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RESUMEN

El intento de acercamiento de tratamientos biolégicos, con elevado coste
Palabras clave: para los ciudadanos, ha impulsado el nacimiento y crecimiento de los
biosimilares, atributos de calidad, medicamentos biosimilares. Moléculas cuya produccién esta enfocada a
armonizacién ser copias de los principios activos de los medicamentos de origen

biolégico catalogados como innovadores. Al ser moléculas bioldgicas, el
hecho de ser copias del principio activo se hace complejo, pues pequenas
variaciones en su composicion bioquimica pueden afectar a su seguridad
y eficacia. A diferencia de los innovadores, cuyo razonamiento de
comercializacion esta dirigido a la seguridad del medicamento mediante
estudios clinicos, base para ser comercializado en condiciones seguras,
sin embargo, los medicamentos biosimilares, se centran en que sus
atributos de calidad sean los mas proximos a la molécula que pretenden
sustituir. Por ese motivo, mediante el estudio de los atributos criticos de
calidad, y los moduladores que le afectan, es posible establecer una
clasificacion de los mismos que permitan la armonizacién del concepto
biosimilar. Los atributos que caracterizan a las moléculas son
antagonistas o complementarios entre si, permitiendo establecer un
rango de aceptacion que permita el desarrollo de un sistema de
graduaciéon de la comparabilidad entre innovadores y biosimilares,
acercando el concepto hasta la fecha tedrico, a un aspecto cuantitativo.
Pero siempre tomando en consideracidon aspectos fundamentales como
la incidencia del error del laboratorio en su valoracion. Por lo que,
basandose en un modelo armonizado del concepto del atributo de
calidad, este debe ser reformulado hacia un término que unifique el
concepto con su error intrinseco, de manera que pueda ser valorado de
forma armonizada.
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The attempt to bring closer biological treatments, with high cost for
citizens, has boosted the birth and growth of biosimilar drugs. Molecules
whose production is focused on being copies of the active ingredients of
drugs of biological origin catalogued as innovative. As they are biological
molecules, the fact of being copies of the active ingredient becomes
complex, as small variations in their biochemical composition can affect
their safety and efficacy. Unlike innovators, whose marketing rationale is
aimed at the safety of the drug through clinical studies, the basis for being
marketed under safe conditions, however, biosimilar drugs focus on
ensuring that their quality attributes are as close as possible to the
molecule they are intended to replace. For this reason, by studying the
critical quality attributes and the modulators that affect them, it is
possible to establish a classification of these attributes that will allow
harmonization of the biosimilar concept. The attributes that characterize
the molecules are antagonistic or complementary to each other, making
it possible to establish a range of acceptance that allows the development
of a system for grading the comparability between innovators and
biosimilars, bringing the concept, which to date has been theoretical,
closer to a quantitative aspect. But always taking into consideration
fundamental aspects such as the incidence of laboratory error in its
assessment. Therefore, based on a harmonized model of the concept of
the quality attribute, this should be reformulated towards a term that
unifies the concept with its intrinsic error, so that it can be assessed in a
harmonized way.
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Introduccion

En la ultima década, los biosimilares han experimentado un crecimiento
exponencial, transformando el paradigma de tratamiento para diversas enfermedades
(D).

Son medicamentos bioldgicos que se han vuelto cada vez mas populares en el
mundo (2) y son similares a otros medicamentos bioldgicos que ya estan en el mercado,
conocidos como productos bioldgicos de referencia. Sin embargo, a diferencia de éstos,
los biosimilares no son idénticos en términos de estructura molecular (3) y su objetivo
es proporcionar alternativas mas asequibles y accesibles a los productos biologicos de
referencia (4). Estos medicamentos han demostrado ser igualmente eficaces y seguros
en comparacion con los productos bioldgicos de referencia en numerosos estudios
clinicos.

En la actualidad, los biosimilares estan disponibles en muchos paises de todo el
mundo, pero sus regulaciones son diversas y en muchos casos difusas. La Union Europea
ha sido pionera en la aprobacion de biosimilares desde 2006 (5), y ha establecido un
marco regulatorio solido para garantizar su calidad, eficacia y seguridad. Otros paises,
como los Estados Unidos y Japon, también han desarrollado sus propios marcos
regulatorios para la aprobacion de biosimilares. Siendo uno de los hitos mas
importantes para los biosimilares la aprobacién del primer biosimilar por parte de la
Organizacion Mundial de la Salud (6).

En términos de indicaciones terapéuticas, estos medicamentos cubren una
amplia gama de areas terapéuticas, como la oncologia, la reumatologia y la diabetes. Se
ha demostrado que estos medicamentos son eficaces para tratar diversas enfermedades
y afecciones, lo que los convierte en una opcion atractiva para muchos pacientes y
profesionales de la salud.

Sin embargo, a pesar de los avances en el campo de la biosimilaridad, ain existen
desafios que se deben superar. Uno de los principales desafios es la educacién y la
conciencia publica sobre los biosimilares, ya que muchos pacientes y profesionales de la
salud todavia pueden tener dudas o preocupaciones sobre la calidad y la eficacia de los
biosimilares en comparacion con los productos biologicos de referencia (5).

Ademas, el acceso a los biosimilares puede variar de un pais a otro debido a las
regulaciones y politicas nacionales. Algunos paises han implementado politicas de
substituciéon automatica de productos bioldgicos de referencia por biosimilares, lo que
ha contribuido a un mayor uso y acceso, sin embargo, en otros paises, la adopcién de
biosimilares puede ser mas lenta debido a barreras legales o econémicas (7).

En base a esto, este articulo tiene como objetivo examinar criticamente el estado
cientifico de los biosimilares, destacando los progresos regulatorios y la evolucién de la
investigacion en esta area, apoyandose en la estadistica como medio de establecer una
definicion del término biosimilar con mayor estandarizacion.

Estado actual de los biosimilares en el mundo.:

1. Regulacion Global:

Los marcos regulatorios de la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) y la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) han sido pilares fundamentales en
el desarrollo de biosimilares. Como se ha mencionado anteriormente, la regulacion
global de los biosimilares se encuentra en constante evolucidn y varia entre diferentes
regiones y paises. Sin embargo, existen ciertos aspectos clave que se consideran en la
regulacion de los biosimilares a nivel mundial (8).

