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1. INTRODUCCION

La eritropoyetina (EPO) es una hormona glicosilada que estimula la eritropoyesis en
mamiferos y es producida in vitro por tecnologia recombinante a partir del cultivo de células de
mamifero; el biomedicamento (EPOrh) se emplea para el tratamiento de la anemia asociada a
insuficiencia renal crénica y/o anemias severas debido a otras causas como son cancer, SIDA,
entre otros. La patente de eritropoyetina vencid en 2006 por lo que ya se comercializan

medicamentos biocomparables en el mercado nacional (Roger, 2006).

La generacién de medicamentos biocomparables de este y otros medicamentos
biotecnoldgicos crea preocupacién, debido a la complejidad de estas moléculas y a la posible
generacion de inmunogenicidad (De Mora, 2010; Aguilar, 2010), por lo que las pruebas o ensayos
necesarios previo a su registro y venta deben ser estrictamente definidos, desafortunadamente en
México no hay aun criterios especificos para determinar biocomparabilidad en este medicamento,
aunque si hay recomendaciones para medicamentos biotecnoldgicos en general (Lopez Silva,

2012).

En Brasil, un estudio de 12 eritropoyetinas reporté que la potencia biolégica variaba entre
68% y 119% de lo especificado y el nivel de endotoxinas bacterianas no era aceptable en 3 de los
productos evaluados (Schmidt y cols., 2003). Otro estudio con el mismo farmaco dio resultados
equivalentes (Singh, 2008), la actividad in vivo oscilé entre el 71% y 226%. Por lo anterior es
importante que en México se evalle la calidad de estos biomedicamentos y asi se propongan

criterios y requisitos para evaluaciones in vivo.

Una de las especificaciones de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM)
para evaluar la potencia biolégica de EPOrh es un ensayo in vivo con ratones normocitémicos de la
cepa B6D2F1 u otra cepa de respuesta adecuada. La prueba se basa en la medicidon de la
produccién de reticulocitos. Dado que la cepa es de importacidn y alto costo, es conveniente hacer
estudios con otras cepas que presenten una respuesta bioldgica adecuada y que a su vez permitan

disminuir costos (FEUM, 2014).

Las cepas CD1 (ICR), CF1, BALB/C, han sido empleadas en diversos estudios para evaluar a
este medicamento (Egrie y cols., 2003; Schmidt y cols., 2003; da Silva y cols., 2013). En el presente
trabajo se evalud la potencia biolégica de productos farmacéuticos que contienen EPOrh en

ratones BALB/C como modelo alternativo a la cepa B6D2F1.



2. ANTECEDENTES / MARCO TEORICO
2.1. Medicamentos biotecnoldgicos

Los medicamentos biotecnolégicos han cobrado gran importancia en las ultimas dos
décadas ya que representan una opcién terapéutica para el tratamiento de enfermedades
crénicas, algunas asociadas a procesos inflamatorios-infecciosos y procesos cancerosos, entre

otros, mejorando la expectativa y la calidad de vida de la poblacién.

Con base en la definicién de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el articulo 81
del Reglamento de Insumos para la Salud (SSA RIS, 1998) de México, se define a un medicamento

biotecnolégico como:

“Toda Substancia que haya sido producida por biotecnologia molecular, que tenga efecto
terapéutico, preventivo o rehabilitatorio, que se presente en forma farmacéutica, que se

identifique como tal por su actividad farmacoldgica y propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas”

Estos medicamentos son muy diferentes de los medicamentos formulados con farmacos
de sintesis quimica, por lo que los paradigmas de estos no pueden ser extrapolados a
biotecnoldgicos, que suelen ser proteinas terapéuticas, debido a diferencias en sus propiedades

(Schellekens, 2008).

Una particularidad de los farmacos que constituyen a los medicamentos biotecnolégicos
es el tamafio de la molécula, generalmente es mucho mayor respecto a los farmacos obtenidos

por sintesis quimica (de 50 a 1000 veces mayor).

Si se compara un farmaco de sintesis quimica, con un biotecnolégico, el peso del primero
suele ser menor a 1 kDa por ejemplo Aspirina, que pesa 180Da; mientras que el segundo pesa
generalmente mas de 50kDa, salvo algunas excepciones como eritropoyetina, filgrastim, insulina,
que son de los biofdrmacos mas pequefios, con pesos de 30.4kDa, 5.8kDa y 18.8kDa,

respectivamente (Roger, 2006).

En la Tabla 1, se presentan las caracteristicas generales de los medicamentos

biotecnoldgicos y se hace una comparacién con los de sintesis quimica.
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Tabla 1. Diferencia y similitud entre medicamentos biotecnolégicos y medicamentos con

farmacos de sintesis quimica

Farmacos de sintesis quimica Farmacos biotecnoldgicos
Diferencias -Producidos por sintesis quimica -Producidos en lineas hospederas por
relacionadas | -Bajo peso molecular biotecnologia
al producto -Propiedades fisicoquimicas bien definidas -Alto peso molecular
-Estables - Propiedades fisicoquimicas complejas
-Alta pureza quimica -Sensibilidad al calentamiento y agitacion
-Diferentes rutas de administracion -Son mezclas heterogéneas, especificaciones que
-Entrada rapida a circulacién sanguinea por cambian durante el desarrollo, dificiles de
capilares estandarizar
-Distribucién hacia alguna combinacién 6rgano- -Administracién parenteral en su mayoria
tejido -Alcanzan la circulacion via linfatica
-Toxicidad especifica -Distribucidn limitada a plasma y fluido
-No antigénicos extracelular
-No toxicos
-Algunos son antigénicos
Diferencias -Caracterizacion completa por métodos -Dificil de caracterizar
en analiticos -Alta probabilidad de contaminacién
manufactura | -Facil de purificar -Muy susceptible a ligeros cambios en el proceso
-Contaminacion fdcil de detectar y eliminar de produccién y el ambiente
-No se afectan por ligeros cambios en el proceso
de produccién y el ambiente

Modificada de Sing (2011)

Los medicamentos biotecnolédgicos generalmente son moléculas complejas, ademas de
mostrar heterogeneidad, debido principalmente al tipo de células en los que son producidos, por
lo que es comun que muchas proteinas terapéuticas en realidad sean mezclas con diferentes

patrones de glicosilacién o porciones de proteinas (Schellekens, 2008).

