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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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FIGURA 1. AMINOACIDOS CONSTITUYENTES DE LOS PEPTIDOS DE GLATIRAMER.



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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