y EMA,
los productos conteniendo AG aprobados por la ANMAT, se
encuentran en la forma farmacéutica solucion inyectable, de
aplicacién subcutanea, enunapresentacionde jeringa prellenada
de 1 mLy en concentraciones de 20 y 40 mg/mL.

EnlaFigura 2 se expone, en orden cronoldgico, los hitos respecto
alas autorizaciones por las diferentes agencias regulatorias.
Actualmente no se encuentra codificada la metodologia de
control de calidad del principio activo AG ni del producto
terminado AG inyectable en Farmacopea Argentina ni en
farmacopeas internacionalmente reconocidas. Con el objetivo
de relevar los ensayos que son aplicables a este producto
terminado inyectable, se realizé una comparacion de las técnicas
de control de calidad de los tres laboratorios que comercializan,
al momento, esta especialidad medicinal en Argentina.

Para relevar la informacion se explord la base de datos de
tramites de registro de la ANMAT enfocado en los ensayos y
las metodologias de control empleadas por cada laboratorio
titular de la especialidad medicinal. Adicionalmente, para el
andlisis posterior, también se consulté bibliografia acerca de los
productos de AG aprobados en diferentes paisesy las diferentes
metodologias utilizadas en su caracterizacion o comparacion
frente al innovador.

Comparacion de las metodologias de control de calidad del
producto terminado

Del relevamiento realizado surgen los siguientes items a resaltar
respecto a los ensayos fisico-quimicos y farmacotécnicos:

1- Aspecto: se debe determinar el color, la claridad y la ausencia
de particulas extranas. Dos de los laboratorios realizan la
determinacién del color mediante comparacién visual con
soluciones de referencia, mientras que el otro lo efectia por
inspecciénvisual. Respecto alaopalescencia,unode ellos efecttia
la evaluacion por comparacién con preparaciones de referencia.
2- pH: Determinacion potenciométrica en todos los casos con
rangos comprendidos entre 5,5-7,0.

3- Particulas subvisibles: En los tres casos se siguen las
mismas recomendaciones indicadas en el capitulo “Particulas
en inyectables” de la Farmacopea Argentina 7ma Edicidn,
respetando las especificaciones para un volumen menor a 100
mL, es decir, menos de 6000 particulas iguales o mayoresa 10 um
y menos de 600 particulas iguales o mayores a 25um por unidad.
4- Volumen extraible: Se calcula considerando la densidad de
la solucién y la masa del contenido de cada jeringa prellenada
analizada. Uno de los laboratorios realiza la determinaciéon como
control de proceso.

5- ldentificacién: un laboratorio utiliza cromatografia en
capa delgada (TLC), otro laboratorio realiza el ensayo por
espectrofotometria ultravioleta (UV) y el restante utiliza
cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC) en simultdneo
con lavaloracion.

6- Valoracién: Dos de los productos son analizados por HPLC,
uno aplicando el fundamento de exclusién molecular y el otro de
intercambio idnico. El tercero emplea espectrofotometria UV.
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FIGURA 2. LINEA DE TIEMPO QUE EVIDENCIA LAS AUTORIZACIONES A NIVEL NACIONAL E INTERNACIONAL
DE LAS ESPECIALIDADES MEDICINALES CON AG.
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El contenido de AG debe estar comprendido entre el 90,0% vy el
110,0% del valor declarado en el rétulo.

7- Distribucién de peso molecular: Los productos no presentan
un peso molecular Unico, sino que poseen una distribucion
condicionada por las cadenas de polimeros de longitud variable
(son polidispersos). Para esta determinacion se utiliza la técnica
de exclusion molecular (SEC), conocida generalmente como
cromatografia por permeacién en gel (GPC) cuando es aplicada
a polimeros. Sélo dos laboratorios emplean esta cromatografia
para el andlisis sobre el producto terminado; pero difieren en
el tipo de detector, en un caso se utiliza un detector de indice
de refracciéon mientras que en el otro se utiliza un detector
ultravioleta.

8- Composicion de aminoacidos: Sélo un laboratorio aplica este
ensayo en el producto terminado. La determinacién se realiza
por HPLC en fase reversa con detector de fluorescencia previa
hidrolisis y derivatizaciéon de la muestra.

9-Determinacion de aminodacidos libres: Este ensayo se realiza
aplicando una separacion por HPLC en fase reversa con detector
de aerosol cargado. Sélo uno de los laboratorios establecié su
aplicacién sobre el producto terminado

10- Impurezas: Cada laboratorio realiza un método propio
de cromatografia. Uno de ellos no realiza este ensayo sobre el
producto terminado, aplicindolo en la materia prima de AG.