La “glicosilacién” es la adicidon de carbohidratos a una proteina (Voet y cols., 2007). Y los
tipos de glicosilacion mas abundantes son las N-glicosilaciones (N-acetilglucosamina se une a una
asparagina o glutamina) y las O-glicosilaciones (N-acetilgalactosamina se une a serina o treonina)

(Murray, 2001).

Por lo tanto la estructura quimica de un biotecnolégico estd determinada no sélo por la
secuencia de aminodcidos, sino por cadenas de carbohidratos, que determinan la configuracion
espacial de la molécula. También hay modificaciones durante el proceso de extraccidn,
purificacién de la célula en que se producen, el medio de cultivo, formulacién y almacenamiento

(Schellekens, 2008).
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Existen guias internacionales para evaluar la calidad, seguridad y eficacia de un
medicamento biotecnolégico, entre ellas las publicadas por agencias como European Medicine
Agency (EMA), Food and Drug Administration (FDA), Japanese Ministry of Health and Welfare e
International Conference on Harmonisation (ICH). El objetivo de las guias es asegurar el control en
el proceso de produccién de estos medicamentos y la reproducibilidad lote a lote en las

especificaciones del producto mediante una caracterizacion completa.

2.1.1. Vencimiento de patentes

En los afios 2004-2008 empezaron a vencer las patentes de los primeros biotecnoldgicos,
por lo que empezaron a surgir los primeros medicamentos biotecnoldgicos no innovadores
(biosimilares/ biocomparables) en el mercado europeo (Martos-Rosa y cols., 2015), sin embargo
no habia un marco regulatorio en torno a las pruebas de calidad, seguridad y eficacia que debian

cumplir.

Los farmacos de sintesis quimica, demuestran intercambiabilidad entre el medicamento
de prueba y referencia, a través de la evaluacion de la calidad del producto terminado por
comparaciéon de perfiles farmacocinéticos (estudio de bioequivalencia), bajo la premisa de que
iguales perfiles farmacocinéticos entre el medicamento de prueba y referencia (y por tanto
pardmetros equivalentes como Cmax y 4drea bajo la curva), aseguran igual efecto
farmacodinamico, paradigma que no puede extenderse a biotecnolégicos por la naturaleza de las
moléculas, por el ya mencionado complejo proceso de produccién y heterogeneidad resultante

(Schellekens, 2005).

A la comparacién entre medicamentos biotecnoldgicos innovadores y no innovadores
(biocomparables) se le nombra como Estudio de Biocomparabilidad en México y/o Estudio de
Biosimilitud. A inicios del siglo XXI, habia poca informacidn disponible sobre los métodos
analiticos, estandares, especificaciones en el proceso de produccion, validacién y caracterizacién
requerida para evaluar biocomparabilidad (Schellekens, 2008). Actualmente hay abundante
informacidn especifica por biomedicamento; no obstante ha habido discrepancias al definir si una
exhaustiva caracterizacion fisicoquimica es suficiente para exentar a los medicamentos de la
realizacion de otras pruebas. Schellekens en 2008, afirmd que no se puede solo asumir similitud

entre un medicamento producido por otra compafiia farmacéutica, respecto a la compaiiia
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farmacéutica que produce el medicamento innovador, si las pruebas sdlo se resumieran a una
caracterizacion fisicoquimica, argumentando ademds, que aunque un método analitico fuera muy
sofisticado, no podria predecir completamente las caracteristicas biolégicas o clinicas de un

producto (Schellekens, 2008).

2.1.2. Biosimilares, biocomparables, productos biolégicos / proteinas de

entrada subsecuente

Un medicamento biosimilar o biocomparable es un medicamento biolégico, similar a otro
que ya ha sido autorizado (medicamento bioldgico de referencia o innovador) y cuya patente ha

vencido compartiendo con éste posologia y via de administracion (Martos-Rosa y cols., 2015).

A nivel internacional, el término para designar a los medicamentos biotecnoldgicos no
innovadores ha ido cambiando. En 2003 entrd en vigor en la Unidn Europea (EMA) el término
“medicamento biosimilar”, actualmente adoptado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).
En Estados Unidos (FDA) a este tipo de medicamentos se les designa como “follow-on biologics”
(Woodcock y cols., 2007), en Canada (PAHO) se les nombra como “proteins subsecuent entry” y en
nuestro pais (COFEPRIS) el término empleado es “biocomparables”. En las discusiones cientificas,

discusiones regulatorias y publicaciones el término empleado es “biosimilares”.

De acuerdo con la EMA:

“Un medicamento biosimilar es un medicamento bioldgico que se desarrolla para que sea similar a

un medicamento bioldgico ya existente (el «medicamento de referencia»).

Esta agencia establece que los biosimilares no son iguales a los genéricos, los cuales
tienen estructuras quimicas mas simples y se consideran idénticos a sus medicamentos de
referencia. El principio activo de un biosimilar y su medicamento de referencia es esencialmente la
misma sustancia biolédgica, aunque existen ligeras diferencias debido a la complejidad de su

naturaleza y a los métodos de produccion (EMA, 2012).

En el afo 2006, se aprobd un biosimilar de somatropina (indicada en padecimientos por

deficiencia de la secrecion de hormona del crecimiento) y los primeros biosimilares de
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eritropoyetina (EPOrh, indicada para el tratamiento de ciertos tipos de anemia) fueron aprobados

en 2007 (Martos-Rosa y cols., 2015).

