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SAFYBI

Editorial

Estimados colegas,

Ha habido muchos eventos importantes des-
de nuestro Ultimo ndmero de la Revista SAFYBI.

Quisiera destacar especialmente los corres-
pondientes al IV Congreso Latinoamericano, XV
Congreso Argentino de Farmacia y Bioquimica
Industrial, Xl Jornadas de Farmacia y Bioquimica
Industrial - JORFYBI 2017 y exposicion industrial -
EXPOFYBI 2017 y a la celebracion de los 25 afios de nues-
tra Agencia Regulatoria, la ANMAT.

Hemos incluido en esta edicién un resumen de las pa-
labras que la Dra. Mirta Farifia, Presidente de SAFYBI, la
Dra. Laura Botta, Coordinadora del Comité Cientifico
del actual Congreso, la Dra. Alicia Gentile, Presidente de
Jorfybi, y el Dr. Jorge Ferrari, dirigieron en el acto inaugural
del Congreso, Jornadas y Exposicion. Pero ademas, este
acto inaugural fue honrado con la presencia del Dr. Chiale,
Administrador Nacional de la ANMAT, del cual también se
presenta un resumen de sus comentarios dirigidos a los
participantes.

Se han seleccionado dos de los trabajos presentados
en las JORFYBI para ser incluidos en la presente edicién
de la Revista y corresponden a trabajos que fueran ele-
gidos para la presentacién oral de los mismos durante
el transcurso de las Jornadas. Ellos son “Andlisis sobre el
Registro de Especialidades Medicinales (REM), Segundo
Semestre 2015 - Primer Semestre 2016", cuyos autores
son Farm. Margarita M. Melgarejo, Farm. Lucia Armaleo,
Lic. Roberto Sierras y Dr. Carlos Chiale de la ANMAT,
Direccion de Gestién de Informacion Técnica y “Larvas de
insecto autdctonas como plataforma para la produccién
de interfer6n beta recombinante para uso veterinario” de
los autores Mariana B. Arregui, Alexandra M. Targovnik,
Gregorio Mc Callum, Marcela Villaverde y Maria V.
Miranda, investigadores pertenecientes ya sea al Instituto
de Nanobiotecnologia NANOBIOTEC (UBA-CONICET), a la
Facultad de Farmaciay Bioguimica, Universidad de Buenos
Aires o a la Unidad de Transferencia Genética, Instituto
de Oncologia “Dr. Angel Roffo”, Facultad de Medicina,
Universidad de Buenos Aires. En préximos ndmeros de la
Revista SAFYBI continuaremos publicando el resto de los
articulos elegidos para presentacién oral.
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SAFYBIy la Universidad Kennedy han iniciado el dic-
tado conjunto de la segunda edicién de la Carrera
de Posgrado Farmacia Industrial con orientacion

en Productos Médicos. Se incluye en esta edicién

un comentario sobre el acto inaugural y algunas

de las caracteristicas de este Posgrado que re-
presenta abrir un futuro cientifico, tecnolégico e
industrial de ilimitadas posibilidades para los cole-

gas Farmacéuticos.

En su habitual espacio, la ANMAT presenta el articulo ti-
tulado <<25 afios de ANMAT. “La Salud como propésito, la
Ciencia Reguladora como estrategia”>>, en el que se des-
tacan los logros del pasado y los prometedores avances
para un futuro en el cual se espera que Argentina ejerza
aun mas activamente su influencia en el campo de la ar-
monizacion regulatoria, no solo en la regiéon de América
Latina sino también en un marco global.

El CONICET contribuye en esta edicibn mediante la
entrevista realizada a la Dra. Nora Vizioli, Doctora de la
Universidad de Buenos Aires y Profesora Adjunta de la
Catedra de Quimica Analitica de la Facultad de Farmacia
y Biogquimica e Investigador Adjunto del CONICET. El tema
de la entrevista fue sobre “Electroforesis capilar: una he-
rramienta analitica poderosa dentro del paradigma biotec-
nolégico” en cual se subrayan las caracteristicas valiosas
de esta tecnologia analitica.

El espacio de la USP fue dedicado a comentarios so-
bre algunos desafios para la aplicacién de los criterios de
aprobacién de la prueba de Uniformidad de Contenido,
siendo el titulo del articulo “Aplicacion del Criterio de Cero
Tolerancia para Uniformidad de Contenido del Capitulo
USP (905) a Muestras de Gran Tamafo”.

Los profesionales de Control de Calidad Gabriel Cattolica
y Milton Cordone contribuyen con una muy interesante
presentacion sobre “Tendencia en la Automatizacion de
Laboratorios Quimicos Farmacéuticos”, en el cual nos in-
troducen a un modelo de avanzada de la tecnologia que
deberia estar disponible en los laboratorios de control de
nuestra industria, modelo basado en el aumento de efi-
ciencia y productividad.

Magdalena Nannei
Directora de la Revista

Estimados lectores y colegas, les agradeceré me hagan llegar sus
comentarios y sugerencias a mnannei@safybi.org
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SAFYBI - CONGRESO

Acto Inaugural

IV Congreso Latinoamericano, XV Congreso Argentino
de Farmacia y Bioquimica Industrial, Xlll Jornadas de

Farmacia y Bioquimica Industrial - JORFYBI 2017 y
exposicion industrial - EXPOFYBI 2017

Este afio, a principios del mes de agosto, tuvo lugar el IV
Congreso Latinoamericano, XV Congreso Argentino de Far-
macia y Bioquimica Industrial, Xl Jornadas de Farmacia y
Bioguimica Industrial - JORFYBI 2017 y la exposicion indus-
trial - EXPOFYBI 2017, eventos en los cuales participaron e
hicieron visible sus contribuciones los expertos industriales
de las mas diversas ramas tecnolégicas y econémicas de
las Industrias Farmacéuticas y Bioquimicas y los cientificos,
investigadores y organizaciones gubernamentales y profe-
sionales relacionadas a las mismas. La importancia de es-
tos acontecimientos se refleja en el valor que dan a los mis-
mos las autoridades nacionales, ya que se conté en el acto
inaugural con la presencia del Dr. Chiale, Administrador
Nacional de la ANMAT, que ademas dirigi6 a los presentes
algunas palabras.

En el mencionado acto inaugural, la Dra. Mirta Farifia,
Presidente de la Asociacion Argentina de Farmacia y Bio-
quimica Industrial, SAFYBI, en sus palabras de introduccion
al evento, sefialé especialmente su agradecimiento “a la
presencia de autoridades sanitarias, académicas, colegios pro-
fesionales, entidades profesionales, cdmaras empresarias y
asociaciones amigas”y “a todos los disertantes y proveedores
de la industria farmacéutica que de una u otra forma contri-
buyeron a que este proyecto sea hoy realidad.” Pero ademas
resalté su reconocimiento a “todos los asistentes, a los que
se han trasladado a Buenos Aires desde distintas provincias
del interior del pais y a las distintas delegaciones de paises de
la regidn para estar presentes y participando de este evento.”

La Dra. Farifia expresoé su gratitud “a todos los profesionales
que tienen participacion activa y desinteresada en todas las
actividades de SAFYBI, a los presidentes y colaboradores de
cada una de las dreas que conforman este evento, y a todos
los miembros de los Comités de Expertos por su excelente tra-
bajo y dedicacion.”

Quizas escape a la atencion de algunos el trabajo que
existe detras de un acontecimiento de esta magnitud, y es
interesante resaltar algunos de los parrafos de la Presiden-
te de SAFYBI respecto a algunos hechos como por ejemplo,
“Hace exactamente 2 afios, un grupo de profesionales [...] to-
mamos la decision de realizar este importante congreso. [...]
Se conformaron 3 grandes grupos de trabajo; CONGRESOS,
JORFYBIy EXPOFYBI. Y agrego un cuarto grupo, que tomé a su
cargo el intenso trabajo de llevar adelante todas las gestiones
administrativas...”. Y a este respecto destacé especialmen-
te el trabajo del staff administrativo de SAFYBI. Ademas
indic6é que el Comité Cientifico, conducido por el Dr. Mar-
celo Ricciy representado en el acto de apertura por la Dra.
Laura Botta permitieron presentar “una oferta de mds de
80 conferencias que han sido distribuidas en 12 ejes temdti-
cos delineados por cada uno de los Comités de Expertos que
funcionan en nuestra institucion.”

Pero ademas la Dra. Farifia recalcé otro aspecto esen-
cial y es la participacion de disertantes nacionales y del
exterior y la “colaboracién inestimable de funcionarios de
las AGENCIAS REGULATORIAS: del Dr. Carlos Chiale de la AD-
MINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y
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SAFYBI - CONGRESO

Acto inaugural, de izq. a der., Dra. M. Farifia, Dra. L. Botta, Dr. Chiale, Dra. A. Gentile, Dr. . Ferrari

TECNOLOGIA MEDICA-ANMAT, a quien agradecemos por per-
mitir la participacion de funcionarios de las distintas Direccio-
nes de esa Administracion, del Dr. Gustavo Santos, de la Agen-
cia Nacional de Vigilancia Sanitaria-ANVISA, de la Dra. Rocio
del Carmen Alatorre, de la Comisién Federal para la Proteccién
de Riesgos Sanitarios-COFEPRIS, México, del Dr. Marcos Timdn,
de la Agencia de Medicamentos y Productos Sanitarios AEMPS-
Espafia; y de la Magister en Ciencias Q.F. Silvana Ravia del Mi-
nisterio de Salud Publica de Uruguay.”

En su discurso sefialé que es extensa la lista de institu-
cionesy entes oficiales y privados y que “participan también
como disertantes miembros del Consejo Nacional de Investiga-
ciones Cientificas y Técnicas-CONICET, de la Comision Nacional
de Energia Atomica-CNEA, del Instituto Nacional de Tecnologia
Industrial-INTI, de la Superintendencia de Riesgos de Trabajo,
de la United States Pharmacopeia-USP / EEUU, del Internatio-
nal Pharmaceutical Council-IPEC / EEUU, de la Universidad de
Buenos Aires, de la Universidad Nacional de la Plata y de la
Universidad de Valparaiso Chile, entre otros.”

La oferta de actividades cientificas y tecnolégicas inclu-
yé también la actividad en “dos WORKSHOPS [...] en los que
se tratardn los importantes temas de actualidad referidos a
Productos Bioldgicos y Biosimilares. Sus tendencias interna-
cionales y regionales y a Biodisponibilidad y Bioexenciones en
Latinoamérica [...].”

Conjuntamente al Congreso se realizaron las XIIl JORNA-
DAS DE FARMACIA Y BIOQUIMICA INDUSTRIAL, JORFYBI, en
las cuales la Presidente de SAFYBI indic6 “que profesionales

12 REVISTA SAFYBI  SEPTIEMBRE 2017

del dmbito universitario, entes publicos y privados, de la indus-
tria y también de proveedores exponen, mediante la modali-
dad de posters, sus trabajos experimentales [...] Aqui también
se hace visible el trabajo de los Comités de Expertos que toma-
ron con mucha responsabilidad la evaluacién del contenido de
los trabajos presentados, bajo la supervision y presidencia de
la Dra. Alicia Gentile.”

Luego se refirié a la EXPOFYBI 2017, aclarando que su
objetivo es “La Exposicion de Maquinarias, Equipos y Servicios
para la Industria Farmacéutica en la que las empresas pro-
veedoras mds importantes de la industria han montado no-
tables stands y nos acompafian bridando un valor agregado
importantisimo para este evento.” Destacé ademas que “las
CONFERENCIAS TECNICAS que complementan a las del Congre-
so son promovidas por cada una de las empresas participan-
tes, haciendo su aporte técnico-cientifico para la aplicacion
prdctica de los productos y servicios que ofrecen tanto para las
mejoras productivas como para la investigacién y desarrollo
de nuevos productos. Un reconocimiento al Dr. Jorge Ferrari,
Presidente de EXPOFYBI y colaboradores, por su intensa tarea
para lograr el éxito de esta Exposicion.”

La Dra. Farifia finaliz6 con esta introducciéon enviando
un deseo especial de éxitos a ENVASE, exposicion simul-
tanea organizada por el Instituto Argentino del Envase en
el Centro Costa Salguero donde también se efectuaron los
eventos organizados por SAFYBI.

Refiriéndose a continuacién al paradigma que esta en
las raices de este enorme trabajo técnico, cientifico y or-

F
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ganizativo indic6 que “Estamos transitando la mitad del afio
2017 y ya hemos tomado conocimiento acerca de los concep-
tos de la cuarta revolucién industrial, de la disrupcion tec-
noldgica y de la innovacién productiva, entre otros. Si bien
somos conscientes de que los paises mds avanzados son los
que podrdn motorizar mejor los significados que involucran
estos conceptos, se considera también que los paises emer-
gentes tienen la posibilidad de sacar un mayor beneficio si
tienen la capacidad de innovar y adaptarse a los cambios
futuros. Sin dejar de lado la importancia que tiene la inves-
tigacion, la necesidad de fomentarla y de recibir aportes
para su desarrollo, sin dudas, es a través de la innovacidn,
donde nos encontramos mds capacitados para abordar rd-
pidamente este desafio desde el punto de vista industrial.”
Y a continuacién agregd que “En un articulo publicado en
nuestra querida revista institucional, la “REVISTA SAFYBI”, el
Doctor Federico Montes de Oca, nuestro actual vicepresiden-
te, se referia de la siguiente manera al concepto de innova-
cién <<La innovacidn requiere aprender permanentemente
en todos los campos del conocimiento, requiere también una
actitud abierta al cambio en todos los eslabones de nuestra
organizacién y de nuestra comunidad. La industria farma-
céutica argentina cuenta con una matriz Unica para favo-
recer la innovacién: Una Industria desarrollada con capital
humano muy bien formado, una comunidad cientifica des-
tacada internacionalmente, un ecosistema de proveedores
de productos y servicios con capacidad técnica indiscutida y
una autoridad regulatoria madura reconocida en la regién y
en el mundo>>. Elegi este pdrrafo, porque increiblemente to-
dos los actores mencionados estamos reunidos hoy y aqui en
un mismo lugar. Estoy segura que varios de estos conceptos
también son compartidos por paises de la regién que al igual
que Argentina estdn trabajando para alcanzar la excelencia
en proveer productos seguros y eficaces para el cuidado y la
salud de la poblacién.”

La finalizacion del discurso se concentro6 en las inquietu-
des de SAFYBI con respecto a la formacion de los futuros
colegas y menciond dos iniciativas de especial transcen-
dencia incorporadas en este Congreso: “.. hemos otorgado
becas [participacién en el Congreso] para que los estudian-
tes del ultimo afio de todas las Facultades de Farmacia y Bio-
quimica del pais, estatales y privadas sin excepcién, pudieran
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integrarse al mundo de la actividad industrial facilitando de
esta forma su mejor conocimiento de una especialidad a la
que puedan orientar vocacionalmente su futuro inmediato.
La respuesta fue contundente. Estamos recibiendo delegacio-
nes de las siguientes universidades: Universidad de Buenos
Aires, Universidad de Mordn, Universidad de Belgrano, Uni-
versidad Maiménides, Universidad Argentina John F. Kenne-
dy, Universidad Nacional de La Plata, Universidad Nacional
de Tucuman, Universidad Nacional de Rosario, Universidad
Nacional del Nordeste, Universidad Nacional del Sur, Univer-
sidad Nacional de la Patagonia - San Juan Bosco y de la Uni-
versidad Nacional de Mar del Plata. De igual modo también
hemos permitido que aquellos profesionales que estdn cur-
sando el Posgrado en Especializacion en Farmacia Industrial
con orientacién en Productos Médicos, que se lleva adelante
mediante una iniciativa conjunta de SAFYBI y la Universidad
Kennedy, pudieran acceder sin costo al bloque de conferen-
cias de esa especialidad.”

Finalmente la Dra. Farifia presenté a la audiencia, a la
Dra. Laura Botta Coordinadora y representante del Comi-
té Cientifico, a la Dra. Alicia Gentile, Presidente de las XIII
Jornadas de Farmacia y Bioquimica Industrial y al Dr. Jorge
Ferrari Presidente de EXPOFYBI 2017 deseando a los pre-
sentes “disfrutar de estos cuatro dias de intensa actividad y
cordial camaraderia.”

Luego del discurso de la Dra. Farifia, se dirigi6 a los pre-
sentes la Dra. Laura Botta, Coordinadora del Comité Cienti-
fico del actual Congreso y Vocal en la Comisién Directiva de
SAFYBI. Lo hizo en el nombre del Dr. Marcelo Ricci que por
temas médicos no pudo estar presente.

Sus palabras se centraron en la comunicaciéon, en la
educacion y en la interrelacién resaltando que “Hoy la
comunicacién nos facilita el compartir conocimientos para
que nuestro objetivo <<entregar productos a la poblacién>>
puros, seguros y efectivos se lleve a cabo. Las normas impues-
tas por los organismos mencionan la capacitacion continua
y esta semana los profesionales de la industria contamos
con una gran herramienta que nos permite aprender y saber
cada dia un poco mds.” Agregd mas adelante que “Aprove-
chen las conferencias, y también la interrelacién personal en-
tre colegas, ya que el compartir experiencias también es una
herramienta que aporta en nuestro conocimiento integral.”
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Parece oportuno destacar otro dato estadistico que la
Dra. Botta indic6 al referirse a que mas de 100 profesiona-
les han trabajado en la organizacién del Congreso, y qui-
zas lo siguiente que afirma se lea muy rapido o superficial-
mente pero que encierra una realidad profunda de dedi-
cacién y sacrificio personal “Por otro lado quiero remarcar
que el equipo que organizé las conferencias y workshops del
congreso es un equipo de profesionales voluntarios, pero no
es un equipo de voluntarios que tienen 100% de su tiempo
libre, es mds, tienen muy poco tiempo libre. Hoy la industria
demanda gran tiempo de dedicacién, no solo en el horario
establecido, sino y gracias a las tecnologias, estamos siem-
pre comunicados y listos para dar una respuesta a nuestro
entorno laboral. Entonces, es un equipo que funciona con el
tiempo disponible que tiene cada uno, que generalmente no
coincide entre uno y otro y en todo momento nos obliga a ser
tolerables, a esperar las respuestas segun la disponibilidad
de cada uno.”

La Dra. Botta resaltd luego algunas de estas actividades
de los Comités de Expertos de forma especial “Agradezco
hoy a estos expertos de comités, que han sabido organizar-
se, encontrar el disertante adecuado para cubrir el tema-
rio requerido, y contenido que necesita la industria, y han
encontrado a disertantes con puntos de vistas regulatorio,
y otros con un punto de vista prdctico, han sabido alinear
esos puntos de vista para que tengan un sentido a la hora
de ponerlos en prdctica, han controlado y revisado los con-
tenidos, los restimenes, los formatos de fotos, han disefiado
contenidos para la web, las redes sociales, han consensuado
en equipo los pedidos urgentes del Comité Cientifico Organi-
zador de Congreso, se han adaptado a las dificultades y en-
contrado una solucién rdpida y efectiva para que los colegas
en este congreso adquieran los conocimientos que estaban
esperando.”

Su agradecimiento se extendio a todos los numerosos
participantes de la preparacion y/o que intervinieron en el
Congreso o que por su actitud permiten la realizacion de
este tipo de eventos: “Quiero agradecer también a aquellos
disertantes y asistentes que cruzaron océanos, que tomaron
un vuelo, un ferry, o hasta se organizaron para rentar un mi-
cro y cruzar la frontera, [...] a la empresa donde trabajo que
me permite flexibilizar los horarios para equilibrar mi vida
personal, laboral y de interés profesional pensando en que
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puedo dar lo mejor, pensando en que todo lo que hacemos, el
Paciente estd Primero, [...] al Presidente de Congreso, Marcelo
Ricci por liderar este gran equipo,[...] a mi back up, Viviana
Boaglio, [...]Ja la Presidente y Coordinadora de JORFYBI por la
amena y fluida comunicacién para que todo se encuentre en
orden y alineado con las Conferencias y Workshops [...] Alicia,
Mariana,[...] a las personas que aportaron también activida-
des de difusion, comunicacidn y carga de datos en la plata-
forma interna y las redes [...] Fabiana, Verdnica, [...] al perso-
nal Staff de SAFYBI que nos comprende y sigue a detalle con
las actividades que se les solicita, [...] Carlos, Paula, Marcela,
Adridn y Pamela [...] por sobre todo a aquellos asistentes y
laboratorios que invierten tiempo y dinero en la capacitacion
continua, que han sabido comprender que se mejora invir-
tiendo en conocimiento, que, si no aprendemos lo nuevo, las
tendencias, regulaciones, experiencias de colegas, es imposi-
ble crecer y superarse.”