11- Contenido de acido acético: este compuesto es el que
participa en la confeccién de las sales de los copolimeros. Su
presenciase determinapor HPLC siguiendo las recomendaciones
de la monografia de esta sustancia en farmacopeas. Uno de los
laboratorios lo realiza en el control del producto terminado.

A continuacién, en la Figura 3, se muestra que, a pesar que
los ensayos especificos para la formulaciéon con AG no estan
codificados, todos los laboratorios coinciden en los ensayos
principales de caracterizacion e identificacion.

En lo que respecta a los ensayos microbioldgicos, por tratarse
de un producto inyectable, las tres metodologias incluyen el
ensayo de esterilidad y de endotoxinas bacterianas, basandose
en las especificaciones y recomendaciones que las farmacopeas
explicitan para esta forma farmacéutica.

En el proceso de registro de estos productos, se realizan
extensas caracterizaciones que incluyen ademas de los aspectos
fisicoquimicos y microbioldgicos, ensayos de caracterizacion
biolégicaque ayudanaestablecerun perfiloidentidad antigénica,
que se encuentra completamente ligada a su mecanismo de
accion. Las técnicas de control de producto terminado tienen
como objetivo principal asegurar la homogeneidad entre lotes
y la inalterabilidad de los mismos respecto al aprobado por
las autoridades regulatorias, siempre que se mantengan, a su
vez, los procesos productivos. De esta forma, metodologias
mas exhaustivas permiten una mejor caracterizaciéon vy, en
consecuencia, mayor seguridad respecto al producto liberado.
Teniendo en cuenta esta premisa y basandose en la bibliografia
consultada, se recomienda la aplicacién de técnicas que
proporcionen informacion adicional acerca de la estructura
primaria de los péptidos al determinar el perfil de cargas de la
mezcla. La electroforesis de enfoque isoeléctrico capilar (IEF)
es una técnica que cumple con esta proposicion y permite
detectar variaciones entre lotes de glatiramoides producidos
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FIGURA 3. COMPARACION DE LOS ENSAYOS FiSICO-QUIMICOS Y FARMACOTECNICOS REALIZADOS
SOBRE LOS PRODUCTOS TERMINADOS EVALUADOS.



por diferentes procesos de fabricacion, lo que permite un mejor
control del producto!?. De manera analoga, la cromatografia de
intercambio idnico, basada en una separacién no destructiva
de la mezcla de polipéptidos segln la intensidad de la carga
superficial de sus componentes, permitiria obtener perfiles de
las subpoblaciones de polipéptidos en base a su carga, reflejando
desde las caracteristicas de composicion de la mezcla hasta
las estructuras primarias de los péptidos. Esta distribucién de
cargas es considerada uno de los atributos clave que afectaria
las propiedades de uniéon de los antigenos mediante las
células presentadoras de antigenos a las células T, por lo que
impactarian en la respuesta inmunolégica al producto vy, en
consecuencia, en la potencia y accién de AG en el individuo.,
Otra técnica que contribuye a evidenciar la identidad antigénica
de las estructuras poliméricas es la de reconocimiento especifico
del AG utilizando anticuerpos monoclonales y/o policlonales
mediante un inmunoensayo adecuado!?¢.,

Estas recomendaciones para los protocolos de liberacién de
lotes lograrian un control mas sofisticado del proceso productivo
y permitiria delinear un mejor seguimiento de las estructuras de
esta mezcla de péptidos sintéticos.

La bibliografia consultada coincide en concluir que los andlisis de
los fragmentos de los péptidos por escisién quimica o enzimatica
no son lo suficientemente sensibles como para discriminar
variaciones en la composicion de los copolimeros de AG, por lo
que no contribuiria al control lote a lote del producto??.,

DISCUSION Y CONCLUSION

En base a lainformacion obtenida respecto de la documentacion
evaluada, se puede destacar que, si bien actualmente no se
encuentra la monografia compendiada del producto terminado
AG inyectable en la Farmacopea Argentina ni en aquellas
internacionalmente reconocidas, los laboratorios efectian
ensayos que permiten evidenciar condiciones adecuadas de
calidad, seguridad y eficacia. Desde este punto de vista, las
metodologias establecidas por los tres laboratorios, incluyen
ensayos necesarios para poder identificar, valorar y caracterizar
un producto en sus rasgos fisicoquimicos, farmacotécnicos y
microbiolégicos. Las determinaciones de estos dos ultimos
aspectos son realizadas en los tres productos comparados,
esencialmente de manera similar, y son las consideradas
indispensables para una forma farmacéutica inyectable.
Respecto a los ensayos fisico-quimicos, si bien los laboratorios
difieren en algunas de las técnicas empleadas o en la instancia
de su realizaciéon, todas permiten obtener informacién
concreta y relevante a la hora de realizar el control de calidad
de un producto de administracion parenteral. En este punto, es
importante destacar que se estan comenzando a redactar, tanto
en la Farmacopea Europea como en la de los Estados Unidos,
documentos borradores (drafts) de monografias de AG2728],