En la Tabla 2, se presenta la lista de medicamentos biosimilares autorizados por la EMA

para el mercado Europeo (Martos- Rosa y cols., 2015).

TIPO DE
MOLECULA

Hormonas

Citocinas

Anticuerpos
monoclonales

Tabla 2. Medicamentos biosimilares autorizados por la Agencia Europea de Medicamentos

BIOSIMILAR (PRINCIPIO ACTIVO), COMPANIA FARMACEUTICA, MEDICAMENTO DE REFERENCIA: FECHA DE
AUTORIZACION POR LA EMA

Omnitrope (somatropina), producida por Sandoz,
referencia Genotropina de Pfizer: abril 2006

Binocrit (eritropoyetina alfa), producida por Sandoz,
referencia Eprex de Janssen-Cilag: agosto 2007

Retacrit (eritropoyetina zeta), producida por Hospira,
referencia Erypo de Janssen-Cilag: diciembre 2007

Ovaleap (folitropina alfa), producida por Teva Pharma,
referencia GONAL-f de Merck: septiembre 2013

Abasria (insulina glargina), producida por Eli Lilly,
referencia Lantus de Sanofi Aventis: septiembre 2014

Biograstim (filgrastim), producida por CT Arzneimittel,
referencia Neupogen de Amgen: septiembre 2008

Tevagrastim (filgrastim), producida por Teva Pharma,
referencia Neupogen de Amgen: septiembre 2008

Zarzio (filgrastim), producida por Novartis, referencia
Neupogen de Amgen: febrero 2009

Grastofil (filgrastim), producida por Apotex, referencia
Neupogen de Amgen: octubre 2013

Inflectra (infliximab), producida por Hospira UK,
referencia Remicade de Schering-Plough: septiembre
2013

Modificada de Martos-Rosas y cols., (2015)

Abseamed (eritropoyetina alfa), producida por
Medice Arzneimittel Putter, referencia Eprex de
Janssen-Cilag: agosto 2007

Epoetin alfa Hexal (eritropoyetina alfa), producida
por Hexal Biotech, referencia Eprex de Janssen-
Cilag: agosto 2007

Silapo (eritropoyetina zeta), producida por STADA,
referencia Eprex/Erypo de Janssen-Cilag: diciembre
2007

Bemfola (folitropina alfa), producida por Finox
Biotech, referencia GONAL- f de Merck: marzo 2014

Ratiograstim (filgrastim), producida por
Ratiopharma, referencia Neupogen de Amgen:
septiembre 2008

Filgrastim Hexal (filgrastim), producida por Hexal
Biotech, referencia Neupogen de Amgen: febrero
2009

Nivestim (filgrastim), producida por Hospira
Enterprises, referencia Neupogen de Amgen: junio
2010

Accofil (filgrastim), producida por Accord, referencia
Neupogen de Amgen: septiembre 2014

Remsima (infliximab), producida por Celltrion
Healthcare, referencia Remicade de Schering-
Plough: septiembre 2013
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2.1.3. Regulacion de biotecnoldgicos

La European Medicine Agency (EMA), es la agencia reguladora mas avanzada en materia
de medicamentos biotecnolégicos, ya que fue la primera en emitir tratados generales sobre

pruebas fisicoquimicas, estudios preclinicos, estudios clinicos e inmunogenicidad (EMA, 2015).

En Estados Unidos de América, la FDA decidié esperar a que existiera una legislacién para
los productos bioldgicos de entrada subsecuente antes de emitir las guias correspondientes. En el
caso de las insulinas y la somatropina, estos fueron introducidos al mercado realizando todas las
pruebas requeridas para moléculas nuevas (NDA), por lo que tuvieron que presentar estudios que

demostraran seguridad, eficacia y calidad.

La diversidad de los productos biotecnolégicos (proteinas gliosiladas, anticuerpos
monoclonales, etc.) ha creado la necesidad de elaborar guias especificas para evaluar la

comparabilidad por biofarmaco (Aguilar, 2010).

Actualmente la EMA ha publicado las guias para los siguientes biomedicamentos:
eritropoyetina humana recombinante, factor estimulante de colonias de granulocitos
recombinante, insulina humana recombinante, heparinas de bajo peso molecular, somatropina,
interferon alfa recombinante, anticuerpos monoclonales, interferon beta y r-hormona foliculo

estimulante recombinante (EMA Guias para biocomparabilidad, 2015).

La regulacién formal en México inicié en 2009, con la publicacién del Articulo 222 Bis, en la
Ley General de Salud (DOF, 2009), con objetivo de establecer la reglamentacién de los
medicamentos biotecnoldgicos para garantizar su seguridad y eficacia (Diario Oficial de la
Federaciéon, 2009). Mediante este decreto, se establecié que sélo puede y debe haber en México
medicamentos biotecnolégicos innovadores y medicamentos biotecnoldgicos biocomparables, por

lo que se decreté como requisito hacer estudios de biocomparabilidad.

Este decreto fue un parteaguas, ya que en México, el 35% de las solicitudes de nuevos
registros de sustancias innovadoras se encuentran relacionados con moléculas derivadas de
procesos biotecnolégicos, especialmente en materias relacionadas con atencién al cancer y

enfermedades reumatoldgicas y neurolédgicas (PROBIOMED, 2013).

En el 2012 surge la Norma de Emergencia NOM-EM-001-SSA1-2012, “Medicamentos

biotecnoldgicos y sus biofdrmacos. Buenas prdcticas de fabricacion. Caracteristicas técnicas y
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cientificas que deben cumplir éstos para demostrar su seqguridad, eficacia y calidad. Etiquetado.
Requisitos para realizar los estudios de biocomparabilidad y farmacovigilancia”, publicada en el
Diario Oficial de la Federacién el 20 de septiembre de 2012. Fue cancelada en 2013, integrandose
a la Norma Oficial Mexicana 177 actualizada, NOM-177-SSA1-2013, “Que establece las pruebas y
procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable. Requisitos a que deben
sujetarse los Terceros Autorizados que realicen las pruebas de intercambiabilidad. Requisitos para
realizar los estudios de biocomparabilidad. Requisitos a que deben sujetarse los Terceros
Autorizados, Centros de Investigacion o Instituciones Hospitalarias que realicen las pruebas de
biocomparabilidad” (SSA, 2013). Los avances en aspectos normativos de México, se han realizado
con base en los fundamentos de organismos internacionales como la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) y los tépicos deben estar en constante

revision y actualizacién.