Como cierre agrego “Me enorgullece ser farmacéutica, for-
mar parte de esta industria, me enorgullece recibir profesio-
nales de otros paises como Paraguay, Uruguay, Chile, Perd,
Méjico, Brasil, Colombia, Espafia, Alemania, Estados Unidos y
seguramente de otros paises que llegardn en estos dias, perso-
nas que viajan por compartir lo que saben y otras por adquirir
lo que otras saben.”

La tercera conferencia de este acto inaugural estuvo a
cargo de la Dra. Alicia Gentile, en “representacién del equipo
de JORFYBI que conformamos junto con la Lic. Mariana Oso-
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rio, con Marcela Mariangelis, la totalidad de los Comités Cien-
tificos que colaboraron en forma muy activa con esta tarea,
ademds de los miembros del Congreso y la Comisidn Directiva
de SAFYBI a quienes quiero agradecer especialmente por ha-
berme convocado y haberme dado la oportunidad de trabajar
para este equipo compuesto por gente maravillosa.”

Algunos detalles de estas Jornadas fueron luego resalta-
dos por la Dra. Gentile “Pero los protagonistas de este espa-
cio, son quienes participaron en estas jornadas enviandonos
sus trabajos a este foro de intercambio cientifico. Y quiero
detenerme en este punto para hacer hincapié en lo que en-
tendemos por foro. Segtin la Real Academia Espafiola, foro es
un conjunto de personas competentes en una determinada
materia, que debate sobre un asunto ante un auditorio que
a veces interviene en la discusion. Y hago esta resefia porque
desde JORFYBI queremos que estas jornadas se conviertan jus-
tamente en eso, en un foro. Un lugar de debate. Queremos que
todos participen.”

El interés en la participacién es de destacar por los si-
guientes datos: “En esta edicién recibimos 72 trabajos, de
los cuales se seleccionaron 60 para su exposicion. Y podemos
decir con orgullo que contamos con trabajos, de distintas
Facultades provenientes de distintas Universidades como:
La Universidad de Buenos Aires, Universidad de Belgrano,
Universidad Nacional de Cordoba, de La Plata, Universidad
Nacional de Tucumdn, de Salta, del Litoral, Universidad Na-
cional de Rosario, Universidad Nacional del Sur, de Lujdn,
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Universidad Nacional de San Martin. De Centros del CONICET
como el CERELA (Centro de Referencia para Lactobacilos), el
PROBIEN (Instituto de Investigacién y Desarrollo en Ingenie-
rias de Procesos, Biotecnologia y Energias Alternativas) y del
INQUIR (Instituto Nacional de Quimica de Rosario). Contamos
ademds con trabajos de distintas direcciones de nuestra au-
toridad regulatoria (ANMAT: Administracién Nacional de Me-
dicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica), del CEPROCOR
(Centro de Excelencia de Productos y Procesos de Cérdoba),
del ANLIS (Instituto Nacional de Enfermedades Virales Huma-
nas - Instituto Maiztegui). Asi como también trabajos de enti-
dades privadas como Laboratorios Monteverde, Laboratorios
Richmond, Colorcon, Instituto Bioldgico Argentino y Logistica
Cruz del Sur.”

La Dra. Gentile tuvo ademas una especial felicitacién con
respecto a aquellos “presentadores de posters cuyos trabajos
fueron calificados como sobresalientes....”

Las palabras finales de esta introduccion efectuada por
las autoridades del Congreso, Jornadas y Exposicién fueron
efectuadas por el Dr. Jorge Ferrari, en su caracter de Presi-
dente de EXPOFYBI.

Distingui6 esta EXPOFYBI ya que “Este afio, SAFYBI con-
memorard su 65 aniversario y mds de la mitad de los mismos
han transcurrido desde la primera edicion de EXPOFYBI, juna
muestra con MUCHA TRAYECTORIA!". Y continué agregando
“Esta es una exposicion, que entendimos y desarrollamos,
como un dmbito natural de encuentro entre profesionales
farmacéuticos y bioquimicos, laboratorios, proveedores y
autoridades (sanitarias/regulatorias), todos persiguiendo los
mismos objetivos de crecimiento profesional, Podemos en
una forma ideal, aplicar el termino SINERGIA, para describir
esta interaccion de todos los actores participantes en la bus-
queda de la mejora de la calidad de vida de las personas, con
tecnologias cada vez mds amigables con el medio ambiente
¥y marcos regulatorios cada vez mds armonizados. La sinto-
nia entre Congreso, JORFYBI y Exposicion es una expresion
de este pensamiento. Mds alld de objetivos promocionales y
comerciales de una Exposicién, EXPOFYBI en la comunidad
farmacéutica impulsa la divulgacion del conocimiento, que
nos pone en la vanguardia del crecimiento de la industria
farmacéutica regional.”

Luego agradecié a “toda la gran cantidad de empresas

20 REVISTA SAFYBI  SEPTIEMBRE 2017

expositoras y auspiciantes que han decidido acompafiar a
SAFYBI en la realizacion de este evento, sin ellos, el mismo
no seria posible. Es invalorable su participacion y compro-
miso ante cada convocatoria de una nueva edicion de esta
Exposicion. La exhibicién cuenta con una variada cantidad de
Stands muy bien disefiados, que muestran con su colorido e
ingeniosos disefios la intencién de atraer visitantes en busca
de informacién sobre tecnologias, equipos y asistencias. Todo
esto se complementa con mdultiples charlas comerciales/pro-
mocionales sobre una gran cantidad de temas que interesan
a nuestra industria. Profesionales altamente calificados da-
rdn estas conferencias y asistencia en los stands. EXPOFYBI es
el fruto del trabajo mancomunado de muchas personas que
desde hace 2 afios dedican parte de su tiempo personal para
que este evento mantenga el brillo edicion tras edicion.” El
Dr. Ferrari extendié a continuacion su agradecimiento "a
las empresas que han trabajado con nosotros en la comer-
cializacién, armado y difusién, cada uno de ellas ha sido una
pieza fundamental para la concretar la realizacion de EXPO-
FYBI 2017. Han interpretado fidedignamente los objetivos de
esta Exhibicion.”

A la finalizacién de estos discursos, los presentes pu-
dieron escuchar al Dr. Chiale, en su caracter de Admi-
nistrador Nacional de la ANMAT. Refiriéndose a nuestra
Asociacion comenzé diciendo “Muchas gracias y felicita-
ciones! Muchas gracias por todo lo que aportan a la gestion
de la ANMAT.” Sefialando luego que la ANMAT es una “usi-
na de accidn colectiva y dentro de eso SAFYBI es un motor
principal.”

Resaltd que este afio “ANMAT cumple 25 afios”, habiendo
iniciado sus actividades en agosto del afio 1992, y plante6
que tanto para la ANMAT como para SAFYBI la realizacion
de este Congreso representa vislumbrar los “tips de avanza-
da [...] encontrar respuestas”. Y en este contexto se refiri6 a
la necesidad de publicar dos Farmacopeas, la actualizacion
de la Farmacopea Argentina “para establecerla como prdcti-
ca rutinaria pero debe ser sobre consideraciones criticas para
asegurar la calidad y seguridad... seria algo Unico distinto a
todas las demds”y |la “Farmacopea de Productos Médicos.”

Finalizo6 agradeciendo “el apoyo diario a la gestion que es
dificil y complicada pero hoy somos unas de las pocas organi-
zaciones de América Latina recomendada por la OPS.”
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SAFYBI - JORFYBI

Analisis sobre el registro de
especialidades medicinales (REM)

Segundo semestre 2015 - Primer semestre 2016

Farm. Margarita M. Melgarejo, Farm. Lucia Armaleo, Lic. Roberto Sierras, Dr. Carlos Chiale

Administracion Nacional Medicamentos Alimentos Tecnologfa Médica

Introduccion

La informacién contenida en los certificados de las es-
pecialidades medicinales, sus datos identificatorios carac-
teristicos, se agruparon segun distintos parametros. Los
ingredientes farmacolégicamente activos (IFAs) registrados
se los clasifico por categorias terapéuticas segun clasifica-
cion ATC 2015-2016 y por origen/fuente de obtencion del
IFA (bioldgico/biotecnoldgico, sintético/semisintético). Las
especialidades medicinales fueron agrupadas por con-
dicion de expendio y por encuadre (segun el Decreto N°
150/92). Utilizando los mismos criterios de selecciéon en
cada uno de los semestres.

Objetivo
Analizar comparativamente la informacion contenida
en los certificados que se inscribieron en el REM entre el

segundo semestre de 2015 y el primer semestre del afio
2016.

Material y Método

Se utilizé la documentacién e informacion obrante en la
Direccién de Gestion de Informacion Técnica acerca de los
datos contenidos en los certificados correspondientes a
especialidades medicinales inscriptas entre el 1 de julio de
2015y el 30 de junio de 2016.

Variables Cualitativas: Se procedié a agrupar a los certifi-
cados segun distintos parametros:

Grafico 1: IFAs clasificados segun su origen (expresado en
porcentaje) Inscripciones REM Julio - Diciembre 2015

194 % 19
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. Sintético o semisintético

. Preparacion

radiofarmacéutica

[ Biologico

. Biotecnoloégico

Direccién de Gestién de Informacién Técnica
mmelgarejo@anmat.gov.ar

Ingredientes Farmacéuticamente Activos
1) Origeny fuente del Ingrediente activo. (grafico N° 1)
2) Categorias terapéuticas de los IFAs segun 2° nivel de la
clasificacién ATC 2015-2016. (grafico N° 2)

Especialidades Medicinales

1) Encuadre de la especialidad medicinal (segun el Decreto
N° 150/92). (grafico N° 3)

2) Condicién de Expendio. (grafico N° 4)

Resultados

Se tomdé en ambos periodos la cantidad total de los certi-
ficados inscriptos en el REM.
1° semestre de 2016: N = 134 certificados
2° semestre de 2015: N = 122 certificados

Conclusiones

Si bien, hubo modificaciones, éstas no fueron significati-
vas, comparando las estadisticas en ambos semestres de
distintos afios y diferentes gestiones. Se puede observar
que en 2016 se incrementé en un 10 % la cantidad de cer-
tificados inscriptos.

Clasificacién farmacolégica, origen y fuente de
obtencién del IFA

Los agentes antineoplasicos consignan una mayor cantidad de
inscripciones en el segundo semestre del 2015 que en el semes-
tre posterior, pero liderando el ranking en ambos semestres.

IFAs clasificados segun su origen (expresado en
porcentaje)inscripciones REM Enero - Junio 2016

1% 1%
1%
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Grafico 2: IFAs segun Clasificacion Farmacolégica (ATC) - Datos comparativos Inscripciones REM 2do Sem 2015 - 1er Sem 2016
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Con respecto a los IFAs de origen sintético/semisintético
tuvo un incremento del 2 % (afio 2016). Se puede observar
que el mayor porcentaje de lo inscripto corresponde a este
grupo, el cual no ha sufrido modificaciones significativas
en ambos semestres analizados. En cuanto a los IFAs de
origen biotecnoldgico se incrementé en un 3 % (afio 2016).
En los casos de IFAs de origen biologico y vegetal no han
sufrido modificaciones en ambos semestres. Se observa un
incremento de un 5 % de los IFAs correspondientes a los
preparados radiofarmacéuticos, en el segundo semestre
del 2015 comparado con el primer semestre del 2016.
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Encuadre seglin marco legal y condicién de expendio

En el caso de las especialidades medicinales de elabora-
cién nacional sufrieron un aumento del 4 % en relacion al
semestre anterior. Con respecto a las especialidades medi-
cinales importadas decreci6é un 2 % en relacion al semestre
anterior. En cuanto a la condicién de expendio Bajo Rece-
ta se observa un incremento del 9 % del primer semestre
de 2016 en relacién al semestre anterior. En el caso de la
condicion de venta Bajo Receta Archivada se observa una
disminucién del 3 % del semestre de 2016 en relacion al
semestre anterior. Venta Libre no sufri6 modificaciones.
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Encuadre segiin Decreto N°150/92 (expresado en
porcentaje) Inscripciones REM Enero - Junio 2016

0%

Gréfico 3: Encuadre segiin Decreto N° 150/92 (expresado
en porcentaje) Inscripciones REM Julio - Diciembre 2015
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Articulo 5°

IFAs clasificados segun su origen (expresado en
porcentaje) Inscripciones REM Enero - Junio 2016
1%

Grafico 4: IFAs clasificados seguin su origen (expresado en
porcentaje) Inscripciones REM Julio - Diciembre 2015
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Larvas de insecto autéctonas como
plataforma para la produccién de
interferdn beta recombinante para

uso veterinario

Mariana B. Arregui’; Alexandra M. Targovnik'; Gregorio Mc Callum’;

Marcela Villaverde?; Maria V. Miranda’.

1: Instituto de Nanobiotecnologfa NANOBIOTEC (UBA-CONICET), Facultad

de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires.

2: Unidad de Transferencia Genética, Instituto de Oncologia “Dr. Angel

Introducciéon

El interferén beta felino (fIFNP) pertenece a los inter-
ferones de tipo |, que son citoquinas secretadas por cé-
lulas en respuesta a infecciones virales, asi como a otros
microorganismos y sus componentes (oligosacaridos
bacterianos, oligonucleotidos, material genético extrafio,
hongos). Es sabido que inducen un amplio rango de efec-
tos: antivirales, antitumorales, antiparasitarios e inmuno-
moduladores. En veterinaria, la administracion de interfe-
rones humanos recombinantes (hIFNa y hIFNB) conlleva
un alto costo y ademas genera reacciones adversas. La
mejor opcién actualmente para reducir la mortalidad y
los signos clinicos de ciertas infecciones virales, como la
parvovirosis canina, la leucemia felina viral o la inmuno-
deficiencia felina viral, es la administracién de interferén
omega felino (fIFNw) que se comercializa en Europa (Vir-
bagen Omega, Virbac). Dada la necesidad de contar con
nuevos biofarmacos para la industria veterinaria local, en
este trabajo se desarrollé un método biotecnologico para
la expresion y purificacién de fIFNB recombinante, en el
sistema baculovirus-larvas de insecto. Las larvas utiliza-
das resultan de particular interés como plataforma para
la produccion heterdloga de proteinas, ya que constituyen
una plaga que afecta numerosos cultivos en nuestro pais,
resultando faciles de conseguir y de bajo costo.

Materiales y métodos

El gen sintético de fIFNB contenido en el vector de clo-
nado pUC18, se sub-clon6 en el vector de transferencia
pAcGP67-B. El fIFNB quedd clonado bajo el promotor de
poliedrina y la secuencia sefial viral gp67 que direcciona a
la proteina al espacio extracelular.

Posteriormente se procedidé a construir el baculovi-
rus recombinante. Para ello, un cultivo de células Sf9
en monocapa se co-transfecté con el vector de trans-
ferencia recombinante y el genoma linealizado del ba-
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Roffo”. Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires.
Correo electrénico: arreguimb@gmail.com

culovirus Autographa californica nuclear polyhedrosis
virus - AcNPV- (BaculoGold™, BD Biosciences), median-
te liposomas. El BaculoGold™ porta dos caracteristicas
utiles: i) codifica para la Green Fluorescent Protein (GFP)
como gen reportero, y ii) una delecién letal que sélo es
salvada mediante la recombinacién homologa, asi todo
virus presente en el sobrenadante de co-transfeccién
es recombinante (AcNPV-IFN) y la purificacién de virus
es innecesaria.

Para generar un stock viral de alto titulo, el sobrenadante
de co-transfeccion fue utilizado para tres rondas sucesivas
de amplificacion en Sf9 en monocapa. Luego, se lo titulo
por punto final.

Larvas de Spodoptera frugiperda en el quinto estadio (300
mg) fueron infectadas via intrahemocele con AcNPV-IFN,
y al quinto dia post-infeccién (d.p.i) se cosecharon las lar-
vas fluorescentes bajo luz UV y se mantuvieron a -20°C. El
extracto larval se obtuvo por homogeneizacién de larvas
congeladas en mortero, con buffer fosfato pH=7,0, centri-
fugacion y descarte del pellet.

La purificacion de la proteina de interés se realizé por
cromatografia de pseudo-afinidad en matrices de Blue-
Sepharose. Se sembroé el extracto larval en buffer fosfato
pH= 7,2, se realizaron lavados con [NaCl]= 0,5 M, y se eluy6
la proteina con [NaCl]=1M, en el equipo AKTA Purifier (GE
Healthcare).

Todo el proceso se analizé por SDS-PAGE 15% con tincion
con Coomasie-Blue, o bien se realizé un Western Blot con
anticuerpos especificos.

La actividad bioldgica del interferon beta felino recom-
binante (rfIFNB) purificado se ensay6 in vitro. Por un lado,
se expusieron células de carcinoma mamario felino a
rflFNB, y se cuantificé la disminucion del ndmero de cé-
lulas viables contra un control sin tratamiento (actividad
antitumoral). Por otro lado, se desafié con el Virus de Es-
tomatitis Vesicular (VSV) a fibroblastos de rifién de gato
(Crandell Reese Feline Kidney, CRFK) pretratados el dia ante-
rior con rflFNB en diluciones seriadas %. La actividad anti-
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viral se expres6 como titulo, en unidades internacionales
por mL (Ul/mL) a partir de una curva de Virbagen Omega,
de titulo conocido.

Ademas, en el producto purificado se analizé la presen-
cia de DNA viral por PCRy geles de agarosa al 1%.

Resultados

La fluorescencia verde observada bajo luz UV de las cé-
lulas Sf9 en cultivo evidencié que la co-transfecciéon y re-
combinacién homdéloga habian sido exitosas. La proteina
de interés se expresd correctamente bajo el promotor de
poliedrina, y la secuencia sefial gp67 la direcciond al espa-
cio extracelular, haciéndola facil de extraer luego de la ho-
mogeneizacion de las larvas enteras. Este resultado surge
del revelado de western blot usando anticuerpos primarios
especificos anti-fIFNp.

La utilizacién de cromatografia de Blue-Sepharose
permitié la purificacion del rflFN en un solo paso, y en
las condiciones del ensayo la mayoria de las proteinas
contaminantes no se adsorbieron a la matriz. La pre-
sencia de rfIFNB en el eluido se evidencié por western
blot, y la pureza del producto se comprobé por geles
SDS-PAGE.

Finalmente, el rfIFNB purificado no presenta contami-
naciéon con proteinas inmunogénicas de la larva, segin
el ensayo de western blot con anticuerpos primarios anti-
proteinas de larva S. frugiperda. Tampoco se detectd con-
taminacion con DNA proveniente de baculovirus. Ademas,
prese4nt(') una alta actividad bioldgica: actividad antiviral de
5x10 " UFP/mL, comparable con la de Virbagen Omega, y ac-
tividad antitumoral superior a éste, disminuyendo la viabi-
lidad celular mas del 60%.

Conclusiones

Los resultados de este trabajo sientan las bases para el
desarrollo de un proceso biotecnolégico original basado en
larvas de insecto, para la producciéon de un nuevo biofar-
maco para uso veterinario. m
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Informacién provista por el Comité de Expertos de Productos Médicos y Esterilizacién

El jueves 31 de
Agosto pasado se
dio comienzo a la se-
gunda edicion de la
Carrera de Posgrado
Farmacia Industrial
con orientacion en
Productos Médicos
que dicta la Univer-
sidad Kennedy junto
a SAFYBI con casi 40
farmacéuticos  ins-
criptos, esta vez con
modalidad de cursa-
da mensual convo-
cando de esta forma
colegas de distintas
partes del pais como Misiones, Jujuy, Mendoza, Rosario,
San Luis, Tucuman y Buenos Aires.

El acto de apertura de la misma conto con la presencia
de las autoridades de Safybi y de la Universidad Kennedy,
la directora de la carrera Farmacéutica y Bioquimica Nora
Grafia, su coordinadora Farmacéutica Celeste Gonzalez, y
varios docentes invitados.

La Industria de PRODUCTOS MEDICOS ha registrado un
notable crecimiento en los Ultimos veinte afios dando lugar
a adelantos técnicos en su disefio y en el desarrollo de nue-
vos biomateriales para su construccién que se traducen
en una mejora sustancial en los rendimientos esperados.
De este modo, se multiplicaron sus usos y aplicaciones en
el ambito de la salud humana generando asi un espacio
dentro de un area de trabajo técnico-profesional multidis-
ciplinario donde se destacan de manera especial los profe-
sionales farmacéuticos.