En general, los reguladores internacionales consideran la comparabilidad, la
calidad, la eficacia y la seguridad de los biosimilares para garantizar que estos
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medicamentos sean equivalentes a los productos biologicos de referencia. Algunos de
los elementos clave de la regulacién global de los biosimilares son los siguientes (9):

a. Evaluacion comparativa: Los reguladores exigen estudios comparativos entre
los biosimilares y los productos biologicos de referencia, los cuales incluyen analisis de
caracteristicas fisicoquimicas, funcionales, farmacocinéticas y farmacodinamicas. Esto es
fundamental para demostrar que los biosimilares son similares en términos de
estructura y funcién a los productos biologicos de referencia.

b. Estudios clinicos: Los biosimilares también deben someterse a estudios clinicos
comparativos que demuestren su eficacia y seguridad en comparacién con los productos
bioldgicos de referencia. Estos estudios pueden incluir ensayos clinicos de fase IIl o
estudios de bioequivalencia, dependiendo de los requisitos de cada regulacidon nacional
o regional.

c. Farmacovigilancia: Los reguladores enfatizan la importancia de una adecuada
farmacovigilancia para monitorear y evaluar los efectos secundarios y la seguridad a
largo plazo de los biosimilares una vez que se encuentran en el mercado. Esto se realiza
a traveés del seguimiento y el analisis de datos sobre la seguridad y la eficacia de los
biosimilares.

d. Cambio de fabricante: La regulacion global también aborda el cambio de
fabricante de biosimilares y la necesidad de demostrar la equivalencia entre las
diferentes versiones del medicamento en términos de calidad, eficacia y seguridad.

e. Etiquetado y nomenclatura: La regulacion también incluye requisitos para el
etiquetado de los biosimilares, asegurando que los pacientes y los profesionales de la
salud puedan identificar claramente los medicamentos y distinguirlos de los productos
bioldgicos de referencia. Ademas, la adopcion de una nomenclatura adecuada y
distintiva para los biosimilares es considerada importante.

Si bien existen directrices y regulaciones internacionales para los biosimilares,
cada pais o region tiene su propio enfoque y proceso de aprobacion que debe ser
escrupulosamente seguido por las farmacéuticas. Algunas regiones, como la Unién
Europea, los Estados Unidos y Japon, han desarrollado regulaciones especificas y marcos
regulatorios mas completos para los medicamentos de esta catalogacion. Sin embargo,
aun se requiere un mayor esfuerzo para lograr una mayor armonizacién y convergencia
en la regulacion global de los biosimilares, ya que los criterios cualitativos priman en su
definicidn.

2. Desarrollos Cientificos:

El avance cientifico en la caracterizacion y fabricacion de biosimilares es esencial
para garantizar su calidad y eficacia.

El desarrollo cientifico de los biosimilares es un campo en crecimiento constante,
impulsado por avances tecnoldgicos y conocimientos cientificos en biologia molecular,
genomica y biotecnologia. A continuacion, se presentan algunos aspectos destacados del
actual desarrollo cientifico de los biosimilares (10,11):

a. Caracterizacion analitica: La caracterizacion exhaustiva de los biosimilares es
esencial para demostrar su similitud con los productos biolégicos de referencia. Se
utilizan técnicas avanzadas de biologia molecular, cromatografia, espectrometria de
masas y analisis de plegamiento y agregacion de proteinas para evaluar la estructura,
pureza y actividad bioldgica de los biosimilares.

b. Modelado y simulacion: El modelado computacional y la simulacidn se utilizan
en el desarrollo de biosimilares para predecir y optimizar las propiedades
farmacocinéticas y farmacodinamicas. Esto ayuda a establecer la estrategia de desarrollo
y a identificar las caracteristicas criticas de los biosimilares.
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c. Estudios preclinicos: Los estudios preclinicos desempefian un papel importante
en la evaluacion de la toxicidad y la actividad biolégica de los biosimilares. Se realizan
estudios in vitro e in vivo para demostrar la similitud entre los biosimilares y los
productos biol6gicos de referencia.

d. Estudios clinicos: Los estudios clinicos comparativos son cruciales para
establecer la equivalencia en términos de eficacia, seguridad e inmunogenicidad entre
los biosimilares y los productos biologicos de referencia. Estos estudios suelen
involucrar a pacientes con enfermedades especificas y evalian parametros clinicos y
farmacocinéticos.

e. Innovaciones en produccién: La produccion de biosimilares ha experimentado
avances tecnoldgicos significativos, lo que ha mejorado la calidad y eficiencia de su
fabricacion. Por ejemplo, las mejoras en los procesos de cultivo celular, la purificacion y
la formulacién han permitido una mayor reproducibilidad y consistencia en la
produccion de los biosimilares.

f. Medicina de precision: La medicina de precision, que se basa en la identificaciéon
de caracteristicas moleculares especificas de los pacientes, también esta influyendo en el
desarrollo de biosimilares. Se estan investigando enfoques como los medicamentos
biosimilares adaptados a un perfil de biomarcadores especifico, lo que podria mejorar
aun mas la eficacia y seguridad en el tratamiento de enfermedades.

En general, el desarrollo cientifico de los biosimilares continda evolucionando
con el objetivo de mejorar la calidad, eficacia y seguridad de estos medicamentos, a
través de avances en la caracterizacion analitica, la modelizacion y simulacion, los
estudios preclinicos y clinicos, la innovacién en la produccion y el aprovechamiento de la
medicina de precision.

