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RESUMEN 

En la presente Tesis Doctoral, se han desarrollado y puesto a punto estrategias analíticas 

comprensivas para evaluar distintos atributos críticos de la calidad de proteínas 

terapéuticas comerciales de naturaleza biotecnológica: anticuerpos monoclonales y 

proteínas de fusión-Fc, que posteriormente han sido empleadas en estudios de 

caracterización y estabilidad de las mismas en condiciones de uso hospitalario. Las 

proteínas estudiadas han sido: dos anticuerpos monoclonales, uno innovador u original, 

el infliximab, en su medicamento Remicade® (Janssen Biologics B.V) y otro biosimilar de 

este, el CT-P13, en dos medicamentos bioidénticos entre ellos, Inflectra™ (Pfizer Europe 

MA EEIG) y Remsima (Celltrion Healthcare Hungary Kft); y una proteína de fusión-Fc, el 

ziv-aflibercept, en su medicamento innovador Zaltrap® (Bayer AG). Estos medicamentos 

se encuentran entre los más usados a nivel mundial, y en particular, en los hospitales 

españoles, por lo que fueron seleccionados para llevar a cabo la investigación 

presentada en esta Tesis Doctoral.  

En el Capítulo I, se ha establecido un perfil indicador de la estabilidad fisicoquímica y 

funcional del anticuerpo monoclonal infliximab (Remicade®, medicamento innovador) y 

de su biosimilar CT-P13 (Remsima™ e Inflectra™, medicamentos bioidénticos), haciendo 

uso de un conjunto de técnicas analíticas: cromatografía de exclusión molecular con 

detección ultravioleta acoplada a espectrometría de masas en modo nativo (SE/UHPLC-

UV(native)MS(Orbitrap)), para estudiar el perfil de oligómeros y de isoformas en estado 

nativo; dispersión dinámica de la luz (DLS), para estudiar el particulado de las 

disoluciones; espectropolarimetría de dicroísmo circular (DC) en el UV lejano, para 

estudiar las estructuras secundarias, incluido el porcentaje presente de las mismas; 

espectroscopia de fluorescencia intrínseca de triptófanos, para estudiar la estructura 

terciaria, el plegamiento o desplegamiento de la proteína; cromatografía líquida en fase 

reversa con detección ultravioleta (RP/UHPLC-UV), para cuantificar las proteínas, y ELISA 

indirecto, para estudiar la funcionalidad. Esta metodología fue puesta a punto y validada 

sometiendo las disoluciones de los medicamentos a distintas condiciones de 

degradación acelerada y controlada como temperatura elevada, luz visible, ciclos de 

congelación/descongelación, dilución en medio hipertónico de NaCl y dilución en 



RESUMEN 
 

14 
 

disolución desnaturalizante fuerte como control negativo (cloruro de guanidinio). Los 

objetivos de dicho estudio fueron comparar la estabilidad frente a la degradación y la 

estabilidad de disoluciones clínicas de los medicamentos, así como validar los propios 

métodos como indicadores de la estabilidad, al ser capaces de detectar las 

modificaciones provocadas en las proteínas y sus disoluciones. Los resultados del 

presente trabajo demostraron que infliximab y CT-P13 se degradan de manera muy 

similar, presentando, ambos, niveles similares en cuanto a formación de agregados, 

variación estructural, y modificaciones químicas. Las disoluciones clínicas de ambos 

anticuerpos monoclonales demostraron estabilidad fisicoquímica y funcional durante un 

periodo mínimo de 14 días (el periodo de tiempo estudiado) independientemente de la 

concentración: 10.0, 2.0 y 0.4 mg/mL, y el material de almacenamiento (viales de vidrio 

o bolsas de poliolefina). En el caso de los estudios mediante ELISA, la funcionalidad de 

infliximab y CT-P13 se mantuvo durante 60 días. 

En el capítulo II, se muestran los resultados de un estudio conformacional comprensivo 

llevado a cabo en la proteína de fusión-Fc ziv-aflibercept (Zaltrap®, medicamento 

innovador). El objetivo aquí, fue evaluar el impacto de la manipulación hospitalaria 

sobre su estabilidad fisicoquímica y funcional, además de la propia caracterización de la 

proteína, hecho en sí mismo de interés, ya que no hay prácticamente datos analíticos 

publicados sobre esta compleja proteína. Para ello, disoluciones del medicamento 

fueron sometidas a distintas condiciones de degradación acelerada y controlada como 

temperatura elevada, ciclos de congelación/descongelación, exposición a luz visible, 

variación del pH de la disolución, dilución en un medio hipertónico de NaCl y dilución en 

un medio desnaturalizante fuerte, empleado este como control negativo (cloruro de 

guanidinio). Posteriormente, se llevó a cabo una caracterización fisicoquímica y 

funcional, que ha permitido evaluar la formación de oligómeros y particulado 

(cromatografía de exclusión molecular con detección ultravioleta (SE/HPLC-DAD) y 

dispersión dinámica de la luz (DLS), detectar cambios en las estructuras secundarias y 

terciarias (espectropolarimetria de dicroísmo circular (DC) en el UV lejano y 

espectroscopia de fluorescencia intrínseca de triptófanos, así como detectar 

alteraciones en la funcionalidad (mediante ELISA indirecto). De esta investigación se 

extrae que la agregación es la vía de degradación más importante en esta proteína, 
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habiéndose detectado en la mayor parte de las disoluciones sometidas a estreses 

controlados. Se han detectado dímeros (muestras sometidas a la acción de la luz visible) 

y agregados de alto peso molecular (detectados principalmente en las muestras 

sometidas a un aumento de la temperatura). A estos últimos se les ha atribuido 

estructuras de tipo β-amiloide, hecho que fue confirmado por técnicas complementarias 

como distintos ensayos de unión (ensayo de tioflavina T y Congo Red) y microscopia de 

transmisión de electrones (TEM, Transmision Electron Microscopy). Este tipo de 

estructura ha sido puesta de manifiesto por vez primera en este trabajo, y es distintiva 

de esta proteína de fusión, ya que no se ha detectado en otras proteínas terapéuticas 

basadas en IgG. En cuanto a las estructuras secundarias, estas se mantuvieron 

inalteradas salvo en las muestras sometidas a la acción del cloruro de guanidinio. Las 

estructuras terciarias se vieron afectadas en distinto grado (principalmente por 

aumento de la temperatura, exposición a la luz visible y acción del cloruro de guanidinio, 

salvo en las muestras sometidas a ciclos de congelación/descongelación. Por último, la 

funcionalidad se mantuvo en general, observándose sólo una disminución significativa 

en muestras estresadas por luz. 

En el capítulo III, se muestran los resultados de un estudio de estabilidad en el tiempo 

de disoluciones clínicas de ziv-aflibercept (Zaltrap®, medicamento innovador). El 

objetivo fue evaluar la estabilidad fisicoquímica y funcional de disoluciones clínicas del 

mismo, preparadas y almacenadas en condiciones de uso hospitalario, esto es, en bolsas 

de poliolefina a las concentraciones intermedia (4mg/mL) y baja (0,6 mg/mL), que 

vienen indicadas en su correspondiente ficha técnica para ser administradas por vía 

intravenosa a los pacientes. El estudio de estabilidad se llevó a cabo en condiciones de 

oscuridad durante 14 días, almacenadas las muestras refrigeradas a 2-8ºC. En esta 

investigación, quedó demostrada la estabilidad fisicoquímica y funcional de dichas 

disoluciones durante el periodo de tiempo estudiado, en cuanto a formación de 

oligómeros y particulado (mediante cromatografía de exclusión molecular con detección 

ultravioleta (SE/HPLC-DAD) y dispersión dinámica de la luz (DLS); cambios en las 

estructuras secundarias y terciarias (espectropolarimetria de dicroísmo circular (DC) en 

el UV lejano y espectroscopia de fluorescencia intrínseca de triptófanos); cambios en el 

perfil de variantes de carga (cromatografía líquida de intercambio catiónico fuerte con 
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detección ultravioleta (SCX/UHPLC-UV), y funcionalidad (mediante evaluación de la 

actividad biológica por ELISA indirecto). 

  



HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 

17 
 

HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

Hipótesis 

Los anticuerpos monoclonales y proteínas de fusión-Fc terapéuticos se 

presentan como una clase de biofármacos novedosa y eficaz, con unas características 

singulares y diferentes a las de los fármacos de síntesis química. Su naturaleza proteica, 

así como sus métodos de producción, los convierten en agentes terapéuticos frágiles y 

costosos. A pesar de estar actualmente bien establecidos en el tratamiento de 

enfermedades graves y de amplia difusión como el cáncer o distintos trastornos 

autoinmunes entre otras, sigue habiendo una gran preocupación en cuanto a su 

estabilidad, la cual es fundamental para que el biofármaco sea seguro y eficaz. Estas 

macromoléculas terapéuticas son muy sensibles a la degradación física y química, 

pudiendo sufrir modificaciones durante su desarrollo, producción, transporte, 

almacenamiento y administración al paciente. En general, los laboratorios 

farmacéuticos no suelen garantizar a las preparaciones hospitalarias estabilidades 

superiores a 24 h. Debido al elevado coste de estos medicamentos, y al excedente diario 

-ya que muchos de ellos se administran por peso de paciente- que es desechado debido 

al corto periodo de uso indicado por el laboratorio fabricante para las preparaciones 

farmacéuticas de uso clínico, así como para el sobrante del propio medicamento, se 

plantea que una extensión en el uso de las preparaciones farmacéuticas y de los propios 

sobrantes supondría un ahorro significativo a los sistemas sanitarios, consiguiendo una 

mayor eficiencia de los tratamientos.  

Por tanto, el disponer de datos rigurosos sobre la estabilidad de los sobrantes de 

estos medicamentos y de sus preparaciones farmacéuticas en condiciones de uso 

clínico, tanto del impacto de su manipulación hospitalaria así como de su posibilidad de 

extender el tiempo de uso indicado por el laboratorio farmacéutico, beneficiaría a la 

sostenibilidad de los Sistemas Sanitarios Públicos, ya que mejoraría la eficiencia de los 

tratamientos que emplean estos medicamentos de gran impacto en las facturas 

farmacéuticas nacionales. 

En base a esta hipótesis se plantean los siguientes objetivos. 
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Objetivos 

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral es desarrollar estrategias 

analíticas comprensivas, esto es, determinar el perfil indicador de la estabilidad de 

medicamentos biotecnológicos (anticuerpos monoclonales y proteínas de fusión-Fc), 

que permita evaluar su estabilidad fisicoquímica y funcional para resolver problemas 

reales en ámbito hospitalario, como es evaluar la extensión de uso de los sobrantes y de 

sus preparaciones farmacéuticas, además de evaluar el impacto de la manipulación 

hospitalaria sobre los mismos. Se han seleccionado tres proteínas terapéuticas 

comerciales para su estudio: el anticuerpo monoclonal infliximab (Remicade®, 

medicamento innovador), su biosimilar CT-P13 (Remsima™ e Inflectra™, medicamentos 

bioidénticos) y la proteína de fusión-Fc ziv-aflibercept (Zaltrap®, medicamento 

innovador). Estas proteínas terapéuticas han sido seleccionadas en base a su amplio 

consumo a nivel hospitalario, por lo que son ampliamente manipuladas y generan 

importantes sobrantes. 

Para la consecución del objetivo general se han planteado una serie de objetivos 

específicos que se satisfacen en los capítulos descritos en la Tesis Doctoral: 

➢ Puesta a punto y validación de métodos de espectropolarimetria de Dicroísmo 

Circular (DC) en el UV lejano para caracterizar las estructuras secundarias de 

infliximab, CT-P13 y ziv-aflibercept en sus disoluciones acuosas de uso 

hospitalario. 

➢ Puesta a punto y validación de métodos de Espectroscopia de Fluorescencia 

Intrínseca de Triptófanos (IT-FS) para caracterizar las estructuras terciarias de 

infliximab, CT-P13 y ziv-aflibercept en sus disoluciones acuosas de uso 

hospitalario. 

➢ Puesta a punto y validación de métodos de Dispersión Dinámica de la Luz (DLS) 

para caracterizar el particulado de las disoluciones acuosas de infliximab, CT-P13 

y ziv-aflibercept. 

➢ Puesta a punto y validación de métodos de cromatografía líquida analítica (HPLC-

DAD) y UHPLC-(UV)-ESI(MS(Orbitrap)) para caracterizar el perfil de isoformas 

(Size Exclusion, SE), oligómeros (SE), variantes de carga (Strong Cation Exchange, 
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SCX) y para cuantificar disoluciones acuosas de infliximab, CT-P13 y ziv-

aflibercept (RP y SE). 

➢ Puesta a punto y validación de métodos ELISA para caracterizar la funcionalidad 

de infliximab, CT-P13 y ziv-aflibercept en sus disoluciones acuosas de uso 

hospitalario. 

➢ Evaluar y comparar la estabilidad fisicoquímica frente a la degradación de 

infliximab innovador (Remicade®) y CT-P13, su biosimilar 

(InflectraTM/RemsimaTM). 

➢ Evaluar la estabilidad fisicoquímica y funcional de disoluciones de infliximab 

innovador (Remicade®) almacenadas en condiciones de uso hospitalario. 

➢ Evaluar la estabilidad fisicoquímica y funcional de disoluciones del biosimilar CT-

P13 (InflectraTM/RemsimaTM) almacenadas en condiciones de uso hospitalario. 

➢ Comparar la estabilidad fisicoquímica y funcional de disoluciones de infliximab 

(Remicade®, medicamento innovador) y su biosimilar CT-P13 (Remsima™ e 

Inflectra™, medicamentos bioidénticos), preparadas y almacenadas en 

condiciones de uso hospitalario. 

➢ Caracterizar comprensivamente la proteína ziv-aflibercept mediante la 

obtención de datos analíticos de sus atributos críticos de la calidad. 

➢ Evaluar el impacto de la manipulación hospitalaria de ziv-aflibercept (Zaltrap®) 

sobre su estabilidad fisicoquímica y funcional mediante estudios de degradación 

controlada. 

➢ Evaluar la estabilidad fisicoquímica y funcional de disoluciones de ziv-aflibercept 

(Zaltrap®), preparadas y almacenadas en condiciones de uso hospitalario. 
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1. Medicamentos biotecnológicos  

Tradicionalmente, la mayoría de los fármacos que se usaban para tratar 

enfermedades humanas eran pequeñas moléculas sintetizadas químicamente por 

empresas farmacéuticas, en general, bien establecidas (Evens & Kaitin, 2015). A 

principios de los años 80, pequeñas empresas biotecnológicas empezaron a investigar 

sobre moléculas grandes, habiéndose dado un aumento exponencial en el desarrollo y 

uso de fármacos biológicos en el ámbito médico, y sustituyendo de manera paulatina a 

los medicamentos convencionales (Waters & Urquhart, 2019). Esto vino acompañado 

de la creación de más de 4000 empresas biotecnológicas, unas ventas globales asociadas 

al sector superiores a 175 mil millones de dólares en 2013 (Evens & Kaitin, 2015) y 228 

mil millones de dólares en 2016 (Moorkens, Meuwissen, et al., 2017). Se estima que en 

2020 se hayan generado unas ganancias de 290 mil millones de dólares. Según 

estimaciones de EvaluatePharma (Waters & Urquhart, 2019), las ventas del sector 

biofarmacéutico pasarán de representar un 28% en 2018 a un 32% en 2024. 

Un medicamento biológico es aquel cuyo principio activo es un compuesto biológico, 

es decir, sintetizado por o extraído de una fuente biológica y que requiere para su 

caracterización y determinación de la calidad, ensayos fisicoquímicos y biológicos, así 

como el control de su proceso de producción (DIRECTIVA 2001/83/CE DEL PARLAMENTO 

EUROPEO Y DEL CONSEJO de 6 de Noviembre de 2001 Por La Que Se Establece Un Código 

Comunitario Sobre Medicamentos Para Uso Humano, 2001). Esta definición también 

engloba a los medicamentos biotecnológicos. Se habla de medicamentos biológicos al 

hacer referencia a principios activos obtenidos a partir de material biológico como: 

fluidos, tejidos animales, tejidos humanos o microorganismos (Rodriguez Cumplido & 

Asensio Ostos, 2018). Los hemoderivados, productos inmunológicos como sueros o 

vacunas y alérgenos son ejemplos de medicamentos biológicos. 

Por tanto, un subgrupo dentro de los medicamentos biológicos, son los 

medicamentos biotecnológicos. El reglamento nº726/2004 de la Unión Europea define 

medicamento biotecnológico (Matar, 2008) como aquel obtenido mediante la 

tecnología del ADN recombinante o de la expresión controlada de genes que codifican 

proteínas biológicamente activas en procariotas o eucariotas, incluyendo células de 
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mamífero transformadas u obtenidas a partir de hibridomas o que emplean anticuerpos 

monoclonales durante su producción. Se denomina biofármaco al principio activo de un 

medicamento biotecnológico, y generalmente a día de hoy, es una proteína. 

1.1. Características de los biofármacos vs fármacos de 

síntesis química  

El proceso de producción de los biofármacos -entendido este como el principio 

activo de un medicamento biotecnológico- es complejo, lo que da lugar a productos 

cuyas características y propiedades están estrechamente ligadas al proceso de 

producción: “el producto es el proceso”(Vulto & Jaquez, 2017). Esto hace que su análisis, 

caracterización, y producción, sean mucho más complejos que en el caso de los 

fármacos de síntesis química. 

Al tratarse de macromoléculas, estos fármacos presentan propiedades 

fisicoquímicas diferentes a las de las moléculas pequeñas sintetizadas químicamente. La 

complejidad de los biofármacos reside en sus propiedades físicas, químicas, biológicas y 

microbiológicas. Estas propiedades son definidas como atributos de la calidad, 

presentando estos numerosos atributos. Un gran número de ellos puedan llegar a 

afectar a la seguridad y eficacia de los mismos, los atributos críticos de la calidad 

(Rathore & Winkle, 2009). Entre ellos se encuentran: la estructura primaria, secundarias 

y terciaria de la proteína; agregados proteicos; modificaciones post traduccionales como 

las variantes de carga o el perfil de glicosilación, etc.; concentración final de proteína, 

unión a receptores Fc neonatales (FcRn) y receptores Fc gamma (FcRγ); unión a la 

proteína C1q del complemento; activación de la citotoxicidad mediada por células 

dependiente de anticuerpos (ADCC); activación de la citotoxicidad mediada por 

complemento (CDC), o la presencia de impurezas del proceso de producción como 

proteínas y ADN de las células productoras (impurezas procedentes del hospedador).  

Frente a los fármacos de síntesis química, los biofármacos presentan diferencias a 5 

niveles principalmente: estructura, tamaño, proceso de fabricación, farmacocinética y 

mecanismo de acción.  
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➢ Diferencias asociadas al tamaño. Un mayor peso molecular en el caso de los 

biofármacos frente al tamaño mucho menor de los fármacos de síntesis 

química. Así, un anticuerpo monoclonal y la hormona de crecimiento 

humano tienen un peso respectivo aproximado de 146 y 22 KiloDalton (KDa), 

mientras que la penicilina G o el paracetamol tienen un tamaño de 0,3 y 0,15 

KDa respectivamente (Strohl & Strohl, 2012a). 

➢ Diferencias asociadas a la composición. Los biofármacos son en su mayoría 

proteínas, mientras que los de síntesis química son generalmente 

compuestos orgánicos. 

➢ Diferencias asociadas a la estructura. Los biofármacos presentan estructuras 

más complejas, siendo sus principios activos heterogéneos frente a la 

homogeneidad de los principios activos obtenidos por síntesis química. 

Como ejemplo más representativo, está el caso de las 

microheterogeneidades presentes en los anticuerpos monoclonales (H. Liu 

et al., 2008), resultado de modificaciones postraduccionales procedentes del 

proceso de producción, que da lugar a distintas variantes del mismo principio 

activo. La mayor complejidad estructural se traduce en una mayor dificultad 

para ser caracterizados estructuralmente. Se requiere de métodos analíticos 

complejos para el análisis de los distintos atributos críticos de la calidad. Su 

naturaleza proteica -en una gran mayoría de casos-, los convierte en 

macromoléculas frágiles e inestables que requieren de condiciones 

especiales de transporte y almacenamiento. 

➢ Diferencias asociadas a la vía de administración. Los biofármacos suelen 

administrarse por vía intravenosa o subcutánea debido a que, por su 

naturaleza proteica, la vía oral repercutiría negativamente en su 

biodisponibilidad. Los fármacos de síntesis química, en cambio, suelen 

administrarse por vía oral. En consecuencia, los biofármacos suelen 

administrarse en los hospitales por personal formado y especializado. 