En 2014, surgid la Norma Oficial Mexicana 257 NOM-257-SSA1-2014, con el objetivo de
establecer cémo serd el proceso para regularizacion de biotecnoldgicos, especificaciones para el
control de fabricacién, autorizacidon de protocolos clinicos, requerimientos para ser medicamentos
de referencia y directrices generales para la evaluacién de informacidon técnica y cientifica

presentada para el proceso de solicitud de registro de biotecnoldgicos (SSA, 2014).

Otras normas que tienen injerencia en los medicamentos biotecnoldgicos son:

e Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-2013, “Buenas practicas de fabricaciéon de
medicamentos”.

e Norma Oficial Mexicana NOM-072-SSA1-2012, “Etiquetado de medicamentos y de
remedios herbolarios”.

e Norma Oficial Mexicana NOM-073-SSA1-2005, “Estabilidad de farmacos y medicamentos”.

e Norma Oficial Mexicana NOM-220-SSA1-2002, “Instalacion y operacion de Ila

Farmacovigilancia”.
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2.1.4. Biotecnoldgicos de mayor consumo mundial

Entre los medicamentos biotecnoldgicos de mayor consumo y venta mundial se enlistan

los de la Tabla 3:

Tabla 3. Medicamentos biotecnolégicos de venta mundial (a 2008)

Marca Principio activo Comp’aﬁi'a Ao d(::’ Ven’tas (BiIIon(is Vencimiento
farmacéutica aprobacion de délares por aiio) de patente
Procrit eritropoyetina Ortho Biotech 1990 $2460 2004 / 2006
Epogen eritropoyetina Amgen 1989 $2456 2004
Remicade TNF alfa Centocor 1998 $3748 2013
Neupogen filgrastim Amgen 1991 $5082 2006
Rituxan rituximab Genentech 1997 $1183 2015
Avonex interferén beta -12 Biogen 1996 $2203 2013
Enbrel etanercept Immunex 1998 $5982 2012
(Amgen)
Intron A interferdn alfa- 2b Schering Plough | 1995 $857 2002
Aranesp darbepoetina alfa Amgen 2001 $3137 2024
Humira adalimumab Abbott 2002 $4521 2016

Modificado de Rosen (2004)
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2.2. EPO humana recombinante: biotecnolégico de primera generacion

La eritropoyetina humana recombinante (EPOrh), junto con la insulina humana
recombinante y el filgrastim fueron de los primeros medicamentos producidos por tecnologia del

ADN recombinante, por lo que representan la primera generacién de este tipo de medicamentos.

La EPO es una proteina enddgena de tipo hormonal, con un grado de glicosilacién alto,
gue estimula la proliferaciéon celular de precursores hematopoyéticos. Se indica principalmente en
el tratamiento de la anemia secundaria a Enfermedad Renal Crdnica (ERC), anemia en ciertos
procesos infecciosos como VIH y procesos cancerosos, cuya incidencia es alta en sectores

vulnerables de la poblacion.

Nomenclatura de las eritropoyetinas

La Denominacion Comun Internacional (DCl, en inglés International Nonpropietary Name:
INN) designada por la Organizacién Mundial de la Salud para Eritropoyetina humana recombinante

es “Epoetin”.

Esta DCI “Epoetin”, es aplicable para EPOrh que tenga la misma secuencia de aminodcidos
y los mismos sitios de glicosilacidon que la EPO enddgena. Cuando hay cambios en la secuencia de
aminodcidos este debe ser indicado con un prefijo — por ejemplo “darbepoetina” y los cambios en
la glicosilacién se denotan con letras griegas- por ejemplo EPO alfa y EPO beta, que se describen

mas adelante (Jelkmann, 2009).

2.2.1. Estructura quimica

La EPO es una glicoproteina con un peso molecular de 30.4 kDa, constituida por 165
animodcidos, cuya estructura esta definida por cuatro hélices antiparalelas. La porcion glicosilada
de la proteina es responsable de la unidén a los receptores, con unién a través de fuerzas

electrostaticas (Miyake y cols., 1977).

Tiene 4 sitios de glicosilacion caracteristicos: tres N-glicosilaciones en residuos de

Asparagina (Asp 24, 38, 83) y una O-glicosilacion en una Serina (Ser 126) (Egrie y cols., 1986), sitios
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constituidos por los carbohidratos: N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, acido N-
acetilneuraminico y acido sialico (un 11%) (Watson y cols., 1994; Dordal y cols., 1985). La molécula
tiene puentes disulfuro entre las cisteinas 29 y 33 asi como en cisteinas 7 y 161 (Wang y cols.,

1985).

En la Figura 1 se muestra la estructura quimica general de la eritropoyetina.

Puente disulfuro

V'
Asn 24

Puente
disulfuro

= Puente disulfure  [N| n_ Acetitglucosamina
{j Manosa @ M- Acetilgalactosamina

@ Galacosa é Acido sidlico

' Aminodcidos . Fucosa

Figura 1. Estructura de la eritropoyetina. Modificada de http://www.eritropoyetina.com / 2015

La sintesis de la EPO enddgena se efectlia en el rindn en la etapa adulta, en las células
intersticiales peritubulares de las nefronas (Powell y cols., 1986). Estas células estan localizadas
por fuera de la membrana basal de los tubulos renales, especificamente en la corteza renal y la
parte mas externa de la médula renal (Koury y cols., 1988). En las primeras etapas de vida, en

cambio, es el tejido hepatico el principal productor de esta hormona.