Esta creciente demanda laboral de profesionales forma-
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dos para desempe-
flarse en consonan-
cia con los estanda-
res internacionales
regulatorios y de
calidad muestran la
necesidad de gene-
rar una oferta de ca-
pacitacion adecuada
en todas las areas
que involucra esta
industria: disefio, fa-
bricacién, almacena-
miento, distribucién
y dispensacion.

En 2013 el Ministe-
rio de Salud recono-
ce las Especialidades Farmacéuticas a través de su Reso-
lucion 1186/13 que, entre otras, incluye la Especialidad de
“Farmacia Industrial”. Cabe destacar que dicha normativa
es la primera en definir y generar Especialidades para la
titulacién de grado de “Farmacia” por lo que hace necesaria
la creacién de espacios de formacién de posgrado para ta-
les especialidades. Por ello la Universidad Kennedy en con-
junto con la Asociacién Argentina de Farmacia y Bioquimica
Industrial (SAFYBI) han creado esta Carrera de Especializa-
cién en Farmacia Industrial con Orientacién en Productos
Médicos, que tiene por objetivos:

- Formar recursos humanos dotados de conocimientos
de posgrado aplicables a la gestién industrial de Productos
Médicos.

- Promover la especializacion de profesionales farmacéu-
ticos para que logren un nivel de excelencia en los conoci-
mientos y habilidades que les permitan desarrollarse efi-
cientemente en el disefio, fabricacion, gestion de la calidad
y gerenciamiento de productos médicos asegurando las
condiciones necesarias para integrar equipos multidiscipli-
narios en esta area de aplicacién.

- Formar profesionales capacitados para ejercer el geren-
ciamiento de la industria nacional en base a un desempefio
que esté en concordancia con los estandares internaciona-
les de calidad de productos médicos.

El desarrollo de la carrera incluye una dedicacion equi-
valente a 446 (cuatrocientas cuarenta y seis) horas totales,
dentro de las cuales 232 (doscientas treinta y dos) horas
estan destinadas a las tareas practicas. Cabe destacar que
dentro de estas ultimas, se destinaran 120 (ciento veinte)
horas a una practica profesional Unica, distinta y efectiva a
desarrollarse en reconocidos establecimientos industriales
del rubro.
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Durante el mes de
agosto la ANMAT estuvo
de festejos. Y no es para
menos: cumplié 25 afios.
Creada el 20 de agosto
de 1992, en el seno del
entonces Ministerio de
Salud y Accién Social de
la Nacién, su misién fue
afrontar los nuevos desa-
fios que se presentaban
en materia de salud en la
Argentina.

El organismo comen-
z6 funcionando en una
Unica oficina y hoy se
ha convertido en una
importante agencia de vigilancia sanitaria a nivel interna-
cional. Posee cinco sedes en la Ciudad de Buenos Aires y
cinco delegaciones en el interior del pais: Mendoza, Cérdo-
ba, Corrientes, Misiones y Santa Fe. La institucién cuenta,
entre sus recursos humanos, con profesionales, técnicos
y administrativos de mas de treinta disciplinas, diversi-
dad que propicia y enriquece el trabajo interdisciplinario.
La tarea de la ANMAT tiene un impacto directo en la sa-
lud de cada habitante. Durante estos afios ha trabajado en
la vigilancia, fiscalizacion, regulacion y control de los me-
dicamentos, productos alimenticios, productos médicos,
cosméticos, productos de uso doméstico, entre otros pro-
ductos para la salud. Las siguientes son sélo algunas de las
lineas de accién desarrolladas en el Ultimo periodo:

anm

T0D0S.

¢ El Sistema Nacional de Trazabilidad de Medicamen-
tos, creado en 2011, permite controlar en tiempo real
el recorrido de cada espe-
cialidad medicinal liberada al
mercado incluida en la nor-
mativa vigente. Es un sistema
innovador en materia de se-
guridad de los medicamentos
y pionero en el mundo, que
contribuy6 a instalar el tema
del mercado ilegal de medica-
mentos como un eje impor-
tante en el escenario regional
y mundial. Posteriormente,
en 2013 se crea el Sistema
Nacional de Trazabilidad de
Productos Médicos que, de
manera similar, posibilita se-
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guir el recorrido de estos
productos a lo largo de
toda la cadena de distri-
bucién e implantacion y
detectar cualquier ano-
malia que pueda interfe-
rir en su calidad.

e Sistema de Infor-
macién Federal para la
Gestion del Control de
los Alimentos (SIFeGA)
es la plataforma digital
que desde 2013 facilita
el trabajo en red de las
autoridades  sanitarias
de todo el pais, brindan-
do informacion sanitaria
actualizada y georeferenciada para una rapida y efectiva
toma de decisiones, incluso en casos criticos de riesgo
para la salud. Ademas, aumenta la transparencia y pro-
vee un mejor servicio de informacién publica.

La accesibilidad de la comunidad celiaca a Alimentos
Libres de Gluten (ALG) es otra linea de trabajo priorita-
ria para la ANMAT, que lleva adelante a través del Pro-
grama Federal de Control de Alimentos. La “Ley Celiaca”
de 2009 declaré de interés nacional el acceso a este tipo
de alimentos y mas tarde se incorporaron al Cédigo Ali-
mentario Argentino las especificaciones que debian cum-
plir. Hoy, cada provincia cuenta con laboratorios oficiales
equipados para detectar gluten en alimentos y existe
una base de datos de ALG con informacion actualizada
para la comunidad.

El Régimen de Acceso de Excepcién a Medicamentos
(RAEM) permite importar medicamentos destinados al
tratamiento particular de un
paciente, cuando no existe en el
pais una alternativa terapéutica
adecuada. Aunque el programa
ya funcionaba desde 1995 bajo
el nombre “Uso compasivo de
medicamentos”, la normativa
fue actualizada recientemente.
El acceso excepcional a medi-
camentos disponibles en el ex-
terior constituye una respuesta
répiday eficaz, al tiempo que da
cuenta del rol activo del Estado
en el cuidado de los pacientes
con enfermedades graves sin
opciones de tratamiento.
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¢ El Centro para la Evaluacién y Control de Bioldgicos,
Biotecnoldgicos y Radiofarmacos de la ANMAT comien-
za a funcionar en 2016. Ese mismo afio, la Administracién
obtiene nuevamente por parte de la Organizacion Pana-
mericana de la Salud el maximo reconocimiento como Au-
toridad Reguladora Nacional de Referencia Regional para
Medicamentos y Productos Bioldgicos en las Américas.

A su vez, con la mirada puesta en el futuro, la ANMAT in-
corpora temas innovadores en su agenda de trabajo: tera-
pia génica, terapia celular, biotecnologia, nanotecnologia,
farmacologia genémica, modelos 3D, biosimilares y biote-
rapéuticos. Ental sentido, y en el marco de las celebraciones
por el vigesimoquinto aniversario de la ANMAT, se desarro-
llaron las Jornadas Multidisciplinarias “La salud como
propésito, la Ciencia Reguladora como estrategia”, del
28 al 31 de agosto en el Palacio San Miguel, CABA. El encuen-
tro conté con la participacion de autoridades nacionales y
provinciales, referentes del campo académico-cientifico,
camaras sectoriales y colegios profesionales, entre otros.
Durante las Jornadas, el Plan ANMAT Federal coordiné di-
versas mesas de convergencia sobre temas como Vale Fe-
deral, Sistema Nacional de Trazabilidad de Medicamentos,
productos domisanitarios, estudios en farmacologia clini-
ca, impresiones 3D, bancos de sangre, Programa Federal
de Tutorias, Red Federal de Vigilancia.

Ademas, se realiz6 un acto oficial en la Academia Na-
cional de Medicina, el 31 de agosto por la tarde. Los ora-
dores fueron el Secretario de Politicas, Regulacién e Insti-
tutos, Dr. Alejandro Ramos; el Administrador Nacional, Dr.
Carlos Chiale; y el Presidente de la Academia Nacional de
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Medicina, Dr. Manuel Marti. El Dr. Alejandro Ramos, en re-
presentacion del Ministerio de Salud de la Nacién, entregd
una placa de reconocimiento a la ANMAT y destac el pres-
tigio nacional e internacional del organismo y su trabajo en
el ambito federal. El Dr. Chiale, por su parte, agradeci6 con
emocion el compromiso de todas las personas que confor-
man la ANMAT, recorrié 25 hitos de la historia de la Admi-
nistracion y present6 25 desafios para los préoximos afios.

Entre las lineas de trabajo a futuro que representan nue-
vos desafios en materia de regulacion, el Administrador
Nacional, Dr. Carlos Chiale, mencioné:

e Red Federal de Vigilancia: Farmacovigilancia, Tecnovigi-
lancia, Odontovigilancia, Cosmetovigilancia, Reactovigi-
lancia, Hemovigilancia, con Hospitales Centinelas.

e Creacién un Centro de biodisponibilidad, bioequivalencia
y bioexenciones.

¢ Alimentos saludables y su composicién nutricional.

e Creacion del Vademécum Nacional de Productos Médi-
cos y desarrollo de la Farmacopea Argentina de Produc-
tos Médicos.

e Proyecto de Ley de Medicamentos.

e Normativas en desarrollo: terapia de avanzada, produc-
tos médicos 3D, productos farmacéuticos con base na-
notecnolégica, buenas practicas de fabricacion de pro-
ductos farmacéuticos.

e Fortalecimiento de estudios en farmacologia clinica en
convergencia con las autoridades sanitarias jurisdiccio-
nales.

e Creacién del Programa Integral de Medicamentos Her-
barios.

Durante el acto se presento la revista Ciencia Reguladora
ANMAT, que tendra trabajos originales, revisiones sistema-
ticas, estados de situacién y articulos de gestién entre otros
contenidos, y estara disponible préoximamente en formato
digital en la pagina web institucional del organismo.

Transcurridos 25 afios, la ANMAT ha desarrollado un mo-
delo de regulacion sostenido en el tiempo, que le ha per-
mitido contribuir a la mejora de la salud publica, con una
fuerte orientacién a las necesidades y expectativas de los
ciudadanos. Su politica sanitaria institucional ha consistido
en basar cada decisién en la mejor evidencia cientifica dis-
ponible -lo que se denomina Ciencia Reguladora-, partici-
par activamente en espacios de trabajo internacionales con
el objetivo puesto en la convergencia regulatoria.
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CONICET

Electroforesis capilar: una herramienta
analitica poderosa dentro del paradigma

biotecnoldgico

Entrevista a la Dra. Nora Vizioli, Doctora de la Universidad de Buenos Aires, area Quimica Analitica.
Profesora Adjunta de la Catedra de Quimica Analitica, Facultad de Farmacia y Bioquimica.
Investigador Adjunto de CONICET. Participé de varios convenios de vinculacion tecnolégica. Ha
actuado como evaluadora para el CONICET, la ANPCyT (AGENCIA NACIONAL DE PROMOCION
CIENTIFICA Y TECNOLOGICA) y varias universidades nacionales. Es miembro del comité organizador
permanente y del comité cientifico del Simposio Latinoamericano de Electroforesis Capilar (LACE).

Dra. Vizioli, le agradeceria iniciar esta
entrevista con algunas preguntas sobre
usted misma. ;Qué carrera estudio y dén-
de efectué sus estudios?

Estudié Bioquimica en la Facultad de Far-
macia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires.
Siendo ya docente en la Catedra de Quimica Analitica me
incorporé al grupo pionero en el desarrollo y uso de la
electroforesis capilar (CE) en América Latina, liderado por
la Prof. Dra. Clyde Carducci. En la misma catedra realicé mi
doctorado que trat6 sobre el uso de la CE en el analisis de
péptidos.

¢Por qué se interesé en la quimica analitica y aplica-
da a las ciencias farmacéuticas? Y ;por qué eligié6 la CE
como su especialidad analitica?

Desde muy joven me habia llamado la atenciéon que
a partir de una muestra de sangre se pudiera conocer la
concentracion de una gran cantidad de sustancias que cir-
culaban por el cuerpo. Recuerdo que cuando comencé a
cursar quimica analitica me impactaron las clases en las
que se presentaban métodos basados en reacciones qui-
micas, que ya conocia, para resolver problemas cotidianos.
De las materias que habia cursado, quimica analitica era
la primera que encontraba realmente aplicable y eso me
atrajo muy especialmente. En la catedra habia varias lineas
de trabajo dedicadas a desarrollar, optimizar y validar mé-
todos de analisis de farmacos, lo que influy6é también en la
orientacion de mi actividad.

Mi conexién mas sutil con la CE probablemente tenga
que ver con mi padre, ingeniero electronico, que se apa-
sionaba explicandome, por ejemplo, como era posible que
una sefial eléctrica “viajara” a través de un circuito para ver-
se en una pantalla.

Tuve oportunidad de conocer la CE en un taller dictado
en Buenos Aires por una compafiia proveedora de equi-
posy gracias a que recibimos un instrumento en préstamo
en la catedra. Esta tecnologia me resulté fascinante desde
un principio. Antes habia trabajado con otras técnicas se-
parativas y la comparacién surgia naturalmente. El hecho
de que muchas determinaciones también podian hacerse
utilizando nanolitros de muestra e infimas cantidades de
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Entrevista realizada por Magdalena Nannei

solventes me estimulé para conocer mas acerca de la CE
y dedicar buena parte de mi trabajo a experimentar con
sus potencialidades. Luego de una breve pasantia en el
laboratorio del Dr. Norberto A. Guzman (The R.W. Johnson
Pharmaceutical Research Institute, Raritan, NJ, U.S.A.)y en
el Departamento de Quimica Analitica de la Universidad
de Cordoba, Espafia, con el Prof. Miguel Valcarcel y el Prof.
Angel Rios, encaminé definitivamente mi especializacién
hacia la CE.

;Qué lallevé a integrarse al equipo de investigadores
del CONICET?

Lailusion de formar parte de un organismo tan prestigio-
so y reconocido, que promueve el desarrollo de la cienciay
la tecnologia en nuestro pais.

Antes que nada creo que seria interesante que nos
indique cuales son los principios de la CE y de las va-
riantes asociadas con esta técnica analitica.

La CE o HPCE, por las siglas de high performance capi-
llary electrophoresis, consiste en la separacion de solutos
de acuerdo con su diferencia de movilidad al aplicarse un
campo eléctrico. El proceso se lleva a cabo en columnas ca-
pilares de silica fundida, de 25 a 150 pm de diametro inter-
no, aunque la mayoria de las aplicaciones utilizan capilares
de 50 o de 75 pm. El uso de delgados tubos capilares como
columnas de separacion hace posible que se disipe el calor
generado por los altos valores de campo eléctrico que se
aplican (100 a 500 V/cm).

Dentro del capilar, que en general solo contiene buffer,
se produce un fendmeno electroforético que hace que se
desplace la solucion que esta en su interior, generando el
flujo electroosmotico (EOF). Este flujo se caracteriza por
tener un frente plano y permite analizar todos los solutos
sin importar su carga eléctrica. Habitualmente, el EOF se
produce desde el anodo (electrodo positivo) hacia el catodo
(electrodo negativo) debido a que la superficie interna del
capilar se encuentra cargada negativamente. Dado que la
magnitud del EOF suele ser mayor que la movilidad elec-
troforética efectiva en mas de un orden de magnitud, los
aniones presentes en la solucién son empujados hacia el
catodo. De ese modo, tanto los cationes como las molé-
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culas neutras y los aniones pueden ser analizados en una
sola corrida dado que se desplazan en el mismo sentido.
Variando la carga de la pared del capilar, ya sea mediante el
pH o el agregado de aditivos, se puede disminuir e inclusive
invertir el EOF. Ademas, ciertas variantes de CE requieren
de ausencia de EOF.

Existen varios modos de CE, y esto se corresponde con
diferentes mecanismos de separacion y una variada selec-
tividad. El modo mas simple es la CE zonal, o CZE, en el que
el capilar esta lleno con un electrolito o buffer de corrida,
se introduce la muestra, se aplica un campo eléctrico y los
compuestos se movilizan en “zonas” estrechas con diferen-
te velocidad. La separacion se basa en la diferencia de velo-
cidad entre las “zonas” de analitos.

Otro modo de la CE es la cromatografia micelar electro-
cinética (MEKC). Esta técnica permite separar los solutos
neutros entre si (que en una CZE se movilizan todos juntos
con la velocidad del EOF) ademas de los solutos cargados.
En la MEKC se emplean surfactantes en el buffer de corrida
en una concentracién superior a la concentracién micelar
critica, formandose agregados de moléculas del surfactan-
te. Estas micelas suelen ser esféricas con las cadenas car-
bonadas o colas hidrofébicas orientadas hacia el centro y
las cabezas cargadas ubicadas externamente en contacto
con el buffer. Dependiendo de su carga, las micelas migran
con el mismo sentido o en contra del EOF. Los surfactantes
anionicos como el docedil sulfato de sodio (SDS) migran ha-
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cia el anodo, en sentido opuesto al EOF. Dado que el EOF
generalmente es mas rapido que las micelas a pH basico
0 neutro, el movimiento neto de las micelas resulta en el
mismo sentido que el EOF, hacia el catodo. Los solutos,
mientras migran, establecen un equilibrio de particion en-
tre las micelas y el buffer de corrida a través de interac-
ciones hifrofobicas y electrostaticas. De este modo, las mi-
celas serian una fase estacionaria como en cromatografia,
solo que esta fase estacionaria esta en movimiento. Cuanto
mas fuerte sea la interaccion del soluto con la micela, mas
prolongado sera su tiempo de migracién. Los solutos que
no tengan ninguna interaccion con la micela, simplemente
se moveran con el EOF. La separacion de las especies neu-
tras se produce entonces por diferencias en la interaccion
con las micelas. Mediante la variacién de la concentracién
del buffer, su pH, temperatura, o el uso de aditivos como
urea, iones metdlicos, solventes organicos o selectores qui-
rales se puede modificar la selectividad.

La MEKC se usa en el andlisis de productos (bio)farmacéu-
ticos para la determinacién de principios activos en compri-
midos, cremas y formulaciones inyectables. Y esta creciendo
su aplicacién en el analisis de alimentos, ambiental y clinico.

En el caso de la electrocromatografia capilar (CEC) esta-
mos frente a una especie de cromatografia que utiliza un
campo eléctrico para impulsar el liquido o fase movil. La
fase estacionaria se encuentra empacada en un capilar
de silica fundida de didmetro interno de 50 a 200 pm, em-
pledndose tipicamente particulas de 1 a 5 pm. Cuando los
solutos son neutros, la separacién se realiza por su parti-
cion diferencial entre la fase estacionaria y la fase movil.
Mientras que cuando los solutos se encuentran cargados,
estos tienen un componente adicional de velocidad elec-
troforética que contribuye a (o impide, dependiendo de la
carga neta) su separacién. Esta técnica se puede realizar en
el mismo equipo que cualquier CE. El mecanismo de trans-
porte del solvente en forma eléctrica lleva a un menor en-
sanchamiento de banda y a la ausencia de contrapresién.
Como resultado, se puede eventualmente alcanzar una efi-
ciencia de 3 a 100 veces mayor que en HPLC.

La CEC puede realizarse también en columnas abiertas,
con la fase estacionaria adherida a la superficie interna del
capilar (variante conocida como OT-CEC por open tubular-
CEC) y en fases monoliticas, evitandose el uso de “fritas”.

En biologia molecular se ha utilizado histéricamente la elec-
troforesis en geles para la separacién de proteinas y acidos
nucleicos. Con el fin de separar proteinas seglin su tamafio,
éstas deben estar desnaturalizadas, saturadas con SDS. Lue-
go se procede a la electroforesis de los solutos a través de un
polimero que actda como un tamiz molecular. Si esta electro-
foresis se lleva a cabo en capilares, se trata de la CGE, la cual
ofrece varias ventajas sobre la técnica tradicional: el uso de
campos eléctricos de 10 a 100 veces mayores (sin los incon-
venientes del calentamiento producido por efecto Joule), la
deteccion sobre la columna capilar y la automatizacién.