3. Adopcién y Desafios:

A pesar de los éxitos, la adopcidn generalizada de biosimilares enfrenta desafios
persistentes. A pesar de los avances en el campo de los biosimilares, todavia existen
varios desafios que deberan abordarse en el futuro. Estos desafios incluyen (12):

a. Cambio de mentalidad y educacion: Uno de los principales desafios es cambiar
la mentalidad y educar tanto a los profesionales de la salud como a los pacientes sobre
los biosimilares. Muchos todavia tienen dudas o preocupaciones sobre la calidad,
eficacia y seguridad de estos medicamentos en comparacién con los productos
bioldgicos de referencia. Es esencial aumentar la conciencia y comprensién para
garantizar una adopcidon mas amplia y confianza en los biosimilares.

b. Regulaciones y politicas mas consistentes: Si bien muchos paises han
establecido marcos regulatorios para la aprobacién de biosimilares, todavia existe cierta
variabilidad entre las regulaciones y politicas nacionales. Es importante promover una
mayor armonizacion y consistencia en la evaluaciéon y aprobacion de biosimilares, lo que
facilitaria su entrada y acceso globalmente.

c. Sostenibilidad econémica: A medida que los biosimilares ingresan al mercado,
pueden proporcionar opciones mas asequibles para los pacientes y sistemas de salud.
Sin embargo, debido a los costos asociados con la producciéon y desarrollo de
medicamentos bioldgicos, aun existe la necesidad de abordar la sostenibilidad
econdmica de los biosimilares. Esto implica equilibrar los precios de los medicamentos
para garantizar su accesibilidad y mantener la inversion en investigacion y desarrollo.

4. Fortalecimiento de la cadena de suministro y la calidad: La calidad y la
integridad de los biosimilares son fundamentales para garantizar su eficacia y seguridad.
Es importante fortalecer la cadena de suministro (13) y mantener altos estandares de
calidad en la fabricacion, almacenamiento y distribucion de estos medicamentos. Esto
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implica establecer y mantener mecanismos efectivos de control de calidad y supervision
regulatoria.

5. Desarrollo de nuevos formatos y tecnologias: A medida que el campo de los
biosimilares continua evolucionando, también es importante invertir en la investigacion
y el desarrollo de nuevos formatos y tecnologias (14). Esto incluye la formulacion de
biosimilares en diferentes presentaciones, como tabletas o inhaladores, para brindar
opciones y comodidad adicionales a los pacientes y reducir la necesidad de acudir a
centros médicos o el entrenamiento requerido para la administracién. Las nuevas
tecnologias también incluyen el desarrollo de moléculas que permitan atajar varias
enfermedades en una Unica administracion, dentro de ellas podemos encontrar
investigaciones para hacer moléculas con especificidad para dos o 3 antigenos
diferentes, y por tanto obtener tratamientos mas especificos o ampliar el rango la
actuacion (14).

6. Busqueda de un elemento estandarizado del concepto biosimilar: La actual
definicion de biosimilar que se utiliza para realizar la estandarizacién del concepto de
biocomparabilidad entre un medicamento innovador y un medicamento genérico, se
encuentra reforzada por el hecho de tratarse de moléculas de alta complejidad, por lo
cual, la comparacién entre ellas debe realizarse desde el punto de vista mas cualitativo.
Los estudios disponibles sobre cémo catalogar los biosimilares presentan siempre una
comparacidn entre los diferentes atributos de forma individualizada (15-18).

Si se agrupan los estudios individualizados de los atributos de calidad buscando
una comparacion globalizada, es posible establecer la comparabilidad como concepto
clave.

Desde un punto de vista estadistico, y apoyandose en los numerosos estudios
individuales de los atributos de calidad (19), es posible establecer si estos atributos son
complementarios o antagonistas.

Una de las principales dificultades que se encuentran las agencias regulatorias a
la hora de aprobar un dossier de un medicamento que pretende ser biocomparable a un
medicamento de referencia es que los resultados analiticos de los diferentes atributos
criticos de calidad (CQA, de sus siglas en inglés) son presentados de forma
individualizada. Esta forma de caracterizar un biosimilar puede ocasionar pérdida de
conocimiento o un enmascaramiento del mismo, al no debatir la complementariedad
entre los mismos atributos de calidad junto a otros CQA. Con esta clasificacion de los
atributos se pretende asegurar que el medicamento puede ser intercambiado, sin ningin
perjuicio para el paciente, el tratamiento con el innovador, manteniendo el beneficio
para la salud, pero reduciendo el coste del tratamiento o por lo contrario, repercute
negativamente en el resultado del tratamiento. Es necesario entender que un
medicamento biosimilar, o cualquier medicamento biologico, puede presentar riesgos
para la salud que su probabilidad de aparicion es altamente variable tanto en tiempo
como en efecto (8,20)

Es facil argumentar que los diferentes atributos de forma independiente pueden
ser comparables frente a un medicamento innovador, pero estos mismos atributos que
se encuentran en las diferentes comparaciones que se adjuntan en los dosieres de
aprobacién (21), no facilitan el entendimiento para el paciente o para personal no
entrenado.

Por tanto, la industria debe dirigirse hacia una evolucién del concepto de
biosimilar, que permita establecer una definicion clara y entendible para todo individuo.
Con ello se puede dar respuestas a varios de los problemas que se han planteado a lo
largo del articulo como son la concienciacion y la educacidn, asi como la propia
definicidn.
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Una de las formas mas sencillas de presentar cualquier informacion es la grafica
(22), pues a una el concepto estadistico demandado por la industria y las agencias
regulatorias, y requiere poco entrenamiento para dilucidar el resultado aportado. Dado
que los atributos pueden presentar complementariedad y antagonismo, es una forma
facilmente presentable de la comparabilidad y debe formar parte de la definicion del
anticuerpo biocomparable. En el presente articulo se establecen los métodos para la
valoracidn de los atributos de calidad, ya que forman la estructura principal de la
definicidn.

Método

Para afrontar la definicion de biosimilar y alcanzar la armonizacién de la
definicion, se debe tomar la clasificacion de los biosimilares en diferentes fases, siendo el
objeto del presente articulo la fase analitica o preclinica, pues es la de mayor relevancia
a la hora de presentar dosieres de preaprobacidon a cualquier agencia regulatoria o a
clientes.