➢ Diferencias asociadas a la farmacocinética. La distribución por el organismo 

es diferente: en el caso de los fármacos de síntesis química, su distribución 

es prácticamente cualquier combinación “tejido/órgano”; en el caso de los 

biofármacos, su distribución se limita al plasma y liquido intersticial 
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(Samanen, 2013). El metabolismo también varía: los fármacos de síntesis 

química se metabolizan en el hígado e intestino por los citocromos a 

metabolitos no activos y activos, mientras que los biofármacos son 

degradados por proteasas a péptidos y aminoácidos. Sus vidas medias en el 

torrente sanguíneo varían: los biofármacos presentan unas vidas medias que 

van desde horas a semanas, mientras que los de síntesis química de horas a 

días (Carton & Strohl, 2013). 

➢ Diferencias asociadas a la farmacodinamia. Los fármacos de síntesis química 

tienden a imitar o interrumpir la unión del ligando a su receptor o enzima. 

Los biofármacos pueden interactuar con el receptor, pueden ser el ligando 

(terapia de reemplazamiento hormonal), unirse al ligando, pueden ser un 

receptor soluble (terapia señuelo) o también pueden ser enzimas (Samanen, 

2013). 

➢ Diferencias asociadas al modo de producción. Para producir biofármacos, se 

precisa de material biológico: células vivas, mientras que los químicos se 

producen por síntesis orgánica. La fragilidad de las macromoléculas 

biológicas y la sensibilidad de las células que las producen exigen unos 

seguimientos estrictos y complejos durante etapas como la fermentación, 

procesamiento aséptico, almacenamiento y análisis (Morrow & Felcone, 

2004). Los biofármacos son sensibles a pequeños cambios en el proceso de 

producción, mientras que los químicos no suelen verse afectados. Además, 

el proceso de purificación es sencillo en el caso de los fármacos de síntesis 

química y complejo y laborioso en el caso de los biofármacos. Las impurezas 

presentes en los fármacos de síntesis química son generalmente evitables y 

se pueden detectar y eliminar con facilidad. Sin embargo, esto no ocurre en 

el caso de los biofármacos: las impurezas son frecuentes y difíciles de 

detectar y eliminar (Sekhon & Saluja, 2011). 

➢ Diferencias asociadas a sus versiones copia. Se pueden generar versiones 

idénticas de los fármacos de síntesis química: los genéricos. En cambio, no se 

pueden obtener copias idénticas de los biofármacos, solamente puede 

lograrse cierta similitud, de ahí que se denominen biosimilares. Los genéricos 

son rápidamente intercambiables por sus medicamentos de referencia, en 
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cambio, esto no ocurre con los biosimilares; no podrían ser intercambiables 

de forma inmediata, pues se requerirían estudios adicionales. A pesar de 

esto, la experiencia indica que el cambio entre un medicamento de 

referencia por su biosimilar es improbable que genere o aumente 

inmunogenicidad y/o cambios en el perfil de eficacia y seguridad (Kurki et al., 

2017). 

Los biofármacos presentan ciertas ventajas y desventajas frente a los de síntesis 

química. Como ventajas pueden destacarse el no presentar interacciones con otros 

fármacos, no ser carcinógenos, poseer mejores predicciones farmacocinéticas o 

presentar mayores tasas de éxito durante etapas de desarrollo clínico I-III entre otras. 

Sin embargo, también conllevan ciertas desventajas como son el elevado coste de 

producción, el elevado riesgo de generar inmunogenicidad o el limitado número de 

moléculas diana frente a las que pueden ir dirigidos (Ltd, 2008). 

2. Anticuerpos monoclonales y proteínas de fusión-Fc 

terapéuticos 

2.1. Aspectos estructurales de los anticuerpos monoclonales: 

IgG y subtipos 

Una inmunoglobulina (Ig) es una glicoproteína formada por dos cadenas pesadas 

y dos cadenas ligeras idénticas entre ellas y unidas mediante puentes disulfuro, 

adquiriendo forma característica de Y, tal y como se representa en la figura 1.  
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Figura 1. Estructura de una molécula de inmunoglobulina. CH, dominio constante 

pesado; CL, dominio constante ligero; VL, dominio variable ligero; CDR, región 

determinante de la complementariedad; Fab, fragmento de unión al antígeno; Fc, 

fragmento cristalizable.  

Las inmunoglobulinas ejercen dos funciones fundamentales: por un lado, de 

reconocimiento y unión a antígenos, que es realizado por las regiones amino terminales 

de las cadenas, Fab (Fragment antibody binding); y por otro lado, una función efectora, 

realizada por los extremos carboxilo terminales de las cadenas pesadas, Fc (Fragment 

crystallizable). 

Las cadenas poseen regiones variables y constantes. Así, las cadenas ligeras 

poseen porciones variables implicadas en la especificidad, y porciones constantes que 

son diferentes en función del tipo de cadena, kappa o lambda. Las pesadas poseen, 

igualmente, regiones variables y constantes, habiendo de estas últimas 5 tipos: γ, µ, α, 

δ y ε, que formarán respectivamente las inmunoglobulinas IgG, IgM, IgA, IgD e IgE. Las 

regiones variables de las cadenas ligeras y pesadas están yuxtapuestas para formar el 

sitio de unión al antígeno. De esta manera, cada inmunoglobulina posee dos sitios de 

unión al antígeno; se trata de moléculas homodiméricas. 

Las inmunoglobulinas se subdividen en dominios de aproximadamente 110 

aminoácidos, habiendo un total de 12 dominios en cada una. El fragmento Fab está 
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subdividido en ocho dominios: dos variables de la cadena ligera VL, dos dominios 

variables de la cadena pesada VH, dos constantes de la cadena ligera CL y dos constantes 

de la cadena pesada CH. Los dominios variables, como su propio nombre indica, poseen 

una gran diversidad de secuencias, mientras que los dominios constantes están 

altamente conservados. La fracción Fc, a su vez, posee cuatro dominios constantes, dos 

CH2 y dos CH3. Cada dominio de inmunoglobulina está formado por 7 o 9 cadenas β 

formando dos hojas β que forman un motivo de “llave griega” formando un barril β, con 

un enlace disulfuro altamente conservado conectando ambas hojas en el núcleo del 

barril. Un dominio constante posee siete láminas β, mientras que un dominio variable 

posee nueve tal como se muestra en la figura 2. Las regiones Fab y Fc están unidas por 

una región bisagra que le aporta flexibilidad a la molécula y permite un acoplamiento 

espacial adaptable. También hay cierta flexibilidad entre los dominios de la región Fab, 

los dominios constantes y variables pueden moverse el uno con respecto del otro, 

habiéndose determinado un ángulo de entre 117 y 227 grados (Stanfield & Wilson, 

2009). 

 

 

Figura 2. Estructura de una inmunoglobulina IgG obtenida por cristalografía de rayos X 

(Stanfield & Wilson, 2009). 
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La porción Fab reconoce al antígeno en un sitio formado por seis segmentos 

polipeptídicos siendo denominado región determinante de la complementariedad 

(CDR), que forman bucles. Tres de ellos están contribuidos por el dominio VH (H1, H2 y 

H3) y los tres restantes por el dominio VL (L1, L2 y L3). 

Mientras que los bucles CDR son las regiones más variables de la región Fab 

(tanto en secuencia como en estructura), se ha demostrado que cinco de los 6 bucles 

tienen un número limitado de conformaciones, las denominadas conformaciones 

canónicas, que pueden determinarse con precisión. De entre todos los bucles, H3 es el 

más variable de los seis en secuencia y longitud, siendo el más variable en estructura y 

el más flexible. 

La mayoría de las inmunoglobulinas encontradas en el suero son de tipo G, 

siendo estas las que se describen en este apartado. Las inmunoglobulinas G son unas de 

las proteínas más abundantes en el suero, representando entre el 10-20% del total de 

proteínas plasmáticas. Las IgG están involucradas en diversas funciones de la inmunidad 

humoral como neutralización de antígenos, activación del complemento, CDC, 

opsonización para activar la fagocitosis, ADCC y reacciones de hipersensibilidad (Gudelj 

et al., 2018). Las IgG pueden, a su vez, dividirse en varios tipos: IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. 

Se diferencian en aspectos como: estructura, vida media, cantidad en el suero, 

abundancia relativa, respuesta a antígenos, activación del complemento o unión a 

receptores entre otras. Estructuralmente, se hallan diferencias principalmente en la 

región bisagra y en los residuos de superficie de los dominios CH1, CH2 y CH3. Las 

grandes diferencias asociadas a esta región son las responsables de las distintas 

propiedades de cada una tales como su estabilidad o flexibilidad. Por ejemplo, IgG3 es 

la que menor vida media presenta (7 días) frente a las demás (21 días). Presentan 

también diferencias en cuanto a la respuesta frente a antígenos: la IgG2 es la que 

principalmente se une a polisacáridos bacterianos, mientras que la IgG4 es activada 

fuertemente por alérgenos. IgG1 e IgG3 inducen una alta activación de las funciones 

efectoras: complemento y/o unión a receptores Fc, mientras que IgG4 no activa el 

complemento (Muhammed, 2020). En la tabla 1 quedan resumidas algunas de las 

propiedades de los distintos subtipos de IgG. 
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Tabla 1. Características de los 4 tipos de inmunoglobulinas G. 

 IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 

Masa molecular 146 146 170 146 

Aminoácidos en la región bisagra 15 12 62 12 

Puentes disulfuro inter catenarios de 
la cadena pesada 

2 4 11 2 

Activación del complemento por C1q ++ + +++ - 

FcγRI 650 - 610 340 

FcγRIIa-H131 52 4.5 8.9 1.7 

FcγRIIa-R131 35 1 9.1 2.1 

FcγRIIb 1.2 0.2 1.7 2 

FcγRIIIa-V158 20 0.7 98 2.5 

FcγRIIIa-F158 11.7 0.3 77 2 

 

La mayoría de los anticuerpos monoclonales terapéuticos aprobados son de tipo 

IgG1, seguidos por IgG2 e IgG4. La preferencia de una u otra depende de si determinadas 

funciones efectoras son requeridas en el anticuerpo monoclonal, de aspectos 

estructurales, así como también de la disponibilidad de la compañía farmacéutica. Los 

subtipos 1, 2 y 4 se usan para tratar enfermedades crónicas debido a su mayor vida 

media con respecto a 3. La IgG3 posee una región bisagra muy inestable lo cual la hace 

muy proclive a la agregación.  

La IgG1 es la que con mayor frecuencia se utiliza debido a la mayor estabilidad 

frente a IgG2 en la región bisagra, en cambio similar a IgG4. La preferencia de IgG1 frente 

a IgG4 es su mayor concentración en el plasma. Además, la IgG1 tiene poca tendencia a 
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la agregación, lo cual la convierte en una opción preferente. La IgG1 es también una 

opción preferente debido a que su región Fc es capaz de desencadenar fuertemente 

funciones efectoras por unión a receptores Fc y a la proteína C1q del complemento 

(tabla 1). Por otro lado, IgG2 es seleccionada cuando se desea neutralizar antígenos 

solubles con funciones efectoras disminuidas. IgG4 no se une a C1q, lo cual se convierte 

en una alternativa terapéutica útil cuando no se requiere el reclutamiento de las 

funciones efectoras. 

Una de las principales desventajas de los anticuerpos monoclonales terapéuticos 

es su elevado tamaño, su escasa penetración en los tejidos por impedimentos estéricos 

como en el caso de ciertos tumores o su costosa producción (AlDeghaither et al., 2015). 

Las técnicas de ingeniería de anticuerpos han permitido en los últimos años 

modificarlos, modulando aspectos como la inmunogenicidad, tamaño, valencia, afinidad 

por el antígeno y las interacciones de la región Fc. Esto ha dado lugar a la creación de 

numerosas variantes estructurales. Los fragmentos de anticuerpos se presentan como 

una posible alternativa para superar los inconvenientes expuestos. Estos fragmentos 

mantienen la especificidad al antígeno, pero presentan propiedades diferentes que los 

hacen idóneos en el diagnóstico y tratamiento de determinadas enfermedades, 

presentando mejores distribuciones en tejidos, por ejemplo, pudiendo atravesar la 

barrera hematoencefálica para así poder tratar tumores intracraneales. Al carecer de Fc, 

no requieren modificaciones postraduccionales, pudiendo recurrir a sistemas de 

expresión más sencillos, como los procariotas. Finalmente, al no reclutar las funciones 

efectoras en el organismo, minimizan los efectos adversos asociados a dichos eventos. 

Hay una gran diversidad de formatos de fragmentos de anticuerpos. Por un lado, 

están los fragmentos de anticuerpos naturales como F(ab’)2, Fab o Fv (Fragment 

variable). Ranibizumab es un ejemplo de biofármaco tipo Fab. Este fragmento de 

anticuerpo humanizado está indicado en el tratamiento de afecciones oculares como la 

degeneración macular asociada a la edad (DMAE) neovascular (exudativa) o la alteración 

visual debida al edema macular diabético entre otras (European Medicines Agency - 

EMA, 2007). Por otro lado, están los fragmentos modificados por ingeniería genética, 

que incluyen entre otros: scFv (single chain Fragment variable), dicuerpos, tricuerpos, 

tetracuerpos, anticuerpos biespecificos, minicuerpos o nanocuerpos (Kholodenko et al., 
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2019). Blinatumomab es un ejemplo de anticuerpo monoclonal múrido captador de 

células T biespecífico, que está indicado en adultos en monoterapia para el tratamiento 

de leucemia linfoblástica aguda (LLA) de precursores B CD19 positivo y en situación 

refractaria o en recaída (European Medicines Agency - EMA, 2006a). 

2.2. Infliximab y biosimilar CT-P13 

Infliximab es un anticuerpo monoclonal IgG1 quimérico, principio activo del 

medicamento innovador Remicade®, aprobado en terapia en 1999. Ha sido objeto de 

estudio en esta Tesis Doctoral. El infliximab se une a la citoquina proinflamatoria TNF-α 

(factor de necrosis tumoral alfa), haciéndolo con una elevada afinidad. Se une a las 

formas solubles y transmembrana del TNF-α, neutralizando su actividad biológica en el 

organismo. Sus indicaciones terapéuticas incluyen el tratamiento de la artritis 

reumatoide, enfermedad de Crohn en adultos y en pediatría, colitis ulcerosa, colitis 

ulcerosa en pediatría, espondilitis anquilosante, artritis psoriásica y psoriasis. Este 

medicamento es producido en células de hibridoma múrido mediante tecnología del 

ADN recombinante, y se presenta como polvo para concentrado para solución para 

perfusión (polvo para concentrado) en viales de vidrio. Cada vial contiene 100 mg del 

principio activo junto con los excipientes sacarosa, polisorbato 80, fosfato sódico 

monobásico y fosfato sódico dibásico (European Medicines Agency - EMA, 1999b) 

CT-P13 (Remsima™ e Inflectra™, medicamentos bioidénticos) es un biosimilar de 

infliximab. Ha sido objeto de estudio en esta Tesis Doctoral. Su forma farmacéutica, 

composición y fuerza es idéntica a la de Remicade® (European Medicines Agency - EMA, 

2013b, 2013a), presentando la misma ruta de administración. CT-P13 recibió aprobación 

pasa su uso en terapia humana en 2013, para las mismas indicaciones que infliximab. 

CT-P13 ha demostrado, por medio de un ejercicio de caracterización extensivo, la 

similitud con respecto a infliximab mediante ensayos bioanaliticos, preclínicos y clínicos 

(McKeage, 2014). CT-P13 ha demostrado niveles similares y comparables de eficacia, 

seguridad, inmunogenicidad y tolerancia con respecto a infliximab (ver Anexo). 

2.3. Aspectos estructurales de las proteínas de fusión-Fc 
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Durante las últimas décadas, los avances en técnicas de clonación molecular y de 

ingeniería de anticuerpos, han permitido la generación de moléculas quiméricas, las 

proteínas de fusión-Fc terapéuticas (Rath et al., 2015). 

Mientras que la región Fab de un anticuerpo es responsable de la unión al 

antígeno y de su especificidad frente a una diana determinada, la región Fc es 

responsable de la larga vida media debido a unión a FcRn (Goulet & Atkins, 2020), y de 

las funciones efectoras como ADCC, CDC y fagocitosis. El potencial terapéutico que 

ofrecen enzimas, citoquinas, receptores, componentes sanguíneos y péptidos puede 

explotarse si se unen a la región Fc de una inmunoglobulina G, al aportar nuevas 

propiedades físicas y biológicas. Hay actualmente varios biofármacos aprobados 

basados en este tipo de construcciones, que se usan en el tratamiento de cánceres, 

trastornos autoinmunes y enfermedades sanguíneas (Jafari et al., 2017). La IgG 

representa aproximadamente el 85% de todos los tipos de inmunoglobulinas, y es la más 

utilizada en terapia. Es la inmunoglobulina preferentemente utilizada debido a su 

elevada vida media y su capacidad para reclutar funciones efectoras. En proteínas de 

fusión-Fc, el péptido o proteína de interés (ligando, dominio extracelular de un receptor 

soluble, etc.), son fusionados a la región Fc, principalmente para beneficiarse del 

aumento de su vida media (Beck & Reichert, 2011).  

Las proteínas de fusión-Fc pueden clasificarse en cuatro grupos en función de su 

configuración molecular. Se clasifican atendiendo a su especificidad al ligando (unión a 

uno o a varios epítopos de la molécula ligando) y valencia (la estequiometria de unión al 

ligando) (figura 3)(Linderholm & Chamow, 2014). 

➢ Moléculas con especificidad única en construcción bivalente 

A este grupo pertenecen fármacos como alefacept (figura 3), abatacept o 

belatacept. Se trata de homodímeros bifuncionales, es decir, poseen dos sitios de unión 

al ligando con especificidad única, construidos con un único dominio extracelular del 

receptor. Se comportan como antagonistas. Alefacept es el primer biofármaco aprobado 

de este grupo para tratar la psoriasis de placas de moderada a grave. Se compone del 

primer dominio extracelular del receptor LFA-3 fusionado a la región Fc de una IgG1. 
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Este fármaco interfiere en la activación de linfocitos T al unirse específicamente al 

receptor CD2 de linfocitos (Food and Drug Administration - FDA, 2003). 

➢ Traps (especificidad múltiple en construcción monovalente) 

Dentro de este grupo se encuentran los fármacos rilonacept y aflibercept (figura 4). 

Aflibercept ha sido objeto de estudio en esta Tesis Doctoral. Son moléculas 

homodiméricas constituidas por dominios multiligando en los que múltiples dominios 

de unión al ligando de un receptor se fusionan en un único gen seguido de la región Fc 

(C. Huang, 2009). Están diseñados para que solo posean un sitio de unión, de tal manera 

que atrapan una molécula entre las dos cadenas. Se trata, por lo tanto, de 

construcciones monovalentes que actúan como antagonistas. Los traps han demostrado 

ser muy potentes, con IC50 en el rango de picomolar, en ensayos celulares in vitro 

(Economides et al., 2003). Rilonacept es un fármaco dentro de este grupo, que se 

emplea para tratar una rara enfermedad autoinflamatoria llamada síndrome periódico 

asociado a criopirina. Esta construcción atrapa la interleucina IL-1β soluble mediante sus 

dos dominios extracelulares de su receptor IL-1RI y IL-1RAcP, evitando así la interacción 

con los receptores endógenos. 

➢ Cuerpos peptídicos (especificidad única en construcción multivalente) 

Dentro de este grupo se encuentra romiplostim (figura 3) (Cines et al., 2008). Se trata 

de una molécula peptídica homodimérica que es específica para un único ligando. Para 

su construcción, múltiples copias del péptido mimético de trombopoyetina (TPO), se 

fusionan en serie al extremo C terminal de la región Fc de una IgG1. El péptido de 14 

aminoácidos se une al receptor de trombopoietina o CMpI, imitando el efecto que 

produce TPO. Hay un total de 4 péptidos separados por uniones de varias unidades de 

glicina flexibles. Actúa como agonista del TPO, activando distintas cascadas de 

señalización intracelular para aumentar la producción de plaquetas. Fue aprobado en 

terapia en 2008 para el tratamiento de pacientes con púrpura trombocitopénica inmune 

crónica a partir de un año de edad, que sean refractarios a otros tratamientos (European 

Medicines Agency - EMA, 2009). 

➢ Moléculas con especificidad única en construcción monovalente 
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Un ejemplo de este tipo de construcción es etanercept (figura 3). Este fármaco 

neutraliza el TNF tanto unido a la membrana como soluble, y está constituido por el 

dominio extracelular del receptor II de TNFα fusionado a la región Fc de una IgG1, en 

una construcción homodimérica con una estequiometria de unión 1:1 monovalente. Fue 

aprobado por la FDA en 1998 para el tratamiento de la artritis reumatoide, artritis 

psoriásica, espondilitis anquilosante, artritis idiopática juvenil y psoriasis de placas 

(European Medicines Agency - EMA, 2006b). 