Los secuenciadores de DNA 'y los analizadores genéticos
utilizan esta técnica. En el caso de las proteinas, este modo
de separacion también es referido con la sigla cSDS y se
utiliza, por ejemplo, para determinar la purezay el nivel de
cada impureza de los anticuerpos monoclonales.
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Figura: Esquema basico de un equipo de CE
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El isoelectroenfoque capilar (CIEF) es otra de las varian-
tes de la CE y se trata de una técnica electroforética de alta
resolucion que se usa para separar péptidos y proteinas
en base a su punto isoeléctrico (pl), permitiendo la sepa-
racion de proteinas que difieren aun en 0,005 unidades de
pl. En el CIEF se genera un gradiente de pH a lo largo del
capilar empleando anfolitos, que son moléculas que con-
tienen una funcion acida y una basica en su estructura, y
presentan valores de pl que abarcan el rango de pH del ex-
perimento de CIEF (por ejemplo, pH 3 a 10). El capilar, que
presenta un recubrimiento que elimina el EOF, es llenado
con una mezcla de la muestra y los anfolitos. Colocando
una solucién basica en el catodo y una acida en el danodo, y
aplicando el campo eléctrico, se forma un gradiente de pH.
Los anfolitos cargados y las proteinas migran hasta llegar
a una region de pH en la que dejan de tener carga (valor
de pH igual a su pl) y en consecuencia se detienen. Luego,
los solutos y anfolitos son empujados aplicando presion o
quimicamente, y van pasando frente al detector.

Esta técnica se emplea en la determinacion del pl de
proteinas y para la separacion de isoformas, incluyendo el
andlisis de heterogeneidad de carga de inmunoglobulinas
y hemoglobinas.

La isotacoforesis capilar (CITP) es la técnica electroforé-
tica en la que las bandas o zonas de analitos migran todas
con la misma velocidad, una a continuacién de otra. Las
zonas de analitos estan limitadas al frente por un electroli-
to llamado lider o inicial, de mayor movilidad efectiva, y al
final, por otro electrolito denominado terminal, de menor
movilidad efectiva que los analitos. La velocidad es cons-
tante en la CITP porque el campo eléctrico varia en cada
zona. Ademas, la concentracion en cada zona es constante,
determinada por la concentracion del electrolito lider. El
principio de concentracion de los solutos de la CITP es a
menudo usado como un paso de preconcentracién previo
a CZE, MEKCy CGE.

Se podrian citar otras variantes de la CE, pero en todos los
casos van a estar relacionadas con los modos de separacion
que mencioné, que son los desarrollados hasta el momento.

Se habla bastante de la simplicidad instrumental de
la CE y de su bajo impacto en el medio ambiente. ;Cua-
les son las razones de ambas ventajas?

Efectivamente, un instrumento de CE es bastante sencillo.
Sus partes se pueden representar con un esquema simple
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que se puede observar en la Figura. El control de tempera-
tura del capilar se realiza mediante circulacion de aire o de
liquido. La introduccién de muestra no requiere de un siste-
ma de inyeccion, sino que se realiza por inmersion del capi-
lar en el vial que la contiene, e ingresa a la columna por pre-
sion o succion (modalidad hidrodinamica) o bien, por apli-
cacion de voltaje (modalidad electrocinética). Dependiendo
de la marca y modelo, nos encontramos con equipos masy
menos sofisticados, algunos que permiten mantener dentro
del equipo un elevado numero de muestras, con refrigera-
cién independiente (aspecto critico para ciertas proteinas);
otros, con sistemas de deteccién intercambiable, etc.

Dado que pocas veces el volumen interno de una colum-
na supera los 5 pL, siendo habitualmente de 1 a 2 pL, es ob-
vio que la cantidad de liquidos de desecho que se produce
por cada corrida es infima, inclusive cuando sea necesario
hacer lavados prolongados del capilar. Por ejemplo, al cabo
de un dia completo de trabajo, apenas se llega a colectar
1 mL de liquidos de descarte a la salida de la columna.
Por otra parte, la mayoria de las aplicaciones emplea so-
luciones salinas acuosas como electrolito. Aun cuando se
requiera el agregado de solventes organicos o se trabaje
en medio no acuoso, la CE resulta una técnica sumamente
amigable con el ambiente.

La literatura cientifica evidencia un reciente interés
por la CE, especialmente después de la llegada de las
técnicas recombinantes para producir proteinas tera-
péuticas y anticuerpos monoclonales. ;A qué es debida
esa explosién de interés?

Tradicionalmente, el método de preferencia para el ana-
lisis del tamafio de las proteinas fue la electroforesis en
geles de poliacrilamida en un medio de SDS (SDS-PAGE).
Con el formato capilar del SDS-PAGE, el control de calidad
de las proteinas terapéuticas en general, incluyendo los
anticuerpos monoclonales, se vio facilitado por varias ra-
zones: brinda una mayor resolucién de los componentes,
tanto de la especie mayoritaria como de los componentes
minoritarios; se obtienen mejores resultados cuantitativos
permitiendo determinar las impurezas relacionadas con el
proceso de produccién; brinda automatizacién y es simple
documentar los resultados de la separacion.

Ademas, se desarrollaron kits que incluyen buffers para
la preparacion de la muestra y geles, que aseguran exce-
lentes niveles de precision inclusive entre laboratorios.
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;Qué otras ventajas pueden atribuirse a esta tecno-
logia?

Otra de las ventajas de la CE es el amplio rango de aplica-
cién que tiene. Ha resultado exitosa para la separacién de
iones inorganicos, acidos organicos, colorantes, surfactan-
tes, compuestos quirales, vitaminas, pesticidas, hidratos
de carbono, aminoacidos, péptidos, proteinas, oligonucleo-
tidos y fragmentos de restricciéon de DNA, particulas virales
y hasta células enteras.

En el caso de las separaciones quirales, es incomparable
el costo de preparar un buffer de corrida con el agregado
de infimas cantidades de un selector quiral con el que re-
presenta una columna cromatografica quiral, y mas aun si
se esta en la etapa de desarrollo de un método de analisis.

¢Cémo es la transferencia del método analitico en-
tre diferentes equipos de CE? ;Podria la complejidad
de esta transferencia impactar negativamente en la
difusion dela CE o es todo lo contrario? En base a su
experiencia, ¢cudles serian los pros y cons de esta tec-
nologia a este respecto?

En principio no deberia haber ninguna dificultad en ese
sentido. Si los equipos estan calificados y se siguen las re-
comendaciones de trabajo para lograr resultados éptimos,
el éxito de la transferencia esta asegurado. En cuanto a la
complejidad, todo lo referido a la operacion del instrumen-
to y el ajuste de las condiciones electroforéticas realmente
no es complejo.

Debo reconocer que ciertos métodos, como el de cSDS
para anticuerpos monoclonales, llevan un procesamiento
previo de la muestra de varios pasos y siguiendo una serie
de precauciones, que son aspectos delicados en si, inde-
pendientemente de la técnica que luego se utiliza para el
analisis. Sin embargo puedo asegurar que la transferencia
de ese método entre equipos de diferentes laboratorios re-
sulta extraordinariamente viable.

En CE es importante saber cudles son los parametros
criticos y poder reconocer ciertos signos que indican que
algo no estaria operando correctamente, ya que en esta
tecnologia el analista tiene una intervencion considerable
en el ajuste del sistema. Lo que muchas veces juega en con-
tra, en mi opinién, es que quienes tienen experiencia en
otras técnicas separativas y comienzan a trabajar con CE,
al encontrarla tan simple y versatil, dejan de prestar aten-
cién a recomendaciones que tienen que ver con el trabajo
meticuloso y el ajuste esmerado de las condiciones experi-
mentales. Esto se traduce en falta de precision y exactitud
en los resultados, lo que termina desanimando al propio
analista.

A fines del afio pasado se realiz6 en Chile el 22nd
Latin-American Symposium on Biotechnology, Biomedi-
cal, Biopharmaceutical, and Industrial Applications of Ca-
pillary Electrophoresis and Microchip Technology. Usted
pertenecia al Comité Cientifico y al Comité Organiza-
dor, siendo uno de los Coordinadores del mismo. ;A
qué conclusiones se llegaron en este Simposio y cudles
son las futuras lineas de accién en América Latina?

Particularmente en América Latina, la CE ha logrado des-
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pertar el interés de muchos grupos de investigacién que
han crecido sostenidamente generando importantes lineas
de trabajo y recibiendo el reconocimiento de prestigiosos
cientificos de distintas partes del mundo. Esta serie de sim-
posios, denominados LACE, busca favorecer la interaccion
de cientificos, profesionales y estudiantes con especialistas
internacionales quienes colaboran generosamente con su
participacién atraidos por la calidad y la cordialidad que ca-
racterizan a este evento.

Quisiera comentar el caso de México donde se ha difun-
dido ampliamente el uso de la CE en la industria farmacéu-
tica. Desde hace ya algunos afios, numerosos laboratorios
de especialidades medicinales, notando las ventajas que
esta tecnologia ofrecia en términos econémicos y de cui-
dado del ambiente, vienen utilizado con éxito la CE para
el control de calidad de una gran cantidad de productos,
incluso reemplazando técnicas compendiadas luego de
demostrar a las autoridades regulatorias la validez de los
ensayos.

Como linea de accién a futuro nos hemos propuesto re-
doblar la apuesta a la capacitacién y a la actualizacion de
los profesionales y estimular la formacion de los estudian-
tes en esta tecnologia “verde”, sobre todo en momentos en
que la CE se ha transformado en una herramienta indis-
pensable, especialmente en los laboratorios dedicados a
los biofarmacos. También buscaremos interesar a nuevos
participantes, sobre todo en paises de la regién de los que
no tenemos registro que haya grupos de trabajo en CE, con
el fin sembrar el interés por esta tecnologia.

Finalmente, Dra. Vizioli, ;qué mas desearia agregar
con respecto a la CE y a sus posibilidades dentro de la
industria farmacéutica y bioquimica?

En nuestro laboratorio estamos desarrollando un dis-
positivo que funciona en linea con la columna capilar para
detectar sustancias que estan en muy baja concentracién,
generalmente en una matriz compleja, y que podria ser
aplicable a una diversidad de compuestos. Digamos que
su funcion, en términos sencillos, es “buscar una aguja en
un pajar”, concepto que es de gran utilidad con fines de
diagnodstico adaptado, por ejemplo, para la deteccion de
biomarcadores.

Sin lugar a dudas, la CE ha alcanzado un grado de ma-
durez tal que permite dar solucién a una gran cantidad
de desafios analiticos. En varias instituciones cientificas
y académicas se encuentran oportunidades de capacita-
cién. También es posible establecer diferentes tipos de
convenios que faciliten la incorporaciéon de esta tecno-
logia en la industria o bien para llevar a cabo proyectos
de I+D que estén dirigidos a resolver algun problema es-
pecifico.

A través de Vinculacion Tecnologica de CONICET se pue-
den encarar diferentes actividades de asistencia técnica y
de transferencia de esta tecnologia hacia el sector socio-
productivo, y también establecer trabajos de investigacion
y desarrollo. Por la alta demanda que tenemos del servicio
y porque somos especialistas en el tema estamos visuali-
zando poder proyectar un centro de referencia en el cual
participen las instituciones y las empresas. m
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Aplicacion del Criterio de Cero Tolerancia
para Uniformidad de Contenido del Capitulo
USP (905) a Muestras de Gran Tamaho?®

Estimulo al proceso de revision

Resumen

El criterio de cero tolerancia (ZTC, por sus siglas en inglés)
para la prueba de uniformidad de unidades de dosificacion
(Uniformidad de Unidades de Dosificacién (905)) especifica
que no se permiten valores fuera de cierto intervalo con
un tamafio de muestra (N) de 30. La aplicacion correcta de
este criterio para muestras mas grandes ha sido un tema
de gran discusién y, en particular, se ha puesto en duda la
opinién de que el ZTC puede aplicarse a cualquier tamafio
de muestra. La Farmacopea de los Estados Unidos de Amé-
rica (USP) ha aclarado previamente que el ZTC solo aplica
al tamafio de muestra de la prueba farmacopeica en la
cual se describe, pero no ha provisto guia alguna acerca de
cdmo manejar situaciones en las que se usan tamafios de
muestra mas grandes. Es pertinente la resolucion de este
problema, especialmente porque en general se necesitan
tamafios de muestra mayores a 30 para pruebas estadis-
ticas apropiadas de liberacion de partidas y el ZTC podria
convertirse en un obstaculo en dichas situaciones.

En este articulo de Estimulo se describe como determinar
el niUmero aceptable de resultados por fuera del intervalo
para tamafios de muestra mayores a 30 y se propone texto
para ser incorporado en la USP como parte de un nuevo
capitulo de caracter Unicamente informativo. Los criterios
presentados proveeran una herramienta para juzgar, al
momento de recolectar una gran muestra de resultados, si
dicha muestra es congruente con el ZTC del capitulo (905).

[NOTA—Este articulo de Estimulo se publico previamente
en el Pharmacopeial Forum (Foro Farmacopeico) 42(5) [Sept.-
Oct. 2016]. Se publica nuevamente para corregir errores en
la Tabla 3 en la seccién Propuesta. En la Tabla 3, tal como
se presenta en este documento, se incluyen los valores co-
rrectos. Asimismo, se aclara en esta nueva publicacién que,
aunque la discusién se enfoca en la uniformidad de conte-
nido para evaluar la uniformidad de unidades de dosifica-
cion, la uniformidad puede demostrarse con igual certeza,
en algunos casos, usando variacién de peso y siguiendo el
mismo procedimiento usado para la uniformidad de con-
tenido.

La propuesta presentada en este documento es enton-
ces igualmente aplicable a variacion de peso cuando se usa
para tamafios de muestra mayores a 30.]
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Los articulos de estimulo no necesariamente reflejan las
politicas de la USPC o del Consejo de Expertos de la USP

Walter Hauck,”< Dennis Sandell,” Greg Larner,"*
James Bergum,”f William Brown,¢' Jeffrey Hofer>"

Introduccion

Muchas pruebas de uniformidad de la USP incluyen cri-
terios que especifican que no se permiten valores fuera de
un intervalo especifico. Por ejemplo, en la prueba de unifor-
midad de contenido para tubos (7), no se permiten valores
fuera del 90%-110% de la cantidad declarada. Generalmen-
te, estos criterios son llamados criterios de cero tolerancia
(ZTC, por sus siglas en inglés). De igual manera, es frecuen-
te la discusién acerca del ZTC en publicaciones de diversas
organizaciones y agencias; por ejemplo, seguin la prueba
de uniformidad de dosis liberada (2) de la Administracion
de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos no se
permite ningun valor fuera del 75%-125% de la cantidad
declarada.

El ZTC que mas se ha discutido, y que es tema de este ar-
ticulo de Estimulo, es el ZTC de la prueba de uniformidad de
contenido del capitulo Uniformidad de Unidades de Dosifica-
cién (905) (3). Desde su incorporacién en la USP en 1970, la
prueba de uniformidad de contenido del capitulo (905) ha
incluido un criterio que no permite valores fuera de cierto
intervalo en la segunda etapa con un tamafio de muestra
(N) de 30. El criterio del capitulo (905) establece que el con-
tenido individual de ninguna unidad de dosificacién puede
ser menor de [1 - (0,01)(L2)IM ni mayor de [1 + (0,01)(L2)IM,
donde L2 es 25,0% a menos que se especifique algo dife-
rente en la monografia pertinente, y M, el “valor de referen-
cia”, depende de la media de la muestra X (expresada como
un porcentaje de la cantidad declarada), segun se indica a
continuacién: M =98,5% si X <98,5 M=101,5%siX >101,5,
y M =X en el resto de los casos.

El uso del valor de referencia constituye una “zona de in-
diferencia” que se cuestiond en un articulo de Estimulo (4)
del 2011 y que demostro6 ser apropiada en un articulo de
Estimulo (5) del 2015.

Como prueba farmacopeica, el ZTC del capitulo (905)
tiene como Unico propésito su aplicacién en dicha prueba
farmacopeica, es decir, con N = 30. Tal como se discutié en
un articulo de Estimulo (5) anterior y en varias reuniones,
con frecuencia los inspectores de las entidades reguladoras
y los grupos de calidad internos exigen que los fabricantes
cumplan con el ZTC sin importar el tamafio de muestra. Sin
embargo, a medida que se hace mas frecuente el uso de
tamafios de muestra mas grandes [p.ej., durante el desa-
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rrollo del proceso, validacién del producto, pruebas de Tec-
nologia Analitica de Procesos (PAT, por sus siglas en inglés)
durante la fabricacion de rutina y la caracterizacién y libe-
racion de la partida], el ZTC se vuelve con mayor frecuen-
Cia una consideracion critica. El “conflicto” de liberacion de
la partida es un asunto de particular interés, ya que, para
poder confirmar de manera adecuada que la partida tiene
una alta probabilidad de cumplir con el capitulo (905) cada
vez que se analiza, se puede usar un N >>30. Si esta mues-
tra de “ N grande” contiene resultados fuera de los limites
del ZTC, ;debe esto considerase como un indicador de que
la partida no cumple con el capitulo (905)? Evidentemente,
el riesgo de que se presenten este tipo de situaciones au-
menta con el tamafio de muestra, por lo tanto, un enfoque
racional para evitar este problema es minimizar el nUmero
de pruebas. El efecto de aplicar el ZTC a tamafios de mues-
tra mas grandes es entonces desincentivar la recopilacion
de datos, ya que cuanto mas alto sea el volumen de datos
recolectados, mas alta sera la probabilidad de obtener va-
lores fuera del intervalo. Desde la perspectiva de la USP,
esta es una consecuencia imprevista del capitulo (905).

Los diferentes problemas relacionados con el uso del
ZCT son evaluados detalladamente y en profundidad por
Griffiths y Murphy (6); por esta razén, este es un articulo
que merita ser estudiado cuidadosamente.

Segln se propone en Methods for Measuring Uniformity in
USP (7), la USP esta considerando desarrollar nuevos capitu-
los de caracter unicamente informativo que traten algunos
de los problemas relacionados con la evaluacién de la unifor-
midad de contenido en muestras de gran tamafio. Con este
fin, la USP constituy6 un Panel de Expertos en Uniformidad
de Contenido con Muestras de Gran Tamafio (CULSS, por
sus siglas en inglés) para evaluar estos problemas y elabo-
rar articulos de Estimulo o de otro tipo, segun se considerara
adecuado. Este articulo de Estimulo es uno de los resultados
de ese panel y tiene como propdsito proveer orientacion
acerca del nimero aceptable de resultados fuera del inter-
valo para tamafios de muestra mayores a 30. Se propone la
incorporacién en la USP del enfoque desarrollado, resumido
en la Tabla 3, como parte de un nuevo capitulo de caracter
Unicamente informativo. Los criterios presentados provee-
rédn una herramienta para juzgar, al momento de recolectar
una gran muestra de resultados de uniformidad de conte-
nido, si dicha muestra cumple con el ZTC del capitulo (905).

Debe tenerse en cuenta que, aunque este articulo de
Estimulo se enfoca en la uniformidad de contenido para
evaluar la uniformidad de unidades de dosificacién, la uni-
formidad puede demostrarse con igual certeza, en algu-
nos casos, usando variacién de peso y siguiendo el mismo
procedimiento usado para la uniformidad de contenido.
La propuesta presentada en este documento es entonces
igualmente aplicable a variacion de peso cuando se usa
para tamafios de muestra mayores a 30.

Desarrollo y justificacion de la propuesta

El capitulo de la Farmacopea Europea) (EP, por sus siglas
en inglés) 2.9.47, Demonstration of Uniformity of Dosage Units
Using Large Sample Sizes (8) incluye una alternativa al ZTC
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en la prueba de uniformidad de contenido armonizada. El
desarrollo y antecedentes del capitulo son presentados por
Holte y Horvat (9). El capitulo de la EP (8) usa un enfoque
para evaluar las unidades que difieren en gran medida del
valor de referencia M que implica tratar el nimero de valo-
res fuera del intervalo como una variable binomial. Estric-
tamente, no pueden ser binomiales, ya que M es un valor
de muestra en contraste con el uso de un valor fijo tal como
la cantidad declarada (70); se debe tener en cuenta que
Sandell y colaboradores (70) es la referencia citada como
fundamento en el articulo publicado por Holte y Horvat (9).
Aun asi, la variable binomial parece ser una aproximacién
razonable, ya que las partidas con caracteristicas que oca-
sionan el incumplimiento del ZTC son también aquellas en
las que, con una probabilidad esencialmente igual a 1, M
sera 98,5 0 101,5 (una constante en lugar de una cantidad
estocastica); ver el Apéndice 1 para obtener mas informa-
cion sobre los antecedentes de esta observacion.