Fase clinica
Fase clinica
-
-
Fase analitica ase analitic
Biosimilar Innovador

Figura 1. Enfoque del desarrollo de un biosimilar frente a un innovador

Como se puede apreciar en la figura 1, la fase analitica o fase preclinica es la fase
de mayor relevancia a la hora de establecer un biosimilar, puesto que, segtin lo indicado
en las guias de mayor prestigio internacional, el hecho de ser analiticamente similar
para unos o analiticamente comparables para otras, es razon de peso para su
aprobacién. Dicho concepto forma parte de la base de la metodologia al formar parte de
las hipotesis identificadas. Por ese motivo, el punto de partida de la metodologia son los
atributos de calidad. Siendo el punto de partida de los atributos de calidad tan amplio, el
objetivo del presente articulo se pretende delimitar en la clasificacion de los atributos
segun su criticidad y del resto de variables que influyen directa o indirectamente en los
propios atributos de calidad y cémo valorarlos.
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A. Atributos de calidad

De las guias publicadas por las agencias se puede obtener en conclusion que, para
la similaridad y la comparabilidad, recogen unos atributos en comtn que son la potencia,
la actividad biologica y la funcion. Pero luego nos encontramos separados la estructura,
propiedades y estabilidad, con influencia en la similaridad y la inmunogenicidad y
farmacologia en la comparabilidad. Todo su conjunto deberia determinar un biosimilar.

Apoyandonos en la terminologia aportada por Kwon et al. (23) sobre los
atributos criticos de calidad y las caracteristicas que influyen positiva y negativamente
en la estructura de un anticuerpo indicados por BWG (12) se puede desarrollar una
ecuacion basica que aglutine todos los aspectos requeridos por las agencias y por la
ciencia.

Los autores citados clasifican los atributos de calidad bajo un ranking de 3
niveles, determinando cuales, al criterio que demuestran, son considerados criticos.
Apoyandose principalmente en la funcionalidad de la caracteristica indicada en sus
escritos, dividen los atributos en siete grandes grupos, implicando su estructura y
naturaleza.

- Estructura primaria de la proteina.
- Estructuras de orden superior.

- Variantes cargadas.

- Variantes de masas.

- Oligosacaridos.

- Actividad biologica.

- Contenido.

A estos atributos les otorgan una puntuacion de tres niveles de criticidad en
comparacién con su funcién bioldgica o clinica.

Si es cierto, que los atributos indicados son los mas relevantes en un anticuerpo
monoclonal, y cumple para cualquiera de sus variantes que puedan desarrollarse a
futuro, pero el aglutinar en tinicamente tres niveles, ocasiona sobreestimacion de la
criticidad de algunos atributos e infra estimacidn de otros, ya que los tres niveles se
asocian a alto, medio y bajo. Y es cierto que el peor caso es una inmunogenicidad
derivada de la molécula, pero no deberia estar al mismo nivel de un atributo que influye
en un modo de accidn, pues de los estudios realizados en laboratorio mediante técnicas
in vitro o in vivo, se obtiene suficiente informacién como para determinar el alcance de la
influencia de ese atributo.

Respondiendo a una de las cuestiones que se plantean, como es la importancia de
los atributos, se hace necesario redefinir la criticidad de los atributos que actualmente
existen en el campo de los mAbs (anticuerpos monoclonales), pues no influyen
exclusivamente en un factor. Un atributo como puede ser la secuencia de aminoacidos
no puede incluirse solamente con influencia en la potencia biolégica. La secuencia
aminoacidica, catalogada como criticidad de nivel 3 por los estudios de Kwon et al. (23),
no puede valorarse junto al resto de atributos de calidad pues supone una
infraestimacidon de la verdadera complejidad. Los cambios en regiones especificas de la
estructura aminoacidica de la proteina pueden modificar completamente su estructura
conformacional por las interacciones de carga, incluso cambiar la funcion producida, lo
que indica que no solo puede afectar a la potencia, si no que puede convertirse en un
potencial atributo inmunogénico o simplemente desestabilizar la proteina. Por ese
motivo, se determina que el estudio de este atributo debe extraerse del grupo de
atributos criticos de calidad y en especial, dejar recaer el peso en las regiones
determinantes de la complementariedad (CDR), ya que son las regiones mas variables y
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las directamente relacionadas con la complementariedad. Estas regiones se encuentran
identificadas en bases de datos de proteinas como UniProt y por otra parte pueden ser
automaticamente identificadas (24). Pero en el caso de los biosimilares, al ser copias de
una molécula original, estas regiones ya estan secuenciadas previamente, y solamente es
necesario realizar un analisis tipo BLAST comparativo.

El analisis comparativo en particular de estas caracteristicas nos puede
determinar si presenta una complementariedad frente al mismo antigeno, o si se trata
de una nueva funcion para la proteina, razon que radicaria en ser una molécula nueva.
(25) Asi se determina que no pueden compararse todos los atributos de calidad bajo el
mismo paraguas, ni bajo las mismas caracteristicas clasificatorias. Es de relevancia
establecer mayor nivel de caracterizacidon y establecer unos grupos que no se base
exclusivamente en su funcion, si no en todas las interacciones que tienen en un medio
vivo.

Del conjunto de informacion se entiende que es necesario clasificar de nuevo los
atributos criticos de calidad, desde una visién mas amplia, partiendo de las bases de
conocimientos aportadas por Kwon y colaboradores o los publicados por BWG en la
conferencia de Fimea 2017.

De tal forma que la relacion de una variable analitica, frente a antagonista o
potenciadora, representen un sistema biolégico complejo a través de los resultados de
los propios analisis en laboratorio.

Resultados

Del estudio de los atributos de calidad, se obtuvieron una serie de caracteristicas
o variables de relevancia a la hora de valorar que importancia presentan las diferentes
caracteristicas de los biosimilares y por tanto que relevancia deben aplicarse a la hora
de clasificar la comparabilidad de los mismos. Estos atributos pueden agruparse en los
siguientes grupos:

A. Variables de calidad general

Los atributos de calidad generales se pueden descomponer en la siguiente
clasificacion:
- Orden inferior (Estructura primaria a terciaria):

- Secuencias de aminoacidos: Definen la estructura primaria
de la proteina. Del estudio inicial en la investigacion de dicho parametro se
obtiene la necesidad de trabajar esta variable de forma independiente al
resto por la influencia que posee frente al resto de parametros. La variable
es controlable mediante las bases de datos internacionales y su
comparacidon se realizara por BLAST. Aun asi, se sometera al criterio
matricial que se desarrollara durante las fases posteriores.