 

 

Figura 3. Diferentes formatos estructurales de las proteínas de fusión-Fc en comparación 

con una inmunoglobulina G: ejemplos de fármacos aprobados en terapia. 

2.4. Ziv-aflibercept 

Ziv-aflibercept es una proteína de fusión-Fc terapéutica, principio activo del 

medicamento innovador Zaltrap®, aprobado en terapia en 2013. Estructuralmente, se 

trata de una glicoproteína homodimérica que consiste en la porción Fc de una 

inmunoglobulina IgG1 a la que se han unido los dominios 1 y 2 del receptor del factor 

de crecimiento vascular endotelial (VEGFR1 y VEGFR2), presentando un peso molecular 

de 97 kDa, al que hay que sumar el peso correspondiente de los glicanos, que 

contribuyen un 15%, con un peso final de 115 KDa aproximadamente.  

Ziv-aflibercept actúa como un receptor señuelo soluble que se une al VEGF-A con 

mayor afinidad que sus receptores nativos, así como a los ligandos PlGF (factor de 

crecimiento placentario) y VEGF-B. Al actuar como trampa de ligandos, ziv-aflibercept 

impide la unión de los ligandos endógenos a sus receptores afines y, por tanto, bloquea 
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la señalización mediada por los receptores. Se emplea, en combinación con 

quimioterapia con irinotecan/5-fluorouracilo/ácido folínico (FOLFIRI), en el tratamiento 

del cáncer colorrectal metastásico que es resistente o que ha progresado tras un 

régimen de oxaliplatino. Este medicamento es producido en células de ovario de 

hámster chino (CHO) mediante tecnología del ADN recombinante, y se presenta como 

concentrado para solución para perfusión a la concentración de 25 mg/mL en dos 

formatos: viales de 8 y 4 mL. Los excipientes son: sacarosa, cloruro de sodio, citrato de 

sodio dihidrato, ácido cítrico monohidrato, polisorbato 20, fosfato de sodio dibásico 

heptahidrato, fosfato de sodio monobásico monohidrato, hidróxido de sodio y/o ácido 

clorhídrico (para ajustar el pH) y agua para preparaciones inyectables (European 

Medicines Agency - EMA, 2013c). 

3. El uso de los medicamentos biotecnológicos en 

hospitales: la práctica clínica 

3.1.  Impacto de la manipulación sobre la estabilidad de los 

medicamentos biotecnológicos 

Los fabricantes de los medicamentos biotecnológicos son responsables del 

correcto almacenamiento y transporte desde su lugar de producción hasta el lugar de 

destino, los cuales están muy bien establecidos y quedan asegurados y validados por 

medio de una documentación concreta. La industria biofarmacéutica ha realizado un 

gran esfuerzo en la mejora de los procesos de producción de los fármacos basados en 

proteínas, con objeto de incrementar y preservar la calidad de estos durante etapas de 

producción, almacenamiento y transporte (Nejadnik et al., 2018). A pesar de estas 

consideraciones, una vez que son registrados en las farmacias hospitalarias, hay poco 

control sobre la diversidad de condiciones que pueden afectar a la estabilidad, y por lo 

tanto, a la calidad de estos fármacos. Una vez allí, es responsabilidad del farmacéutico 

el almacenamiento, preparación, transporte y dispensación de estos (Krämer et al., 

2008; Sindelar, 2019). Durante el proceso de preparación de los medicamentos 

biotecnológicos por parte del personal sanitario, hay varios factores y procedimientos 

que son críticos, y que pueden afectar al perfil de seguridad y eficacia de estos. 
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Factores como el pH de las disoluciones, tipo y cantidad de los distintos 

excipientes, temperatura ambiental, presencia de oxígeno, luz ambiental, tipo de 

material de almacenamiento o interfaces líquido/sólido y líquido/aire, al igual que 

procedimientos como la congelación/descongelación, reconstitución, dilución, agitación 

o trasvases entre otros, pueden alterar su estabilidad fisicoquímica y funcional (Laptoš 

& Omersel, 2018).  

Los dos ejemplos siguientes ponen de manifiesto la variabilidad observada en la 

práctica clínica:  

✓ la preparación de los medicamentos para administración por vía intravenosa. 

Para ello, se llevan a cabo ciertos procedimientos que resultan críticos: la 

reconstitución en el caso de que la forma farmacéutica sea polvo liofilizado; 

extracción del volumen del vial a una jeringa; inyección a la bolsa de perfusión y 

mezcla; el transporte a la planta donde se encuentra el paciente por medio de 

los tubos mecánicos de aire comprimido o por vía tradicional en carros; el 

almacenamiento temporal, y, por último, la administración al paciente.  

✓ La preparación de medicamentos inyectables por vía subcutánea. Estos son a 

menudo puestos en manos de los pacientes en las farmacias, transportados por 

ellos hasta sus casas y almacenados en refrigeración hasta la administración por 

parte de personal sanitario, o autoadministración. 

Todas las situaciones anteriores, a pesar de ser controladas rigurosamente, pueden 

generar diferentes tipos de estrés en las proteínas terapéuticas (Nejadnik et al., 2018). 

El estrés mecánico es probablemente el estrés que mayor repercusión tiene 

sobre la estabilidad de los biofármacos, teniendo consecuencias directas sobre los 

procesos de adsorción (Nejadnik et al., 2018). El estrés mecánico ocurre en esta clase de 

fármacos a lo largo de toda su vida, esto es, durante etapas como cultivo celular, 

purificación, formulación, llenado del producto y envío desde el fabricante al hospital. 

Posteriormente, este estrés se presenta durante la manipulación de estos 

medicamentos en las farmacias de hospitales. Diferentes prácticas ponen de manifiesto 

este tipo de estrés: transporte de bolsas de perfusión intravenosa y jeringas por tubos 

neumáticos; aspiración de las preparaciones a jeringas; caída accidental de 
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contenedores como bolsas o jeringas; trasvases del contenido de bolsas de perfusión 

grandes a contenedores más pequeños, usando bombas peristálticas, o el trabajo que 

realizan las bombas de infusión. El estrés mecánico se clasifica principalmente en: estrés 

por agitación y por cizalla. Dos situaciones que están estrechamente ligadas, y que 

influyen en procesos de adsorción de proteínas debido a la tendencia de estas a 

interaccionar con superficies hidrófobas y por contactos liquido/solido o líquido/aire. 

La agitación produce cavitación -creación de vacío y burbujas-, lo cual crea 

corrientes y diferencias de presión creando así, continuas interfaces agua/aire. El 

principal producto de degradación observado en anticuerpos monoclonales tras ser 

agitados es la formación de agregados solubles e insolubles. El mecanismo propuesto a 

esta agregación ha sido la del incremento de la exposición a superficies hidrófobas como 

resultado del propio estrés. La agitación aumenta la probabilidad del fármaco de entrar 

en contacto con superficies hidrófobas ya sea por interfaces liquido/aire o 

líquido/superficie, promoviendo la formación de partículas subvisibles. La presencia de 

determinados excipientes influye en la agregación, así la presencia de polisorbato 80 

reduce la formación de partículas. La tendencia a la agregación, al igual que el tipo de 

agregados formados por este tipo de estrés, está también influenciado por otros 

factores como el pH, sales, velocidad de agitación, espacio de cabeza y tipo y tamaño de 

contenedor.  

El proceso de adsorción es especialmente relevante cuando se llevan a cabo 

diluciones altas y cuando hay una gran superficie de contacto. Esta puede repercutir en 

la estabilidad de los medicamentos y desembocar en pérdidas de actividad biológica o 

disminución de la eficacia del tratamiento por pérdidas de concentración. Se ha 

demostrado que es un proceso dependiente de la concentración, e influido por otros 

factores como el pH o fuerza iónica, habiéndose documentado, la desnaturalización y 

agregación proteica tras procesos de adsorción/desorción. Estos procesos de adsorción 

pueden darse en cualquier tipo de material como el vidrio tipo 1 -el principal material 

en el envasado de estos fármacos-, micropartículas de sílica y vidrio. El material 

empleado en las bolsas para perfusión también influye en la adsorción. Se ha 

demostrado que la incubación de una solución de IgG4 a 1 mg/mL, tanto en bolsas de 

policloruro de vinilo (PVC) como de poliolefina de 1 a 6 horas, promovió la pérdida de 
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cerca del 25% del monómero en las disoluciones almacenadas en PVC con respecto a 

aquellas almacenadas en poliolefina, así como la formación de partículas subvisibles y 

turbidez (Kumru et al., 2012). En otra investigación, se estudió la estabilidad de 

disoluciones de bevacizumab preparadas en jeringas de plástico en tres unidades de 

farmacia diferentes y se compararon los resultados con los del fármaco almacenado en 

viales originales. El contenido total de IgG varió considerablemente entre las muestras 

de las distintas farmacias, y con respecto a la solución original, habiéndose detectado 

un 50% de pérdida de IgG detectable en una de las muestras (Kahook et al., 2010).  

La temperatura es otro de los factores que más influyen sobre la estabilidad de 

los biofármacos. Estos son sometidos a cambios de temperatura durante distintas 

etapas de su producción, almacenamiento y transporte (W. Wang, 2005), así como 

durante su preparación en las unidades de farmacia de los hospitales, como ocurre 

cuando son extraídos del frigorífico. Las altas temperaturas favorecen la ruptura de la 

conformación nativa, hasta el punto de iniciar la agregación, la cual comienza a 

temperaturas inferiores a la temperatura media de desnaturalización (Tm). La velocidad 

de agregación incrementa con la temperatura, como ocurre con los anticuerpos 

monoclonales (Singla et al., 2016). La temperatura también favorece otras reacciones 

químicas como la oxidación y deamidación (Chi et al., 2003). Todas las proteínas tienen 

una temperatura media de fusión que se encuentra entre 40-80ºC, por lo que los 

fabricantes recomiendan que los biofármacos se almacenen entre 2-8ºC, muy por 

debajo de su Tm. Tokhadze y colaboradores (Tokhadze et al., 2018) demostraron que 

disoluciones de infliximab a diferentes concentraciones resultaron ser más estables 

cuando fueron almacenadas a 5ºC que a 25ºC. Las temperaturas bajas también pueden 

inducir inestabilidad en los biofármacos, especialmente durante la congelación y tras la 

descongelación. La congelación de los fármacos biotecnológicos es una práctica común 

en la industria biofarmacéutica, por la cual, el principio activo a granel es congelado y 

descongelado posteriormente, según la demanda del producto (Kolhe et al., 2010). 

Además, la congelación de estos fármacos garantiza estabilidad al reducir la cinética de 

degradación y evitando los crecimientos microbianos. Sin embargo, la congelación y la 

posterior descongelación, inducen cambios en las proteínas a través de agentes 

estresantes como la desnaturalización parcial por frío, la bajada del pH del tampón 
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debido a la cristalización, crioconcentración de solutos y/o la formación de interfaces 

agua/hielo (A. Zhang et al., 2011). Todos estos estreses afectan a la estabilidad coloidal 

y estructural de proteínas, habiéndose documentado pérdida de conformación (L. Liu et 

al., 2014), de funcionalidad y formación de agregados de alto peso molecular (A. Zhang 

et al., 2012). Tokhadze y colaboradores (Tokhadze et al., 2018) detectaron la formación 

de partículas subvisibles en disoluciones de infliximab sometidas a estrés por ciclos 

congelación/descongelación, por las técnicas de oscurecimiento de la luz y DLS. La 

congelación puede ocurrir de manera intencionada o inintencionada en las farmacias de 

los hospitales. 

La concentración también afecta a la estabilidad de las proteínas terapéuticas. 

Una alta concentración proteica favorece la agregación. Esto resulta un problema en el 

caso de administraciones subcutáneas de anticuerpos monoclonales, las cuales 

requieren de unas concentraciones elevadas de proteína. El efecto de la concentración 

sobre la agregación es algo complejo, ya que hay estudios que indican que a mayor 

concentración mayor velocidad de agregación, pero hay otros que afirman que mayores 

concentraciones de proteína disminuyen la velocidad de agregación (W. Wang, 2005). 

Un aspecto a tener en cuenta durante la práctica clínica es la dilución del medicamento 

original, en la que también se produce una dilución de los excipientes alterando el pH y 

la fuerza iónica lo cual puede repercutir en la estabilidad química del fármaco. Sreedhara 

y colaboradores (Sreedhara et al., 2012) demostraron que al aumentar la relación 

concentración de anticuerpo monoclonal/polisorbato 20, se favorecía la agregación. 

Los biofármacos quedan expuestos a la acción de la luz durante varias etapas de 

su vida, por ejemplo, en etapas de purificado por técnicas cromatográficas, durante las 

cuales son expuestos brevemente a la luz ultravioleta. Hay un documento específico 

para evaluar el efecto de la luz sobre la estabilidad de medicamentos, la guía ICH Q1B 

(Watson, 2006), que establece las pautas para llevar a cabo los estudios de 

fotoestabilidad de nuevos principios activos y medicamentos. La exposición a la luz 

ocurre, predominantemente, durante el almacenamiento en bolsas para perfusión 

intravenosa y durante su administración a pacientes. Las proteínas son muy sensibles a 

la luz, especialmente los residuos aromáticos. La luz induce fotodegradación, 

principalmente por fotooxidación y formación de radicales oxigenados. La 
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fotodegradación se ha relacionado con la agregación y con pérdida de actividad 

biológica (Qi et al., 2009). Nuestro grupo de investigación llevó a cabo un extenso 

estudio sobre el efecto de la luz en el proceso de agregación de 5 anticuerpos 

monoclonales terapéuticos, empleando una cámara de envejecimiento y analizando los 

agregados por cromatografía SEC. Se halló que en todos ellos se producen agregados y 

fragmentaciones (Hernández-Jiménez et al., 2016).  

3.2.  Estabilidad en el tiempo de los sobrantes de los 

medicamentos biotecnológicos: estudios de estabilidad 

Los estudios de estabilidad son fundamentales durante todas las etapas del 

desarrollo de medicamentos biotecnológicos, antes y después de la comercialización. 

Estos estudios ayudan a los analistas a comprender cómo factores como la temperatura, 

humedad relativa, luz, material de almacenamiento, pH y otros factores influyen en los 

diferentes atributos críticos de la calidad. Los fabricantes llevan a cabo estos estudios 

para detectar rutas de degradación y establecer unas vidas medias para estos 

medicamentos bajo unas condiciones determinadas (Rios, 2015). Se entiende por 

estabilidad de un medicamento biotecnológico, a la habilidad de mantener sus 

propiedades fisicoquímicas, microbiológicas y funcionales dentro de unos rangos 

previamente definidos.  

Por otra parte, está la “estabilidad en uso”, un concepto más extenso que hace 

referencia a la estabilidad de un medicamento en unas condiciones más específicas; 

teniendo en cuenta, en este caso, las variaciones observadas en la práctica clínica. La 

estabilidad en uso es discutida por la Agencia Europea del Medicamento (EMA) en una 

nota guía (European Medicines Agency - EMA, 2001): el objetivo de realizar estudios de 

estabilidad en uso es establecer, cuando sea aplicable, un periodo de tiempo en el cual 

un medicamento con múltiples dosis (viales multidosis o inyectables) retenga su calidad. 

Estos presentan un gran riesgo de contaminación microbiológica y degradación físico-

química debido al repetido proceso de apertura y cierre de los contenedores. 

La preparación de medicamentos en las unidades de farmacias de hospital es una 

misión fundamental del farmacéutico, el cual se encarga principalmente de elaborar 
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estas preparaciones estériles. La realización de estudios de estabilidad de preparaciones 

hospitalarias es un requisito que viene definido en las normativas de las prácticas de 

buena fabricación (GMP). Por lo tanto, es requisito previo a la administración, el 

establecimiento de una estabilidad o vida media de preparaciones hospitalarias de estos 

fármacos tras ser reconstituidos/diluidos, y almacenadas bajo unas condiciones 

determinadas (Vigneron, 2017). Ejemplos de estudios de estabilidad de preparaciones 

hospitalarias llevadas a cabo por las farmacias o por equipos universitarios son: mezclas 

de medicamentos empleadas en oncología o unidades de cuidados intensivos, 

preparaciones parenterales de anticuerpos monoclonales o proteínas de fusión, 

disoluciones orales pediátricas o geriátricas o fármacos muy costosos sobre los que se 

aporta información limitada sobre su estabilidad por parte de los fabricantes. 

Los estudios de estabilidad llevados a cabo por la industria suelen ajustarse a las 

recomendaciones recogidas en las guías ICH. El Consejo Internacional de armonización 

de los requisitos técnicos para el registro de medicamentos de uso humano (guías ICH) 

establece recomendaciones para la validación de métodos analíticos y estudios de 

estabilidad. Sobre esto, hay seis guías específicas: Q1A, Q1B, Q1C, Q1D. Q1E y Q1F, que 

están dedicadas a la estabilidad. Sin embargo, estas guías están más orientadas a la 

industria y no a los hospitales. En consecuencia, se requieren guías específicas que 

reflejen la realidad hospitalaria (National Health Service-NHS, 2020; Sautou et al., 2013); 

es el caso de los medicamentos biotecnológicos, al ser especialmente costosos y frágiles. 

En estos casos, es de gran interés el garantizar unos periodos amplios de estabilidad, 

extendiendo así los periodos avalados por las fichas técnicas, que suelen ser breves, 

generalmente no superiores a 24 h debido a cuestiones microbiológicas. Sin embargo, 

la preparación de estos medicamentos suele realizarse en unidades centralizadas de 

preparación y en un ambiente aséptico controlado y validado por personal entrenado. 

Por lo que la estabilidad en estos casos no depende de contaminaciones, sino que la 

única estabilidad a tener en cuenta en estas preparaciones es la estabilidad fisicoquímica 

(Astier, 2015; le Basle et al., 2020). 

Es evidente, por lo tanto, que la justificación principal para realizar estos estudios 

de la estabilidad en uso es económica, con la finalidad de reutilizar sobrantes de 

medicamentos más allá de las indicaciones específicas de los fabricantes. Diversos 
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estudios de estabilidad realizados sobre diversos fármacos biotecnológicos aseguran 

unas vidas medias superiores a las aportadas por las fichas técnicas (Le Guyader et al., 

2020; M. Pabari et al., 2013; Y. Zhang et al., 2013). Por ejemplo, rituximab demostró una 

estabilidad superior a 6 meses cuando fue diluido y almacenado en bolsas de poliolefina 

a 4 y 22ºC a pesar de las indicaciones de la ficha técnica (European Medicines Agency - 

EMA, 2008) 

4. Caracterización fisicoquímica y funcional comprensiva 

de biofármacos: atributos críticos de la calidad 

La caracterización de un biofármaco implica determinar sus propiedades 

fisicoquímicas, actividad biológica, propiedades inmunológicas, pureza e impurezas. 

Esta caracterización, llevada a cabo mediante el uso de una serie de técnicas analíticas 

apropiadas, es necesaria para establecer unas especificaciones determinadas. Se 

entiende por especificación al conjunto de análisis, referencias a procedimientos 

analíticos y criterios de aceptación adecuados que son límites numéricos, rangos u otros 

criterios de los análisis realizados. Una especificación establece el conjunto de criterios 

a los cuales el principio activo, el producto farmacéutico, o materias primas en cualquier 

etapa deben ajustarse para ser considerados apropiados para su fin. Los criterios de 

aceptación deben establecerse y justificarse a partir de los datos obtenidos de los lotes 

utilizados en los estudios preclínicos y/o clínicos, los datos de los lotes utilizados para la 

demostración de la consistencia de la fabricación y los datos de los estudios de 

estabilidad, así como los datos de desarrollo pertinentes (European Medicines Agency - 

EMA, 1999a) 

Los atributos críticos de la calidad son un concepto muy usado en la industria 

biofarmacéutica durante etapas de desarrollo, para adquirir un conocimiento sólido del 

producto y del proceso usado para obtenerlo. Se definen como una propiedad o 

característica física, química, biológica o microbiológica que debe quedar establecida 

dentro de un límite, rango o distribución, para garantizar la calidad del producto 

(European Medicines Agency - EMA, 2017c). Los atributos críticos de la calidad se 

asocian al principio activo, excipientes, intermediarios y medicamento. En el caso de los 
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biofarmacos, la lista es muy extensa y, por lo tanto, suelen agruparse en distintas 

categorías(Chan, 2019): variantes asociadas al producto, impurezas provenientes del 

proceso de producción y atributos críticos de calidad estrictos. Dentro del primer grupo, 

podemos encontrar variantes de tamaño (oligómeros, agregados o particulado visible y 

subvisible), variantes de carga, variantes de glicanos, oxidaciones, 

deamidaciones/isomerizaciones, variantes de secuencia y variantes de estructura 

(estructuras secundarias, terciarias…). En el segundo grupo, podemos encontrar 

proteínas del hospedador, proteína A, materias primas y distintos lixiviables. 