A continuacién, se asume que la media de la partida es
suficientemente menor a 100 para que M = 98,5. Con esta
estructura, es posible determinar la fraccion de las unida-
des en la partida fuera de +L2% de M (98,5) para una partida
con una probabilidad establecida de cumplir con la prueba
vigente de ZTC. Si la variable f representa la proporcién de
unidades en la partida fuera de +.2% de M, entonces la pro-
babilidad de cumplir con el ZTC vigente es la probabilidad
binomial, P = (1 - f)**. Se debe tener en cuenta que no se
necesita suposicion alguna acerca de la distribucion de los
valores de contenido en la partida, solo que M = 98,5 (o
101,5) con probabilidad (esencialmente) 1.

Las etapas para desarrollar un criterio para un nimero
aceptable de unidades fuera de +L2% de M para cualquier
tamano de muestra, N, son:

1. Seleccionar P. La EP consideré los valores P = 0,50; 0,75
y 0,90, y seleccion6 0,75 para la version final de su capi-
tulo. El Panel de Expertos en Uniformidad de Contenido
con Muestras de Gran Tamafio aceptod la decision de
considerara P =0,75.

2. Resolver P=(1 - f)* paraf, sif=1-P"® ConP=0,75,
se obtiene f = 0,00954. Esto significa que, si 0,954% de
los valores de contenido en una partida (donde M = 98,5
con probabilidad 1) estan fuera de +L2% de 98,5, enton-
ces una muestra de 30 resultados tiene una probabili-
dad del 75% de cumplir con el ZCT del capitulo (905).

3. Determinar ¢, como el nimero entero mayor para el cual
la probabilidad binomial de cumplir con la prueba (es
decir, no mas de c, valores fuera de los limites) es no
mas de P para el tamafio de muestra deseado, N.

La etapa 3 vincula el criterio para tamafios de muestra
mayores con las propiedades del ZTC vigente para N = 30,
ya que la probabilidad de cumplir con ambos criterios es la
misma (en la medida en que esto sea técnicamente posible,
ya que 2 tiene que ser un nimero entero).

Por ejemplo, si N = 1000, la probabilidad de obtener has-
ta 11 resultados fuera de los limites es 0,748, mientras que
la probabilidad de obtener hasta 12 resultados fuera de los
limites es 0,834. Entonces para N = 1000, una alternativa
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igualmente estricta al criterio de ZTC del capitulo (905) per-
mitiria hasta ¢, = 11 valores fuera del +L2% de M. Se listan va-
lores adicionales para c2 en la Tabla 1, incluidos los valores
para P =0,50y 0,90, Unicamente con fines de comparacién.

Tabla 1

Tamaio de Muestra (N)

<100 | 200 | 300 | 500 | 1000 | 2000 | 5000 | 10000

0,50 1 3 6 10 22 45 113 227
0,75 0 2 3 5 11 21 51 101
0,90 0 1 1 3 5 9 22 42

Para cualquier tamafio de muestra de hasta 100, el crite-
rio sigue siendo un ZTC. Para tamafios de muestra mayores
a 100, se permite una cantidad diferente a cero fuera del
intervalo. Por ejemplo, si el tamafio de muestra es 500, se
permite un nimero de hasta 5. Se presenta una tabla con
informacion mas detallada en la propuesta descrita a con-
tinuacién. Las empresas que usen esta alternativa deben
determinar el ¢, apropiado para su tamafio de muestra. Se
listan ejemplos de las caracteristicas de una variedad de
planes de muestreo en el Apéndice 2.

Se debe tener en cuenta que los valores ¢, presentados

en esta propuesta (para la recomendacion P = 0,75) difieren
ligeramente de aquellos provistos en el capitulo final de la
EP 2.9.47 (8); para una comparacion, ver la Tabla 2. Esto se
debe a que los valores c, presentados alli se basan en un
f correspondiente a P = 0,75 (es decir, 0,954%), mientras
que los valores c, se determinan usando este f, pero con P
= 0,50 en la etapa 3 presentada anteriormente. No es clara
la razén por la cual la Farmacopea Europea ha decidido se-
guir este enfoque, que en la practica significa que se aplica
un requisito mas estricto para muestras de mayor tamario.

Tabla 2

N <100 | 200 | 300 | 500 | 1000 | 2000 | 5000 | 10000

Propuesta 0 2 3 5 11 21 51 101

EP 2.9.47 0 1 2 4 8 18 47 94

Discusién

Una empresa puede recolectar una gran cantidad de
datos sobre uniformidad de contenido por varias razones.
Si se aplica el ZTC del capitulo (905) a grandes tamafios
de muestra, esto causara casi inevitablemente el incumpli-
miento con la prueba. El proposito del criterio propuesto
en este articulo de Estimulo es proveer orientacion sobre
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cuando cierto numero de valores fuera del +L.2% de M no
necesitan considerarse un problema si los datos recolec-
tados son, en los demas aspectos, adecuados para su uso
previsto. Este criterio es entonces un suplemento a cual-
quier prueba que la empresa tuviese destinada para los
datos recolectados. No constituye un criterio de cumpli-
miento/no cumplimiento para el conjunto de datos. Si bien
el criterio propuesto no es el ZTC del capitulo (905), un
aspecto clave de esta propuesta es que mantiene la pro-
babilidad, P, de que una muestra de una partida al margen
no cumplird con este criterio, proveyendo asi cierta conti-
nuidad con el capitulo (905).

Una aplicacién importante para tamafios mayores de
muestra son las pruebas de liberacion de partida. Para
poder estimar de manera confiable la calidad de una par-
tida, y asi determinar la probabilidad de que cumpla con
el capitulo (905) si se somete a analisis, se puede usar N
>>30. De esta manera, el riesgo de observar resultados
fuera de +L2% de M aumenta en relacién con el de la prue-
ba del capitulo (905). El criterio de un nimero N grande
que se propone en este documento provee una herra-
mienta para juzgar si el nUmero de resultados divergentes
es congruente o no con el capitulo (905). Se espera que
el capitulo propuesto de caracter Unicamente informativo
en la USP provea la justificacién necesaria para permitir a
los fabricantes el uso de tamafios de muestra apropiados
para sus pruebas de liberacion de partidas, sin miedo a
que sus datos muestren una “falta de cumplimiento con
el capitulo (905)". Se debe tener en cuenta que el cumpli-
miento con el criterio propuesto de un nimero N grande
no libera a la empresa de la responsabilidad de asegu-
rar la calidad de sus datos; todos los datos deberan ser
analizados y, si alglin resultado individual no cumple con
las expectativas, la validez de esos resultados debera ser
investigada.

La USP esta al tanto de que la prueba de uniformidad
de contenido del capitulo (905) y otras pruebas farmaco-
peicas de la USP se usan en ocasiones como criterios de
liberacién de partida, un propdsito para el cual no estan
previstas. (Esto es diferente a realizar una prueba farmaco-
peica como verificacion cerca del momento de la liberacion
de la partida, caso en el cual solo el no cumplimiento es
generalmente informativo de una advertencia que debe
investigarse).

Como lo sugiere Sandell y colaboradores (5), la préoxima
etapa para este panel de expertos sera proponer un ca-
pitulo de caracter Unicamente informativo que provea al
menos un enfoque para el disefio de pruebas de liberaciéon
de partidas.

Propuesta

El texto a continuacién se propone para incorporacién en
la USP como parte de un nuevo capitulo de caracter Unica-
mente informativo:

Limite en el Nimero de Desviaciones Significativas
al Analizar la Uniformidad de Unidades de
Dosificacion en Muestras de Gran Tamaio
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Cuando se ha recolectado una muestra con los conte-
nidos de mas de 30 unidades, se puede usar el siguiente
criterio para confirmar que los resultados en la muestra
sean congruentes con el ZTC del capitulo (905). El criterio
es aplicable cuando el contenido se determina tanto direc-
tamente, analizando un nimero de unidades, como indi-
rectamente, pesando las unidades en las situaciones en las
que esto se permita en el capitulo (905).

1. Expresar los resultados individuales x,, x,,..., X, como un
porcentaje de la cantidad declarada

2. Calcular el valor X para los contenidos de N unidades en
la muestra

3. Calcular el valor de referencia M, segun se indica a con-
tinuacion: M =98,5% si X <98,5; M = 101,5% si>101,5; y
M =X en el resto de los casos

4. Determinar S,, el nUmero de resultados de la muestra
menores a [1 - (0,01)(L2)]M o mayores a [1 + (0,01)(L2)]
M, donde L2 = 25,0% a menos que se especifique algo
diferente en la monografia pertinente

5. La muestra cumple con el requisito de cero tolerancia
del capitulo (905) si S, < c¢,, donde ¢, depende del tama-
filo de muestra segun se indica en la Tabla 3.

Tabla 3
N 31-100 101-181 182-265 | 266-353 | 354-442
G, 0 1 2 3 4
N 443-533 | 534-624 | 625-717 | 718-810 | 811-903
c, 5 6 7 8 9
N 904-998 | 999-1092 | 1093-1187 | 1188-1283 | 1284-1379
[ 10 1 12 13 14
N | 1380-1475 | 1476-1571 | 1572-1667 | 1668-1764 | 1765-1861
G, 15 16 17 18 19

Los valores de ¢, para otros tamafios de muestra, N, se
determinan de la siguiente manera

£ (N i i
c, :max{c:g[ g ]f('l—f)” <0,75},

donde f=1-10,75"% = 0,00954357. El valor c, puede cal-
cularse en una hoja de célculo con una funcién binomial
acumulada.
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Apéndices

Apéndice 1: Antecedentes

Este apéndice provee algunos antecedentes acerca del
enfoque usado para determinar un criterio de aceptacion
dependiente del tamafio de muestra ¢, para el nimero de
resultados fuera de (1 + L2 x 0,01)M (ndmero indicado por
S,)- Aqui,

[2=250yM=985siX <985 M=101,5si X >101,5;y
M =X en el resto de los casos.

Permitir que P indique la probabilidad de cumplir con el
ZTC del capitulo (905); esto es, P = Prob(S,, =0).

El objetivo es determinar un limite ¢, (que dependa de N)
que corresponda a una probabilidad dada P = P, para cum-
plir con el ZTC del capitulo (905). El proceso se demuestra
primero para el caso especial P, =0,75y N = 1000 y luego
se indica la solucion general.

Se asume que los datos siguen una distribucién normal.
La primera etapa consiste en determinar las caracteristicas
de la partida [es decir, media (u) y desviacion estandar (0)]
que corresponden a P=P, =0,75. Claramente, la respuesta
depende de p y puede estimarse mediante simulacion; ver
la Figura 1 para la solucion.

Figura 1. Curva formada por los puntos (y, 0) de manera
que la probabilidad de cumplir con el ZTC del capitulo (905)
sea 75%.

=0]= 75%
@ o~ o S
O Py

para P[S30
w
L

5D (% de lo declarado en la etiqueta)

20 82 84 86 BE 80 92 a4 a6 98 100
Media (% de lo declarado en la etiqueta)

Se indica que cuando p <95, la relacion es lineal (la regre-
sion es 0 =0,425u - 31,38).

Luego, se asume que N es un nimero alto—por ejemplo,
N =1000. Se pretende determinar un limite ¢, para el nd-
mero de resultados fuera del intervalo 75%-125% de M, de
manera que la probabilidad de cumplir con la prueba (para
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una calidad determinada de partida) sea la misma que la
probabilidad de cumplir con el ZTC del capitulo (905) (es
decir, 75% en este ejemplo).

Para cada punto (u, 0) enla curvaenla Figura 1, se estima
mediante simulacion la Prob(s,,, < d) para diferentes op-
ciones de d; ver la Figura 2 para los resultados. Estamos in-
teresados en aquellos puntos en los que estas curvas se in-
tersectan con la linea horizontal del 75%. Como es evidente
en la Figura 2, la interseccion depende de y, la media real
de la partida, y por consiguiente también d. Por esta razén,
d =d(u), y se sugiere que el criterio de aceptacion buscado,
¢,, se define como el valor d mas pequefio; esto es,

c, =ir_1f{d:P(sN <d(u))=h}.

En este ejemplo, cuando N = 1000y P, = 0,75, la Figura 2
muestra que d varia entre 11,0y 12,3. Ya que evidentemen-
te ¢, debe ser un nimero entero, encontramos que ¢, =11.

Figura 2. Probabilidad de que S, + d vs. d, usando la me-
dia real de la partida.

100
20
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T0
T 60
ESO‘
% 40 Media de la partida
2 3p- - 80 — 85
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207 < —94  —96
E 97 ——08
- | 99— 100
0]
2 4 & 8 10 12 14 16 18

Para la solucion general usamos la observacién de que
las curvas en la Figura 2, para cada valor d, alcanzaron su
maximo para alguna media de partida << 100. Estudiando
esto en detalle, puede observarse que se obtiene el maxi-
mo para una media de aproximadamente 90. Es decir que
d se minimiza para una media muy por debajo de 100, en-
tonces el valor de referencia M sera 98,5 para la calidad de
partida de interés cuando se determine c,.

Puede mostrarse que las mismas observaciones son re-
levantes para cualquier valor N, y como consecuencia de
esto, se entiende que ¢, puede determinarse usando el en-
foque directo con probabilidades binomiales y un valor M
constante de 98,5.

Apéndice 2: Caracteristicas Operacionales

Explorar las curvas de caracteristicas operacionales (OC,
por sus siglas en inglés) es una forma de comparar visual-
mente los planes de muestreo cuando se contempla au-
mentar el tamafio de muestra para que se corresponda
con las caracteristicas del ZTC del capitulo (905). La Figura
3 muestra la curva de caracteristicas operacionales para la
porcién del ZTC del capitulo (905)Etapa 2; esto significa que
no se observan unidades fuera del +25% de M en las 30 uni-
dades evaluadas. El eje horizontal (X) es el porcentaje real
fuera del £25% de M (porcentaje defectuoso desde la pers-
pectiva de aceptacion de muestreo) y el eje vertical (Y) es




la probabilidad de cumplir con el criterio (probabilidad de
aceptacion). De interés particular es la porcién inferior de
la curva, que es la parte de la curva que muestra el riesgo
para el consumidor (metodologia de aceptacién de mues-
treo). La probabilidad de aceptacion del 5% o 10% se consi-
dera el nivel de calidad inadmisible. Cuando se cumple con
el criterio de aceptacidn, se tiene una confianza de 90% o
95% de que el porcentaje real fuera del +25% de M es no
mas de 7,4% o 9,5%, respectivamente. Cualquier plan de
muestreo que cruce la curva de caracteristicas operaciona-
les hacia la izquierda (probabilidad de aceptaciéon mas alta)
garantizara un porcentaje menor fuera del £25% de M.

Figura 3. Curva de caracteristicas operacionales de la por-
cion del ZTC del capitulo (905).
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Las alternativas consideradas en el texto se encuentran
bien hacia la izquierda de ese nivel y el area delimitada
en el recuadro se explora en mas detalle en la Figura 4. Se
muestran para las tres alternativas la probabilidad (P) y el
porcentaje fuera del +25% de M (f). Tener como objetivo
cualquiera de estos puntos en la curva de caracteristicas
operacionales asegurara un porcentaje mucho menor fue-
ra del £25% de M que la curva del ZTC del capitulo (905). Se
selecciona la probabilidad de aceptacién del 75%, lo que
resulta en 0,95436% fuera del £25% de M como el punto
de interseccién para los planes para muestras de mayor
tamafio.

Figura 4. Curva de caracteristicas operacionales ampliada
por encima del 50% de aceptacion.
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Siguiendo el enfoque binomial descrito en el texto para
P =0,75y f = 0,95436, se exploran tamafios mas grandes
de muestra y se muestra una selecciéon de curvas de ca-
racteristicas operacionales en la Figura 5. Estas curvas re-
presentan el tamafio de muestra mas pequefio (N) con el

criterio de aceptacion ¢, correspondiente. Esto permite una
interseccion casi exacta de todos los planes, logrando una
aceptacion del 75% y 0,95436% fuera del +25% de M. De-
bido a la naturaleza discreta de los criterios ¢, las curvas
de caracteristicas operacionales de diferentes tamafios de
muestra con el mismo valor ¢, variaran ligeramente en el
area del punto del pivote (ver la Figura 6 para algunos pla-
nes estandares). Cuando se cumple con el criterio, existe
mas garantia de que el porcentaje real fuera del +25% de
M sea mucho mas bajo de lo que se garantiza en el ZTC
del capitulo (905) ZTC. De igual manera, se debe considerar
que cuando el tamafio de muestra aumenta, la curva de
caracteristicas operacionales queda casi vertical al punto
seleccionado de 0,95436%. A medida que se conocen per-
fectamente las caracteristicas reales de la partida, el punto
de interseccion se convierte en un criterio “proceder/no
proceder”.

Figura. 5. Planes disefiados para cumplir con el ZTC.
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Figura 6. Planes estandares.
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Control de Calidad

Tendencias en la automatizacion
de laboratorios quimicos

farmacéuticos

Generalidades

La automatizacién arribo a la industria farmacéutica para
expandirse en todas sus areas.

En este sentido, los laboratorios quimicos (especialmen-
te los que requieren un elevado nivel de eficiencia, como el
de Control de Calidad) no son la excepcion a este avance. Es
por ello que se encuentran funcionando cientos de “robots
analiticos” a lo largo del mundo para optimizar el procesa-
miento de muestras en diferentes tipos de ensayos.

Los sistemas automaticos para laboratorios mas difun-
didos han sido desarrollados principalmente con el ob-
jetivo de aliviar la carga manual, reducir el consumo de
solventes, optimizar la reproducibilidad de resultados y
asegurar la integridad de datos en ensayos de rutina para
productos farmacéuticos, como el Test de disolucion y el
de Uniformidad de Contenido que demandan elevadas
horas/hombre.

Los sistemas disefiados para preparacién de muestras,
se aplican principalmente para procesar grandes volume-
nes de formas sélidas (comprimidos, capsulas o polvos). Al-
gunos sistemas (ver Figura 1) permiten procesar hasta 200
muestras de manera totalmente autonoma, con posibili-
dad de colectarlas y luego trasladarlas a equipos analiticos
(cromatdgrafo, espectrémetro UV-visible, titulador, etc.) o
programarlos para que el analisis se ejecute directamente
en linea.

Estas aplicaciones se relacionan cominmente a ensayos
de valoracién, uniformidad de contenido y analisis de im-
purezas, aplicables tanto a control de calidad como a vali-
daciones de proceso. Otros estan disefiados para prepara-

Figura 1: Tablet a
Processing
Workstation’

W
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ciones mas sencillas y usando menor cantidad de muestras
(no mas de 30), con la posibilidad de realizar titulaciones
volumétricas o trasladar las muestras a otra unidad anali-
tica (ver Figura 2).

El otro nicho que explota la robotizaciéon de laboratorios
farmacéuticos ocupa los laboriosos ensayos de disolucion
de formas soélidas, donde se evita la intervencién manual
en las etapas de preparacién y dosificacion de medios (in-
cluyendo intercambios dentro del mismo ensayo), dispen-
sacion y recoleccion de muestras, lavado de vasos, inter-
cambio de cestillas y retiro de sinkers. Aqui también es posi-
ble la recoleccién de muestras o el analisis en linea de mas
de 20 lotes de producto (asumiendo 6 unidades por lote),
dependiendo de la configuracion del equipo. Hay equipos
que -dependiendo de los modelos- permiten procesar has-
ta 8 lotes con 3 medios diferentes o hasta mas de 20 lotes
con 8 medios diferentes, dependiendo del tamafio de las
unidades de dosificacion. Ver Figura 3y Figura 4.

La implementacién de estas tecnologias permite optimi-
zar los tiempos que los analistas dedican a tareas manuales
repetitivas, mondtonas, fatigantes, sujetas a error humano
y con limitaciones horarias. Por el contrario, estos equipos
operan reproduciblemente, minimizando el consumo de
solventes, de manera ininterrumpida durante varios dias,
monitoreando todas las variables de proceso y colectando
los datos necesarios de manera segura.

De esta forma, el personal técnico cuenta con mayor dis-
ponibilidad horaria para dedicarse tanto a las tareas ma-
nuales mas complejas como a la interpretacién de varia-
bles analiticas.

Figura 2:
Sistema
preparador
de sélidos?




Figura 3: Test
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Situacién global

La mayoria de las compafiias farmacéuticas lideres a
nivel mundial han optado por automatizar parte de sus
andlisis de laboratorio, especialmente para productos con
prolongadas campafias de elaboracién. En Sudamérica, de
manera mas tardia pero no menos exitosa, se ha comen-
zado a implementar este tipo tecnologia en paises como
Argentina, Brasil y Uruguay. En cambio, en Norteamérica 'y
Europa, laboratorios pertenecientes a plantas poco diversi-
ficadas o mono-producto ya realizan sus analisis de Control
de Calidad con minima intervencién humana.