- Piroglutamato N-terminal: Esta variable debe ser estudiada
inicialmente de forma independiente para obtener alcance de sus
resultados, técnicas con las que se pueden obtener resultados, influencia
del trabajo del analista

- Lisina C-terminal: al igual que la variable anterior, se debe
estudiar la influencia de esta variable y las técnicas con las que se obtienen
resultados. A su vez debe identificarse su influencia en la estructura del
anticuerpo y afectacidn a otras variables no estructurales.
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- Puentes disulfuro: Intervienen en la definicion de la
estructura terciaria de la proteina. Se estudiara de forma independiente su
influencia en la estabilidad de la proteina.

- Otros aminoacidos libres: Se estudiara la estabilidad de esta
variable en la estructura de un anticuerpo monoclonal.

- Orden superior (Estructura cuaternaria): Se evaluara si es relevante
el estudio de esta variable en el englobe final de un biosimilar, conociendo su
estructura de aminoacidos.

- Variantes de cargas: De las variables citadas a continuacidn, se
estudiaran las técnicas de analisis utilizadas y se valorara la cuantificacién de las
identificadas como cualitativas.

- Desamidacion.

- Isomerizacion.

- Formas oxidadas.

- Formas sializadas.

- Variantes de masas: Como las variables de variantes de cargas, se
obtendra la cuantificacion de técnicas que por su naturaleza son de caracter
cualitativo y se realizara una comparacion frente a su influencia en estructura,
funcién e inmunogenicidad.

- Agregados.

- Fragmentaciones o productos de degradacion.

- Formas truncadas.

- Mondmeros.

- PEGilaciones.

- Oligosacaridos: Al igual que otras variables que conforman los
atributos criticos de calidad, se deben estudiar matricialmente su influencia en el
concepto de biosimilar y a su vez, la influencia de las técnicas aplicadas para
obtener datos coherentes. Todos los valores se encuentran disponibles en estudios
de campo para diferentes moléculas.

- Fucosas o galactosas.

- Glicanos no humanos.

- Glicanos High manosas.

- Formas no glicosiladas.

- Otras modificaciones postraduccionales: Los cambios en la proteina
durante diferentes fases de su desarrollo pueden modificar el disefio inicial de un
anticuerpo, siendo parte fundamental a la hora de determinar la comparabilidad y
biosimilaridad. Por este motivo, estas variables deben ser estudiadas bajo la matriz
de criticidad y su influencia por el factor humano a la hora de obtener resultados.
Al ser variables con caracter cualitativo, se cuantificard mediante normalizacién
de sus valores, con el fin de poder comparar todos los datos criticos.

- Fosforilacion: adiccion de grupos fosfato al anticuerpo.

- Desamidacién: eliminacion de un grupo amino del
anticuerpo.

- Oxidacion: modificacion inicial de grupos de cadena lateral
de aminoacidos por ROS y la conversién subsiguiente a carbonilo y otros
derivados.

- Glicacion: modificacion de grupos amino por la accion de
azucares reductores.

- Glicosilacion: adiccion de carbohidratos a un anticuerpo.

- Sulfatacién: adiccién de un grupo trioxido de azufre.
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- Isomerizacion  Succinilacién: transformacion de wuna
molécula en otra.

- Formas de glicanos: Tienen un efecto inmunogénico identificado,
pero de diferente influencia dependiendo de su naturaleza. A su vez pueden actuar
en la estructura y funcidon de las proteinas.

- Manosa: Incrementa la eliminacion de los anticuerpos y actia
sobre las funciones bioldgicas.

- Fucosa: Tienen una influencia directa con las funciones
bioldgicas, mejorando la ADCC y binding si se encuentra en menor cantidad.

- Galactosa: En el caso de estar expuesta, aumenta el
aclaramiento de los anticuerpos.

- GIcNAc: Tienen influencia en la eliminacion y en las funciones
bioldgicas de los anticuerpos. Especial relevancia si se bisecciona.

- Acido sidlico NANA: Tiene actividad antiinflamatoria y es
critico en la eliminacion de proteinas de fusion. Se estudiara su influencia
en los mAbs.

- Acido sialico NGNA: Interfiere en las funciones biolégicas de
los anticuerpos y es inmunogénico en humanos.

- Galalfa-3Galbetal-GIcNAc-R: Es altamente inmunogénico en
humanos y produce anafilaxis.

- Actividad biolégica: se denominan asi al conjunto de variables que
su resultado se obtiene de la experimentacion in vitro.

- ADCC: De esta variable se obtiene un resultado de potencia
que forma parte del desempefio del medicamento en un organismo vivo. Lo
que nos indica la capacidad de neutralizar el antigeno.

- ADCP: De esta variable se obtiene un resultado de potencia
que forma parte del desempefio del medicamento en un organismo vivo. Se
estudiara compatibilidad con el resto de las variables y el alcance.

- CDC: De esta variable se obtiene un resultado de potencia que
forma parte del desempefio del medicamento en un organismo vivo.

- Apoptosis: Se debe estudiar el alcance de esta variable pues
no todos los medicamentos tienen la misma funcidn. Se estudiara como
valorar en caso de no tener influencia en todos los anticuerpos.

- Binding: Variable que destaca la capacidad de union frente a
un antigeno, se determinara su influencia en la estructura de los
anticuerpos y su efecto frente a valores de potencia.

- Unidén FcgR: Responde a criterios de especificidad de unién y
directamente relacionado con binding y potencia. Se debe aclarar el alcance
de esta variable en un estudio de biosimilaridad.

- Unidén C1q: Variable que relaciona una de las funciones de los
anticuerpos en los sistemas vivos de union al complemento. Al ser una
caracteristica no presente en todos los anticuerpos, se estudiara su
relevancia y como incluir en la ecuacion final desarrollada durante la
investigacion.