El gen que codifica su expresion esta en el cromosoma 7 (Shanks y cols.,, 1996),
especificamente en la regién q 11-q 22 del genoma. Este gen posee 5 exones y 4 intrones y
codifica una proteina de 193 aminoacidos, de los cuales los primeros 27 representan la secuencia

hidrofdbica lider y los 166 restantes la proteina madura. Existe una elevada homologia entre el
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gen que codifica a la EPO del mono (90 %) y del ratén (80 %) con el gen humano (Powell y cols.,

1986).

La EPO producida por tecnologia recombinante, tiene la misma estructura proteica que la
enddgena; sin embargo la composicion de los carbohidratos depende del cultivo celular y de los

procedimientos de purificacién empleados (Jelkmann, 2009).

Algunos reportes indican que los residuos de acido sidlico presentes en los sitios de
glicosilacién, asi como los puentes disulfuro son importantes para la actividad bioldgica in vivo-

pero no in vitro de la molécula (Tsuda y cols., 1988).

2.2.2. Farmacodinamia
2.2.2.1. Eritropoyesis: mecanismo de accion de EPO

La EPO actua controlando la producciéon de células eritroides a través de la promocion de
la sobrevivencia, proliferacién y diferenciacion de progenitores eritroides en la médula ésea, por lo

que funciona como el principal regulador de la eritropoyesis (Krantz, 1991).

La eritropoyetina (EPO) es secretada en respuesta a diversos factores como hipoxia celular
(Jelkmann, 2013; Krantz, 1991), por disminucién de la hemoglobina en la sangre, hipoglucemia,
disminucién de la presién arterial, aumento del calcio intracelular y liberacion de insulina

(Jelkmann, 2003).

Cuando aumenta el ritmo de sintesis de la EPO, las células intersticiales peritubulares del
rifién reciben la informacion a través de una cascada de sefializacién y aumentan la produccién de
EPO. El factor inducible por hipoxia 1a (HIF-1 a), se une a la region facilitadora inducible por

hipoxia del gen de la EPO, activando asi la transcripcion de este gen (Eaves y Eaves, 1992).

Todas la lineas celulares hematopoyéticas se originan en una célula madre, llamado “stem
cell” troncal o célula progenitora troncal totipotencial (ver Figura 2). Este da origen a progenitores
eritroides como el CSF-GEMM, Unidad formadora de Colonias de Granulocitos-Eritrocitos-
Megacariocitos-Macréfagos, y este a su vez origina a los progenitores bipotenciales CSF-EMeg
(Unidad formadora de colonias eritroidemergacariocitica), CSF-EEo (eritroideeosinéfilos) y CSF-EP

(eritroide-células plasmaticas) (Eaves y Eaves, 1992).
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Los progenitores bipotenciales generan finalmente los progenitores comprometidos hacia
una linea celular. Estos progenitores se llaman asi porque tienen capacidad proliferativa y de
diferenciacién hacia una unica linea celular, que puede ser de granulocitos, macréfagos,
megacariocitos, linfocitos o eritrocitos (Eaves, 1992); asi se forman las Unidades Formadoras de

Colonias Eritroides Tempranas (BFU-E).

Las BFU-E tempranas, carecen en un principio de receptores para EPO y dependen
principalmente de otros factores de proliferacién hematopoyéticos, como IL-3 y del CSF-GM que
inducen progresivamente su diferenciacion. Es a medida que maduran estas células que van
expresando receptores de EPOQ, asi, en su etapa tardia, estas células se diferencian en Unidades

Formadoras de Colonias Eritroides Tardias (CFU-E) (Goldwasser, 1983).

Las CFU-E son altamente dependientes de la EPO, de manera que son las células que
expresan mayormente a los receptores (Gregory y Eaves, 1978). Las CFU-E dan origen a los
pronormoblastos (también llamados proeritroblastos), estos a los eritroblastos basofilos y a
medida que contintda la diferenciacidon celular a eritroblastos policromaticos, ortocromaticos,
reticulocitos, que pasan a la circulacién y finalmente a los gldbulos rojos maduros de la sangre

(Gregory y Eaves, 1978).

En la etapa de eritroblasto basdfilo las células captan grandes cantidades de ferritina e
inicia la sintesis de hemoglobina (Hb). En la etapa de eritroblastos policromaticos culmina la
sintesis de hemoglobina. Cuando estos maduran a eritroblastos ortocromaticos el nucleo celular
es fagocitado por macréfagos y a medida que pierden el material genético remanente, se
diferencian en reticulocitos. El proceso de diferenciacion de CFU-E a reticulocitos, dura alrededor
de 4-5 dias. Un reticulocito en circulacidn tarda de 2 a 4 dias en madurar a eritrocito (Miyajima y

Kinoshita, 1999).

Factores de crecimiento como Interleucina 3 (IL-3), Interleucina 9 (IL-9), Trombopoyetina
(TPO), Factor de células seminales (SCF), Somatomedina C (IGF-1) y el Ligando de la Tirosina Fetal
3 (FLT-3L) también participan en la eritropoyesis, actuando incluso de forma sinérgica con la EPO

(Miyajima y Kinoshita, 1999).

En la Figura 2 se muestra el mecanismo de accién de la EPO.
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Figura 2. Mecanismo de accion de EPO (Modificada de Rodak, 2005)
2.2.2.2. Receptor de EPO

La eritropoyetina interactla con receptores especificos, presentes en la membrana de

células progenitoras eritroides de la médula 6sea (Cabrera- Garcia y cols. 2009).