Finalmente, en el último grupo, podemos hallar virus, micoplasmas, endotoxinas y 

apariencia o particulado. 

En base a todo lo descrito anteriormente, se han seleccionado y puesto a punto 

en esta Tesis Doctoral, una serie de técnicas analíticas y estrategias para analizar 

atributos críticos de la calidad de medicamentos biotecnológicos basados en 

anticuerpos monoclonales y proteínas de fusión-Fc. Los atributos estudiados incluyen: 

el perfil de perfil de oligómeros, perfil de particulado, perfil de variantes de carga, perfil 

de glicanos, estructuras secundarias, estructuras terciarias, concentración y 

funcionalidad. Mediante el análisis conjunto de los resultados de estos atributos, se 

puede realizar un análisis comprensivo que permita evaluar de forma rigurosa la 

estabilidad de las preparaciones farmacéuticas, bien frente al impacto de la 

manipulación o bien en su estabilidad en el tiempo, tal y como se demuestra en los 

capítulos siguientes de esta Tesis Doctoral. 

4.1. Cromatografía líquida de altas y ultra altas prestaciones 

(HPLC/UHPLC) 

4.1.1. Cromatografía de exclusión molecular (SEC) 

De entre todas las técnicas analíticas que permiten el estudio de la agregación 

en disoluciones de proteínas (ver Anexo), la cromatografía SEC es la herramienta 

estándar de separación para cuantificar dímeros, trímeros, oligómeros y fragmentos. 

SEC separa las proteínas en modo isocrático, de acuerdo a su volumen hidrodinámico, 

empleando fases estacionarias de naturalezas muy variadas. Estas consisten en 
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partículas esféricas porosas, de tamaño de poro muy controlado, por medio de las cuales 

las biomoléculas difunden de acuerdo a su tamaño gracias al uso de fases móviles 

(tampones) (Fekete, Beck, & Guillarme, 2015).  

En la industria biofarmacéutica, la aplicación más destacada es la evaluación de 

la agregación. La ventaja principal que ofrece SEC, son las condiciones suaves de las fases 

móviles utilizadas, que permiten caracterizar los biofármacos manteniendo intactas sus 

estructuras nativas (“native analysis”). A pesar de esto, la cromatografía SEC presenta 

desventajas en el estudio de la agregación de biofármacos, como es el no poder detectar 

agregados de alto peso molecular (le Basle et al., 2020). Por SEC, la separación basada 

en el tamaño permite la creación de una función de calibración, a partir de patrones de 

peso molecular conocido, y que sirve para estimar -solo estimar- el peso molecular de 

las proteínas estudiadas.  

En la presente Tesis Doctoral se han utilizado métodos SEC de altas prestaciones 

con detección ultravioleta (SE/HPLC-DAD), usando sales no volátiles, para evaluar la 

formación de oligómeros de ziv-aflibercept (Capítulos II y III), y métodos de 

cromatografía líquida de ultra altas prestaciones acoplada a espectrometría de masas -

(SE/UHPLC-UV-MS(Orbitrap)), usando sales volátiles, para evaluar la formación de 

oligómeros, y para caracterizar el perfil de isoformas de infliximab y CT-P13 (Capítulo I). 

4.1.2. Cromatografía de intercambio iónico (IXC) 

La cromatografía de intercambio iónico es ampliamente usada en la industria 

biofarmacéutica durante etapas de purificación -cromatografía separativa industrial- y 

para caracterizar las proteínas terapéuticas -cromatografía analítica- (Fekete, Beck, 

Veuthey, et al., 2015). Se emplea en la separación e identificación de las distintas 

variantes de carga resultantes de modificaciones enzimáticas o químicas superficiales. 

La cromatografía de intercambio iónico ha sido capaz de resolver variantes resultantes 

de ciclaciones del N terminal (formación de piroglutamato), deamidaciones, 

truncaciones de la lisina C terminal o sialilaciones entre otras, manteniendo intactas las 

estructuras nativas de las proteínas. De los dos modos existentes (cromatografía de 

intercambio catiónico y aniónico), la cromatografía de intercambio catiónico es la 

herramienta estándar para caracterizar las variantes de carga de proteínas terapéuticas, 



INTRODUCCIÓN 
 

47 
 

dado el mayor número de residuos de aminoácidos básicos frente a los ácidos en las IgG. 

Para lograr la separación de las variantes, es necesario aplicar un gradiente creciente de 

sales, pH o ambos.  

En la presente Tesis Doctoral se ha empleado un método de cromatografía 

liquida de ultra altas prestaciones de intercambio catiónico fuerte con detección 

ultravioleta (SCX/UHPLC-UV), en el que se ha llevado a cabo una separación de las 

variantes de carga de ziv-aflibercept (Capítulo III), por gradiente de sales(Pérez Robles, 

2020). 

4.1.3.  Cromatografía en fase reversa (RP) 

En la cromatografía liquida en fase reversa, los analitos son retenidos en la fase 

estacionaria por medio de interacciones hidrófobas. Dada la naturaleza hidrófoba de las 

proteínas terapéuticas, particularmente anticuerpos monoclonales y proteínas de 

fusión-Fc, estos quedan en un principio retenidas en la fase estacionaria, para después 

ser eluidos al aplicar un gradiente creciente en la fase móvil orgánica. Las ventajas 

principales que ofrece la cromatografía RP con respecto a otros modos cromatográficos 

en el estudio de las proteínas terapéuticas son: su gran poder de resolución, sensibilidad 

y su compatibilidad con la espectrometría de masas(le Basle et al., 2020). Esto la 

convierte en una herramienta ideal para cuantificar las proteínas terapéuticas. La 

cromatografía en fase reversa ofrece, además, un gran número de aplicaciones en el 

estudio de anticuerpos monoclonales y proteínas de fusión-Fc terapéuticos en estado 

intacto o digeridos (peptide mapping). A pesar de todo, la técnica también presenta 

ciertos inconvenientes al exigir condiciones agresivas que desnaturalizan las proteínas. 

La temperatura elevada requerida o las fases móviles de naturaleza orgánica usadas no 

permiten el estudio de las proteínas en su conformación nativa.  

En la presente tesis se ha empleado un método de cromatografía líquida de ultra 

altas prestaciones de fase reversa con detección ultravioleta (RP/UHPLC-UV), para llevar 

a cabo la cuantificación proteica de infliximab y CT-P13 (Capítulo I). Este método ha sido 

puesto a punto y validado en nuestro grupo de investigación. 
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4.2. Técnicas espectroscópicas  

4.2.1. Dispersión de la luz dinámica (DLS) 

En DLS, un láser ilumina la muestra en estado líquido y las fluctuaciones de la luz 

dispersada son detectadas en un ángulo concreto. Por DLS, se registra el movimiento 

browniano y este se relaciona con el tamaño de las partículas en disolución. El 

movimiento browniano se define como el movimiento aleatorio de las partículas debido 

al bombardeo de las moléculas del disolvente. Cuanto mayor es el tamaño de las 

moléculas, más lento es el movimiento de estas; las partículas más pequeñas son 

golpeadas en mayor medida que las más voluminosas (Malvern, 2011). 

La técnica DLS es una herramienta relativamente rápida, no destructiva, muy 

sensible y esencialmente cualitativa para caracterizar el tamaño de biomoléculas en 

disolución. Se ha usado durante varias décadas en el monitoreo del fenómeno de la 

agregación en disoluciones de proteínas, pudiendo diferenciar muestras monodispersas 

homogéneas de muestras agregadas (Nobbmann et al., 2007). Esta técnica presenta 

ciertas ventajas sobre otras estrategias, como el poder realizar experimentos con una 

gran variedad de tampones, amplios rangos de temperaturas y concentraciones 

(Stetefeld et al., 2016). Es ampliamente usada en la industria biofarmacéutica, 

especialmente en etapas tempranas, ya que, debido a su sensibilidad, es capaz de 

detectar agregación incipiente. Se utiliza como herramienta de cribado para evaluar la 

agregación usando un gran número de tampones.  

Sin embargo, esta técnica también presenta debilidades: su baja resolución, que 

no la convierte en apta para discriminar oligómeros como dímeros o trímeros; su gran 

sensibilidad a cambios en la temperatura y viscosidad; el hecho de solo poder estudiar 

muestras transparentes, y el hecho de que la intensidad dispersada depende del 

diámetro, y es proporcional a su sexta potencia (I˜D6), por lo que la cubeta debe ser 

limpiada exhaustivamente y la muestra filtrada y centrifugada, puesto que cualquier 

contaminación en ínfima proporción puede dominar la distribución. 

Algunas aplicaciones en el análisis de agregados proteicos son: el estudio del 

efecto de diversos factores en la agregación, la detección y monitoreo de agregados 
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indeseables en biofármacos y la investigación de enfermedades relacionadas con la 

agregación de proteínas (Lorber et al., 2012). DLS es, además, una herramienta 

adecuada para llevar a cabo estudios de estabilidad con la finalidad de detectar 

agregados (Mirasol, 2021) 

En la presente Tesis Doctoral, las proteínas terapéuticas estudiadas han sido 

analizadas por DLS para caracterizar el particulado en disolución. Se han discutido 

distintos parámetros como el tamaño promedio Z, polidispersidad, distribución por 

intensidad y distribución por volumen. 

4.2.2. Espectropolarimetria de Dicroísmo Circular (DC) en el UV lejano 

La espectropolarimetria de DC es una técnica espectroscópica de absorción 

basada en la medida del DC en un intervalo de longitudes de onda concreto. DC hace 

referencia a la absorción diferencial entre la luz circularmente polarizada a la derecha y 

la luz circularmente polarizada a la izquierda. 

Esta técnica es ampliamente usada en la industria biofarmacéutica para estudiar 

los efectos del proceso de producción, formulación y condiciones de almacenamiento 

en la conformación de las proteínas y su estabilidad (Li et al., 2011), a pesar de no 

presentar la resolución que ofrecen técnicas como la cristalografía de rayos X o la 

resonancia magnética nuclear (RMN). La espectropolarimetria de DC ofrece una gran 

versatilidad de aplicaciones en el estudio no solo de la conformación de proteínas, sino 

de la agregación de las mismas (Joshi et al., 2014).  

Esta técnica ofrece una serie de ventajas con respecto a técnicas de alta 

resolución (cristalografía de rayos X o RMN): se pueden obtener espectros de alta 

calidad en relativamente poco tiempo; se requiere poca cantidad de muestra para 

estudiar el UV lejano; su naturaleza no destructiva, que permite la reutilización de la 

muestra para otros fines, o la posibilidad de utilizar cubetas con pasos ópticos que 

difieren en varios ordenes de magnitud, que la hacen ideal para el estudio de proteínas 

a concentraciones muy variadas. Las desventajas de la técnica se asocian a su bajo poder 

resolutivo sobre la estructura de proteínas, ya que, a pesar de que en el UV lejano se 

pueden obtener estimaciones sobre el contenido en estructura secundaria, esto es, la 



INTRODUCCIÓN 
 

50 
 

abundancia de alfa hélices, laminas beta, giros beta o estructuras desordenadas, estos 

softwares no indican en qué lugar de la proteína esta cada tipo de estructura secundaria. 

La información contenida en un espectro de DC en el UV lejano puede ser interpretada 

en términos del porcentaje del contenido en cada tipo de estructura secundaria 

(Whitmore & Wallace, 2004). Se han desarrollado diversos algoritmos que permiten la 

deconvolución de cada tipo de estructura secundaria presente en la proteína estudiada. 

Dichroweb, disponible en (http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml), es un 

servidor web que permite un análisis en línea de datos de DC (Whitmore & Wallace, 

2008). EL servidor pone a disposición del usuario de manera gratuita 5 algoritmos: 

SELCON3(Sreerama & Woody, 1993); CONTINLL (Provencher & Gloeckner, 1981); 

CDSSTR (Compton & Johnson, 1986); VARSLC, y K2d (Andrade et al., 1993), así como una 

serie de bases de datos de proteínas referencia (Abdul-Gader et al., 2011; Evans et al., 

2007; Lees et al., 2006; Sreerama et al., 2000; Sreerama & Woody, 2000). Finalmente, 

para evaluar la comparación de los resultados experimentales con los teóricos 

calculados, Dichroweb calcula un parámetro de la bondad del ajuste denominado “raíz 

de la desviación cuadrática media normalizada (NRMSD)”. Valores bajos (<0.1) indican 

que los cálculos realizados son confiables. Es una condición necesaria, aunque no implica 

que los cálculos estimados sean reales (Whitmore & Wallace, 2008). 

En la presente Tesis Doctoral se han puesto a punto y validados métodos de DC 

en el UV lejano (190-260 nm), para caracterizar las estructuras secundarias de infliximab, 

CT-P13 y ziv-aflibercept. Posteriormente, los espectros han sido deconvolucionados 

para calcular el contenido porcentual en estructuras secundarias por Dichroweb. 

4.2.3. Espectroscopia de fluorescencia intrínseca de triptófanos 

La espectroscopia de fluorescencia es, indiscutiblemente, la estrategia 

experimental más usada en el estudio de la conformación de las proteínas. Las tres 

razones de la gran aplicabilidad de la técnica en estudios de plegamiento y dinámica 

conformacional de proteínas son: las señales de fluorescencia son muy sensibles al 

entorno más próximo del fluoróforo bajo estudio; la técnica presenta una relación 

señal/ruido muy alta con poca cantidad de proteína, convirtiéndola en una técnica muy 

sensible, y la escala de emisión, que se encuentra en la escala de nanosegundos. Esto, 
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sumado a la alta relación señal/ruido permite tiempos de adquisición bastante rápidos 

relativos a la escala de tiempo para los plegamientos y transiciones conformacionales. 

Sin embargo, presenta algunas desventajas. Generalmente, la señal obtenida es 

local, es decir, en el ambiente próximo al fluoróforo estudiado. Por lo tanto, es 

complicado interpretar los cambios observados por la técnica en términos de su origen 

y localización. En segundo lugar, en proteínas que contienen numerosos fluoróforos, es 

difícil interpretar los resultados obtenidos por la técnica: el entorno de cada fluoróforo 

es único y presenta propiedades espectrales diferentes a las del resto. Los espectros de 

absorción y emisión se solapan y es difícil distinguir la contribución de cada residuo por 

separado al global de cambios observados. El espectro de fluorescencia intrínseca de 

una proteína puede obtenerse excitando a 280 nm, absorbiendo principalmente el 

triptófano y tirosina. En cambio, si se quiere obtener la emisión del triptófano 

exclusivamente, puede excitarse la proteína a 295-305 nm.  

De todos los aminoácidos aromáticos, el triptófano domina la emisión 

fluorescente en una proteína. Las proteínas suelen tener dos o más triptófanos, como 

es el caso de los biofármacos, y en particular, de los anticuerpos monoclonales y 

derivados. La emisión del triptófano es altamente sensible a las condiciones del 

disolvente, proximidad de aminoácidos ácidos, número y localización de triptófanos 

(Thiagarajan et al., 2016). Por lo tanto, se usa para seguir cambios conformacionales de 

proteínas. Los desplazamientos en sus espectros de emisión han sido observados como 

resultado de diversos fenómenos como la unión a ligandos, asociación proteína-

proteína o desplegamiento de proteínas (Vivian & Callis, 2001). El máximo de emisión 

es un reflejo del promedio de exposición al disolvente de los triptófanos en una proteína; 

estos, debido a su carácter aromático, suelen encontrarse en el interior hidrófobo de la 

proteína -en la interfaz entre dominios o subdominios, o en la interfaz entre 

subunidades en proteínas oligoméricas-. Tras la ruptura de las estructuras terciarias y 

cuaternarias, el triptófano queda más expuesto al disolvente, lo que provoca un 

desplazamiento de máximo de emisión hacia el rojo. Sin embargo, no es posible predecir 

el efecto sobre el rendimiento cuántico, ya que este es difícil de predecir. Si no hay 

desactivación fluorescente o transferencia energética hacia grupos prostéticos en el 

estado plegado, se puede predecir que la desactivación de la fluorescencia del 
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disolvente debido a la exposición de los triptófanos al exterior dará lugar a una caída en 

la intensidad de emisión. Sin embargo, hay casos en los que ocurre una fuerte 

desactivación en estados plegados, y aumenta la intensidad de fluorescencia al 

producirse el desplegamiento (Royer et al., 1993). La tirosina y fenilalanina también 

pueden usarse como sondas fluorescentes intrínsecas en el estudio de las proteínas, sin 

embargo, sus bajos coeficientes de extinción y rendimientos cuánticos, así como la falta 

de sensibilidad a su entorno próximo, los hace mucho menos útiles que el triptófano. 

En la presente Tesis Doctoral, se ha puesto a punto y validado una estrategia para 

evaluar la estructura terciaria, empleando los espectros de emisión intrínseca del 

triptófano de disoluciones de infliximab, CT-P13 y ziv-aflibercept -excitando a 298 nm-, 

para posteriormente proceder al cálculo del centro de masas del espectro. Esta 

herramienta se ha demostrado muy útil para detectar desplazamientos del máximo de 

emisión del triptófano y ha sido desarrollada por primera vez en esta Tesis Doctoral para 

el estudio de proteínas terapéuticas. 

4.3. Inmunoensayos 

4.3.1. ELISA indirecto 

Actualmente, ELISA es el inmunoensayo más usado para evaluar la actividad 

biológica de anticuerpos monoclonales y proteínas de fusión-Fc (Suárez et al., 2016). La 

guía ICH Q6B (Specifications: test procedures and acceptance criteria for 

biotechnological/biological products) establece que un protocolo aceptado para la 

evaluación de la actividad biológica de anticuerpos monoclonales y proteínas 

relacionadas, son los ensayos bioquímicos. Además, establece que los resultados de los 

ensayos biológicos deberían ser expresados en unidades de actividad biológica 

previamente calibrados frente a estándares de referencia si es posible, y si no es posible, 

se aceptan los estándares de referencia “in house”. Teniendo esto en cuenta, los 

inmunoensayos tipo ELISA son ideales para evaluar la funcionalidad en relación a los 

ensayos que emplean líneas celulares, en donde la calibración se hace más difícil y la 

variabilidad es mucho mayor que en los ELISA.  
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Así pues, en un ELISA indirecto, un anticuerpo (proteína terapéutica en este caso) se 

une específicamente a un antígeno inmovilizado y un anticuerpo secundario conjugado 

específico de especie se une al anticuerpo primario, el cual revela la reacción al añadir 

un sustrato específico de la enzima ligada. Como ventajas de este ensayo se encuentran: 

amplificación de la señal; alta sensibilidad; posibilidad de usar distintos anticuerpos 

secundarios, o la gran flexibilidad: el mismo anticuerpo secundario puede utilizarse en 

diferentes anticuerpos primarios. Como desventajas principales destacan los protocolos 

extensos al ser comparados con los de un ELISA directo o la posible reactividad cruzada 

del anticuerpo secundario(ELISA Principles and Types, n.d.).  

En la presente Tesis Doctoral, se han llevado a cabo diversos ELISA indirectos 

desarrollados y validados previamente en nuestro grupo de investigación (Suárez et al., 

2016)y que han sido adaptados y validados para la los estudios específicos de infliximab, 

CT-P13 y ziv-aflibercept. En la figura 4, se recoge un esquema general del formato 

seguido en estos ELISA. Todos los ELISA empleados han sido, por tanto, optimizados, se 

han obtenido las correspondientes funciones de calibrado empleando como estándares 

de referencia “in-house”, medicamentos en condiciones óptimas de uso (recién abiertos 

los viales), los datos de reproducibilidad y repetibilidad, así como se ha procedido a la 

validación cuando necesario (ziv-aflibercept). Además, las muestras de proteínas 

terapéuticas bajo estudio siempre se han comparado con muestras frescas recién 

preparadas de los correspondientes medicamentos, para así comparar las señales 

obtenidas, construyéndose funciones de calibrado simultáneamente. 
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Figura 4. ELISAs indirectos llevados a cabo para evaluar la actividad biológica de infliximab, 

CT-P13 y ziv-aflibercept. 

5. Estructura de la Tesis Doctoral y coherencia entre las 

publicaciones 

La presente Tesis Doctoral ha sido presentada por compendio de publicaciones 

en revistas científicas de alto impacto e indexadas en el Journal Citation Reports. Según 

la normativa a aplicar de la Escuela de Doctorado de la Universidad de Granada, es 

requisito incluir los indicios de calidad relativos de cada una de las publicaciones, los 

cuales son descritos a continuación. Se ha seguido una nueva estructura en la que el 

apartado resultados y discusión es sustituido por las publicaciones científicas. La tesis 

presenta los apartados resumen, hipótesis y objetivos, publicaciones científicas, 

conclusiones, perspectivas futuras, anexos y bibliografía. Los artículos científicos son 

mostrados en el formato PDF de la revista. Los capítulos que se muestran en esta 

memoria satisfacen los objetivos que quedan recogidos en los proyectos de 

investigación financiados por el instituto de salud Carlos III: FIS PI010-00201 y FIS PI17-

00547.  