- Unién FcRn: También responde a criterios de especificidad
de unién y directamente relacionado con binding y potencia. Se debe aclarar
el alcance de esta variable en un estudio de biosimilaridad.

- Impurezas:

- Impurezas del hospedador: Al ser una de las caracteristicas
que tienen en comun todos los productos farmacéuticos parenterales, se
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estudiara si su inclusion presenta relevancia a la hora de determinar si un
anticuerpo monoclonal es biosimilar. Dentro de esta variable se
encuentran:

- hcDNA, que hace referencia a los fragmentos de DNA
de la célula hospedadora que produce el anticuerpo monoclonal. Se
mide en particulas por billon mediante PCR y sus valores deben ser
despreciables para poder ser aprobados. Su eliminacion se produce
en las diferentes etapas de purificacion de un anticuerpo
monoclonal.

- Insulina: molécula necesaria en el desarrollo de un
cultivo, pero que no puede estar presente en la formulacion final.

- Proteina A: Proteina utilizada en las primeras
columnas cromatograficas de la purificacion de un anticuerpo por su
alta afinidad a regiones del anticuerpo y que sirve para eliminar el
resto de los residuos de un cultivo. Del tratamiento de estas
columnas para retirar el anticuerpo, puede ocasionarse la liberacion
de la proteina A y es un inmunogénico. Por lo tanto, se elimina en
posteriores tratamientos.

- HCP: son las proteinas que forman parte de la
estructura y metabolismo propio de las células hospedadoras. Los
valores de esta variable deben ser despreciables en la forma final de
un medicamento biologico.

- Lixiviables/Extraibles: impurezas que tienen efecto
adyuvante en el plegamiento. Se debe estudiar su influencia y las técnicas
que lo detectan, pues estan valoradas en los parametros criticos de calidad.
- Concentracidn proteica: Se estudiara dicha variable en la influencia

de la fase clinica, pues la concentracion que debe tener el farmaco en formato de
mercado debe se idéntica a la del innovador que se pretende comparar. Es un valor
incluido en los dosieres técnicos de los productos, asi como en los vademécums
médicos.

B. Variables de calidad por estructura

- Atributos region variable: Esta variable se estudiara de forma
conjunta junto a los parametros que se detecten durante la investigacion que estan
directamente relacionados a esta region de un anticuerpo.

- Atributos region constante: Se estudiara si existe relevancia de esta
region del anticuerpo para la caracterizacion de un biosimilar. Se determinaran los
analisis de calidad que tienen como objeto esta region, con el fin de establecer los
atributos criticos de calidad.

- Caracterizacion fisicoquimica: Esta variable formara parte de la
matriz de caracterizacion de los atributos criticos de calidad. Se determinaran
diferentes niveles mediante técnicas de estadisticas o Tier ranking.

- Caracterizacion bioldgica y funcional: Esta variable se utilizara para
el desarrollo de la matriz de atributos criticos de calidad. Su valor se determinara
por métodos estadisticos o Tier ranking durante el desarrollo de la investigacion.

C. Otras variables de calidad no estructurales
- Osmolaridad: la concentracion de la proteina en la disolucién y el
resto de los componentes que conforman el buffer en el cual esta embebido el
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principio activo, puede actuar sobre el resto de las variables de calidad, siendo
indispensable dicha comparacién. En proteinas en los que la composicion puede
ser comparable, los cambios de los buferes pueden ocasionar que las propiedades
se vean alteradas.

Del estudio de los atributos de calidad de forma individual, y de sus técnicas
analiticas se obtuvo como resultado que existe un error intrinseco en las técnicas
y en los propios laboratorios, que no se consideran como parte de la relevancia de
los atributos desde un punto de vista estadistico:

- Error en el laboratorio: Se desarrollara esta variable a raiz de las
metodologias disponibles y adaptando las necesidades de los laboratorios de
analisis y desarrollo de la industria biotecnolégica bajo metodologia GxP.
Intervendra como modulador del analisis de cada parametro critico de calidad
seleccionado y con base en las técnicas que se utilicen para su obtencidn.

Dentro de esta variable, se encontré que se deben valorar desde dos puntos de
vista:

- Errores del método: Se estudiara la diferencia entre métodos
que posean una automatizacion, frente a métodos principalmente
manuales o cuyas fases criticas de analisis dependan de la interaccion
humana

- Incertidumbre del método: Se estudiara el error sistematico
o sesgo presente en el disefio de las técnicas analiticas o en la
instrumentacién usada para valorar los atributos, frente al error aleatorio
fruto de las causas imprevisibles y del trabajo con muestras poblacionales.

Fallo equipo

Pre-analitica Analitica Post-analitica
46%-68,2% 7%-13% 18,5%-47%
Interferencia

I Bioensayos I
. Fisico—= =u1’micos .

Figura 2. Errores en las analiticas de laboratorio.

El estudio de la clasificacion de los atributos de calidad ha sido desarrollado
teniendo en cuenta las tres grandes directrices normativas que se establecen para la
valoracidn de la biosimilaridad de un anticuerpo monoclonal. Dado que la consideracion
de biosimilaridad, debe venir acompafiada de la comparabilidad, estas atribuciones han
sido tenidas en cuenta a la hora de la valoracion.