Si bien los requerimientos necesarios al momento de registro
de productos de AG, de su comparabilidad frente al producto
innovador o de liberacion de lotes son establecidos por cada
agencia regulatoria, éstas coinciden en la importancia de

evaluar aspectos fisicoquimicos relacionados a los parametros
de distribuciéon de peso molecular. EI AG al ser una mezcla
polipeptidica compleja, se puede caracterizar mediante
metodologias de distribucion de peso molecular que reflejen la
distribucién general de los polipéptidos en la mezcla compleja,
segln su tamafo y abundancia relativa; y metodologias
consideradas de alta resolucion que aborden una caracterizacion
conformacional integral como el uso de sistemas GPC/SEC
de detectores multiples®.Los pardmetros de peso molecular
y distribucién (Mn, Mw, Mz), radio hidrodindmico (Hr, que
caracteriza el tamano efectivo medio de los péptidos), viscosidad
intrinseca(IV;lacontribuciénde los péptidosalaviscosidad global
delasolucion,inversade ladensidad molecular) y polidispersidad
(Pd; una medida de la uniformidad de la mezcla de polipéptidos
con respecto a la distribucion del peso molecular) seran propios
de la mezcla polipeptidica caracteristica de cada producto?l,

La evaluacion realizada en este trabajo se enfoca en el producto
terminado AG inyectable. En este punto, cabe aclarar que ciertas
determinaciones del principio activo, como la composicion de
aminoacidos, pueden realizarse en la instancia de control de
materia prima.

Si bien se requieren mas estudios para establecer las relaciones
entre diferencias fisicoquimicas propias de los diferentes
productos, y la eficacia terapéutica, no deja de ser un asunto a tener
en cuenta para la correcta caracterizacién del producto de AG.

El relevamiento realizado refleja la situacion actual en Argentina
en relacién al control de calidad del producto AG inyectable y
crea un escenario desde donde es posible proyectar propuestas
para acotar especificaciones e incluir requisitos técnicos
adicionales. Esto permitiria mejorar la caracterizacién de esta
formulacion con NBCD, optimizando la fiscalizacion acorde a los
objetivos de la ANMAT en favor de la salud publica.
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Reporte de caso o serie de casos: se basa en la descripcion de
casos o problematicas especificas que por su trascendencia o
complejidad brindan informacién importante a pares, o sirven
como base para establecer nuevos estudios. Estos articulos no
siguen una estructura IMRyD. Ejemplos de este tipo de estudios

incluyen la descripcion de un evento adverso inesperado en
un paciente, resultados originales a partir del analisis de una
muestra o producto, hallazgos novedosos a partir de una tarea
de fiscalizacion, etc.