Regionalmente, dada la necesidad de gestionar insta-
laciones multi-producto, los desafios son aun mayores
porque deben implementarse corridas donde suele ser
necesario intercalar diferentes métodos en forma secuen-
cial. Para estos casos, los disefios de lavado deben ser de-
talladamente evaluados (ensayos de carry over) frente a
matrices complejas de formulaciones y solventes, de for-
ma de evitar incompatibilidades en el cambio de proceso
metodolégico.

Figura 4: Test
de Disolucion

Si bien existen pocos lineamientos especificos, emitidos
por organismos reconocidos internacionalmente, que se
orienten a este tipo de automatizacion, se aplican criterios
generales de validacion de técnicas y transferencias ana-
liticas, sumando el “know how” compartido por usuarios
expertos en los seminarios de automatizacién organizados
por los proveedores de equipamiento.

Ejemplos comparativos de ensayos manuales
vs automaticos

A continuacién, se detallan los resultados obtenidos en
dos transferencias de metodologias manuales a automa-
ticas, para los ensayos de uniformidad de contenido y di-
solucion, realizados en equipos automaticos®, Vale aclarar
que los mismos pertenecen a una serie de lotes, definidos
por el protocolo de transferencia, que a fines practicos no
se incluyen en el presente articulo.

A.Preparacién de muestras para analisis de Uniformidad de
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una Estacion de Procesamiento de Comprimidos®.

No hacemos de todo,
hacemos lo que sabemos

APhV/

LATAM

Servicios en Farmacovigilancia

Cobertura en 24 paises de America del Sur, Central, Caribe y México

Sede central: General Deheza 3145. 1ro D. C1429EBC
Ciudad Auténoma de Buenos Aires. Argentina
Teléfono: +54 11 5031 7898
info@phvlatam.com / www.phvlatam.com

Algunos de nuestros servicios:

- Responsable local de Farmacovigilancia
- Gestion de casos
e - Reportes periodicos
: - Entrenamiento y capacitacion
| - Monitoreo de literatura cientifica
- - Auditorias
(N - Farmacovigilancia para Drogas Huérfanas
# - Informacion Médica
- Disefio y conduccion de estudios de Farmacovigilancia
- Actualizacion de informacion para prescribir

REVISTA SAFYBI 55

SEPTIEMBRE 2017




Tabla A: Calculo de diferencia de medias (muestras
no apareadas), aplicado a un lote de rosuvastatina 20
mg en comprimidos, perteneciente a una corrida de
transferencia analitica.

Método Método Diferencia
NUmero de | Automatico Manual absoluta Criterios de
muestra %O‘(/.)D. %(>‘</)D %LD aceptacion
’ ’ ([aXi])
1 96.5 97.0
2 100.3 96.7
3 95.7 96.1
4 100.3 98.2
5 100.0 95.5
6 99.8 98.2
7 97.5 96.7
8 99.6 99.2
9 97.0 96.9
10 98.1 97.5
Prorledio 98.5 97.2 1.3 A )?i
(X i) <2.0%
RSD % 1.8 1.4 Bhped
Arrastre % <0.05% Asrr‘la.(s)i/:e

VD: Valor declarado; Arrastre: corresponde al remanente de principio
remanente en el equipo luego del lavado programado.

B.Test de Disolucion, en comprimidos de tioctamida, em-
pleando el sistema automatico de mesada’

Tabla B: Calculo de diferencia de medias (muestras
apareadas), aplicado a un lote de tioctamida 50 mg
en comprimidos, perteneciente a una corrida de
transferencia analitica.

Método Método Diferencia
” Manual absoluta
Ndmero de | Automatico | - "o como % | Criterios de
muestra % V.D. VD. V.D. aceptacion
x) v
! (X,) (aXil
1 94.8 93.0
2 95.5 95.3
3 93.3 93.9
4 93.4 94.5
5 95.2 95.2
6 93.7 93.7
Promedio AXi<
—_ 94.3 94.3 0.0 3.0 %
(X)) Q: 75%
RSD% <
RSD % 1.0 1.0 6.0 %
Arrastre <
0,
Arrastre % <0.05 1.0%

VD: Valor declarado; Arrastre: corresponde al remanente de principio rema-
nente en el equipo luego del lavado programado.
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Control de Calidad

Automatizacion e integridad de datos

Los sistemas automaticos de primera linea también con-
templan la cobertura de integridad de datos y validacién
en todo lo referente a CFR 21.11, FDA “Data Integrity and
Compliance with ¢cGMP Guidance for Industry, WHO “Gui-
dance on Good Data Management”, MHRA “Data Integrity
Definitions and Guidance” y “Good Manufacturing Practi-
ces (GAMP 5) de ISPE.

Es por todos conocido que, en los ultimos afios, las au-
toridades regulatorias (en especial FDA) vienen observan-
do un incremento en el incumplimiento de normas cGMP
relacionadas a este aspecto. Esto representa un problema
para las compafiias farmacéuticas que necesitan suminis-
trar sus productos en mercados de elevado nivel de vigilan-
cia regulatoria, dado que deben adecuar sus sistemas de
gestién de calidad a estas exigencias.

Los equipos para automatizar actividades de laboratorio
cuentan con softwares que garantizan la confiabilidad de la
informacién en un entorno validado. Los mismos sostienen
tal cumplimiento bajo el principio de ALCOA:

* Atribuible: permiten determinar quién y cuando se ge-
neré el dato.

* Legible: los datos quedan registrados de manera leible
en diferentes idiomas configurables.

* Contemporaneo: los registros se van almacenando mien-
tras se generan.

* Original: no existe transcripcién de datos.

* Acertado: la informacién es correctamente medida
(exacta).

Tanto la FDA, como otras agencias regulatorias de simi-
lar nivel de exigencia, viene utilizando este acrénimo como
guia en sus inspecciones con la expectativa de encontrar
cumplimiento en sistemas basados en papel, informatiza-
dos o hibridos.

Otro topico cubierto por este tipo de tecnologia es el
“Audit Trail”, que también es requerido independiente-
mente del sistema de documentacion empleado.

Sibien la gestion en papel e hibrida se encuentran permi-
tidas, son extremadamente engorrosas de llevar adelante
en laboratorios de alta productividad. En estos casos, co-
nociendo las dificultades para mantener dichos sistemas,
las agencias suelen solicitar un plan de upgrade en plazos
razonables.

La robotizacién permite el cumplimiento para audit trails,
asegurando:

* Identificaciéon de usuarios con diferentes niveles de per-
miso y privilegios.

* Fechay hora de registros (vital para establecer veracidad
y confiabilidad de los registros electrénicos).

* Conexion a registros que aseguren trazabilidad.

* Valores originales y sus modificaciones para contar con
un historial completo y poder reconstruir una secuencia
de eventos.

* Explicaciéon de cambios, donde sobre un dato inicial se
debe indicar el motivo, quedando registrado ID respon-
sable, fecha y hora del evento.



La revision periodica de los audit trail es normalmen-
te configurable de manera de facilitar su también exigida
ejecucion.

Desafios

La automatizacién se encuentra afianzada en la gran ma-
yoria de las industrias con elevado valor agregado de sus
productos. Entre ellas, la industria farmacéutica tiene pen-
diente un importante camino por recorrer, especialmente

en los paises de nuestra region y, ain mas, en los labora-
torios de analisis.

Considerando que su empleo requiere normalmente de
posibles desarrollos analiticos, ajustes y transferencias, re-
sulta importante tener en cuenta, durante los proyectos de
aplicacién, el entrenamiento técnico, lead times de imple-
mentacion, costos de adecuacién de metodologias a nivel
productivo y concientizacién del personal sobre este cambio
de paradigma para el laboratorio quimico farmacéutico. m
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Caracterizacion de
medicamentos de forma

D'AmMIcoO

SISTEMAS

solida por calorimetria

El desarrollo y fabricacién de productos farmacéuticos
requiere numerosos estudios para asegurar que la pureza,
calidad, estabilidad y seguridad del producto sean determi-
nadas y bien comprendidas. Dado que un gran porcenta-
je de medicamentos se formulan como sélidos y que una
entidad quimica farmacéutica puede existir, a menudo, en
mas de una forma cristalina termodindmicamente o cinéti-
camente estable, y también en un estado amorfo (como el
vidrio), es importante caracterizar las propiedades de los
estados cristalino y amorfo y los factores que afectan su
interconversion. La capacidad de un compuesto para exis-
tir en estas diferentes formas de estado sélido se conoce
como polimorfismo.

También puede existir un compuesto farmacéutico en
forma de un solvato tal como un hidrato, en el que el agua
se incorpora en la forma sélida. Estas formas se llaman ge-
neralmente pseudopolimorfos. Dependiendo de cémo se
fabrica y/o se formula un farmaco, puede estar presente
en el producto final una forma o una mezcla de formas po-
limorfas y pseudopolimérficas.

El estudio del polimorfismo y pseudopolimorfismo es
una parte critica del proceso de desarrollo del farmaco
debido a que las propiedades farmacéuticas pueden ver-
se afectadas dependiendo de las formas que existen en el
producto final. Por ejemplo, puesto que los polimorfos es-
tan en diferentes estados de energia (incluidas las formas
metaestables), la solubilidad puede verse afectada, lo que
a su vez puede afectar a la biodisponibilidad. La conversién
de una forma mas soluble a menos soluble puede produ-
cirse durante la fabricacién del farmaco puro, durante los
procesos de formulacién y después de un almacenamien-
to a largo plazo, cambiando de este modo las propiedades
farmacéuticamente activas del producto final.

Diferentes polimorfos tienen diferentes estabilidades
quimicas, siendo la fase amorfa particularmente inesta-
ble en comparacién con las formas cristalinas. Las formas
cristalinas o amorfas metaestables pueden reducir la es-
tabilidad quimica esperada (duracién de almacenamiento)
del ingrediente farmacéutico activo y afectar al tamafio de
particula final, formacién de solvatos no deseados durante
el secado, caracteristicas de flujo, compresibilidad, etc.

La calorimetria y el analisis térmico son herramientas
fundamentales para caracterizar los sistemas farmacéuti-
cos de estado solido (Giron, 1995; Phipps y Mackin, 2000;
Gainsford y Buckton, 2001). El analisis termogravimétrico
(TGA), la termomicroscopia, la calorimetria diferencial de
barrido (DSC) y la calorimetria isotérmica son ampliamente

58 REVISTA SAFYBI  SEPTIEMBRE 2017

utilizados para cuantificar las propiedades termodinamicas
y cinéticas de los sistemas polimérficos. Ejemplos de apli-
caciones de calorimetria para el estudio de polimorfos se
describen en esta nota, y sirven para ilustrar los principios
implicados en la aplicacién de esta técnica a la caracteriza-
cion de formulaciones solidas farmacéuticas.

Polimorfos cristalinos

Dependiendo de cémo se haya fabricado un compuesto
dado, pueden coexistir uno o varios estados polimorficos
cristalinos, por lo que la determinacion de la relacion ter-
modinamica entre las formas es importante para caracteri-
zar el activo farmacéutico solido. Aunque el objetivo es ge-
neralmente tener una Unica forma presente en el producto
final formulado, no siempre es el estado mas estable que
se desea. Por ejemplo, una forma de mayor energia puede
ser la mas deseable si se requiere una mayor solubilidad.
Sin embargo, si la cuestion primordial es la estabilidad qui-
mica, el uso de la forma de menor energia del compuesto
puede ser la mejor alternativa.

Existen dos tipos principales de transiciones entre los po-
limorfos cristalinos. Cuando la transicion entre dos formas
polimérficas es reversible, los dos polimorfos son enan-
tiotrépicos y la transicion es enantiotrépica. Cuando esta
muestra se calienta, la energia de la transicién es endotér-
mica. Sin embargo, cuando la transicion de fase es irrever-
sible, las dos formas son monotrépicas y la transicién es
monotropica y exotérmica.

La Figura 1 muestra un ejemplo de un diagrama de fase
asociado con dos polimorfos enantiotrépicos. Las lineas
curvas solidas representan limites de equilibrio entre fases.

Sistema de Barrido calorimétrico Diferencial DSC250



Figura 1: Diagrama de fases para
polimorfos enantiotrépicos.
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A medida que la forma A se calienta a presion constante,
experimenta una transicién en Tc al estado B. Esto es segui-
do por una segunda transicion desde el s6lido B a la fase de
fusién (liquido). Las transiciones son ambas reversibles, por
lo que si el liquido se enfria pasaréa a B, seguido por A a medi-
da que la temperatura contintie disminuyendo. Puesto que
la transicion de A a B o de B a A es una transicién de estado
s6lido, una variacion en la velocidad de calentamiento o en
la rampa de cambio de temperatura puede afectar los da-
tos obtenidos durante un estudio por barrido calorimétrico
diferencial (DSC). Por ejemplo, si la muestra se calienta rapi-
damente, la transicion a la forma B puede ser impedida ciné-
ticamente y se puede observar un solo pico asociado con la
fusién de la forma pura A. Las velocidades de calentamiento
intermedio pueden dar como resultado una conversion par-
cial de A a B (pico endotérmico), seguido por la fusién de Ay
B. Por lo tanto, debe tenerse cuidado en la interpretacién de
los datos obtenidos por DSC, especialmente si existen tres o
mas formas polimorficas en una muestra.

La Figura 2 muestra un ejemplo de un diagrama de fase
para un sistema monotroépico, en el que las lineas disconti-
nuas representan los limites entre las formas metaestables.

En este caso, s6lo hay un estado termodinamicamente
estable que se transforma
directamente a la fase fun-
dida cuando se calienta. Sin
embargo, el diagrama sefiala
la existencia de posibles for-
mas solidas metaestables que
pueden resultar de un enfria-
miento rapido de la masa fun-
dida o de procesos tales como
una molienda. Al calentarse,
estos estados metaestables
se convertiran a la forma mas
estable y apareceran como pi-
Microcalorimetro Isotérmico TAM IV cos en un analisis por DSC si

Figura 2: Diagrama de fases para
polimorfos monotrépicos.
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se utilizan velocidades de calentamiento suficientemente
lentas. Sin embargo, al enfriar lentamente sélo resultara la
forma termodinamicamente estable, y al recalentarse se
observara una transicién endotérmica Unica (fusién).

La interpretacién de los termogramas obtenidos por
DSC puede ser complicada, especialmente cuando va-
rias formas polimorficas estan presentes en una misma
muestra. Sin embargo, generalmente se puede determi-
nar el diagrama de fases si el experimento esta disefiado
correctamente.

El barrido calorimétrico diferencial y la Regla de Burger
permiten determinar si las formas observadas en un dia-
grama de fases son enantiotropicas o monotrépicas. Los
fundamentos de la Regla Burger se resumen en la Tabla 1,
y se explican en detalle en Girén (1995) y Girdn (1999).

Como se muestra en la tabla, si se miden las tempe-
raturas de fusion y los calores de fusién para A puroy B
puro, es posible determinar si las formas polimérficas son
enantiotropicas o monotropicas. Para los sistemas mono-
tropicos, la transicién de la forma metaestable A a B sera
exotérmica, y el punto de fusién de B serd mayor que el de
A. Para los sistemas enantiotropicos, la transiciéon de Aa B

Tabla 1: Regla de Burger

Forma T, AH,
A 100 5 A'—>B
B 120 10 Monotropica
Exotérmica, irreversible
A 100 10 A-B
Enantiotropica
B 120 5 Endotérmica, reversible
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Figura 3. Medicién de las diferencias en el calor de fusién
por microcalorimetria de titulacién isotérmica

Solucién de un compuesto
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Forma A —
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Forma B

serd endotérmica, y B tendrd una temperatura de fusion
mas alta que A.

Cuando se utilizan sistemas de calorimetria diferencial
de barrido tradicionales (que barren rapidamente y tien-
den a tener una baja sensibilidad) en combinacién con la
regla de Burger, pueden surgir inconvenientes si se pro-
duce una sublimacion. Generalmente, la temperatura de
fusion Tm puede determinarse, pero puede no ser posible
obtener un valor preciso para el calor de fusion. Ademas, si
los puntos de fusién de las dos formas son cercanos, pue-
de existir una superposicion significativa de los picos de
fusion, haciendo dificil obtener calores de fusién precisos.
Este problema puede superarse utilizando instrumentos
DSC disefiados especificamente para la investigacion far-
macéutica (alta sensibilidad y grandes volumenes de mues-
tra), o utilizando un calorimetro de titulacién isotérmica. En
este Ultimo caso, las diferencias en los calores de solucién
de los diversos estados en un solvente comun, junto con
un conocimiento exacto del calor de fusion para al menos
una forma, permiten calcular el calor de fusién de las otras
formas (Gu y Grant, 2001) como se ilustra en la Figura 3.

Instrumentacion

Como se mencion6 anteriormente, velocidades de barri-
do DSC rapidas pueden no detectar transiciones de estado
sélido impedidas cinéticamente entre polimorfos, y gran-
des cantidades de muestra son requeridas para obtener
valores precisos del calor. La microcalorimetria diferencial
de barrido con celdas multiples (MC-DSC) permite realizar
un barrido en forma lenta y utilizar una gran cantidad de
muestra (hasta 1 gramo), con alta sensibilidad para estu-
diar las energias y la cinética que controlan las conversio-
nes de estado sélido entre polimorfos. La capacidad de
analizar tres muestras frente a una referencia comun re-
sulta en un mayor rendimiento pudiendo funcionar como
un instrumento isotérmico o de barrido.
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Figura 4. Calor de solucién de materiales polimérficos
obtenidos en un calorimetro isotérmico.
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Ejemplos practicos

La Figura 4 presenta los datos obtenidos en un calorime-
tro isotérmico para dos formas polimérficas de un com-
puesto farmacéutico. La diferencia en los calores medidos
en solucién entre las formas polimorficas fue 0,67 kcal/mol.

La Figura 5 muestra un ejemplo de la forma enantiotrépica
A, qué se convierte en tiempo real para formar B usando
microcalorimetro diferencial de barrido con celdas multiples
(MC-DSCQ). El tamafio de la muestra fue de aproximadamen-
te 500 mg y las isotermas se recogieron durante 1,5 horas
a 60 °C, 70 °C, 80 °C; a 90 °C, se produjo espontaneamente
la transicion endotérmica esperada, con excelente concor-
dancia entre determinaciones por duplicado. La forma de la
curva sugiere un mecanismo autocatalitico, consistente con
la aparicién de una nueva fase estable (nucleacion) y su cre-
cimiento, que se complet6 en aproximadamente 10 horas.

La Figura 6 ilustra el monitoreo, en tiempo real, de la ci-
nética de conversion polimorfica en estado soélido con un
DSC. La traza negra resulté de la adicién de una pequefia
cantidad de forma B como una impureza. La conversién co-
menzd a una temperatura mas baja (80 °C) mientras que a
90 °C el tiempo requerido para la conversion total se redu-
jo significativamente. Ambos resultados son consistentes
con la “siembra” y la conversion a través de un mecanismo
de nucleacion y crecimiento.

La fase amorfa

Un material amorfo se produce generalmente durante
el secado, la molienda, la cristalizacion, la liofilizacion o el
enfriamiento rapido de una masa fundida. Los materiales
amorfos tienen mayor solubilidad que las formas cristali-
nas, dando como resultado una mejor biodisponibilidad.
Sin embargo, generalmente son higroscépicos y tienen una
estabilidad quimica reducida.

Los materiales amorfos también estan sujetos a una




Figura 5. Conversiones polimérficas isotérmicas
en un MC-DSC.
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inestabilidad fisica y, por lo tanto, especialmente en pre-
sencia de humedad, pueden convertirse en formas cristali-
nas menos solubles y menos energéticas.

El barrido calorimétrico diferencial y la difraccion de ra-
yos X se utilizan normalmente para caracterizar el material
amorfo en sistemas farmacéuticos. Sin embargo, cuando
la forma amorfa estd presente en una proporcién menor
del 10 - 20 % en un sistema polimoérfico mixto, la deteccién
cuantitativa se hace dificil. La microcalorimetria isotérmica
y la microcalorimetria de barrido son herramientas muy
Utiles para detectar bajos niveles de material amorfo en el
farmaco puro y en las formulaciones, incluso cuando los
niveles son tan bajos como un 1%.