Capítulo I: En este trabajo, y por primera vez en nuestro grupo, se ha establecido y 

definido una metodología de análisis comprensiva para a través de un conjunto de 

distintos atributos críticos de la calidad, evaluar de forma rigurosa la estabilidad de 
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anticuerpos monoclonales terapéuticos en condiciones de uso hospitalario. De esta 

manera, se ha llegado a determinar un perfil indicador de la estabilidad fisicoquímica y 

funcional, que se ha aplicado al estudio comparativo del anticuerpo monoclonal 

infliximab (Remicade®, medicamento innovador) y su biosimilar CT-P13 (Remsima™ e 

Inflectra™, medicamentos bioidénticos). Este perfil indicador de la estabilidad ha 

demostrado su validez en la caracterización y comparabilidad de un innovador y su 

biosimilar en condiciones de uso hospitalario con rigurosidad. Se han obtenido datos 

sobre sus estabilidades frente a degradación acelerada, lo cual permiten, a su vez, 

evaluar el impacto de la manipulación. También se han investigado las estabilidades en 

el tiempo de disoluciones preparadas y almacenadas en condiciones de uso hospitalario. 

Concretamente, se han estudiado las disoluciones de 10 mg/mL (medicamento 

reconstituido y almacenado en viales de vidrio), 2 mg/mL (medicamento reconstituido, 

diluido en disolución isotónica (0,9% de NaCl) y almacenado en viales de vidrio) y 0,4 

mg/mL (medicamento reconstituido, diluido en disolución isotónica (0,9% de NaCl) y 

almacenado en bolsas de poliolefina). Todas han sido almacenadas a 2-8ºC y oscuridad 

durante 14 días. Ha sido objetivo también de este estudio, la comparación de resultados 

en cuanto a procesos de degradación que se llevan a cabo en el innovador y biosimilar, 

robustez frente a dicha degradación y comparación de las estabilidades de las 

disoluciones en el tiempo. 

Esta metodología de análisis desarrollada en este capítulo se ha aplicado en los 

siguientes capítulos de la Tesis para estudiar la proteína de fusión-Fc ziv-aflibercept.  
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Capítulo II: En este trabajo, el perfil indicador de la estabilidad fisicoquímica y funcional 

que fue establecido para el anticuerpo monoclonal infliximab (Remicade®, 

medicamento innovador) y su biosimilar CT-P13 (Remsima™ e Inflectra™, 

medicamentos bioidénticos), se ha aplicado para el estudio de la proteína de fusión-Fc 

terapéutica ziv-aflibercept (Zaltrap®, medicamento innovador). Este perfil indicador de 

estabilidad ha permitido llevar a cabo una caracterización fisicoquímica y funcional de 

dicha proteína y proporcionar datos sobre la estabilidad frente a la manipulación 

hospitalaria. Además, se ha hecho uso de técnicas complementarias como la 

microscopia de transmisión de electrones, y distintos ensayos de unión como tioflavina 

T y Congo Red y, que han sido necesarios, dada la gran complejidad estructural que 

presenta esta proteína terapéutica en comparación con anticuerpos monoclonales 

previamente estudiados. La estabilidad de ziv-aflibercept en condiciones de uso 

hospitalario es estudiada en el próximo capítulo. 
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Capítulo III: En este último capítulo, los datos previos que ya se tienen sobre la 

caracterización de la proteína de fusión-Fc terapéutica ziv-aflibercept (Zaltrap®, 

medicamento innovador), así como de su degradación acelerada, que permite validar la 

estrategia para ser empleada en estudios de estabilidad, ha servido para llevar a cabo 

un estudio de estabilidad en condiciones de uso hospitalario. Las disoluciones 

estudiadas han sido 4 mg/mL (medicamento diluido en 0,9 % de NaCl y almacenado en 

bolsas de poliolefina) y 0,6 mg/mL (medicamento diluido en 0,9 % de NaCl y almacenado 

en bolsas de poliolefina). Todas han sido almacenadas a 2-8ºC en oscuridad durante 14 

días. En este trabajo, se ha puesto a punto metodología analítica adicional como es la 

cromatografía de intercambio catiónico fuerte. Esta metodología ha permitido el análisis 
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de las variantes de carga. La puesta a punto y validación de esta metodología ha sido 

publicada en la misma revista por nuestro grupo de investigación (Pérez-Robles et al., 

2020). 
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Resumen 

En el Capítulo I, se ha puesto a punto un conjunto de métodos de análisis y estrategias 

para llevar a cabo una caracterización fisicoquímica y funcional el anticuerpo 

monoclonal infliximab (Remicade®, medicamento innovador), y su biosimilar CT-P13 

(Remsima™ e Inflectra™, medicamentos bioidénticos). Posteriormente, se empleó esta 

metodología desarrollada en un estudio de estabilidad comparativo medicamento 

innovador/medicamento biosimilar. El objetivo fue comparar, por un lado, la estabilidad 

fisicoquímica de ambos frente a la degradación; y por otro, evaluar la estabilidad 

fisicoquímica y funcional de disoluciones clínicas de ambos medicamentos cuando son 

preparadas en condiciones asépticas validadas y almacenadas a 2-8ºC en oscuridad 

durante 14 días. Distintos viales de INF y CT-P13 fueron reconstituidos en agua para 

inyectables a la concentración de 10 mg/mL y diluidos en solución isotónica (0,9% de 

NaCl) a las concentraciones clínicas de 2 y 0,4 mg/mL. Las disoluciones a 10 y 2 mg/mL 

fueron almacenadas en viales de vidrio, mientras que las disoluciones a 0,4 mg/mL 

fueron almacenadas en bolsas de poliolefina. La metodología analítica aplicada se basó 

en el análisis de distintos atributos de la calidad: el particulado de 0,001-10 µm fue 

analizado por DLS y los oligómeros de pequeño tamaño mediante (SE/UHPLC-UV-

(native)MS(Orbitrap)), que también fue empleado para análisis intacto del perfil de 

isoformas; la cuantificación se realizó mediante (RP/UHPLC-UV); las estructuras 

secundarias por DC en el UV lejano; la estructura terciaria por fluorescencia intrínseca 

de triptófanos y la funcionalidad por ELISA. Los resultados indicaron unos perfiles 

espectroscópicos, un perfil de agregados, así como unos patrones de degradación muy 

similares y comparables entre INF y CT-P13. La única diferencia destacable entre INF y 

CT-P13 fue detectada por DLS tras los ciclos de congelación/descongelación; CT-P13 

mostró una mayor robustez frente a dicho estrés en cuanto a formación de particulado. 

En lo referente al estudio de estabilidad en condiciones de uso clínico, no se detectó 

formación de agregados, cambios significativos en las estructuras secundarias y terciaria 

o disminución de la funcionalidad. Del presente capítulo, se puede concluir que las 

disoluciones de INF y CT-P13 almacenadas a 2-8°C y en oscuridad, presentaron 

estabilidad fisicoquímica y funcional durante dos semanas, independientemente de la 
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concentración (10, 2 y 0,4 mg/mL) y del material de almacenamiento (viales de vidrio o 

bolsas de poliolefina). Los medicamentos, innovador y bisimilares, demostraron en este 

estudio un alto grado de biosimilaridad en sus condiciones de uso hospitalario. 
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Supplementary Table 1 
 
Table 1 Remicade® and Remsima™/Inflectra™ batches indicating the samples prepared and the 
techniques used on each one. 

Remicade® 

Batch Techniques Concentrations (mg/mL) 

8RMAG0901 (4 samples) CD 10 (2 samples); 2 (2 samples) 

7RMKA91101 (4 samples) DLS 10 (2 samples); 2 (2 samples) 

7RMA65701 (4 samples) IT-F 10 (2 samples); 2 (2 samples) 

8RMKA90601 (4 samples) ELISA 10 (2 samples); 0.4 (2 samples) 

DLS 0.4 

CD 0.4 

IT-F 0.4 

SE/UHPLC-UV UV 0.4 

RP/UHPLC-UV 0.4 

Remsima™  

Batch        Techniques Concentrations (mg/mL) 
17B1M09FE1 (4 samples) ELISA 10 (2 samples); 0.4 (2 samples) 

DLS 0.4 

CD 0.4 

IT-F 0.4 

SE/UHPLC-UV  0.4 

RP/UHPLC-UV 0.4 

Inflectra™ 

Batch Techniques Concentrations (mg/mL) 

213028 (4 samples) 

257077 (4 samples) 

CD 

DLS 

10 (2 samples); 2 (2 samples) 

10 (2 samples); 2 (2 samples) 

IT-F 10; 2 

CD Far UV Circular Dichroism, IT-F Intrinsic Tryptophan Fluorescence, DLS Dynamic Light Scattering, 

SE/UHPLC-UV Size Exclusion Ultra-High Performance Liquid Chromatography with UltraViolet detection, 

RP/UHPLC-UV Reverse Phase Ultra-High Performance Liquid Chromatography with UltraViolet detection, 

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay.  



CAPÍTULO I 
 

82 
 

Supplementary “Materials and reagents” 

 

 The 250 mL sodium chloride (0.9%) infusion bags were from Baxter S.L (Valencia, 

Spain). The 10 mL sterile water for injection ampoules came from Fresenius Kabi España S.A.U 

(Barcelona, Spain). Lubricant-free luer-lock Injekt1 syringes (BN: 4606728V) were obtained from 

B. Braun (Melsungen, Germany. Nunc maxisorp microplates were supplied by Labclinic S.A. 

(Barcelona, Spain). Anti-human IgG (whole molecule)-peroxidase antibody from rabbit, O-

Phenylenediamine Dihydrochloride -as “the sigmafast opd”- (OPD), Tumor Necrosis Factor Alpha 

(TNF-α), Guanidine Hydrochloride (GnHCl) and ammonium acetate LC-MS purity grade were 

supplied by Sigma Aldrich (Madrid, Spain). Sodium carbonate, sodium hydrogen carbonate, 

sodium chloride, potassium chloride, disodium phosphate monohydrate and potassium 

phosphate monobasic were supplied by Panreac (Barcelona, Spain). Tween 20 was supplied by 

Fluka Chemika (Madrid, Spain). Skimmed milk powder “La Asturiana” (Oviedo, Spain) was 

acquired in the local market. Acetonitrile LC–MS purity grade (ACN) was supplied by VWR 

International Eurolab S.L. (Barcelona, Spain). Trifluoroacetic acid LC-MS purity grade (TFA) was 

obtained from Scharlab S.L. (Barcelona, Spain). Size exclusion column standard calibration 

(Advance BioSEC 300 Å protein standard) was supplied by Agilent technologies (California, USA). 

Reverse-osmosis-quality water purified (≥18 M/cm) with a Milli-RO plus Milli-Q station from 

Millipore Corp. (Madrid, Spain) was used throughout the study. 
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Supplementary “Far UV Circular Dichroism” 

 

CD spectroscopy in the far region was used to monitor conformational changes over 

time in both INF and CT-P13 solutions. Previously, the method was validated by subjecting the 

10 mg/mL reconstituted solutions of the drugs to a temperature ramp from 20 to 75ºC, to 

hypertonic medium and F-T cycles. The concentration to be analyzed was optimized to 0.5 

mg/mL, so drugs solutions of 10 mg/mL and 2 mg/mL were diluted with deionized water and 

isotonic solution respectively. We also ensured that CD spectra were independent of the 

medium used for diluting samples, which meant that water and NaCl 0.9%. 0.4 mg/mL drug 

solutions were analyzed without further dilutions. A quartz cuvette with a path length of 0.1 cm 

was used. Spectra were recorded with a scan speed of 50 nm/min with 6 accumulations. The 

blank was measured and subtracted from the samples. Savitzky-Golay smoothing was applied 

to all the spectra with Spectra Manager software and they were converted to molar Ellipticity 

using the following equation: 

 

[𝜃]𝑚𝑜𝑙𝑎𝑟,λ = 100000 ∗ 𝜃λ 𝑚 ∗ 𝑑⁄  

 

where θλ is the ellipticity observed in millidegrees (mdeg); d is the path length of the cell (in cm) 

and m is the molar concentration in mol/L.  
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Supplementary “Intrinsic Tryptophan Fluorescence” 

 

 Emission spectra were recorded from 300 to 460 nm with the excitation wavelength 

set to 298 nm. The temperature of the samples was kept at 20°C using a thermostatically 

controlled cell holder. A total of 5 spectral accumulations were performed for all measurements 

in order to maximize the signal to noise ratio. For 10 mg/mL samples, the excitation slit was set 

to 5 nm and the emission slit to 2.5 nm, avoiding further dilutions of the drugs. For the rest of 

the samples both the excitation and the emission slits were set to 5 nm. Blank was measured 

with the appropriate solvent without the antibody. 

  



CAPÍTULO I 

85 
 

Supplementary “SE/UHPLC-UV-(native) MS -Fig. 1 and Fig. 2-” 

 

1 Method 

Drug chromatographic evaluation was carried out in a SEC column 300A, 2.7µm, 4.6x300mm 

(AdvanceBioSec, Agilent technologies, California, USA) with a column temperature set at 30ºC. 

The flow rate was 0.3 mL/min and 20 µL of sample were injected into the column for analysis. 

The eluent solvent was composed of 50 mM of ammonium acetate. An isocratic elution mode 

was applied for 12min. The UV chromatograms were registered at 220nm. The mass spectra 

were recorded from 4 min to 11 min in positive mode at 17500 resolution full scan ranging from 

2000 to 6000 m/z. The mass spectrometric instrumental parameters were set as follows: the 

spray voltage was 4.00kV, the sheath gas flow rate was 10 arbitrary units and the capillary 

temperature was 320ºC. 

 

2 SE column calibration 

 4 µL of a commercial protein standard solution were injected into the chromatograph to 

calibrate the SEC column. The solution was composed of 5 proteins: thyroglobulin (670 kDa), γ-

globulin (150 kDa), ovalbumin (45 kDa), myoglobin (17 kDa) and angiotensin II (1 kDa). 

 

 

 

Fig. 1 Chomatograph of the standar proteins for Size Esclusion (SE) calibration column. 

Thyroglobulin (5.88 min), γ-globulin (7.82 min), ovalmunin (8.77 min), myoglobin (9.52 min), 

angiotensin II (10.31 min). 
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Fig. 2 Experimental size exclusion column calibration model. 
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Supplementary “RP/UHPLC-UV -Fig. 3 and Table 2-” 

 

1 Method 

A binary gradient of 0.04% TFA in deionized water (eluent A) and 0.04% TFA in ACN (eluent 

B) was used. The column was equilibrated with 30% of eluent B for 5 min. A linear gradient was 

then applied from 30% to 40% of eluent B for 4 min, and kept constant for 6 min. In order to 

recondition the column, the gradient was reduced to 30% of eluent B for 3 min. Total analysis 

run time was therefore 13 min. The column temperature was maintained at 60ºC and the flow 

rate was sustained at 0.25 mL/min. The UV chromatograms were registered at 214 nm. 

 

2 Validation 

 Calibration was carried out using fresh drug solutions (prepared right after 

reconstitution of the medicines) from 10 to 50 mg/L as standard. The calibration curves were 

fitted by least squares regression (LS). 

 

 

Fig. 3 Experimental calibration curves of infliximab and CT-P13 Reverse Phase Ultra-High 

Performance Liquid Chromatography with UltraViolet (RP/UHPLC-UV) quantification. 
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Table 2 Accuracy of the Reverse Phase Ultra-High Performance Liquid Chromatography with 

UltraViolet (RP/UHPLC-UV). 

mAb 
Reference  

(mg/L) 

Relative standard 

deviation (%) 

Found  

(mg/L) 

Relative error 

 (%) 

a) INF standard solutions1 

INF 

 

 

50 –– 49.8 -0.5 

35 –– 35.4 1.1 

10 –– 9.8 -1.9 

b) INF validation solutions1 

INF 1450 17.6 1395 -3.8 

(1) Three independent analysis 
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Supplementary “ELISA for INF and CT-P13 -Fig. 4 and Table 3-” 

 

1 Method 

 96-well Maxisorp immune plates were sensitized with TNF-α by incubation 

‘overnight’ to 4°C using 200 μL/well of 0.1 μg/mL of TNF-α dissolved in 0.1 M carbonate 

buffer solution (pH 9.6). The plate was washed (VASHER RT-2600C microplate washer, 

Comecta, Abrera, Barcelona) four times. The washes (using the washing buffer solution 

- PBS pH 7.4 containing 0.3% (v/v) Tween® 20) were alternated with aspirations. It was 

then treated with 100 μl of the blocking buffer (PBS pH 7.4 containing 2% (w/v) skim 

milk) per well for 2 h at 37°C to eliminate nonspecific absorptions. The plate was again 

washed four times with PBS as explained above and filled with 100 μl of INF and CT-P13 

appropriately diluted with 0.1 M carbonate buffer pH 9.6 at several concentrations 

ranging from 0.02 μg/mL to 1.2 μg/mL. After incubating for 45 min at 37°C, the plate 

was washed four times with PBS and incubated again with 100 μl/well of a solution of 5 

μg/mL of peroxidase-labeled rabbit anti-human IgG prepared in 0.1 M carbonate buffer 

solution pH 9.6 for 30 min at 37°C. After washing four times with PBS, 100 μl of the 

substrate solution (OPD) was added to each well and incubated for 20 min in darkness 

at room temperature (around 24 °C). The reaction was stopped by adding 50 μl of 1 M 

sulfuric acid to each well. The absorbance was recorded at wavelengths of 450 nm and 

620 nm, and the analytical signal was the difference between the two absorbance values 

(TECAN SUNRISE™ microplate absorbance reader for 96-well plates connected to a 

computer loaded with XFluor4 software, Tecan, Austria, GMBH). 
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2 Elisa validation 

 

 

 

Fig. 4 Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) calibration functions of INF and CT-P13. 

Absorbance is represented as a function of INF and CT-P13 concentrations. 

 

Table 3 Precision of the ELISA method 

Target [INF] 

µg/mL 

Calculated [INF]1 

µg/mL 

Relative standard 

deviation (RSD %) 

Intra-day precision 

5 5.4 5.5 

2 1.8 7.7 

0.1 0.07 6.4 

Inter-(4)-day precision  

5 5.9 6.6 

2 2.2 7.2 

(1) Mean of 10 independent analysis 
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Supplementary Figure 5 

 

 

 

Fig. 5 Far-UV Circular Dichroism (CD) spectra corresponding to the stability study at different 

concentrations over the study period (14 days): A (INF samples at 10 and 2 mg/mL); B (CT-P13 

samples at 10 and 2 mg/mL); C (INF samples at 0.4 mg/mL) and D (CT-P13 samples at 0.4 

mg/mL). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INF 

INF 

CT-P13 

CT-P13 
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Supplementary Table 4 

 

Table 4. Far UV Circular Dichroism (CD) spectral changes in INF and CT-P13 solutions (stress studies). 

INF    CT-P13    

Stress λmin (nm) λEllipticity=0 (nm) Shoulder Stress λmin (nm) λEllipticity=0 (nm) Shoulder 

F-T cycles    F-T cycles    

D1 217 208.7 227.6 D1 217 208.9 227.8 

D2 216.8 208.1 228 D2 217 208.1 227.8 

D7 217.4 208.9 227.4 D7 217.4 209 227.8 

D14 217.6 208.8 227.8 D14 217.8 209.3 228 

HM 1.5 M    HM 1.5 M    

D0 217.4 209 227.4 D0 217.4 208.9 227.8 

D1 217.2 209.5 228.6 D1 217.6 209.2 228.8 

D2 217.4 209.4 227.8 D2 217.4 209.5 227.8 

Tª (ºC)    Tª (ºC)    

20 217 208.7 228 20 217 208.8 228 

45 217 208.5 228 45 218 208.8 228 

55 218 208.3 227 55 217 208.6 229 

65 223 205.7 - 65 220 203.4 - 

75 - 200.1 - 75 - 198.8 - 

 

  



CAPÍTULO I 

93 
 

Supplementary Figure 6 

 

 

 

 

 

Fig. 6 Intrinsic Tryptophan Fluorescence (IT-F) spectra of INF and CT-P13 samples at the 

different concentrations tested over the study period (14 days). 
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Supplementary Figure 7 

 

 

Fig. 7 Average Hydrodynamic Radius ± Standard Deviation (HR ± SD) -estimated by Dynamic 

Light Scattering (DLS) - of INF and CT-P13 solutions samples subjected to forced degradation 

stresses. Visible light radiation, hypertonic medium (A) and temperature (B) 
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Supplementary Table 5 

 

Table 5 Polydispersity of the stressed INF and CT-P13 solutions. 