Las directrices establecidas por las grandes agencias regulatorias con prestigio
internacional establecen unos principios cualitativos para valoracion de la relevancia
estadistica de los atributos de calidad de un anticuerpo monoclonal. teniendo en cuenta
que estas agencias presentan normativas afines entre ellas y que son reconocidas por
otras agencias y asociaciones como base para establecer las normas internas de sus
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respectivos paises el inicio del estudio se realizé con una comparativa de las grandes
normas frente a sus puntos en comun. La Organizaciéon Mundial de la Salud establece en
sus guias internacionales como puntos criticos para el establecimiento de la
biosimilaridad de un anticuerpo monoclonal los siguientes principios:
- Las propiedades fisico-quimicas incluyendo las propiedades
estructurales del anticuerpo
- La actividad bioldgica del anticuerpo
- Las impurezas presentes en el medio de conservacién del anticuerpo
- Las propiedades inmunoquimicas del anticuerpo frente al
organismo objetivo
- y las especificaciones técnicas de anticuerpo innovador

Por su parte, la Agencia Europea del Medicamento y la Food and Drug
Administration de Estados Unidos establecen para las propiedades fisico-quimicas, unos
atributos en particular como criticos, a la hora de establecimiento de la caracteristica
biosimilaridad. Dentro de estos atributos caracteristicos se encontrarian la estructura y
la funcién del anticuerpo, las impurezas, la clase y su subclase, la estructura
aminoacidica, los aminoacidos N y C terminal, los puentes disulfuro, el contenido de
carbohidratos y asi como otras modificaciones postraduccionales que puedan influir en
la estructura del anticuerpo. Los ensayos in vitro tienen gran peso en la mayoria de las
agencias como las antes mencionadas, puesto que la capacidad de union y la fortaleza de
unidn del antigeno y el anticuerpo forman parte principal de los estudios in vitro para la
biosimilaridad. Otro de los puntos en comun que presentan todas las agencias es que la
pureza del anticuerpo, en cuanto a su composicion, la presencia de impurezas en su
medio y la ausencia de contaminaciones son criticas en la seguridad del paciente.

Se puede sacar en conclusion que para la determinacién de la biosimilaridad de
un anticuerpo monoclonal no solamente se puede optar por una cuantificaciéon
estadistica de la relevancia de cada atributo medido en los Certificados de Analisis (CoA)
y que por lo tanto forman parte de las especificaciones finales de los anticuerpos
monoclonales, sino que se debe contar con los atributos ampliamente reconocidos por
las agencias gubernamentales para que la ecuacion, y por lo tanto el ITEM de atributos
de calidad que se esta desarrollando sea ampliamente reconocido y admitido.

El estudio del item de atributos de calidad se desarroll6 teniendo en cuenta los
tres campos analizados en la metodologia. Dentro de estos campos se encuentran los
atributos de calidad reconocidos por la bibliografia cientifica, los atributos de calidad
considerados criticos por las agencias regulatorias internacionales para el
establecimiento de la biosimilaridad y de la biocomparabilidad y las especificaciones
técnicas de los anticuerpos monoclonales comercializados y de las cuales se dispone de
documentacion relevante.

Para los atributos de calidad reconocidos por la bibliografia cientifica se han
obtenido los siguientes resultados.

Los estudios desarrollados para establecer los atributos de calidad criticos en los
anticuerpos monoclonales que pretenden ser un anticuerpo biosimilar se basan en
establecer criticidad cualitativa a sus diferentes atributos. En los estudios de Kwon et al.
(23), se establece una puntuacién de 32 de confianza para la estructura primaria y
estructuras superiores, variantes cargadas, variantes de masas, oligosacaridos, atributos
bioldgicos y contenido. los diferentes grados de criticidad otorgados por esta puntuacion
hacia los diferentes impactos que pueda sufrir en la funcidn bioldgica o en la funcién
clinica del propio medicamento no se le tienen en cuenta los métodos analiticos por los
cuales se puede determinar dicha criticidad realizando un estudio mas pormenorizado
de cada uno de los atributos que pertenecen a la clasificacion desarrollada por Kwon et
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al (23), se puede ver que a un mismo impacto en la funcion bioldgica o clinica se le
atribuye una criticidad diferente aun siendo la misma técnica analitica la que puede
arrojar resultados especificos.

Enla Tabla 1 se puede estudiar la comparativa entre las variables a tener en
cuenta para una puntuacion de la criticidad de un atributo de calidad frente a un
impacto y el método analitico mas comunmente utilizado en la industria farmacéutica
para obtener resultados especificos.

Tabla 1. Relacidn de los atributos de calidad y su criticidad desde un punto de vista cualitativo.

Atributo de calidad Criticidad  Impacto en la funcién Método analitico
biolégica/clinica
Estructura 12
Secuencia de +++ Potencia
aminoacidos
Piroglutamato N- ++ Farmacocinética in vivo 1
> Mapeo peptidico,
terminal degradacion de Edman
Eliminacién lisina C- + No influir en actividad biolégica in
terminal vivo
Enlaces bisulfato +++ Potencia
Estructura orden ++ Potencia y unién receptor-antigeno Espectrofotometria FT-
superior IR, fluorescencia,

dicroismo circular
Variantes cargadas

Formas desaminadas + Actividad bioldgica in vitro Cromatografia liquida
Formas oxidadas ++ Agregados inmunogénicos bajo técnicas IEX, IEF,
Formas sializadas +++ Clareamiento o despeje in vivo CE, HPAEL-PAD, Masas.
Variantes de masas
Agregados +++ Inmunogenicidad PR
Formas truncadas + Actividad bioldgica Cer%tografla liquida
Monomeros + Actividad bioldgica bajo técnicas SEC,

. Lo Masas, HIC. SDS-PAGE
PEGilaciones +4++ Despeje in vivo
Oligosacaridos
Fucosa o galactosa +++ Influir en actividad Fc-efector HPAEL-PAD,
Glicanos no humanos +++ Inmunogenicidad cromatografia liquida
Glicanos High-manosa ++ Inmunogenicidad (LC), electroforesis
Formas no glicosiladas ++ Influir en funfuncién Fc-efector, capilar (CE),

ADCC y despeje in vivo Espectrometria de
masas (LC-MS)

Actividad bioldgica
ADCC +++ Modo de accién
ADCP ++ Modo de accién
CDC +++ Modo de accién
Apoptosis ++ Modo de accién
Unién Antigeno- +++ Modo de accién Ensayos basados en

. células, ELISA, SPR
Anticuerpo
Unién FcyR ++ ADCC
Unién Clq ++ CDC
Unién FcRn ++ Despeje in vivo
Contenido +++ Farmacocinética Espectrofotometria UV-

Vis
Nota: Consideracion de los atributos criticos de calidad en la evaluacion de la comparabilidad
analitica de productos biosimilares (23)

Como se puede observar en la tabla anterior, la clasificacidn de los atributos de
calidad frente a su criticidad se realiza frente a su impacto en la funcién bioldgica o
clinica. Ninguno de los estudios realizados para comprobar la criticidad de los atributos
de calidad de los anticuerpos monoclonales en el organismo, ya sea mediante métodos in
vitro, in vivo o in silico, toman en consideracidn las diferentes interacciones que puedan
tener entre los propios atributos de calidad, el medio en el que se encuentra embebido el
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propio medicamento, y las problematicas asociadas a la realizacion de ensayos en
laboratorio.