Cuando la temperatura de transicion vitrea del farma-
co amorfo es baja (por ejemplo, en el intervalo de 30 - 70
°C), mantener la muestra en condiciones isotérmicas a una
temperatura ligeramente superior a la de transicion vitrea
permite la cristalizacién del fdrmaco que se va a monito-
rear. Un ejemplo se da en la Figura 7, donde la temperatura
de transicion vitrea para la muestra parcialmente amorfa
(aproximadamente 1%) era de aproximadamente 45 °C.
Debajo de la transicion vitrea no se detectd ninguna con-
version de fase amorfa a cristalina. Cuando la temperatu-
ra se elevo ligeramente por encima de la temperatura de
transicion vitrea (50 °C), se detectd la conversién esperada,
alcanzando un maximo después de aproximadamente 4,5
horas. A 60 °C la conversion tuvo lugar mucho mas rapido,
alcanzando su maximo en menos de 1 hora. El area bajo
las curvas se puede comparar con el calor generado para
la cristalizacién de la fase amorfa pura, con el fin de cuan-
tificar la fraccién de material amorfo en las muestras. La
realizacién de isotermas a diversas temperaturas también
da como resultado una mejor comprensién de la cinética y,
por tanto, de la estabilidad fisica de la fase amorfa.

Si la temperatura de transicion vitrea de la muestra es
demasiado alta para permitir una recoleccién de datos facil
y precisa con un microcalorimetro isotérmico, la muestra
puede ser expuesta a una humedad elevada. Esto reduce la
temperatura de transicién vitrea y permite la deteccion del
proceso de conversion a temperaturas mas moderadas.
Para ello un vial de muestra se sella en un segundo vial que
contiene una solucién saturada de sal.

Dado que diferentes soluciones de sal proporcionan dife-

Figura 6: Impacto de una pequefia cantidad de forma B
sobre la conversion polimérfica de la forma A
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rentes humedades relativas, la colocacién de muestras se-
lladas con diferentes soluciones de sales saturadas en, por
ejemplo, camaras de muestra exotérmicas en un calorimetro
isotérmico proporciona un enfoque sensible y rapido (horas)
para caracterizar un bajo contenido polimorfico (<1%) en
farmacos. Ademas, en algunos sistemas existe una celda de
adsorcién de agua, que permite un rapido y preciso control
del intervalo de humedad en el vial de muestra. Las rampas o
pasos programados de humedad suelen ser un enfoque muy
util para determinar la estabilidad de una sustancia de un far-
maco amorfo en funcién de la temperatura y la humedad.
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Figura 7: Conversién de la fase amorfa a cristalina
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Los sistemas solvatados se estudian a menudo me-
diante técnicas tales como absorcién de humedad, anali-
sis termogravimétrico (TGA) y DSC. Los grandes cambios
de energia asociados con la solvatacion o la desolvata-
cién, generalmente proporcionan una sefial adecuada
incluso a partir de muestras bastante pequefas. La mi-
crocalorimetria isotérmica también juega un papel cri-
tico en el estudio de pseudopolimorfos, especialmente
cuando se obtienen resultados inesperados de otras téc-
nicas térmicas. Por ejemplo, la termogravimetria no pue-
de detectar la formacion de un hidrato en un fdrmaco en
presencia de lactosa monohidratada, ya que no hay un
cambio neto en la masa asociado con el intercambio de
agua entre la sustancia farmacologica y el excipiente de
lactosa. Sin embargo, como se muestra en la Figura 8, la
conversion es facilmente detectada por microcalorime-
tria isotérmica ya que es una medida basada en la ental-
pia. Esta técnica, inclusive, permite diferenciar diferen-
tes tamafios de particulas en base al tiempo requerido
para la formacion del farmaco hidratado. Las particulas
de menor tamafio se hidratan mas rapidamente que las
particulas grandes. Ademas, dado que el area encerrada
bajo cada curva es la misma, la microcalorimetria isotér-
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Figura 8: Control de la formacién de un hidrato en un
microcalorimetro isotérmico
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mica demuestra que la formacion del hidrato ocurre uni-
formemente a lo largo de cada particula y que no es sélo
una reaccion superficial.

Resumen

Un gran porcentaje de productos farmacéuticos se for-
mulan como sélidos debido a su facilidad de fabricaciéon y
envasado, y para la comodidad del paciente. Sin embargo,
los compuestos farmacéuticos a menudo pueden existir en
mas de una forma de estado sélido, incluyendo polimor-
fos y pseudopolimorfos. Dado que la estructura del estado
solido tiene un impacto potencialmente significativo sobre
la estabilidad y la biodisponibilidad del producto final, es
esencial que se caractericen y entiendan los diferentes es-
tados energéticos de este.

La calorimetria diferencial de barrido permite la determi-
nacién de diagramas de fases entre formas polimérficas, y
la microcalorimetria isotérmica proporciona datos termo-
dinamicos y cinéticos criticos para la caracterizacion fisica
de compuestos de estado sélido y formulaciones de dosi-
ficacion sélida final. En conjunto, estos dos enfoques calo-
rimétricos son indispensables para ayudar a garantizar la
integridad, estabilidad y biodisponibilidad de los productos
farmacéuticos sélidos. m
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Edelflex continua
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afianzandose en la

Industria Farmaceéutica

Edelflex sigue apostando al sector farmacéutico, en donde
es referente en soluciones innovadoras de ingenieria para
el manejo de fluidos desde hace mas de una década, brin-
dado un Seminario exclusivo para la industria.

La capacitacion fue el marco ideal para comunicar la ad-
judicacion de un proyecto de gran envergadura que se
realizara para un reconocido laboratorio internacional, y
también para presentar un importante caso de éxito rea-
lizado durante 2016 para un laboratorio de biotecnologia
referente en la produccion de vacunas. En este escenario,
la jornada de actualizacién presento temas tedrico-técnicos
con un fuerte enfoque en aplicaciones especificas para el
sector: bombas, vélvulas, dispositivos de limpieza, inter-
cambiadores de calor, disefio de plantas higiénicas, homo-
geneizadores, clarificadoras y sistemas de automatizacion.
La capacitacién, organizada por Edelflex Argentina con el
apoyo de GEA Argentina, se llevd a cabo el dia jueves 7
de septiembre de 9 a 17:30 hs en la Camara Argentino-
Armenia (Av. Santa Fe 969 piso 2°, Capital Federal) y conto
con la participacion de 53 asistentes, entre ellos Directo-
res, Gerentes y Supervisores de diversas areas, pertene-
cientes a importantes
laboratorios.

En esta ocasién parti-
ciparon oradores de
Edelflex Argentina, GEA
Alemania, GEA Argenti-
nay Asistec. Asimismo,
el evento conté con la
presencia del Ing. Mi-
guel Harutiunian (Pre-
sident-CEO de Edelflex)
y Miguel Casares (Ge-
neral Director de GEA
Argentina).

edelflex

Acerca de Edelflex

Desde el afio 2004, Edelflex es referente en numerosas in-
dustrias como proveedor de componentes y sistemas para
el manejo de fluidos: son especialistas en soluciones de
transferencia térmica, asi como en disefio, ingenieria, mon-
taje y puesta en marcha de plantas y sistemas automaticos,
semiautomaticos, fijos y moviles. Su diferencial radica en
el desarrollo de proyectos disefiados a medida en funcién
de los requerimientos del cliente, destacandose por su alto
grado de compromiso y ventaja tecnoldgica, integrando
componentes de marcas prestigiosas, innovando constan-
temente y ofreciendo soluciones de Ultima tecnologia. m

edeltraining@edelflex.com - www.edelflex.com
+54 11 4727-2000

Nuevo laboratorio
de apoyo de
emblistado

y estuchado

de formas
farmaceéuticas
solidas.

Urbex SRL

Quirno Costa 3137

ando, pcia. de Buenos Aires
Tel (54-11) 4725-0469
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Guillermo Fazio es
el nuevo presidente
de GS1 Argentina

GS1 Argentina, la organizacién global,
neutral y sin fines de lucro dedicada al dise-
flo e implementacion de estandares globa-
les y soluciones para mejorar la eficiencia
en todas las cadenas de valor, tiene nuevo
presidente.

A raiz de la dimision a ese cargo pre-
sentada por Alejandro Rodriguez, quien
renuncié para asumir en forma plena la
Gerencia de Planeamiento Estratégico y de
Proyectos de dicha entidad, el Ing. Guiller-
mo Fazio -quien hasta ese momento reves-
tia el cargo de Vicepresidente- se convirtié

Nuestros anunciantes

®

1

Argentina

El Lenguaje Mundial de los Negocios

Como quedd dicho, Alejandro Rodriguez
deja la Presidencia de GS1 Argentina y
asume la Gerencia de Planeamiento Estra-
tégico y de Proyectos de la Asociacion, en
la cual facilitara el desarrollo y ejecucién
de todos los proyectos de GS1 Argentina
en mejora de procesos para los mercados
de Consumo Masivo, Salud y Gobierno en
donde aportara toda su experiencia desa-
rrollada en las principales Compafiias de
Retail de Argentina.

Acerca de GS1 Argentina

en el nuevo presidente de GS1 Argentina. GS1 Argentina es una organizacién glo-

Guillermo cuenta con una larga trayecto- bal, neutral y sin fines de lucro conducida
ria en la industria del Retail donde liderd las areas de Supply por sus socios' dedicada especiﬂcamente al disefio e imp|e_
Chain, Logistica y Operaciones de reconocidas compafiias  mentacién de estandares globales y soluciones para me-
como Nestlé, Molinos, Coca-Cola y Operadores Logisticos  jorar la eficiencia y visibilidad a lo largo de toda la cadena
como Ryder y Tibbett & Britten, entre otros. Actualmente se de valor.

desempefia como Director de Supply Chain y Operaciones A nivel mundial, GS1 cuenta con una red de Organizacio-
para la Region Plata de Nestlé, y como Vicepresidente de  nes Miembros en mas de 110 paises que brindan servicio
GS1 Argentina. a mas de un millén de compafiias asociadas. En Argenti-

“Estoy altamente motivado a tomar el desafio de liderar la na, cumple 30 afios trabajando activamente para mas de
Comisién Directiva de GS1 Argentina, para continuar creciendo 18.500 empresas asociadas facilitando la colaboracién en-
Jjunto a la organizacién y demostrar que todas las soluciones  tre socios comerciales con el objetivo de resolver, en forma
estdndar de GS1, como Identificacion, Trazabilidad, Catalogo  conjunta, los desafios de negocio y de capitalizar todas las
y Comercio Electrénico son clave para las distintas unidades oportunidades de mejora que se presenten. m
de negocio de diversos sectores e industrias, para simplificar
las etapas operativas, reducir costos y mejorar la eficiencia y
el servicio hacia sus clientes”, comenté el Ingeniero Fazio. www.gs1.org.ar

Junto a la Industria Farmacéutica para lagrar una apnma comunicacion

Consultorfa en Comunicacion e fma;eq Diseno b - fia publicitaria
Gestion Integral de Medios - A Te 2568 esarrollo de Contenmidos
Posi .

a ' m a Disefio de Imagen Corporativa y
Gestion Integral de Medios

de medios

www.almazendemedios.com.ar (011) 4790-9834
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SCHOTT establece estandares
de control de calidad sin

SCHOTT

glass made of ideas

precedentes para tubos

farmaceéuticos

Las nuevas especificaciones técnicas de desempeiio refuerzan
la meta de producir tubos de vidrio con “cero defectos”

SCHOTT, empresa de tecnologia global que ofrece
envases de vidrio Tipo | y de polimero COC para medi-
camentos parenterales para la industria farmacéutica,
presentd sus nuevas especificaciones técnicas para tu-
bos FIOLAX® transparentes y ambar que alcanzan es-
tandares de control de calidad sin precedentes. Apro-
vechando el Big Data, a través de la implementacion del
sistema perfeXion™, SCHOTT ha pasado de un proceso
estadistico de control de calidad basado en muestras a
uno que inspecciona el 100% del tubo. Como resultado,
la compafiia ahora ofrece un producto aun mejor con
auditabilidad y trazabilidad superiores para la industria
farmacéutica. Estas mejoras estan basadas en las nuevas
especificaciones de la empresa y, por lo tanto, son visi-
bles para los clientes.

Los nuevos estadndares técnicos son la culminacién de
afos de investigacion interna sobre el desarrollo de la
medicion de geometria de los tubos, adecuada para un
ambiente de produccion acelerado como el de SCHOTT.
El tubo, usado para viales, jeringas, cartuchos y ampollas,
ahora puede producirse con una calidad ain mejor desde
el inicio, incluso para parametros tales como el diametro
interior, que anteriormente eran dificiles de medir. Tam-
bién, al mejorar la medicion de las caracteristicas visua-
les de calidad, SCHOTT puede ofrecer especificaciones
individuales adaptadas aun mas a las necesidades de los
clientes.

“En 1988, SCHOTT se convirtid en el primer fabricante
en publicar especificaciones exactas de importantes pro-
ductos farmacéuticos de tubos de vidrios y, continuamos
construyendo ese legado de ser referentes en estandares
de calidad en la industria”, dice Dr. Patrick Markschlaeger,
Vicepresidente Ejecutivo de Negocios de la Unidad de tu-
bos de SCHOTT. “Esta actualizacién es una prueba de que
SCHOTT continta comprometido con el proceso de mejora
y excelencia en el mercado.”

En las nuevas especificaciones, las tolerancias para los
didmetros externos e internos y el grosor de la pared se
han ampliado para incluir ahora medidas precisas de circu-
laridad, revestimiento y rectitud. Ademas, se han eliminado
por completo las restricciones de longitud minima para el
diametro exterior y la tolerancia de desviaciones del grosor
de la pared, se ha reducido el ancho maximo permitido de
0,1 mm a 0,08 mm y se ha afiadido por primera vez un per-
fil extraible para la composicién del vidrio.

SCHOTT también implementd una tolerancia de “cero
defectos” para los siguientes criterios:

* Ancho maximo de 0,08 mm

* Aumento de la longitud dependiendo de la aplicacion

» Rayaduras

* Orificio de ventilacion cerrado o ausente DENSOCAN® y
sus dimensiones

Estos estandares se logran por medio de perfeXion™,
que utiliza camaras y laseres de ultima generacion para
detectar posibles defectos a los largo de la linea de produc-
cién, generando mas de 100 mil etiquetas de datos por mi-
nuto y alimentandolos en una base de datos de produccién
en tiempo real. El proceso permite a SCHOTT automatizar
la inspeccidn del 100% de los tubos, generando datos valio-
Sos para potenciales mejoras.

“Las empresas farmacéuticas ponen a sus pacientes en
primer lugar, garantizando productos de alta calidad”, dice
el Dr. Markschlaeger. “Les debemos el mismo nivel de de-
dicacién para promover mejoras contantes desde el inicio
de la cadena de valor.”

Acerca de SCHOTT

SCHOTT es un grupo internacional de tecnologia lider
en las areas de vidrio especial y vitroceramica. La empresa
cuenta con mas de 130 afios de experiencia en el desarro-
llo de materiales y tecnologia; y ofrece una de productos de
alta calidad y soluciones inteligentes. SCHOTT es un facilita-
dor innovador para muchas industrias, dreas de aplicacion
de tecnologias para el hogar, farmacéutica, electrénica, 6p-
tica, industria automotriz y de aviacién. SCHOTT se destaca
por desempefiar un papel importante en la vida de todos
y esta comprometida con la innovacion y el éxito susten-
table. El grupo mantiene una presencia global con plantas
de produccién y oficinas de ventas en 34 paises. Con una
plantilla de aproximadamente 15.000 empleados, se ge-
neraron ventas por EUR 1,99 mil millones en el afo fiscal
2015/2016. SCHOTT AG Tiene su sede en Mainz, Alemania,
y es propiedad exclusiva de la Fundacién Carl Zeiss. Como
empresa fundadora, SCHOTT asume una responsabilidad
especial por sus colaboradores, por la sociedad y por el
ambiente. m

www.schott.com
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Investigar virus altamente

sartorius

patogenos mediante pseudotipos

de virus

La influencia del agua ultrapura en la calidad de los datos

De 2013 a 2016 en Africa occidental fallecieron mas de 11.000 personas por infeccién del virus del Ebola.
Esta uGltima epidemia muestra lo peligrosos que pueden ser los nuevos virus. Utilizando pseudotipos de
virus se puede examinar facilmente la entrada de estos virus en las células. Lea la importancia, entre
otras cosas, de la calidad del agua ultrapura para la produccién de estos pseudotipos de virus.

Dr. Markus Hoffmann, Mahmoud Tarek Elzayat, Departamento de
Biologia de las Infecciones, Deutsches Primatenzentrum GmbH,

Leibniz-Institut fur Primatenforschung, Gottlngen

Dr. ElImar Herbig, Sartorius Lab Instruments GmbH & Co. KG, Géttingen

Los nuevos virus, llamados virus emergentes, constitu-
yen un peligro para la salud de las personas que no ha de
ser subestimado. Entre otros, se trata de virus que han
adquirido la capacidad de infectar también a seres huma-
nos por un cambio natural en el genoma patdégeno o como
consecuencia de la transmisién entre diferentes especies
de animales . Estas infecciones a menudo conducen a en-
fermedades graves o incluso a la muerte, ya que el sistema
inmunolégico humano no es capaz de luchar contra paté-
genos desconocidos (literatura adicional, ?).

Hay varios factores que favorecen la aparicién de nuevos
virus 3. Estos incluyen factores ecolégicos como la tala de
bosques (para la urbanizacién de nuevas areas) y también
nuestro estilo de vida (movilidad mundial), asi como el co-
mercio global. Por tanto, la pérdida de habitat aumenta la
probabilidad de que personas, animales domésticos y de

Tabla 1: Brotes de nuevos virus

granja convivan de forma imperceptible y con ello, entren
en contacto especies de animales que no suelen coincidir,
asi como los virus naturales para ellos. Ademas, las circuns-
tancias de una sociedad globalizada (aumento de la movili-
dad de las personas) permiten la propagacién mundial de
los patégenos, a veces incluso antes de que aparezcan los
primeros sintomas de la enfermedad.

En los ultimos 100 afios han habido varios registros de
nuevos virus en la poblaciéon humana, lo que ha dado lugar
a epidemias locales o brotes mundiales (pandemias) (ver
tabla 1). En especial, el virus del Ebola ha atraido la aten-
cion mundial en los dltimos afios. La epidemia del virus del
Ebola de Africa occidental con mas de 11 000 victimas mor-
tales ha mostrado de una manera alarmante el riesgo que
suponen los nuevos virus “.

Debido a su alta patogenicidad y a la falta de vacunas o

Brote
Enfermedad Virus BSL
Afio Lugar’ Tipo Casos Muertes?
. < VirusAdela 1918 ) )
?
Gripe espafiola Gripe (H1N1) hasta 1920 Pandemia ? >20 Mill. 3
) - Virus Adela 1956 ) )
? -
Gripe asiatica Gripe (H2N2) hasta 1958 sudoriental Pandemia : 1-2 Mill 3
Sindrome 2002
respiratorio agudo SARS-CoV hasta 2004 sudoriental Pandemia 8096 774 3
severo
Oriente Medio .
Sindrome MERS-CoV 2012 hasta Peninsula | £ idemia 1806 643 3
: ; la actualidad Ardbiga
respiratorio
Virus del Ebola ) . 2013 Africa —_
Enfermedad Virus del Ebola hasta 2016 occidental Epidemia 28616 11310 4

Abreviaturas: BSL, nivel de bioseguridad (biosafety level); Mill., Million; SARS-CoV, Sindrome Respiratorio Agudo Severo por Coronavirus (Severe
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus); MERS-CoV, Sindrome Respiratorio por Coronavirus de Oriente Medio (Middle East Respiratory Syndrome
Coronavirus); 1: Lugar de la primera infeccién; 2: Nimeros basados en a)CDC, (https://www.cdc.gov/) y ProMEDmail (http://www.promedmail.org/);
b)Britannica (https://www.britannica.com/event/ Asian-flu-of-1957); c)OMS, (http://www.who.int/en/); d)A partir de 12.5.2017; e)Clasificacién ZKBS
(Comisién central para la seguridad biolégica, http://apps2.bvl.bund.de/organismen/organisms.jsf)
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de farmacos especificos, la investigacion de nuevos virus
se restringe a menudo a laboratorios de alta seguridad con
niveles de bioseguridad (BSL, biosafety level) 3y 4 (tabla 1).
En particular el trabajo en laboratorios BSL 4 es extremada-
mente laborioso, caro y solo es posible en algunos lugares,
por lo que es dificil lograr rapidos avances cientificos en
la caracterizacion de patégenos y el desarrollo de agentes
antivirales.