El receptor de EPO (EPOR) es un polipéptido de 507 aminoacidos, con un peso de 66kDa.
Posee 5 cisteinas y un “motif” triptofanserina- X-triptofan-serina (WSXWS), en el que X es un
aminodcido cualquiera, en el dominio exoplasmatico. La cola citoplasmatica del receptor de Ep
posee 2 regiones de funciones opuestas. Una region préxima a la membrana de 103 aminoacidos,
que transduce las sefiales proliferativas, y una regién carboxi-terminal de 40 aminoacidos, que las

inhibe o regula a la baja (Youssoufiany cols., 1993).

Este EPOR pertenece a la familia de receptores de citocinas tipo 1, que se caracterizan por
estar conformados por tres secciones bien diferenciadas: una porciéon extracelular, una regién

transmembranal y finalmente una porcién intracelular (Jelkmann, 2003).

La fosforilacidn del receptor de EPO, que a su vez induce otras fosforilaciones de proteinas
de membrana y citoplasmaticas, es el mecanismo inicial de los eventos bioquimicos

desencadenados por la hormona (Barber y De Andrea, 1992).
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El primer paso es la formacidon de un complejo entre una molécula de EPO y su receptor;
por lo que este sufre un cambio conformacional y se forma un dimero estable en la superficie de la
célula. Debido a esto, se generan interacciones proteina-proteina y se desencadenan reacciones
entre proteinas cinasas JAK2 que se encuentran asociadas a cada unidad del receptor en la regiéon
citoplasmatica y se activan por transfosforilaciéon. Asi mismo se fosforilan los residuos de tirosina

de la region citoplasmatica del EPOR (Jelkmann, 2003; Barber y De Andrea, 1992).

Las proteinas STAT (Transductoras y Activadoras de Transcripcidn) se unen a los residuos
de tirosina que se fosforilaron, posteriormente estas proteinas STAT son fosforiladas por las
proteinas JACK, tras esta fosforilacion las proteinas STAT se dimerizan y asi se puedan translocar al
nucleo de la célula, activando la transcripcion de los genes relacionados con proliferacion y

diferenciacidon de las células eritroides (Leu, 2001).

En la Figura 3, se observa la cascada de sefializacién que se desencadena cuando la

eritropoyetina se une al receptor.
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Figura 3. Cascada de sefializacion EPO- receptor (Modificada de Alegre 2005)
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En cultivos, las células eritroides expresan de 300 a 1000 sitios de unién por célula, de los
cuales 20% son receptores de alta afinidad y 80 % de baja afinidad. Este porcentaje depende de
cada tipo de célula eritroide, la maxima expresién de los receptores de alta afinidad se da en las

CFU-E (Noguchiy cols., 1991).

Hay evidencia de que la afinidad por el receptor puede variar por diversos factores, entre
ellos, la cantidad de acido sidlico de la eritropoyetina. En particular, la abundancia en residuos de
acido sialico disminuye la afinidad al receptor, pero aumenta la actividad de la EPO al prolongarse

el tiempo de vida media debido a que disminuye su degradacidn (Egrie y Browne, 2001).

2.2.3. Efecto terapéutico

La eritropoyetina estd indicada en estados de anemia secundaria a la enfermedad renal
cronica (SSA GRR, 2015; Eschbach y cols., 1989). Aunque su uso terapéutico no se limita sélo a la
anemia renal, sino también a anemias asociadas a patologias no renales: en procesos cancerosos,
pacientes con VIH y cuando los niveles de EPO enddgena son menores de 500mU/L (Cabrera-

Garcia y cols., 2009).

En 2014, La OMS, reporté que para 2015, alrededor de 200 millones de personas en el
mundo padecerian diabetes, lo que los convierte en préoximos candidatos a Enfermedad Renal
Cronica (ERC). Ademas la incidencia desde 2013 de ERC en adultos mayores a 65 afios es 1 de cada

10, lo que representa 165 millones de personas en el mundo (OPS OMS, 2014).

Por otra parte, cada afio se registran 14 millones de nuevos casos de cancer segun
reportes de la OMS de 2012 (OMS, 2012). La incidencia de anemia asociada al cancer, ocurre en un
80-90% de pacientes adultos y en un 80% en pediatricos (Michon, 2002). El origen de la anemia
puede deberse a factores intrinsecos como anemia por enfermedad crénica, infiltracion tumoral
en médula d&sea, déficit nutricional y factores extrinsecos como hemodlisis, sangrado o

mielosupresién secundaria. El objetivo principal de

El tratamiento de pacientes oncoldgicos es el alivio de sintomas, mas que la correccion de

los niveles de hemoglobina (Cabrera-Garcia y cols., 2009).
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La anemia asociada a hepatitis C, es un efecto relacionado con el tratamiento combinado

de interferdn y ribavirina (Sulkowski y cols., 2010).

En pacientes con VIH hay prevalencia de anemia en un 50-75% en adultos, siendo incluso

un factor de mortalidad. Una de las causas principales del signo, ha sido la administracién de altas

dosis de AZT, (Sullivan y cols., 1998; Mocroft y cols., 1999). Se estima que hay alrededor de 35

millones de personas en el mundo infectadas con VIH (OMS, 2015).

Todos estos sectores de la poblacidn requerirdn en alguna etapa de su enfermedad, de un

tratamiento con algun agente estimulante de eritropoyesis, como eritropoyetina.

En la Tabla 4, se resumen las indicaciones terapéuticas de las eritropoyetinas disponibles

en el mercado nacional.