Stress applied Polydispersity ± SD 

F-T cycles 1º 2º 3º 4º 

INF 46.4 ± 8.4 48.8 ± 9.1 50.4 ± 8.1 50 ± 9.3 

CT-P13 47.9 ± 8.6 48.8 ± 9.6 45.8 ± 8.7 51.2 ± 8.4 

Temperature (ºC) 20 30 40 50 

INF 45.8 ± 9.5 46.9 ± 10 36.5 ± 9.5 30.7 ± 8.3 

CT-P13 46.5 ± 7.9 42.3 ± 9.2 40 ± 12 33.9 ± 9.4 

Ionic strength (1.5M) D0 D1 D2  

INF 39.4 ± 11.5 40.8 ± 10.1 34 ± 10.8  

CT-P13 32 ± 9.2 39.8 ± 10.2 43.3 ± 12.6  

VLI D0 D1 D2  

INF 49.8 ± 9.8 47.1 ± 7.2 45.3 ± 8.6  

CT-P13 49.4 ± 9.5 50.5 ± 8.4 48.6 ± 8.2  

F-T Freeze/Thaw 

VLI Visible Light Irradiation  
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Supplementary Table 6 

 

Table 6 Averaged polydispersity over the course of the stability study. 

Concentration (mg/mL) 
Polydispersity ± SD 

D0 D1 D2 D7 D14 

10 
     

INF 51.1 ± 9 47.7 ± 9.1 45.8 ± 9.5 43.2 ± 9.1 46.8 ± 8.8 

CT-P13 50.1 ± 9.7 49.1 ± 8.9 46.5 ± 7.9 47.1 ± 8.6 45.8 ± 8.9 

2      

INF 35 ± 9.6 34 ± 10 31.6 ± 11.1 30.2 ± 9.7 - 

CT-P13 34.8 ± 10.3 30.2 ± 10.6 29 ± 9 26.1 ± 8.7 34.8 ± 11.3 

0.4      

INF 31 ± 9.9 29.1 ± 11.3 27.2 ± 10.2 30.4 ± 11.6 43.1 ± 11.1 

CT-P13 32.6 ± 12 33.9 ± 9.8 39.2 ± 11.6 26.1 ± 10.3 25.1 ± 11.9 
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Supplementary Figure 8 

 

 

 

Fig. 8 Average concentration -calculated by Reverse Phase Ultra-High Performance Liquid 

Chromatography with UltraViolet detection (RP/UHPLC-UV) - of INF 0.4 mg/mL (A) and CT-P13 

0.4 mg/mL (B) solutions in polyolefin bags over the study period (14 days). 
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Supplementary Table 7 

 

Table 7. Statistical analysis of functional activity of INF and CT-P13 samples by ELISA. 

 Concentration Data tested D1 vs D0 D2 vs D0 D7 vs D0 D60 vs D0 

INF 

10 mg/mL 

P-value 1 1 1 1 

Are means 

sig diff? 
No No No No 

0.4 mg/mL 

P-value 0.9930 0.9055 1 0.4502 

Are means 

sig diff? 
No No No No 

CT-P13 

10 mg/mL 

P-value 0.9738 0.9905 0.8605 0.9033 

Are means 

sig diff? 
No No No No 

0.4 mg/mL 

P-value 0.3670 0.9970 1 0.9999 

Are means 

sig diff? 
No No No No 

ELISA Enzime Linked ImmunoSorbent Assay 
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Resumen 

En el capítulo II, se han puesto a punto métodos de análisis para llevar a cabo una 

caracterización comprensiva de la proteína de fusión-Fc terapéutica ziv-aflibercept 

(Zaltrap®). Los objetivos fueron, por un lado, validar los métodos analíticos, mientras 

que, por otro, fue evaluar el impacto de la manipulación hospitalaria sobre la estabilidad 

de dicho biofármaco. Para ello, disoluciones del medicamento Zaltrap® fueron 

sometidas a diferentes condiciones de degradación acelerada y controlada: luz, 

temperatura elevada, ciclos de congelación/descongelación, variación del pH, dilución 

en una disolución hipertónica de NaCl, y dilución en solución desnaturalizante fuerte 

(cloruro de guanidinio). La metodología aplicada se basó en el análisis de las disoluciones 

estresadas mediante las técnicas analíticas seleccionadas para detectar la agregación 

(DLS y (SE/HPLC-DAD)), cambios en las estructuras secundarias (DC en el UV), cambios 

en la conformación o en la estructura terciaria (fluorescencia intrínseca del triptófano) 

y alteraciones en la funcionalidad (ELISA). Las técnicas de microscopia de transmisión de 

electrones y los ensayos de unión a tioflavina T y Congo Red han sido herramientas 

complementarias para caracterizar los agregados de tipo β-amiloide. Los resultados 

indicaron que la agregación es una vía de degradación común. Se detectaron dos tipos 

diferentes de agregados: dímeros y agregados de alto peso molecular atribuidos a 

estructuras tipo β-amiloide. La estructura secundaria se mantuvo en la mayoría de las 

pruebas de estrés, mientras que la conformación se alteró en casi todas las pruebas, 

excepto en los ciclos de congelación/descongelación. La funcionalidad, evaluada por su 

reacción inmunoquímica con el VEGF, resultó estable, pero con disminución al 

exponerse a la luz y con probable inactivación parcial del fármaco cuando se alteró el 

pH. Como conclusiones, se ha indicado que las disoluciones del medicamento 

biotecnológico Zaltrap® deben ser protegidas de la luz y evitar medios hipertónicos en 

las diluciones entre otras, y se ha destacado la fragilidad y fácil degradación de esta 

proteína de fusión, la cual, además, agrega en unas estructuras particulares tipo β-

amiloides no descritas previamente en bibliografía.  
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Supplementary Data 

ThT and Congo red binding assays  

Figure 1: Standard characterization of the amyloid-like aggregates observed when a 25 

mg/mL fresh ziv-AFL sample is heated up to 70ºC for 1 hour. (A) Fluorescence emission 

spectra of 10  M ThT in the presence of 10 mg/mL native protein (black line) and in the 

presence of same concentration of amyloid aggregates (red line). (B) Absorbance spectrum 

of 20 M Congo red in the presence of 1 mg/mL native protein (black line) and in the 

presence of equivalent concentration of amyloid aggregates. 
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Supplementary data 

Circular Dichroism 

 

 

 

Figure 2.  (A) Resulting CD spectra of the temperature stability study by submitting ziv-AFL to a 

temperature ramp (20-90ºC). (B) Secondary structures obtained by Dicroweb1 are also displayed. 

(1) Whitmore, L. & Wallace, B. A. Protein secondary structure analyses from circular dichroism spectroscopy: Methods and 

reference databases. Biopolymers 89, 392–400 (2008).  
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Supplementary data 

Size exclusion chromatography (SE/HPLC-DAD) 

 

 

Figure 3. Calibration column SE chromatogram. Contains thyroglobulin (6.14±0.02 min), γ-globulin 

(7.72±0.01 min), ovalmunin (9.23±0.08 min), myoglobin (9.80±0.01 min), angiotensin II (11.16±0.02 min). 

 

 

Figure 4. Experimental size exclusion column calibration model.  
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Supplementary data 

Circular Dichroism 

 
Table 1. Percentage estimation of the different secondary structures by Dichroweb1 from the CD 

spectra. 
 CDSSTR CONTINLL 

Helix 
1 

Helix 
2 

Strand 
1 

Strand 
2 

Turns Unordered Helix 
1 

Helix 
2 

Strand 
1 

Strand 
2 

Turns Unordered 

Control 0 3 32 13 10 41 0 4.6 31.2 14.7 11.6 37.8 

60ºC 1h 0 3 31 13 11 41 0.1 4.6 30.9 14.7 11.4 38.2 

60ºC 2h 0 3 31      14 10 41 0.1 5.0 30.6 14.6 11.3 38.4 

60ºC 3h 0        3 32     13 10 41 0.1 4.8 30.9 14.8 11.3 38.1 

Light12h 0       2 33     14 11 39 0 4.6 31.1 14.8 11.6 37.9 

FTC 1 0        3 33     14 11 39 0.2 4.5 30.8 14.4 11.5 38.5 

FTC 2 0        3 32     14 10 40 0.1 4.6 31.3 14.7 11.1 38.1 

pH 5.2 0        3 33      14 11 39 0 4.5 31.1 14.6 11.5 38.4 

pH 7.2 0        3 31      14 11 41 0.1 4.9 31.1 14.8 11.3 37.9 

NaCl 0        3 34      14 10 39 0 4.7 31.7 14.9 9.9 38.8 

GndHcl 0 5 29 14 12 40 1.3 6.1 28.3 14.1 11.6 38.7 

 (1) Whitmore, L. & Wallace, B. A. Protein secondary structure analyses from circular dichroism spectroscopy: Methods and 
reference databases. Biopolymers 89, 392–400 (2008). 
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Resumen 

En el capítulo III, se ha llevado a cabo un estudio de estabilidad en condiciones de uso 

hospitalario de la proteína de fusión-Fc terapéutica ziv-aflibercept, principio activo del 

medicamento Zaltrap®. El objetivo del presente capítulo fue evaluar la estabilidad 

fisicoquímica y funcional de disoluciones clínicas de ziv-aflibercept, preparadas en 

condiciones asépticas validadas y almacenadas a 2-8ºC en oscuridad durante 14 días. 

Dichas disoluciones fueron almacenadas en bolsas de poliolefina a dos concentraciones 

diferentes: intermedia 4,0 mg/mL y baja 0,6 mg/mL. La metodología aplicada se basó en 

la evaluación de distintos atributos fisicoquímicos y funcionales: el particulado de 0,001-

10 µm fue analizado por DLS; los oligómeros mediante (SE)/HPLC-DAD); las variantes de 

carga se analizaron mediante (SCX/UHPLC-UV); las estructuras secundarias se analizaron 

por DC en el UV lejano; la estructura terciaria mediante fluorescencia intrínseca de 

triptófanos y fluorescencia intrínseca de proteínas, y la funcionalidad se evaluó 

mediante ELISA. Los resultados obtenidos indicaron que no se produjo agregación, 

principal vía de degradación de esta proteína terapéutica. Las estructuras secundarias y 

terciarias se mantuvieron sin cambios a lo largo de los 14 días, mientras que la actividad 

biológica de ziv-AFL se mantuvo inalterada a lo largo del tiempo. Por lo tanto, se pudo 

concluir que las disoluciones clínicas de ziv-aflibercept estudiadas, mostraron una gran 

estabilidad fisicoquímica y funcional durante un periodo de dos semanas, 

independientemente de la concentración: 4.0 o 0,6 mg/mL. 
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Table 1. Stability study work outline. 

Forced degradation 

(stress) 

A combination of Techniques validated 

Exposure to light All 

High temperature All 

Freeze/thawing cycles All 

pH variation All except by SCX/UHPLC-UV 

Ionic strength All except by SCX/UHPLC-UV 

Denaturation by Guanidine All except by SCX/UHPLC-UV 

Stability over time  Sample 

Visual characteristics Visual Inspection 4 and 0.6 mg/mL 

Physicochemical 

properties  

Secondary structure (FU-CD) 4 and 0.6 mg/mL 

Physicochemical 

properties  

Functional properties 

Tertiary structure (IT-F) 4 and 0.6 mg/mL 

Tertiary structure (IP-F) 4 and 0.6 mg/mL 

Soluble particulate (DLS) 4 and 0.6 mg/mL 

Aggregates (SE/HPLC-DAD) 4 and 0.6 mg/mL 

Charge variants (SCX/UHPLC-UV) 4 and 0.6 mg/mL 

ELISA 4 and 0.6 mg/mL 

SCX/UHPLC-UV (Strong Cation Exchange /Ultra High Performance Liquid Chromatography-UltraViolet); 

FU-CD (Far UltraViolet Circular Dichroism); IT-F (Intrinsic Tryptophan Fluorescence), IP-F (Intrinsic Protein-

Fluorescence); DLS (Dynamic Light Scattering); SE/HPLC-DAD (Size Exclusion/ High Performance Liquid 

Chromatography-Diode Array Detection) 
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Table 2: Estimation of the content in % of secondary structures in ziv-AFL diluted to 4 mg/mL 

and stored in infusion bags and stored at 2-8ºC over 14 days. Results from representative bag 

sample. 

4 mg/ml bag Alpha helix  B sheet Random  

Day 0 5 47 48 

Day 1 5 47 48 

Day 2 5 47 48 

Day 7 5 47 48 

Day 11 5 47 48 

Day 14 5 47 48 

 

Table 3: Estimation of the content in % of secondary structures in ziv-AFL diluted to 0.6 mg/mL 

and stored in infusion bags and stored at 2-8ºC over 14 days. Results from representative bag 

sample. 

0.6 mg/ml bag Alpha helix  B sheet Random  

Day 0 5 47 48 

Day 1 5 47 48 

Day 2 5 47 48 

Day 7 5 47 48 

Day 11 5 47 48 

Day 14 5 47 48 
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Figure 1. Representative size distribution by intensity of 4mg/mL A) and 0.6 mg/mL B) ziv-AFL 

(Zaltrap®) solutions stored in polyolefin bags over 14 days. 
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A continuación, se exponen las conclusiones generales que se extraen de los resultados 

globales de esta Tesis Doctoral, ya que las conclusiones específicas derivadas de las 

investigaciones particulares expuestas en los capítulos anteriores, han quedado ya 

recogidas en dichos capítulos. 

✓ La caracterización analítica comprensiva propuesta en esta Tesis puede ser 

empleada en estudios de estabilidad de proteínas terapéuticas en condiciones 

de uso hospitalario, ya que, el perfil de estabilidad propuesto permite evaluar 

con rigurosidad el conjunto de atributos críticos de la calidad mínimo 

indispensable para poder establecer conclusiones sobre dicha estabilidad. 

✓ El perfil de estabilidad propuesto ha permitido determinar el perfil de 

oligómeros, particulado de las disoluciones, perfil de isoformas y de variantes de 

carga de las proteínas, caracterizar las estructuras secundarias y terciaria, 

determinar la concentración de las proteínas y evaluar la funcionalidad a través 

de la cuantificación de la actividad biológica de dichos anticuerpos monoclonales 

y de la proteína de fusión-Fc que han sido objeto de estudio. 

✓ La metodología analítica puesta a punto ad hoc para cada proteína estudiada, ha 

demostrado ser útil para detectar rutas de degradación como agregaciones, 

modificaciones químicas o estructurales de anticuerpos monoclonales y 

proteínas de fusión-Fc terapéuticos.  

✓ El análisis comprensivo de los resultados propuesto, ha permitido relacionar 

cambios a nivel químico con cambios estructurales significativos y pérdidas de 

funcionalidad de las proteínas terapéuticas aquí estudiadas. Esta estrategia 

puede ser aplicada en el estudio de cualquier otra proteína terapéutica. 

✓ Los resultados obtenidos permiten concluir la mayor complejidad de la proteína 

de fusión-Fc ziv-aflibercept con respecto a los anticuerpos monoclonales 

estudiados, infliximab y CT-P13. Esto ha sido determinante para que no se haya 

podido determinar aún su perfil de isoformas por espectrometría de masas, dado 

el elevado porcentaje de glicosilación que presenta, muy superior y mucho más 

complejo que el de los anticuerpos monoclonales en general.  

✓ Aunque se concluye que la proteína de fusión ziv-aflibercept es más frágil que 

los anticuerpos monoclonales estudiados -infliximab y bisomilar CT-P13-, e 
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incluso presenta vías diferentes de degradación con la formación de agregación 

compleja tipo β-amiloides, en general, los resultados ponen de manifiesto la 

fragilidad tanto de anticuerpos monoclonales y proteínas de fusión-Fc 

terapéuticos frente a distintas condiciones ambientales de estrés, por lo que se 

incide en la recomendación de una manipulación rigurosa que evite errores.  

✓ Desde el punto de vista de la estabilidad en el tiempo de las preparaciones 

farmacéuticas, tanto de los anticuerpos monoclonales como de la proteína de 

fusión-Fc, han demostrado sus estabilidades más allá del tiempo de uso indicado 

por los laboratorios fabricantes, siempre y cuando se almacenen refrigeradas y 

protegidas de la luz a 2-8ºC. Por tanto, estos resultados contribuyen a mejorar la 

eficiencia de los tratamientos, permitiendo una contención del gasto sanitario. 

✓ Los resultados y conclusiones específicos de los capítulos experimentales 

(publicaciones), han aportado información valiosa sobre la estabilidad de tres 

medicamentos biotecnológicos de gran relevancia clínica. 

✓ Los estudios de estabilidad en condiciones de uso clínico de medicamentos 

biotecnológicos, cuyos principios activos son anticuerpos monoclonales y 

proteínas de fusión-Fc, han demostrado ser de gran utilidad, permitiendo 

resolver problemas reales en el ámbito hospitalario. 
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 Dados los resultados satisfactorios obtenidos en esta Tesis Doctoral, el perfil 

indicador de estabilidad propuesto inicialmente para el estudio de infliximab y su 

biosimilar CT-P13, y posteriormente empleado con éxito en el estudio de la compleja 

proteína de fusión ziv-aflibercept, servirá para empelarlo en el estudio de otras 

proteínas terapéuticas, como por ejemplo, en el estudio del anticuerpo monoclonal 

nivolumab (Opdivo®, medicamento innovador) o el péptido teduglutide (Revestide®, 

medicamento innovador), los cuales se encuentran actualmente bajo estudio por 

nuestro grupo de investigación, utilizando estrategias analíticas similares, y 

adaptándolas a las particularidades específicas de cada medicamento/proteína 

biotecnológica. En el caso de ziv-aflibercept, en cuyo estudio han quedado aspectos 

estructurales no resueltos dada su complejidad (comentados en el capítulo II), se están 

poniendo a punto estrategias analíticas avanzadas empleando huella dactilar peptídica 

obtenida por espectrometría de masas de alta resolución y masa exacta (“bottom-up 

MS strategies”), que permitan, por ejemplo, el estudio de isoformas, la determinación 

experimental de su masa molecular, así como de otros atributos críticos de la calidad 

como deamidaciones, oxidaciones o isomerizaciones entre otras.  

A pesar de lo expuesto y comentado en esta Tesis, se plantea para un futuro 

próximo, el uso de otras técnicas analíticas que contribuyan y completen la información 

sobre otros atributos críticos de la calidad, o sobre los ya estudiados, y que se empleen 

como técnicas ortogonales. Se plantea el uso de técnicas como el oscurecimiento de la 

luz (light obscuration), o imagen de microflujo (micro-flow imaging), para el estudio del 

particulado subvisible, no abordado en esta tesis. Por otro lado, se propone el uso de 

técnicas complementarias a los ELISA para evaluar la funcionalidad, como la resonancia 

de plasmones de superficie (SPR) o la termoforesis a microescala (MST) -esta última se 

está ya evaluando y poniendo a punto metodología para evaluar la funcionalidad de 

infliximab como modelo-; técnicas que, a diferencia de ELISA, arrojan información sobre 

la cinética de unión. En lo referente a la funcionalidad de anticuerpos monoclonales y 

proteínas de fusión-Fc terapéuticos, esta ha sido abordada desde el punto de vista de la 

unión a sus dianas terapéuticas (regiones Fab), lo cual es un paso fundamental para 

desempeñar sus mecanismos de acción. Sin embargo, estos son mucho más complejos 

(ver Anexo), e involucran otras regiones estructurales, como la Fc. La región Fc se 

relaciona con las funciones efectoras de los anticuerpos como la citotoxicidad celular 
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dependiente de complemento (ADCC) o citotoxicidad mediada por complemento (CDC). 

Rituximab es un anticuerpo monoclonal terapéutico, cuyo mecanismo de acción 

involucra el reclutamiento de las proteínas del complemento. Se propone realizar 

métodos ELISA indirectos, basados en la proteína C1q, para evaluar la funcionalidad de 

anticuerpos monoclonales y proteínas de fusión-Fc, cuyo mecanismo de acción este 

fuertemente influenciado por el desencadenamiento de funciones efectoras. 
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Esta Tesis Doctoral puede considerarse multidisciplinar y se ha desarrollado 

en un grupo multidisciplinar. Sin ir más lejos, mis compañeros de laboratorio 

provienen de diferentes ámbitos, como la bioquímica, la farmacia, la química, o yo 

mismo, que provengo de los estudios de biotecnología. Es por esto, que he 

considerado interesante hacer referencia e incluir una serie de contenidos que 

considero básicos para poder entender en su conjunto el contexto de mi Tesis 

Doctoral. Estos contenidos son los que expongo a continuación como lecturas 

recomendadas en este Anexo. 
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¿Que  son las guí as ICH? 

