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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!?.
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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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