Tabla 4. Indicaciones de la eritropoyetina comercial

Medicamentos con EPO rh de venta en México

Marca

Nombre
comercial

Tipo de EPO

Indicacion

Dosis
disponibles

Roche

Recormon
(innovador)

EPO beta

-Anemia asociada a
IRC,

-Pacientes en
Quimioterapia y/o
Radioterapia,
-Anemia x
deficiencia de EPO,
-Prevencion de
anemia en
prematuros,
-Aumento de
produccién de
sangre autdloga

5000, 50 000Ul
multidosis

Pisa

Exetin-A
(innovador)

EPO (no
especificado
como alfa o beta)

-Sustitutivo en
deficiencia de
EPO enddgena,
-Anemia asociada
alRC

2000, 4000UI

Probiomed

Bioyetin

EPO (no especificado EPO (no especificado

como alfa o beta)

-Anemia secundaria
a IRC,
-Quimioterapia,
-Anemia por
deficiencia de EPO,
-Pacientes con
afectacion en la
produccién de
eritrocitos

1000, 2000, 4000,
10000 multidosis,
50000UI multidosis

Landsteiner-
Scientific

Erlan

como alfa o beta)

-Anemia sintomatica
0 que requiere
transfusion en ICR,
-Anemias

secundarias con EPO

enddgena baja,
-Anemias
secundarias a
procesos infecciosos
(VIH),

-Anemia de

procesos neoplasicos

malignos, excepto
mieloides

1000, 2000, 4000,
10000UI multidosis

Cryopharma

Epocryn / Epomax

EPO (no
especificado como
alfa o beta)

-IRC sintomatica o
dependiente de
transfusion,
-Niveles bajos de
EPO,

-Anemia
secundaria a
infeccion por VIH o
condiciones
malignas, etc.

2000, 4000U1

Janssen- Cilag

Eprex

EPO alfa

-Anemia asociada a
IRC,

-Pacientes en
Quimioterapia,
-Anemia por
deficiencia de EPO,
-Aumento de
produccién de
sangre autdloga

2000, 4000,
10000UIl multidosis

Modificada de IPP de medicamentos (www.drugs.com/, www.medicamentosplm.com , www.medicamentos.com.mx).
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2.2.4. Farmacocinética

Se han realizado estudios farmacocinéticos de la eritropoyetina en diversas especies y se

ha encontrado que la vida media del farmaco es variable.

En un estudio hecho en ratas Sprague - Dawley se encontrd que la ti; fue de 2.5h, con un
aclaramiento renal de 15-20 mL/ kg-h. En este mismo estudio hecho en perros Beagle, la vida

media de la EPO fue de 7.2 h, con un aclaramiento de 8.4 mL/ kg-h (Egrie y cols., 2003).

En voluntarios sanos y pacientes urémicos, la vida media de la eritropoyetina es de unas 4
-10 o 12 horas, luego de 5 a 24 horas se producen las mayores concentraciones plasmaticas
(Hillman, 1991). Resultados similares se han encontrado en ratas urémicas o normales (IPP

Recormon Roche, 2015).

La biodisponibilidad de la via subcutdnea es tedricamente del 100%, pero puede verse
afectada por factores como, el sitio de inyeccién, la vascularizacidn de la capa muscular contigua y
alteraciones patoldgicas locales en el sitio de inyeccién (Honorato, 2007), resultando en un 42 %
de la alcanzada por via iv. Esta gran diferencia en biodisponibilidad se debe al mecanismo de

absorcion de EPOrh.

Los biofarmacos de menor peso molecular a 16kDa, administrados por via subcutdnea
pasan al sistema circulatorio preferentemente atravesando la pared de los capilares sanguineos
(Honorato, 2007), mientras que la mayor absorcién de biofarmacos de mayor peso como la EPOrh
se realiza a través del sistema linfatico y alcanza la sangre por el conducto tordcico (Swartz, 2001).
El transporte por el sistema linfatico es lento y el biofarmaco estd sujeto a degradacion importante
que puede disminuir significativamente su biodisponibilidad (Porter y cols., 2000), también hay
degradacion por las peptidasas de los tejidos cuando el biofarmaco permanece durante algun

tiempo en el sitio de la inyeccion antes de pasar a la circulacién (Honorato, 2007).

El volumen de distribucién de la EPO es pequefio (una o dos veces superior al volumen
plasmatico), la unidn a otras proteinas es baja y se limita al espacio extracelular. La vida media
aumenta por disminucién del aclaramiento renal, debido a que la molécula es mas estable a las
enzimas encargadas de su degradacidon dando lugar a un incremento en las concentraciones

séricas en funcion del tiempo (Honorato, 2007).
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2.2.5. Efectos secundarios

Los principales efectos secundarios reportados para la EPOrh son: ndusea, vémito y dolor
de cabeza. Como efectos secundarios de mayor magnitud: complicaciones cardiovasculares,
hipercalcemia, trombosis del acceso vascular en pacientes con IRC en didlisis (Tae-Eun y cols.,

2010).

El margen terapéutico de la Eritropoyetina es muy amplio. Una sobredosis podria producir
efectos que son derivados de los efectos farmacolégicos de la hormona: por ejemplo, un
hematocrito muy elevado y por consiguiente una concentracidon excesivamente alta de
hemoglobina, en estos casos se tendria que realizar una flebotomia en el paciente y hacer un

ajuste a la baja en el tratamiento con EPO (EPAR, 2007).

Existe un riesgo con relaciéon al uso de Eritropoyetina y que también es causa de
resistencia al tratamiento con EPOrh, el desarrollo de una aplasia pura de células rojas, mediada
por anticuerpos neutralizantes anti-eritropoyetina, lo que se describe a detalle en el apartado de

inmunogenicidad (Casadevall y cols., 2002).

2.2.6. Inmunogenicidad

El problema mas importante de seguridad de este tipo de medicamentos es su potencial
caracter inmunogénico. Los factores que mas influyen en la generacion de inmunogenicidad por

administracién de eritropoyetina son:

e La naturaleza de la proteina: al ser una proteina enddgena, es menos inmunogénica que
las proteinas exdgenas.

e Lavia de administracidn: la via subcutdanea es mas inmunogénica que la via intravenosa.

e Duracion del tratamiento: la probabilidad de inmunogenicidad aumenta con la duracién
del tratamiento.

e Particularidades del sistema inmune de cada individuo (sistema HLA).