En este contexto los pseudotipos de virus son una posi-
bilidad atractiva para investigar de forma segura y eficien-
te la entrada a las células de virus altamente patdgenos.
Esto es posible porque no se analiza el patégeno completo,
sino solo los componentes que intervienen en la entrada
a la célula, las proteinas de la envoltura. Estas son la clave
de la entrada del virus en la célula. En los pseudotipos de
virus, las proteinas de la envoltura de agentes altamente
patdgenos se insertan en un virus portador (pseudotipado)
que no es capaz de reproducirse de forma independien-
te. Sistemas generalizados para pseudotipado basados en
rhabdovirus (p. ej. vesicular stomatitis virus = virus de la
estomatitis vesicular, VSV, Figura 1) y retrovirus.

Figura 1: Produccién de pseudotipos VSV
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1.) Entrada en la célula del VSV transcomplementado en VSV G en la pro-
tefna de la envoltura de las células experimentales. 2.) Neutralizacién
del exceso de virus. 3.) Cosecha de pseudotipos VSV que llevan en su
membrana la proteina de la envoltura a examinar.

El objetivo de este estudio fue verificar sila entrada en la
célula a través de la proteina de la envoltura de pseudoti-
pos de virus se refleja en la entrada de virus intactos. Ade-
mas se comprobd qué impacto tiene el grado de pureza de
los reactivos empleados, en este caso del agua de labora-
torio utilizada, en la fabricacién de pseudotipos de virus.

Material y métodos

Cultivo celular, plasmidos de expresiony
transfeccién

Las células HEK-293T, MDCKIl y Vero E6 se incubaron a
37° Cy 5 % de CO, en medio Eagle modificado de Dul-
becco con un 10 % de suero fetal de terneray un 1 % de
solucién de penicilina-estreptomicina. Para el subcultivo y

la siembra se lavaron las células con solucion salina tam-
ponada con fosfato (PBS) y se incubaron con solucion de
tripsina-EDTA.

Para la fabricacién de pseudotipos VSV se utilizaron
pladsmidos para la expresion de las siguientes proteinas
de la envoltura viral: Glicoproteina VSV (VSV G), glicopro-
tefna del virus del Ebola, (EBOV GP), glicoproteina spike del
sindrome respiratorio de Oriente Medio por coronavirus
(MERS-CoV S), hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA)
del virus A de la gripe responsable de la “gripe espafiola”
(HIN1(1918)). Ademas se usé un plasmido de expresion
para la dipeptidil peptidasa 4 (DPP4). Como control se uti-
lizaron pladsmidos de expresion vacios. La transfeccion de
las células HEK-293T se realiz6 por precipitacion de fosfato
de calcio preparando todas las soluciones y tampones con
agua desmineralizada o con agua ultrapura arium pro VF
de Sartorius.

Preparacion del agua ultrapura

El agua ultrapura arium pro VF utilizada se preparé como
se describe en Nitzki y Herbig (2013) °. Tiene un contenido
TOC (total organic carbon = carbono organico total) de has-
ta <2 ppby una conductividad de 0,055 pS/cm (equivalente
a una resistencia de 18,2 MQ x cm) compensada a 25° C.

ESPIRAL de CALIDAD

GONSULTORIA'Y CAPACITACION EN CONTROL DE CALIDAD

@ CAPACITACIONES @ MEJORAS EN LOS PROCESDS
@ CALIFICACIONES Y VALIDACIONES @ AUDITORIAS
@ DOCUMENTACION @ ASUNTOS REGULATORIDS

“ Estamos para asesorarlo en lo
que su empresa necesita y
acompanarlo en el cumplimiento
de sus objetivos de calidad.”

Director Néstor Oscar Aversa
Ingeniero Certificado en Calidad ASQ

www.espiraldecalidad.com
nestor.aversa@espiraldecalidad.com

@ (54) 11 4896-2036 @ (54)-301-4375-0112
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Produccién de pseudotipos VSV

Para la fabricacion de pseudotipos VSV se utilizé un
VSV recombinante fabricado que no se puede replicar
por si mismo porque en su genoma la informacién para
la VSV G fue reemplazada a través de un gen reportero
por una proteina verde fluorescente (GFP) y una lucifera-
sa de luciérnaga (fLUC). Para la multiplicacion de este virus
(VSV*AG-fLUC), la VSV G debe ser proporcionada in trans (p.
ej. mediante la transfeccién de un plasmido de expresién).
La fabricacién de los pseudotipos VSV se realizé como se
describe en Hoffmann et al. (2016) °.

Pretratamiento de células diana con sialidasa o
inhibidores

Para eliminar el acido sialico terminal de las glicoprotei-
nas y glicolipidos de la membrana celular, se trataron cé-
lulas MDCKII con 200 mU de sialidasa recombinante. Para
probar si la entrada en la célula por medio de proteinas de
la envoltura de pseudotipos VSV depende de la acidez del
pH y de la actividad de las cisteina proteasas celulares, se
incubaron células Vero E6 con 50 nM de bafilomicina A1 o
50 pM de E-64d. Los productos quimicos utilizados se dilu-
yeron en el medio de cultivo celular. La incubacién se llevé
a cabo durante 2 h a 37 °Cy un 5 % de CO,. Se utilizaron
como control células no tratadas.

Estudio de la entrada en la célula a través de
proteinas de la envoltura

Se incubaron las células diana durante 1 h con pseudoti-
pos VSV antes de lavarse con PBS y se volvieron a incubar
de 16 a 20 h con medio de cultivo celular. A continuacién
se lisaron las células con tampén de ruptura de luciferasa
y se midi6 la actividad de la luciferasa en los lisados celu-
lares como medida de eficiencia de la entrada en la célula
mediante la proteina de la envoltura con ayuda de kits co-
merciales en un quimioluminémetro.

Resultados

Se sabe que el sindrome respiratorio de Oriente Medio
por coronavirus ((Middle East respiratory syndrome coro-
navirus = MERS-CoV, antiguamente coronavirus humano
EMC = hCoV-EMCQ)) se une a la superficie celular por la in-
teraccion de la glicoproteina spike viral (S) con la proteina
de la membrana celular dipeptidil peptidasa 4 (DPP4)y a
continuacién consigue entrar en la célula ’. Para compro-
bar si esto se aplica también en el contexto de pseudotipos
VSV, se transfirieron las células diana con un vector de ex-
presion para DPP4 o plasmidos de expresion vacios (sin re-
ceptor). Como se esperaba, la expresion de DPP4 condujo
a una entrada en la célula significativamente reforzada de
los pseudotipos VSV, cuando se usé6 el MERS-CoV S en su
envoltura (figura 2A).

Para entrar en la célula, el virus A de la gripe, el causan-
te de las enfermedades de la gripe, necesita estructuras de
azucar llamadas acidos sialicos que se encuentran como
modificaciones naturales de proteinas de la membrana ce-
lular y lipidos (literatura adicional #). Para comprobar si la
instalacion de la proteina de la envoltura del virus A de la
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Figura 2: Entrada en la célula de los pseudotipos de virus
dependiente del receptor.
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(A) Se utilizaron pseudotipos VSV con proteina de la envoltura VSV
G o MERS-CoV S para inocular células HEK-293T que se transfectaron
previamente con un vector vacio (sin receptor) o con un plasmido de
expresion para la dipeptidil peptidasa humana 4 (DPP4). (B) Se utilizaron
pseudotipos VSV con proteina de la envoltura VSV G o HIN1(1918) HA/
NA para inocular células MDCKII que o no habian sido tratadas o se tra-
taron previamente con sialidasa. La eficiencia de la entrada en la célula
se determind y normalizé mediante la cuantificacién de la actividad de
la luciferasa codificada viralmente. Ademas se confirmé la significacion
estadistica de los datos mediante el test t (*: p < 0,05).

gripe en pseudotipos VSV también depende del acido sialico
para la entrada en la célula, se utilizaron pseudotipos VSV
con HINT (H1N1(1918)) HA/NA y se eliminé el acido sidlico
de la superficie celular de las células diana enzimaticamente.
Como se esperaba, la eliminacion del acido sialico dio como
resultado una reduccion drastica de la entrada en la célu-
la de los pseudotipos VSV que llevaban HIN1 (H1N1(1918))
HA/NA en su envoltura (figura 2B). Esto demuestra que los
pseudotipos de virus representan correctamente la entrada
en la célula del auténtico virus A de la gripe.

La activacién de la glicoproteina del virus del Ebola
durante la entrada en la célula depende del valor de pH
y necesita la actividad de cisteina proteasas

La glicoproteina del virus del Ebola (EBOV GP) esta com-
puesta por una elevada concentracion de estructuras de
azucar que protegen el virus probablemente antes de su
deteccién eficiente por el sistema inmunolégico humano®.
Sin embargo, durante la entrada a la célula se debe elimi-
nar la parte del EBOV GP que lleva una gran parte de mo-
dificaciones de azucar '°. Esto sucede a través de las cistei-
na proteasas celulares "', que se localizan en las vesiculas
endosomales y solo estan activas cuando predomina el pH
acido.
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Figura 3: Entrada en la célula de los pseudotipos de virus
dependiente del valor de pH.
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Los pseudotipos con proteinas de envoltura VSV G o EBOV GP se uti-
lizaron para inocular células Vero E6 que fueron tratadas previamente
con bafilomicina A1 (A) o E-64d (B) (se utilizaron como control las células
no tratadas). La eficiencia de la entrada en la célula de los pseudotipos
de virus se determin¢ a través de la cuantificacion de la luciferasa codi-
ficada viralmente y la normalizacién de los datos resultantes. Ademas
se confirmé la significacién estadistica de los datos mediante el test t
(*: p<0,05).

A continuacién se comprob6 si la entrada de pseudo-
tipos VSV mediante EBOV GP depende también de la ac-
tividad de las cisteina proteasas celulares y de un valor
de pH acido. Para ello, se produjeron pseudotipos que
llevaban EBOV GP en su envoltura y posteriormente se
inocularon en las células diana que se incubaron pre-
viamente con bafilomicina A1 (previene la acidificacién
de los endosomas mediante el bloqueo de la bomba de
protones) o con un inhibidor de las cisteina proteasas (E-
64d). De esta manera se pudo demostrar que la entrada
en la célula mediante EBOV GP también depende, en el
contexto de los pseudotipos VSV, de un ambiente acido
(figura 3A) y de la actividad de las cisteina proteasas (fi-
gura 3B). Ademas se pudo mostrar que el tratamiento
con E-64d bloquea especificamente la entrada a la célu-
la a través de EBOV GP porque, aunque los pseudotipos
VSV con VSV G en su envoltura necesitan un pH acido
para entrar en la célula, este proceso es independiente
de las cisteina proteasas.

El grado de pureza del agua utilizada afecta a la
calidad de los pseudotipos VSV

Dado que se demostré en experimentos anteriores que
los pseudotipos VSV representan un modelo apropiado

para examinar la entrada en la célula de virus altamente
patégenos, solo queda aclarar la influencia que tiene el
grado de pureza del agua utilizada en la calidad de los
pseudotipos VSV. Durante la fabricacién de los pseudo-
tipos VSV se utilizaron diferentes tampones y soluciones
que en Ultima instancia se mezclaron todos con agua.
Debe tenerse en cuenta que el agua no es solo agua, sino
que se distinguen diferentes grados de pureza para el uso
en el laboratorio.

Para comprobar si el uso de agua ultrapura significa un
aumento en la calidad de los pseudotipos VSV, se produ-
jeron dos lotes de pseudotipos VSV en un experimento
paralelo: Un lote se prepard con agua desmineralizada
extraida del agua corriente (conductividad de 3,7-4,1 pS/
cm a 19 °C) como base para producir todas las soluciones
y tampones, mientras que el otro lote se generé con so-
luciones y tampones con base de agua ultrapura arium
pro VF (conductividad 0,055 pS/cm compensada a 25 °C).
Como proteinas de la envoltura se estudiaron tanto EBOV
GP como MERS-CoV S. Tras la produccién paralela de los
pseudotipos VSV bajo condiciones de incubacion idénti-
cas, se inocularon las células diana y se cuantifico la en-
trada en la célula de los pseudotipos VSV a través de la
proteina de la envoltura.

Mediante esta configuracién experimental se pudo de-
mostrar que la entrada en la célula (tomada como parame-
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Figura 4: El grado de pureza del agua utilizada afecta a la
calidad de los pseudotipos de virus
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Los pseudotipos VSV con proteina de la envoltura EBOV GP o MERS-
CoV S se produjeron utilizando tampones y soluciones con base de agua
desmineralizada (AD) o agua ultrapura arium® pro VF y se utilizaron
para inocular células Vero E6. La eficiencia de la entrada en la célula
de los pseudotipos de virus se determiné a través de la cuantificacién
de la luciferasa codificada viralmente y la normalizacién de los datos
resultantes. Ademas se confirmé la significacién estadistica de los datos
mediante el test t (*: p < 0,05).

tro de calidad) de los pseudotipos VSV que se produjeron
con soluciones y tampones con agua ultrapura arium® pro
VF como base, fue significativamente mayor en compara-
cion con los que se produjeron utilizando agua desminera-
lizada (figura 4).

Discusion

Durante este estudio se produjeron pseudotipos de vi-
rus basados en virus de la estomatitis vesicular (VSV) sin
capacidad de replicacién y se examinaron proteinas de
la envoltura de diferentes virus altamente patotenos. Se
pudo demostrar que la entrada en la célula se efectua uti-
lizando moléculas receptoras idénticas y un proceso bio-
quimico tal y como se describe para los virus auténticos.
Ademds se ha comprobado que el uso de agua ultrapura
durante la fabricacién de pseudotipos VSV conlleva una
optimizacion del proceso. Las investigaciones futuras de-
berian tener como objetivo aclarar lo siguiente: ;Lo que
hace mas eficiente la entrada en las células es un aumento
en la produccion de pseudotipos VSV o una mejora en la
estabilidad de los pseudotipos? Se pueden hacer conjetu-
ras, por ejemplo, sobre si la ausencia de sales, proteasas
o lipasas al utilizar agua ultrapura aumenta la estabilidad
de los pseudotipos VSV.

En general se puede decir que los pseudotipos de vi-
rus son herramientas importantes para el estudio de
la entrada en las células de virus altamente patégenos.
Puesto que la investigacidén de virus altamente patége-
nos a través de pseudotipos de virus no esta restringida
a niveles de seguridad en el laboratorio BSL 3y 4, pue-
den estar implicadas un mayor nimero de instituciones
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cientificas, lo cual supone un menor tiempo de desa-
rrollo de la caracterizacion de la entrada en la célula
de nuevos patdgenos y de procedimientos de deteccion
apropiados o estrategias antivirales (medicamentos, va-
cunas). El gran esfuerzo de trabajo en los laboratorios
de alta seguridad (p. ej. trajes protectores de cuerpo
completo), el alto coste y las limitaciones asociadas (p.
ej. falta de acceso a los aparatos que no estan directa-
mente en el laboratorio de alta seguridad) se reducen
mediante el uso de pseudotipos. Ademas, en compara-
cion con los auténticos virus altamente patogenos, el
uso de pseudotipos de virus minimiza el riesgo de infec-
cion del personal de laboratorio por exposicion involun-

taria y por lo tanto representa un aspecto significativo
en la seguridad.

Una optimizacién del proceso de fabricacion, p. ej. a tra-

vés del uso de reactivos de alta pureza, en particular del
agua, puede mejorar ademas la sensibilidad de los siguien-
tes métodos de ensayo, aumentar la cantidad de produc-
cién y por lo tanto reducir los costes de fabricacion.

Agradecimientos

Un agradecimiento especial de los autores al Sefior Prof.

Dr. P6hlmann por su asistencia en el trabajo, la revisién
del manuscrito, asi como la discusién constructiva sobre
eltema. m

Bibliografia

1

Li, W. et al.: “Animal origins of the severe acute respiratory syndrome coronavirus: In-
sight from ACE2-S-protein interactions”, Journal of Virology, Vol. 80, pag. 4211-4219,
2016

Mandl, J. et al.: “Reservoir host immune responses to emerging zoonotic viruses”, Cell,
Vol. 160, pag. 20-35, 2015

Morse, S. S.: “Factors in the emergence of infectious diseases”, Emerging Infectious
Diseases, Vol. 1, pag. 7-15, 1995

Shiwani, H. A. et al.: “An update on the 2014 Ebola outbreak in Western Africa”, Asian
Pacific Journal of Tropical Medicine, Vol. 10, pag. 6-10, 2017

Nitzki, F. y Herbig, E.: “In situ Hybridisierung — Die Bedeutung von Reinstwasser fiir
RNA Technologien”, GIT Labor-Fachzeitschrift 57. Vol. 3, 2013

Hoffmann, M. et al.: “The glycoproteins of all filovirus species use the same host fac-

tors for entry into bat and human cells but entry efficiency is species dependent”, PLoS
One, Vol. 11,2016

Raj, V. S. et al.: “Dipeptidyl peptidase 4 is a functional receptor for the emerging human
coronavirus-EMC”, Nature, Vol. 495, pag. 251-254, 2013

De Graaf, M. y Fouchier, R. A. M.: “Role of receptor binding specificity in influenza A
virus transmission and pathogenesis”, The EMBO Journal, Vol. 33, pag. 781-935, 2014
Cook, J. D.y Lee, J. E.: “The secret life of viral entry glycoproteins: Moonlighting in
immune evasion”, PLoS Pathogens, Vol. 9, 2013

White, J. M. y Schornberg, K. L.: “A new player in the puzzle of filovirus entry”, Nature
Reviews Microbiology, Vol. 10, pag. 317-322, 2012

Chandran, K. et al.: “Endosomal proteolysis of the Ebola virus glycoprotein is necessary
for infection”, Science, Vol. 308, pag. 1643-1645, 2005

Anuncian en este numero

@SAFYBI

ASOCIACION ARGENTINA DE FARMACIA
Y BIOQUIMICA INDUSTRIAL

2MS....o 39 D’AMICO

ACG - PHARMA PACK ... .4 DROMEX
AEROFARMA ..o 29 EDELFLEX

AKRIBIS ..o 47 EDYAFE
AKRIMET-............oooovviiinininnesc i 51 ESPIRAL DE CALIDAD
ALMAZEN DE MEDIOS.........cccovvvrrrnirniinnnne 64 ETICOR

ANDREANI FARMAWALL .................
APTAR PHARMA..........oovvriiiniiniininsninis 13 GRUPO GUIBA
ASISTHOS....................... S 19 GS1

CARPE SCHEIDER............oocviniiisiciiiinn: 49 HITEC

CAS INSTRUMENTAL........ooooniviininicicianns HOGNER
CATALENT........cerirrcnerreneer IBUTTON DEVICES
CENTRO DE ESTUDIOS CLINICOS IONICS
CIMA-SINOTEK........coovivriiirinciirissiciens 1 KIMS
COSTERIGROUP.............. .o 3 LAB SOLUTIONS

RET. TAPA [T[(GEIGZAuS NSO M ..., SR 7
15
35
40
................................. 67
8 ROEMMERS ....... o e s 7
RET. CONTRATAPA SARTORIUS....
69 SOLOMIIF S 2 -
33 SENSAPHONE .........coovvviiiiriiiiiiis 70
17 SINAX IS ... RO 57
11 TESTO ARGENTINA .....coocvviiiiniiriniiiis 27
26 URBANO / DIVISION PHARMA.... o Sl
5 URGEAGSSS.. ............. " SS————— 63
37
30

72 REVISTA SAFYBI

SEPTIEMBRE 2017



Salas limpias - Sistemas constructivos - Matriceria propia - Paneleria - Muebles - Puertas

RS .

aFarmaWall

Construyendo soluciones

Libertad 7675 - José Le6n Sudrez - Tel. (11) 4729-2719 www.farmawall.com



-3 sartorius

Amo migalanza de
laboratorio porque es tan
unica como Yo.

o _ _ #passionforscience
Cubis". La primera serie de balanzas

de laboratorio de diseno modular.

Combine su eleccion de pantalla, mddulo de pesaje y protector contra
corrientes. Personalicela con Q-Apps descargables e incluso cumpla con

futuros requisitos. Comparta su #passionforscience en

Sartorius Argentina - Tel. +54 (11) 4721 0505 - leadsarg@sartorius.com www.passionforscience.com

Pesaje | Agua de Laboratorio | Centrifugacion | Manejo de liquidos | Filtracion | Analisis Microbiologico | Servicios