2. Publicaciones secundarias
Son aquellas que se basan explicitamente en publicaciones
primarias o en las que se analizan datos recopilados de manera
sistematica con otro fin. Dentro de este grupo quedan incluidos:
Revisién sistematica: Resume los resultados de los estudios
disponibles y cuidadosamente disefiados, proporciona un alto
nivel de evidenciasobrelaeficaciadelasintervenciones entemas
de salud. Para ello se lleva a cabo una seleccion de publicaciones
de un tema especifico y se analiza la informacion presentando
discusion y conclusiones. Se debe describir claramente los
criterios de busqueda y de inclusidn/exclusién de los estudios.
Sigue la misma estructura IMRyD.
Este tipo de publicacion puede incluir un meta-analisis, un tipo de
estudio basado en laintegracion sistematica, a través de técnicas
estadisticas, de informacion obtenida en publicaciones previas.
Revisién bibliografica o narrativa: se trata de un tipo de revision
tematica o monografica que aborda un tema especifico. A
diferencia de la revision sistematica no se explicita la basqueda
y selecciéon de publicaciones, se considera una actualizacion
del tépico. La estructura de este tipo de articulos no sigue
la estructura IMRyD aunque debe contener minimamente
una introduccién sobre el tema, desarrollo, discusion y/o
conclusiones.
Articulo de opinién o Enfoque regulatorio: se trata de una
revisiéon tematica en la que el autor toma una posicion frente a
un tema especifico. En los casos en que se trata de una posicion
institucional definida sobre un tépico de interés regulatorio se lo
denomina“Enfoque regulatorio”. Enlos casos en que se expresala
posicidn de un autor en particular o de un grupo de investigacion
se lo denomina” Articulo de opinién”. La estructura de este tipo
de articulos no sigue la estructura IMRyD y debe contener
minimamente una introducciéon sobre el tema, desarrollo,
discusion y/o conclusiones.
Estado de situacién: este tipo de articulo tiene como finalidad
presentar datos y/o informacion sistematizada y analizada,
recogida a partir de bases de datos u otra fuente de informacién
confiable. La informacién suele presentarse en forma de tablas
y/o graficos y, a menudo, incluye un anélisis estadistico de tipo
poblacional.
Su estructura sigue un patrén IMRyD descripto previamente y
se aconseja incluir una seccion (discusion) en las que se haga un
analisis sobre la informacién presentada (por ej. uso de lineas de
tendencia a distintos tiempos, andlisis comparativo con datos
nacionales y/o internacionales, etc.).
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3. Otros tipos de articulos
Cartaaleditor: setratade comunicaciones cortas,engeneral,con
comentarios endesacuerdo o acuerdo conceptual, metodoldgico,
interpretativo, de contenido, etc., sobre algun articulo original,
de revisién, editorial u otro formato de publicaciéon publicado
previamente en unarevista.

Se podran admitir nuevas secciones previa evaluacién por
parte del Comité Editor.

Presentacion de los textos (generalidades). Los manuscritos
deben presentarse en formato Word, con fuente Times New
Roman, 12 ptos., interlineado sencillo.

Los elementos graficos (tablas y figuras) deberan, ademas, ser
enviados en sus archivos originales (Excel, jpg, etc) y, en todos los
casos, deberan ser citados en el texto e indicar su titulo al pie.
Todos los ejes de cada grafico deben indicar titulo y unidades.
Las palabras en idioma diferente del castellano deberan estar en
cursiva.

Etica. Si las fotografias empleadas son de personas deberan
respetar los principios de privacidad y contar con autorizacion
escrita para su publicacion. Ademas, se deberan considerar los
aspectos éticos relacionados con humanos o animales en los
casos que se justifique.

Declaracion de conflictos de intereses. Deberd incorporarse
solo si fuera necesario.

Aspectos no contemplados en el presente reglamento seran
indicados a través de guias especificas segun el tipo de articulo o
deberan ser consultados con el Comité Editorial.

Bibliografia. Las citas bibliograficas deberan seguir las normas
Vancouver y, ademas, reunir los “Requisitos de uniformidad para
escritos de ICMJE”. Disponible en: http://www.icmje.org/icmje-
recommendations.pdf

Palabras claves. Utilizar el DeCS - Descriptores en Ciencias de la
Salud - en espaiiol e inglés. Disponible en: http://decs.bvs.br/E/
homepagee.htm

ESTRUCTURA Y EXTENSION CONVENCIONAL
(ORIENTATIVA) DE LAS PUBLICACIONES CIENTIFICAS*

(Los nimeros que se muestran son orientativos)

R o . N° total de
Extension Resumen N° de referencias
(n° de palabras) (n° de palabras) bibliograficas cuacrosyio
figuras
Articulo Original Experimental Minimo 2800 200-300 Minimo 15 Minimo 5
Articulo Original Observacional Minimo 2800 200-300 Minimo 15 Minimo 5
Reporte de caso Minimo 1500 100-150 Minimo 3 Variable
Revision sistematica Minimo 2800 200-300 Minimo 20 Minimo 3
Revision bibliografica Minimo 2500 200-300 Minimo 15 Minimo 3
Articulo de opinién o . .
. 2000 200-300 Minimo 10 Variable
enfoque regulatorio
Estado de situacion Minimo 1500 150-250 Minimo 5 Minimo 6
Carta al editor 500-1000 No requiere Hasta 5 No requiere
Editorial Maximo 1000 No requiere Hasta 8 No requiere

* Los valores expresados en la tabla son orientativos. Cualquier variacion se sugiere que sea consultada con el Comité Editorial.
**Lo indicado no contempla las secciones Titulos, Nombre de los Autores, Filiacion, Resumen/Abstract y Referencias o Bibliografia.

COMITE EDITORIAL
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