La industria farmacéutica establece unos atributos criticos de calidad frente al
perfil del antigeno diana. Este perfil se cataloga en un estudio especifico denominado
QTPP, de sus siglas en inglés Quality Target Product Profile. Se debe considerar razén de
peso que los ensayos que se incluyan en el QTPP, deban tener mayor peso frente a otros
ensayos no influyentes en este perfil.

También es necesario considerar dentro de un estudio pormenorizado de los
atributos criticos de calidad para los anticuerpos monoclonales, la presencia o ausencia
de anticuerpos antidroga, denominados ADAs, de sus siglas en inglés anti-drug
antibodies.

Durante el desarrollo del concepto de item de variable de calidad o atributo
critico de calidad acufiado en el presente trabajo de tesis doctoral se observo la
necesidad de clasificar los diferentes atributos que se utilizan en los campos de la
evaluacion de la biosimilaridad y la comparabilidad de un anticuerpo monoclonal frente
a su molécula de referencia frente a los propios atributos. en la Tabla 2 se desglosan
cudles atributos favorecen a la biosimilaridad y cuales atributos favorecen a la
comparabilidad.

Tabla 2. Clasificacion de los atributos frente a su biosimilaridad o comparabilidad

Demostrar biosimilaridad Demostrar comparabilidad

Estructura primaria Estudios analiticos

Estructuras de orden superior Estudios no clinicos

Propiedades inmunoquimicas Estudios clinicos farmacoldgicos (PK/PD)
Unidn al receptor Seguridad clinica

Estabilidad Eficacia clinica

Funcién bioldgica Inmunogenicidad

Propiedades generales del anticuerpo

Excipientes

Por otro lado, durante el estudio de los diferentes atributos de calidad que debian
denominarse items para la evaluacidn de los atributos criticos de calidad definitivos en
la concepcidn del concepto de biosimilar, fue requerido establecer frente a los estudios
elaborados por la Agencia Europea del Medicamento, la agencia estadounidense del
medicamento y asociaciones de industria farmacéutica como es Fimea, regiones dentro
de la estructura superior del anticuerpo monoclonal que influyen en cada una de las
caracteristicas y atribuciones.

Por ese motivo, frente a una estructura simplificada del anticuerpo se establecen
que atributos son de mayor relevancia en el caso de la ausencia o presencia de
modificaciones en el anticuerpo biosimilar frente al anticuerpo innovador.
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Atributos region variable
Desamidacion Influencia en las caracteristicas fisico-quimicas
Oxidacion Estructura
Piroglutamato N-terminal Masas molecular
Glicosilacion Perfil de impurezas
Glicacion Perfil de cargas
Cambios conformacionales Hidrofobicidad
Atributos regién constante
Desamidacion
Oxidacion Influencia en las caracteristicas funcionales o biologicas
Acetilacion DeUnién Antigeno- Anticuerpo
Glicacion Uni6n al receptor y al complemento
Glicosilacion Neutralizacion del antigeno
Lisina C-terminal Funciones Fab asociadas (neutralizacion o apoptosis)
Rotura de puentes disulfuro Funciones Fc asociadas (ADCC, CDC)
Fragmentacion de la estructura
Cambios conformacionales

Figura 3. Relacién anticuerpo-atributo

Por tanto, se extrae que actualmente las variables estan estudiadas de una forma
individual y no considerandolas un todo dentro de la definicion de biosimilar. Se debe
tomar una nueva estructura de la definicion que permita aunar todos los conceptos,
siendo la unidad propuesta la de ITEM de calidad, puesto que debe ser compuesta por el
atributo de calidad y el error de laboratorio.

Discusion y conclusiones

El estado actual de los biosimilares revela un paisaje cientifico en constante
evolucion, respaldado por avances regulatorios y desarrollos técnicos que han permitido
la simplificacion de técnicas analiticas, asi como la representacion de resultados. Las
definiciones, sea cual fuere el concepto, deben permitir entender de forma clara y
precisa lo que se esta explicando. En el caso de los biosimilares la definicion actual
presenta una base cualitativa que permite la interpretacion libre de los resultados tanto
para laboratorios farmacéuticos como para agencias regulatorias. Este abanico de
posibilidades radicalmente opuesta a la concepcion de una definicion, no permiten el
entendimiento del término biosimilar si no se posee unos conocimientos previos en la
materia. A su vez la definicion esta enfocada en la caracterizacion de los atributos
criticos de calidad de forma individualizada. El error en la concepcion de la actual
definicion de biosimilaridad nace de su comparacién a un medicamento genérico, los
cuales se pueden ser comparados directamente por dosis terapéutica y principio activo.
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En cambio, en la biosimilaridad, el medicamento interactia con un organismo vivo y es
parte de este organismo vivo el que realiza las funciones terapéuticas, lo que requiere de
los factores, no solamente farmacologicos, sino inmunolégicos.

Los avances cientificos han permitido establecer una rigurosa conectividad entre
los atributos criticos y las funciones bioldgicas de un organismo vivo. Por ese motivo el
concepto de biosimilaridad debe pasar por el proceso de reestructuracion al concepto de
item promulgado en el presente escrito ya que debe valorarse de forma globalizada y no
de forma individualizada. La reestructuracion de la definicion de biosimilar no debe
pararse exclusivamente en los atributos criticos de calidad, si no se debe tomar bajo el
término item, otras variables de gran relevancia para la concepcion de una definicion de
mayor exactitud y de base cuantificable, para establecer en una tnica sentencia la
realidad del funcionamiento de un medicamento biol6gico en un sistema organico con el
que interactua.
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