La conferencia internacional sobre la armonización de requisitos técnicos para el 

registro de productos farmacéuticos para uso humano, es un proyecto que reúne a las 

autoridades reguladoras de medicamentos de Europa, Japón, EEUU y a la industria 

farmacéutica, para tratar aspectos científicos y técnicos de registro de productos 

farmacéuticos. El objetivo de dicho proyecto es reducir o evitar la necesidad de duplicar 

las pruebas llevadas a cabo durante la investigación y desarrollo de nuevos fármacos y 

lograr una mayor armonización en la interpretación y aplicación de las directrices 

técnicas y requisitos para aprobar medicamentos que sean eficaces, seguros y de calidad 

de una manera lo mayor eficiente posible. Esta armonización debe conducir a (MP 

Control, 2016): 

1) Economizar los recursos humanos, animales y materiales. 

2) Eliminar demoras en la administración de medicamentos nuevos. 

3) Garantizar la eficacia, calidad y seguridad de medicamentos. 

4) Proteger la salud pública. 

 Esto se consigue mediante la elaboración de unas guías específicas (guías ICH). La 

ICH publica volúmenes extensos de guías que son clasificadas en 4 categorías: calidad 

(Q), seguridad (S), eficacia (E) y multidisciplinar (M). Las guías sobre calidad incluyen la 

realización de estudios de estabilidad, la definición de los límites para testar impurezas 

y garantizan un enfoque más flexible para garantizar la calidad. Algunas de las guías ICH 

más relevantes abordan la estabilidad (Q1A-Q1F), fotoestabilidad (Q1B), validación 

analítica (Q2), impurezas (Q3A-Q3D), farmacopeas (Q4-Q4B), calidad de los productos 

biotecnológicos (Q5A-Q5E), especificaciones (Q6A-Q6B), buenas prácticas de 

fabricación (Q7), desarrollo farmacéutico (Q8), gestión de riesgos de calidad (Q9), 

sistema de calidad farmacéutica (Q10) o desarrollo y fabricación de sustancias 

farmacéuticas (Q11). Las guías ICH sobre eficacia han sido fundamentales para la 

industria, si se considera que los ensayos clínicos son la etapa más costosa y compleja 

en el desarrollo de medicamentos. Las guías sobre calidad han ayudado a reducir la 

duplicación de pruebas realizadas durante el desarrollo de fármacos, en particular, en 
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las áreas como el establecimiento de límites de impurezas y pruebas de estabilidad. Esto 

último tendrá también un impacto significativo en cambios que puedan producirse en la 

fabricación o empaquetado al tras la autorización del medicamento, que necesitan ser 

apoyados por estudios de estabilidad en curso (Branch, 2005). 
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¿Que  son los biosimilares? 

El término “biosimilar”, denominado también “medicamento biológico similar” 

por la EMA, se introdujo en la legislación europea a través de la Directiva 2003/63/EC y 

Directiva 2004/27/EC. Posteriormente, la OMS y la FDA publicaron sus guías sobre 

biosimilares (Kay, 2011; World Health Organization-WHO, 2009), siendo conocidos 

como “similar biotherapeutic products” y “follow-on biologics” por ambos organismos 

respectivamente. Se define biosimilar como un medicamento biológico similar a otro de 

origen biológico innovador (medicamento de referencia), que ya ha sido autorizado 

previamente (European Medicines Agency - EMA, 2014a, 2014b).  

Los laboratorios pueden comercializar los biosimilares una vez haya expirado la 

patente del medicamento biológico original. Las razones para promover el desarrollo y 

uso de biosimilares radican en la idea de hacer esta clase de medicamentos más 

accesibles a los sistemas sanitarios, y así aumentar las opciones de tratamiento de los 

pacientes, ya que el elevado precio asociado al medicamento biológico original derivado 

de los costes de su desarrollo y producción pueden hacer que el tratamiento sea 

inaccesible para ciertos colectivos o países (Simoens et al., 2017). Mediante la 

introducción de biosimilares, se pretende la reducción de costes entre un 15-30 % (El-

Bakry, 2017; Simoens, 2011), aunque los precios de los biosimilares pueden varias entre 

los distintos países europeos (Moorkens, Vulto, et al., 2017). Esta reducción puede 

deberse a unos ensayos clínicos acortados y a un proceso de producción más avanzado 

y eficiente. Por ejemplo, se han estimado unos ahorros acumulados de 98 mil millones 

de euros debido a la introducción de biosimilares de 8 medicamentos biológicos clave 

(adalimumab, insulina, etanercept, infliximab, rituximab, pegfilgastrim, trastuzumab y 

follitopina) para el año 2020 en cinco países europeos (Alemania, Francia España, Italia 

y Reino Unido). A pesar de ello, no se consigue la reducción que se alcanza en los 

medicamentos genéricos, que es cercana al 90 %. Para mayo de 2019, 59 biosimilares 

habían sido aprobados en Europa, entre ellos: factores de crecimiento, hormonas, 

anticuerpos monoclonales, proteínas de fusión y heparinas de bajo peso molecular, tal 

y como se muestra en la figura 5. En ella se establece una comparativa de los biosimilares 
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aprobados por la FDA con respecto a la EMA, así como todas las solicitudes aprobadas 

de medicamentos genéricos desde 1970 (Darrow, 2019). 

 

Figura 5. Evolución en las aprobaciones de biosimilares por la EMA y la FDA mostradas en 
barras de color violeta y verde respectivamente desde 2006 con respecto a la totalidad de 

solicitudes abreviadas de nuevos medicamentos aprobadas desde 1970 (línea continua) 
(Darrow, 2019). 

La similitud respecto al medicamento de referencia, debe ser establecida 

mediante un ejercicio de comparabilidad en términos de calidad, actividad biológica, 

eficacia y seguridad. Un medicamento biosimilar no se considera genérico de un 

medicamento biológico, principalmente debido a la gran variabilidad natural, 

complejidad estructural y del proceso de fabricación de sus principios activos. No se 

puede lograr en ellos una réplica exacta de la microheterogeneidad molecular; es por 

esta razón que se requieren más estudios para la aprobación de biosimilares que de 

genéricos. Por ejemplo, los requisitos para la aprobación de un medicamento genérico 

son principalmente estudios de bioequivalencia farmacocinética. Para aprobar los 

biosimilares, además de estudios comparativos farmacodinámicos y farmacocinéticos, 

pueden solicitarse datos relativos a la seguridad y eficacia. Se requiere, en el caso de los 

biosimilares, de estudios sobre la calidad y de estudios preclínicos y clínicos 

(International Alliance of Patients’ Organizations, 2013). A esto, se suma la necesidad de 

aportar un plan de gestión de riesgos detallado, que provea información sobre 
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situaciones de riesgo potenciales e información faltante significativa, así como un plan 

de farmacovigilancia para gestionar posibles riesgos (Ebbers et al., 2012).  

Mención especial merecen los medicamentos biológicos basados en anticuerpos 

monoclonales o derivados. Debido a sus características ya expuestas, para el desarrollo 

de biosimilares, se propone un proceso basado en etapas que incluya, en primer lugar, 

una exhaustiva caracterización fisicoquímica y biológica. La complejidad estructural 

dada para esta clase de biofármacos puede limitar la precisión de esta caracterización 

molecular y la identificación de pequeñas diferencias, que puedan tener una 

repercusión significativa en la seguridad o eficacia (Revers & Furczon, 2010). El segundo 

paso consiste en la caracterización y comparabilidad de la actividad biológica del 

biosimilar respecto al de referencia. Este ejercicio, de elevada complejidad, pretende 

determinar si las diferencias halladas en el paso anterior tienen algún impacto sobre la 

actividad biológica de la molécula en cuestión. El último paso es la valoración clínica 

(Garcia Zaragozá et al., 2017). 

La extensa documentación exigida sobre el plan de gestión de riesgos y 

farmacovigilancia, conlleva a interpretaciones erróneas sobre su seguridad y al temor a 

su implantación en la práctica clínica, así como sobre decisiones en cuanto la 

intercambiabilidad. La EMA ha publicado recientemente una guía para profesionales 

sanitarios sobre biosimilares (European Medicines Agency - EMA, 2017a) que incluye 

definiciones importantes en referencia a la intercambiabilidad. Según esta guía, la 

intercambiabilidad es una concepto científico-médico comprensivo, que concierne a la 

práctica de cambiar un medicamento por otro que se espera tenga el mismo resultado 

clínico, ya sea original por biosimilar o biosimilar por otro biosimilar. Por un lado, está el 

concepto de intercambio y por otro el de sustitución. El primero lo aprueba un médico, 

mientras que la sustitución automática la lleva a cabo un farmacéutico, sin que 

intervenga el médico. Las decisiones sobre intercambios o sustituciones de 

medicamentos biosimilares son tomadas a nivel nacional, sin que intervengan las 

agencias regulatorias. Sin embargo, diferentes enfoques a este respecto se han 

generado tanto por la EMA, como por la FDA. Según la EMA, a diferencia de la FDA, hay 

consenso entre los distintos estados miembros sobre la no necesidad de realizar ensayos 

clínicos para evaluar la intercambiabilidad. Se entiende que los estudios comparativos 
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exhaustivos durante el desarrollo de un biosimilar, junto con los datos clínicos recogidos 

sobre intercambios de original por biosimilar, son suficientes. A pesar de esto, suele 

haber consenso en que una sustitución automática no es posible para los medicamentos 

biológicos/biotecnológicos y debe ser una decisión evaluada cautelosamente y 

supervisada por un médico (Noce & Ernst, 2018). 

Un gran número de sustituciones automáticas se han producido países europeos en 

los últimos años, la mayoría de ellos cambios únicos de original a biosimilar una vez que 

este ha sido aprobado (Noce & Ernst, 2018). Hay publicadas revisiones sistemáticas que 

recogen los resultados de ensayos clínicos publicados sobre intercambiabilidad (Barbier 

et al., 2020; McKinnon et al., 2018). La más reciente (Barbier et al., 2020) recogió 

estudios publicados sobre la eficacia, seguridad e inmunogenicidad de las prácticas de 

intercambio entre innovador y biosimilar o viceversa. Un total de 178 ensayos clínicos 

aleatorizados y observacionales han evaluado la intercambiabilidad. Los autores 

remarcan que a pesar de que muchos estudios no presentan una metodología robusta, 

los estudios no parecen indicar problemas de seguridad, eficacia o inmunogenicidad en 

el intercambio a biosimilares. En particular, diversos estudios de intercambio de 

infliximab por CT-P13 han sido llevados a cabo en los últimos años (Avouac et al., 2018; 

Glintborg et al., 2017; Jørgensen et al., 2017; Tweehuysen et al., 2018). Entre ellos, un 

estudio extenso a 52 semanas, doble ciego y aleatorizado, fue realizado en Noruega y 

evaluó el efecto del intercambio de infliximab por CT-P13 en 500 pacientes con distintas 

enfermedades inflamatorias (Jørgensen et al., 2017). El intercambio a CT-P13 demostró 

no ser inferior al tratamiento original con infliximab en términos de empeoramiento de 

la enfermedad tras un año, sin haberse presentado problemas de seguridad. 
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¿Por medio de que  mecanismos 
actu an los anticuerpos monoclonales 
y proteí nas de fusio n terape uticos? 

Un anticuerpo monoclonal es aquel que reconoce específicamente una parte del 

antígeno, es decir, un epítopo concreto y que es producido por un clon de linfocitos B 

(Ruiz et al., 2008). La eficacia de estas macromoléculas terapéuticas radica en sus 

funciones naturales en el organismo como: neutralización, ADCC o CDC. Estos también 

pueden ser utilizados como portadores de otras moléculas con una función específica, 

como los conjugados anticuerpos-fármaco (ADCs). 

Los mecanismos de acción de los anticuerpos monoclonales son muy variados. Entre 

ellos nos encontramos: alteración de la unión ligando-receptor, eliminación de las 

células diana mediante diversos mecanismos inmunes como ADCC, CDC y ADCP o la 

regulación negativa por internalización del receptor entre otras (Strohl & Strohl, 2012b; 

Zhou & Marks, 2016). 

➢ La unión ligando-receptor conforma el paso inicial en la transducción de señales 

dentro de la célula, relacionadas con la proliferación celular, adhesión y 

migración. Algunas de estas están relacionadas con la progresión del cáncer. Los 

anticuerpos monoclonales que se unen a la interfaz ligando-receptor, impiden 

que el receptor se active, y en consecuencia, se desencadene la cascada de 

señalización intracelular que se quiere evitar para frenar el desarrollo de la 

enfermedad. 

Por un lado, se encuentran los que bloquean al ligando, entre los que comúnmente 

se hayan: factores de crecimiento como VEGF, citoquinas como TNF-α o IL-6, 

componentes inmunes solubles como IgE, así como receptores de virus y bacterias. Por 

otro lado, se encuentran los que se unen a receptores celulares. La mayoría de los que 

tratan el cáncer se unen a receptores celulares, entre los que nos encontramos: CD20, 

sobre expresado en linfomas de células B no Hodgkings o HER2, sobre expresado en las 

células malignas del epitelio mamario. Los anticuerpos monoclonales que se unen a 
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receptores celulares ejercen tres funciones: inhibición de las señales celulares debido al 

bloqueo del receptor frente al ligando, regulación negativa y el reclutamiento de las 

funciones efectoras. 

➢ La actividad terapéutica de un gran número de anticuerpos monoclonales resulta 

del reclutamiento de funciones efectoras, llevado a cabo por la región Fc, ya sean 

ADCC, CDC o ADCP. 

Entre los que reclutan funciones efectoras están los que se unen al CD20, como es 

el caso de rituximab, ofatumumab y obinutuzumab. Por ejemplo, rituximab y 

trastuzumab perdieron la acción terapéutica en ratones modificados genéticamente que 

no expresaban receptores FcγR (Clynes et al., 2000). También puede lograrse un 

incremento de estas funciones modificando la región Fc. Por ejemplo, la eliminación de 

la fucosilación en la Asn 297 o mutaciones puntuales en la región Fc, encargada de unión 

a receptores Fc. Obinitizumab es un ejemplo de un anticuerpo monoclonal 

glicomodificado no fucosilado, creado con objeto de aumentar la unión a CD16A y la 

actividad de las células N killer. 

Otros anticuerpos monoclonales que activan funciones efectoras son aquellos que 

se unen a los receptores HER2, como es el caso de trastuzumab; y CD52, como es el caso 

de alemtuzumab. 

➢ Otro de sus mecanismos de acción proviene de la creación de anticuerpos 

monoclonales biespecíficos. Estos pueden unirse simultáneamente a dos 

antígenos distintos al estar formados por dos scFv. 

Las células T citotóxicas juegan un papel muy importante como mecanismo efector 

antitumoral, sin embargo, las células tumorales desarrollan vías para evadir su acción 

(Rabinovich et al., 2007). Estos anticuerpos monoclonales se dirigen por un scFv a un 

antígeno de superficie de la célula tumoral sobre expresado y el otro se une al receptor 

CD3 parte del receptor T. Sirven de puente entre las células tumorales y las células T que 

son activadas y destruyen el tumor. El primer BiTE aprobado en terapia fue 

blinatumomab, indicado en el tratamiento de la LLA (Przepiorka et al., 2015). 
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➢ Los anticuerpos monoclonales ejercen también, su acción terapéutica, mediante 

regulación negativa y la internalización y destrucción del receptor. Puede ocurrir 

que la unión anticuerpo-receptor induzca la internalización de este y, por tanto, 

resulte en una regulación negativa. El mecanismo de acción de algunos se basa 

en este evento, como ocurre en el caso de los anti EGFR y HER2 (Friedman et al., 

2005). 

Por último, también ejercen otras funciones si se les unen fármacos específicos, 

buscándose una liberación dirigida de estos (Janthur et al., 2012). Por un lado, están los 

conjugados anticuerpos-fármacos (ADCs) (Lewis Phillips et al., 2008), cuyo mecanismo 

de acción consta de varias etapas: 1) unión del anticuerpo monoclonal al antígeno, 2) 

internalización del complejo anticuerpo monoclonal-antígeno, 3) liberación del fármaco 

dentro de la célula y 4) actuación del fármaco dentro de ella ejerciendo acciones como 

la de rotura del ADN y microtúbulos mediante derivados de la calicheamicina o taxano 

y la interrupción de la síntesis de ADN por doxorrubicina. Por otro lado, se encuentran 

las inmunotoxinas, moléculas híbridas formada por la unión de una toxina, o parte de 

ella, a un ligando inmune, que puede ser un anticuerpo monoclonal o citoquinas como 

la IL-2, creadas para destruir tumores (Kreitman, 2006). Cabe mencionar también los 

inmunoliposomas, los cuales ofrecen ciertas ventajas frente a los anteriores al 

encapsular al agente anticancerígeno en una partícula lipídica, como es la mayor 

penetración en el tejido tumoral y una mayor liberación del fármaco.  

Como ha sido mencionado anteriormente, la tecnología del hibridoma (1975) fue la 

que permitió el desarrollo de los primeros anticuerpos monoclonales. Previo a este 

descubrimiento, el uso de anticuerpos en terapia y diagnóstico, se basaba en la 

administración de sueros inmunes, estos eran obtenidos de diversas especies animales 

y contenían una mezcla de anticuerpos producidos por distintos clones de linfocitos B. 

A esta mezcla se la denominó suero policlonal.  

Los anticuerpos monoclonales han captado gran atención debido a la gran 

rapidez con la que llegan al mercado. Su importancia radica en su estabilidad, 

especificidad y adaptabilidad. De hecho, los anticuerpos monoclonales no solo tienen la 

habilidad de unión a antígenos y receptores celulares endógenos, sino que se prestan 
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fácilmente a ser modificados mediante ingeniería de proteínas. Se han conseguido crear 

derivados de anticuerpos monoclonales como anticuerpos biespecíficos, fármacos 

inmunoconjugados, fragmentos de anticuerpos o proteínas de fusión-Fc. 
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¿Co mo se producen los anticuerpos 
monoclonales y proteí nas de fusio n 
terape uticos? 

En las décadas de los 70 y 80, ya se poseían el conocimiento y herramientas para 

el desarrollo de anticuerpos monoclonales terapéuticos: enzimas de restricción para 

clonar genes en plásmidos, tecnología del hibridoma, ingeniería de proteínas por 

mutagénesis dirigida, tecnología de presentación sobre fagos (Phage Display), PCR y 

secuenciación/caracterización de los genes de las inmunoglobulinas y su expresión en 

líneas celulares y E.coli. Los primeros anticuerpos monoclonales fueron producidos 

gracias a los hibridomas: esta tecnología fue desarrollada por Milstein y Kohler en el año 

1975 (KÖHLER & MILSTEIN, 1975), siendo ambos galardonados con el Premio Nobel en 

medicina en el año 1984 junto con Jerne. Inicialmente, la producción de anticuerpos 

monoclonales mediante la tecnología de hibridoma, se conseguía exclusivamente en 

ratones, aunque en los años venideros se consiguió desarrollar esta tecnología en 

conejos y humanos. A continuación, se detallan los pasos para generar hibridomas 

múridos.  

En primer lugar, se desarrolla y optimiza un antígeno inmunogénico. Una vez 

optimizado, se inmuniza el ratón durante varias semanas junto con adyuvantes. A 

continuación, se ensaya la reactividad y especificidad del suero del animal inmunizado 

frente al antígeno, mientras que los animales con títulos elevados de anticuerpos con 

afinidad, se seleccionan para serles aislados posteriormente los esplenocitos. Estos son 

fusionados con células de mieloma inmortalizadas. Posteriormente, las células hibridas 

son seleccionadas en un medio Hipoxantina-Aminopterina-Timidina (HAT): las células de 

mieloma son sensibles a este compuesto al carecer del gen Hipoxantina Guanina 

Fosforribosil Transferasa (HGPRT), requerido para la síntesis de nucleótidos por la ruta 

de novo, mientras que las células B no fusionadas acaban muriendo debido a su corta 

vida. Las células fusionadas o hibridas, son sometidas a un cribado para seleccionar 

aquellos hibridomas que producen anticuerpos con especificidad adecuada (Parray et 

al., 2020). 
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En 1986 fue aprobado el primer anticuerpo monoclonal en terapia humana por la 

FDA, muromonab-CD3 (Reichert, 2012). Se trata de un anticuerpo monoclonal múrido 

que se une al antígeno CD3 expresado por células T circulantes, induciendo su apoptosis. 

Se administra para el tratamiento del rechazo agudo de trasplante de riñón. Sin 

embargo, se observaron efectos adversos en pacientes, como el síndrome de liberación 

de citoquinas, debido a que este activaba a los linfocitos liberando TNF e IL-2. Además, 

al tratarse de un anticuerpo íntegramente múrido, el huésped producía anticuerpos 

anti-ratón neutralizando su actividad (Smith, 1996). La vida media breve en sangre, las 

funciones efectoras desencadenadas poco eficientes y los problemas inmunológicos 

(generación de anticuerpos humanos anti-ratón por gran parte de los pacientes, HAMA), 

dieron lugar al desarrollo de alternativas para la producción de anticuerpos 

monoclonales: la quimerización, la humanización y la creación de anticuerpos 

monoclonales íntegramente humanos. 

➢ La quimerización fue desarrollada en 1984 por Morrison y colaboradores 

(Morrison et al., 1984). En ella, se obtienen anticuerpos monoclonales en los que 

las regiones variables de las cadenas ligeras y pesadas son de origen múrido, 

mientras que el resto de la molécula es de origen humano.  

Los anticuerpos monoclonales quiméricos pueden generarse por ingeniería genética 

al unir las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras, procedentes de una 

hibridoma de ratón, a las regiones constantes de inmunoglobulinas humanas. En primer 

lugar, se obtiene el bazo de un ratón inmunizado que contiene las células B. Las células 

B se fusionan con células de mieloma para producir una hibridoma y aislar un clon que 

produzca de manera específica el anticuerpo monoclonal frente al antígeno deseado. 

Las secuencias de ADN que codifican para para las regiones VH y VL son aisladas del clon, 

al igual que las regiones constantes procedentes de células humanas. Los genes múridos 

y humanos son amplificados por PCR y se crea una construcción génica, para 

posteriormente transformar células de mamífero. Por último, el clon que exprese el 

anticuerpo monoclonal con mayor afinidad por el antígeno y un alto nivel de producción, 

es seleccionado. Los anticuerpos monoclonales quiméricos poseen alrededor de un 

tercio de su secuencia de origen múrido. 
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El primer anticuerpo monoclonal quimérico completo utilizado en terapia 

humana fue rituximab (Rituxan®), aprobado en uso humano en el año 1997 para el 

tratamiento del linfoma de células B no Hodgkin (European Medicines Agency - EMA, 

2008). Desde la aprobación de rituximab, se han ido desarrollando diversos anticuerpos 

monoclonales quiméricos como infliximab o cetuximab. 

Poco tiempo después, llegaron las técnicas de humanización. En los anticuerpos 

monoclonales quiméricos, un 30-35% de la secuencia es de origen múrido, lo que aún 

sigue desencadenando inmunogenicidad en muchos pacientes. La humanización, o la 

idea de hacer las cadenas variables aún más humanas, surge en el año 1986 por Winter 

y colaboradores (Jones et al., 1986). La técnica más empleada para tal fin ha sido la de 

injertos de regiones CDR múridas o remodelación de anticuerpos monoclonales. Es la 

tecnología de humanización más empleada para la producción de anticuerpos 

monoclonales humanizados. Mediante esta tecnología, se introducen las regiones CDR 

en secuencias humanas estrechamente relacionadas, con la posterior modificación de 

aminoácidos para estabilizar la construcción. Queen y colaboradores desarrollaron un 

procedimiento detallado para humanizar anticuerpos monoclonales por el método de 

injerto de CDR, el cual ha sido la base para producción de diversos anticuerpos 

monoclonales humanizados en terapia. 

Posteriormente, en 1990, surgen los anticuerpos monoclonales humanos 

producidos mediante la técnica de presentación de proteínas en la superficie de fagos 

filamentosos o Phage Display por McCafferty y colaboradores (McCafferty et al., 1990), 

lo cual permite producir anticuerpos monoclonales sin utilizar ratones. Los fagos son 

partículas víricas que infectan bacterias sin causar enfermedades en humanos. La 

utilidad de éstos reside en: 

✓ La posibilidad de introducirles genes foráneos mediante el uso de las 

tecnologías del ADN recombinante.  

✓ La expresión de dicha proteína: en este caso, la región variable o la región 

Fab de un anticuerpo monoclonal, en la superficie del fago unido a la 

proteína P3 en la región amino terminal como proteína de fusión.  
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El procedimiento general se inicia con la creación de una biblioteca de fagos que 

contenga la diversidad genética del ADN de las inmunoglobulinas. El segundo paso 

consiste en realizar un cribado y seleccionar el fago que exprese la región variable (scFv) 

o Fab con más afinidad al antígeno, el cual ha sido inmovilizado en un soporte sólido. Se 

realizan varios ciclos de selección que incluyen pasos de unión, lavado y elución para 

amplificar el fago de interés (biopanning). Estos fagos unidos son recuperados y usados 

para infectar bacterias y para su amplificación. Posteriormente, se realizan ensayos 

ELISA o de citometría de flujo (FACS) para identificar los clones específicos del antígeno 

de interés. Finalmente, una vez seleccionado el clon que codifique para la región scFv o 

Fab con mayor afinidad por el antígeno, este gen se ensambla al de la región Fc. La 

secuencia genética se introduce en células CHO para producirlos. El primer anticuerpo 

monoclonal producido mediante esta técnica fue adalimumab en 2002 (Lagrán & Díaz-

pérez, 2008). 

Otro procedimiento para sintetizar anticuerpos monoclonales humanos es por 

medio de la creación de ratones transgénicos productores de IgG humanas: tecnología 

desarrollada en el año 1994 por Lonberg y colaboradores (Lonberg et al., 1994) y Green 

y colaboradores (Green et al., 1994). En estos, se inhibe la capacidad del ratón para 

producir sus propias inmunoglobulinas y se le insertan los genes que codifican para 

inmunoglobulinas humanas mediante diversos vectores. Para su creación, ratones 

transgénicos portadores de inmunoglobulinas humanas se cruzan con ratones en los 

cuales se han eliminado los genes de inmunoglobulinas endógenas múridas (Castillo, 

2015). El primer anticuerpo monoclonal creado mediante esta tecnología fue 

panitumumab en 2006.  

Hay que destacar la creación de proteínas de fusión-Fc. La primera fue creada en 

1989 (Capon et al., 1989), al fusionar la región Fc de una IgG1 a la región extracelular de 

CD4. 9 años después fue aprobada la primera proteína de fusión-Fc en terapia, 

etanercept. Por otro lado, se encuentran los anticuerpos monoclonales con la región Fc 

modificada. Eculizumab (2007) fue aprobado 13 años después de que Alegre y 

colaboradores (1994) describieran la generación y caracterización de las mutaciones 

alanina-alanina de un OKT3 humanizado, la primera descripción detallada de un 
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anticuerpo con mutación Fc. En la figura 6 quedan resumidas las principales tecnologías 

para la producción de anticuerpos monoclonales terapéuticos. 

 

Figura 6. Resumen de las principales tecnologías para la producción de anticuerpos 

monoclonales terapéuticos. 
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¿Que  te cnicas analí ticas permiten el 
estudio de la agregacio n de 
biofa rmacos? 

Uno de los aspectos más importantes a tener en cuenta durante el desarrollo de 

biofármacos, es la aparición de agregados proteicos. La agregación es la inestabilidad 

física más común encontrada durante cualquier etapa del desarrollo y producción (W. 

Wang, 2005), así como durante su transporte y uso en hospitales. La naturaleza de los 

agregados es muy variada: atendiendo a su estructura, encontramos agregados en 

estado nativo y no nativo; atendiendo al tamaño, los agregados pueden ser desde 

dímeros hasta partículas visibles y subvisibles, que pueden estar formados por la unión 

de millones de unidades monoméricas, pasando por estados intermedios como 

oligómeros o agregados de alto peso molecular; atendiendo a la naturaleza de los 

enlaces intermoleculares, los agregados pueden ser reversibles o irreversibles. A pesar 

del efecto negativo sobre la funcionalidad, la preocupación de la presencia de agregados 

proteicos en los medicamentos biotecnológicos se debe a la capacidad de estos de 

generar toxicidad y respuestas inmunes. En este sentido, los agregados han sido 

ampliamente estudiados por diversas técnicas analíticas. Según el tipo de información 

que arrojan, estas pueden clasificarse atendiendo a diferentes criterios: técnicas para 

detectar y caracterizar particulado visible y subvisible, técnicas de separación para 

detectar y caracterizar agregados y técnicas para evaluar aspectos estructurales de las 

mismas. Por otro lado, las técnicas analíticas se clasifican, a su vez, en función del 

tamaño molecular de los agregados a analizar: agregados solubles que van hasta 

aproximadamente los 100 nm y agregados insolubles denominados particulado que se 

clasifican a su vez en particulado subvisible (1-100 µm) y visible (>100 µm).  

La cromatografía de exclusión molecular (SEC) ha sido y es la técnica estándar 

para la caracterización de agregados debido a su simplicidad, bajo coste, fácil manejo, 

poca cantidad de muestra requerida, rapidez y rendimiento elevado. Es una técnica 

válida para la separación de agregados solubles basada en el volumen hidrodinámico y 

también para cuantificarlos, presentando limitaciones a la hora de detectar partículas 
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insolubles. SEC requiere además diluir la muestra, pudiéndose presentar interacciones 

de la muestra con la fase estacionaria, lo cual puede afectar a la exactitud del método. 

Junto a SEC se encuentran la electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato 

de sodio (SDS-PAGE) y la electroforesis capilar con dodecilsulfato de sodio (CE-SDS). SDS-

PAGE es una técnica bastante robusta, capaz de separar agregados unidos 

covalentemente por peso molecular. Esta técnica, en cambio, no permite detectar 

agregados no covalentes, requiere tinción y la cuantificación es difícil. La técnica CE-SDS 

asegura una cuantificación más robusta, requiriendo, al igual que SDS-PAGE, poca 

cantidad de muestra y presentando ambos rendimientos medios/altos. Esta técnica 

tampoco permite la detección de agregados no covalentes y puede darse interacción de 

la proteína con el capilar. Ambos métodos se utilizan en control de calidad junto a SEC 

(Den Engelsman et al., 2011). 

Otros métodos ortogonales a SEC que se utilizan para validar los resultados 

obtenidos por dicha técnica son: fraccionamiento en flujo mediante campo de flujo 

asimétrico (AF4) y ultra centrifugación analítica (AUC). El AF4 separa agregados por su 

tamaño hidrodinámico. Puede cuantificar agregados mayores que por SEC y detectar 

agregados insolubles, aunque presenta el inconveniente de ser una técnica menos 

robusta y madura que SEC, y que, por lo tanto, el desarrollo metodológico es exhaustivo 

y es poco aplicable en control de calidad. Por otro lado, está la técnica AUC, que separa 

agregados por su peso molecular y/o forma. Es capaz de detectar agregados de mayor 

tamaño, permitiendo la cuantificación y ofreciendo una alta resolución. Sin embargo, 

presenta unos rendimientos bajos, pues se necesitan unos tiempos de análisis elevados, 

así como personal cualificado para hacer el tratamiento de datos. A pesar de ser más 

cara que las anteriores, requerir un calibrado constante y un mantenimiento regular del 

equipo, se utiliza para validar los resultados obtenidos por SEC. 

La técnica de dispersión de la luz dinámica (DLS) se emplea para determinar la 

distribución de tamaños de partículas en disolución. Es una técnica rápida, muy sensible, 

no destructiva y capaz de detectar agregados de hasta un tamaño de 10 µm (Malvern, 

2011). La técnica presenta desventajas a la hora de discriminar oligómeros como 

dímeros o trímeros. A pesar de ser una técnica muy sensible para detectar particulado 

en disolución, la cuantificación mediante DLS no es posible, siendo una técnica 
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esencialmente cualitativa. Esta técnica es poco adecuada para muestras polidispersas, y 

es además muy sensible a contaminaciones como polvo. 

Para caracterizar el particulado subvisible, las farmacopeas europeas y 

estadounidenses están armonizadas y contemplan dos técnicas para evaluarlo 

(European Medicines Agency - EMA, 2017b): el oscurecimiento de la luz y la microscopia. 

Ambas herramientas presentan criterios de aceptación definidos por el máximo número 

de partículas subvisibles aceptables por contenedor o por mL en disoluciones 

inyectables de gran volumen. Los instrumentos de oscurecimiento de la luz son capaces, 

en su mayoría, de detectar agregados en el intervalo 2-100 µm, con variaciones en su 

precisión y reproducibilidad, mediante unos análisis rápidos. Esta técnica cuantifica y 

clasifica por tamaño. Los inconvenientes de dicha técnica tienen que ver con la etapa de 

preparación de la muestra, que tiene que evitar la presencia de contaminación y 

artefactos. Las burbujas de aire y las gotas de silicona pueden ser erróneamente 

contabilizadas y las partículas de naturaleza no esférica no son detectadas 

correctamente. Además, es incapaz de discriminar partículas proteicas de no proteicas 

(Rech et al., 2020). La microscopía permite el estudio del tamaño y morfología de 

partículas. Esta técnica requiere desarrollar métodos laboriosos, ofreciendo bajas 

resoluciones y con una alta probabilidad de que se produzca contaminación. Esto limita 

a dicha técnica para su uso rutinario. Las farmacopeas solo fijan criterios para el estudio 

de partículas subvisibles superiores a 10 y 25 µm, e ignoran aquellas inferiores a 10 µm 

que se postula que puedan estar involucradas en reacciones inmunogénicas (Carpenter 

et al., 2009). Estas técnicas presentan ciertas desventajas en cuanto a la robustez, 

sensibilidad y precisión a la hora de determinar los distintos tipos de partículas. Por lo 

tanto, la industria está evaluando el uso de tecnologías como imagen de micro-flujo 

(MFI) o microscopia óptica/análisis de imagen. MFI permite determinar la 

concentración, tamaño y morfología de partículas. Esta técnica discrimina partículas 

proteicas de no proteicas. Sin embargo, presenta como desventajas el que solo permite 

evaluar una parte de la muestra y que es una técnica emergente que genera un gran 

volumen de datos. Siguen apareciendo nuevos métodos, como la medición de masa 

resonante (RMM), el análisis de seguimiento de nanopartículas (NTA) y las técnicas 

avanzadas de oscurecimiento de la luz (C.-T. Huang et al., 2009). 
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Un análisis de las partículas visibles es fundamental durante las distintas etapas 

del desarrollo de biofármacos, quedando los métodos establecidos por las diferentes 

farmacopeas. Las farmacopeas europeas y estadounidenses establecen que las 

disoluciones inyectables tienen que ser “prácticamente o esencialmente libres de 

partículas visibles”. Se lleva a cabo por inspección visual, la cual requiere de analistas 

entrenados y es realizada visualmente o también por equipos semiautomáticos o 

automáticos (Hawe et al., 2015). 
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¿Que  te cnicas analí ticas permiten el 
estudio de las estructuras de orden 
mayor de biofa rmacos? 

Es fundamental estudiar la estructura tridimensional de las proteínas 

terapéuticas, al estar esta estrechamente ligada a la funcionalidad de las mismas. Las 

estructuras de orden mayor (secundaria, terciaria y cuaternaria) de las proteínas 

resultan de la combinación de fuerzas intra/intermoleculares de naturaleza débil en su 

mayoría, aunque también fuerte, que promueven un estado plegado o de menor 

energía. Las estructuras secundarias son mantenidas principalmente por puentes de 

hidrógeno, mientras que la estructura terciaria por interacciones electrostáticas entre 

aminoácidos de carga opuesta, fuerzas de van der Waals, interacciones hidrofóbicas y 

puentes disulfuro (Roberts, 2014). Las estructuras de orden mayor han de ser 

caracterizadas mediante métodos fisicoquímicos apropiados y confirmadas a través de 

su funcionalidad. Las dos técnicas estándares de alta resolución usadas para la 

determinación de las estructuras de las proteínas son la cristalografía de rayos X y RMN. 

Sin embargo, ambas técnicas presentan ciertas desventajas en el contexto del desarrollo 

de biofármacos: la cristalografía de rayos X es poco práctica al requerir que la muestra 

se encuentre cristalizada, lo cual puede ser complejo o imposible para las proteínas 

terapéuticas (por la presencia de modificaciones postraduccionales o de regiones con 

estructura desordenada). Además, se trata de una técnica cara que requiere de extensos 

tiempos de análisis por lo que la hacen poco aplicable al análisis rutinario de 

biofármacos. En el caso de RMN; la poca aplicabilidad en la industria se debe al 

considerable tamaño de las proteínas, la relativa baja sensibilidad de las señales y la 

poca abundancia de los distintos isótopos (excepto 1H). Una evaluación completa de la 

estructura química tridimensional es imposible, ya que las dos técnicas mencionadas 

anteriormente solo dan aproximaciones sobre las estructuras (Berkowitz et al., 2012; 

Parr et al., 2016). Evalúan el compuesto en un estado no nativo o requieren cristalizar la 

muestra.  
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 La caracterización de las estructuras de orden mayor se lleva a cabo mediante la 

aplicación de una serie de técnicas biofísicas clásicas como dicroísmo circular (DC), 

espectroscopia de fluorescencia intrínseca (IFS) y extrínseca (EFS), espectroscopia 

infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), calorimetría diferencial de barrido (DSC), 

ultra centrifugación analítica (AUC), cromatografía de exclusión molecular (SEC) y 

distintos ensayos de unión entre otras. Una de las principales desventajas que presentan 

estas técnicas es que la información que aportan es un promedio de la proteína en 

general (Parr et al., 2016). Estas técnicas presentan debilidades a la hora de detectar y 

localizar pequeños cambios estructurales, así como cambios significativos que afectan a 

un pequeño número de moléculas. 

Por último, se encuentran métodos basados en espectrometría de masas. La 

espectrometría de masas ha demostrado ser una tecnología exacta y reproducible capaz 

de caracterizar las estructuras de orden mayor con un nivel de resolución sin 

precedentes (Kaltashov et al., 2020). Por un lado, están las estrategias de marcaje como 

la espectrometría de masas de intercambio hidrogeno-deuterio (HDX-MS), y las de 

marcaje covalente. HDX-MS puede dar bastante información sobre las estructuras de 

orden mayor y la dinámica de proteínas, que pueden ser útiles para la detección de 

cambios estructurales menores. Otro método que puede dilucidar cambios 

estructurales en las proteínas terapéuticas es la espectrometría de masas de movilidad 

iónica (IMS). Estos métodos, a pesar de ser relativamente recientes, están siendo cada 

vez más aplicados en la industria biofarmacéutica para caracterizar las estructuras de 

biofármacos complejos como anticuerpos monoclonales. 
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¿Que  te cnicas analí ticas permiten el 
estudio de la actividad biolo gica de 
biofa rmacos? 

La evaluación de las propiedades biológicas de un biofármaco constituye un paso 

esencial para establecer un perfil de caracterización completo. Una de estas 

propiedades es la actividad biológica, que se define como la capacidad de un producto 

de conseguir un efecto biológico determinado en el organismo (European Medicines 

Agency - EMA, 1999a; World Health Organization-WHO, 2013). La metodología para 

evaluarla incluye: ensayos biológicos in vivo en animales que registran la respuesta al 

producto; ensayos biológicos basados en cultivos celulares, que registran respuestas 

bioquímicas o fisiológicas a nivel celular y ensayos bioquímicos, que miden actividades 

biológicas como unión al receptor o ligando o velocidad de reacción enzimática. En el 

caso de anticuerpos monoclonales terapéuticos y derivados, en los cuales, su 

mecanismo de acción está fuertemente influenciado por el desencadenamiento de 

diversas funciones efectoras y sumado a la repercusión de estas en la seguridad y 

eficacia del tratamiento, se requiere un análisis de la actividad biológica que demuestre 

sus mecanismos de acción concretos: ADCC, CDC, apoptosis, unión a receptores FcRn y 

Fcγ entre otras. Algunos ensayos basados en líneas celulares son: ensayos de 

proliferación/anti-proliferación celular, de citotoxicidad, de adhesión, de activación de 

receptores quinasas, ensayos ADCC, CDC o de liberación de citoquinas. 

En el caso de los anticuerpos monoclonales terapéuticos y derivados, la unión 

anticuerpo-antígeno es crítica para ejercer su función (X. Wang et al., 2018). Un 

parámetro clave para evaluarla, es la constante de disociación en equilibrio (Kd). Entre 

las tecnologías que calculan dicho parámetro se encuentran: Resonancia Superficial de 

Plasmones (SPR), ELISA fluorescente (FL-ELISA) y ensayos de exclusión cinética (KinExA) 

(Bee et al., 2012). Por otra parte, están los ensayos de unión al ligando, que evalúan la 

unión del anticuerpo al antígeno, siendo ELISA y SPR las técnicas mayormente usadas 

para tal fin. Actualmente, los ensayos ELISA y SPR son ampliamente utilizados en el 

desarrollo de biofármacos. A pesar de que estos métodos no han sufrido grandes 
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cambios en las últimas décadas, sí que han sufrido automatizaciones como la 

introducción de sistemas robóticos que han incrementado el rendimiento de ambas 

técnicas significativamente (Koulov, 2019).  
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