(Schellekens, 2008)

La mayoria de las proteinas terapéuticas -entre ellas eritropoyetina- estdn asociadas a la

induccion de anticuerpos. Esta inmunogenicidad se basa en una alteracion de la tolerancia inmune
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(tolerancia debido a células B) a antigenos propios, aunque el mecanismo en este caso particular

no es todavia bien entendido (Schellekens, 2008).

Se estima que la alteracién de la tolerancia de células B es lento, por ejemplo, con
eritropoyetina los anticuerpos aparecen después de un tratamiento largo, generalmente mayor a
un afo. Los anticuerpos neutralizantes reaccionan con la EPO exdgena impidiendo la unidn de la

misma con su receptor, lo que explica la pérdida de efectividad del tratamiento.

El efecto neutralizante es mas dramdtico cuando estos anticuerpos reaccionan con un
factor enddégeno que tiene una funcidén bioldgica esencial, tal es el caso de los anticuerpos
inducidos por eritropoyetina, provocando Anemia Pura de Células Rojas (APCR), que amenaza la

vida (Casadevall y cols., 2002).

Entre 1998-2002 el numero de casos de APCR (Pure Red Cell Aplasia -PRCA- en inglés),
aumenté bruscamente tras tratamiento con Eprex (Eritropoyetina alfa) por via sc. La APCR se
incrementd en Europay se asocié con un cambio en la formulacién de Eprex, que se introdujo en
1998, cuando se cambid la albumina sérica humana como agente estabilizador, por Polisorbato 80
(Schellekens, 2006). Ante este problema, la farmacéutica afirmé que los tapones de goma de los
viales que contenian el medicamento, actuaron como coadyuvantes, no obstante no existe mucha
evidencia experimental al respecto. La Unica explicacidn consistente con los datos epidemioldgicos
es la tendencia a la formacién de agregados causada por el cambio en la formulacidn descrito

(Schellekens y Jiskoot, 2006).

La APCR, se manifiesta por una repentina pérdida de eficacia al tratamiento con
Eritropoyetina (la Hb disminuye 1-2g/dL) (Cabrera-Garcia, y cols. 2009), por lo que las personas
que la padecen cruzan con periodos de anemia grave, requerimiento de transfusiones y ninguna

respuesta a dosis grandes y crecientes de EPOrh (Casadevall y cols., 2002).

El cuadro clinico que se presenta es una resistencia repentina al tratamiento, que conduce
a una anemia severa y que no responde a dosis crecientes de EPO y aplasia, es decir, ausencia de

precursores hematopoyéticos o niveles bajos.

El diagnéstico se confirma a través de un ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas
(ELISA), por la presencia de anticuerpos neutralizantes anti EPO y en un hemograma el

hematocrito y la hemoglobina estdn a la baja (Cases y cols., 2003).

28



El tratamiento es inmunosupresor, con corticoides y si no hay una respuesta adecuada, se

continla con ciclosporina o ciclofosfamida (Cases y cols., 2003).

Aunque la APCR no es un padecimiento con alta incidencia, los casos en que se presenta si
son graves. La incidencia esta entre 0.2-26.7 casos/100000 pacientes por afio (Cournoyer y cols.,

2004).
2.2.7. Posologia

El tratamiento con eritropoyetina consta de 2 fases, una fase de correccidn y una fase de

mantenimiento. La dosis en cada etapa estd en funcion del peso corporal del paciente.

e Fase de correccion

Se recomienda la dosis de 50-100Ul/ kg peso corporal, 3 veces por semana por via

intravenosa o subcutdnea, aunque en pacientes con IRC en hemodialisis, se sugiere la via iv.

El rango incluso puede extenderse hasta 50 -150Ul/ kg peso corporal, dependiendo de la
severidad de la anemia, sélo con prescripcion médica. En pacientes con IRC, por ejemplo, la dosis

recomendada justo es de 50 -150Ul/ kg peso corporal.

Si transcurren 8 semanas y no se ha corregido el nivel de Hb, puede incrementarse la dosis

en 25 Ul/ kg peso corporal.

Por el contrario, si el hematocrito aumenta a mas del 36%, debe suspenderse la
administracidn de la EPO. Cuando el hematocrito alcanza el nivel deseado (30-33%), el tratamiento
puede reanudarse con una dosis reducida en 25 Ul/ kg peso corporal, respecto a la dosis utilizada

previamente (IPP Exetin-A PISA, 2015).

e Fase de mantenimiento

La dosis de mantenimiento se da cuando se ha alcanzado el nivel deseado de hematocrito

y/o hemoglobina.

Por ejemplo para un paciente con IRC, el rango de hemoglobina que se recomienda
alcanzar es 11-12g/dL, por lo que las dosis que se recomiendan para la etapa de mantenimiento

es de 40Ul/kg (Jabs y cols., 1994).
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En general se hacen ajustes de dosis cada cuatro semanas, con promedios de 25Ul/kg peso
corporal (IPP Exetin-A PISA, 2015), por lo que es importante dar un seguimiento oportuno al

tratamiento.

En adultos, se pueden reducir las dosis de EPO, cuando se asocia con andrégenos, ya que

potencian el efecto de la misma (Cusumano y cols., 1996).

En ambas etapas, se recomienda que no se exceda la dosis a 300Ul/ kg peso corporal, por
el riesgo asociado a eventos trombéticos e hipertension. De igual forma, el tratamiento con EPO
para la anemia sintomatica, se acompafia con una correccién en las cantidades de Hierro,

requeridas para la sintesis de Hb.
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2.2.8. Tipos de EPO

Existen diferentes tipos de eritropoyetina, los cuales se han clasificado como de primera,

segunda y tercera generacion.

Primera Generacion

e Alfa. La eritropoyetina alfa es una forma de eritropoyetina humana recombinante,
producida en células de ovario de hamster chino. Esta eritropoyetina al igual que la
beta y que la hormona enddgena, tiene 3 sitios de glicosilacidn (Elliott y cols., 2000),

con un maximo de 14 moléculas de acido sialico.

Fue el primer tipo de EPO sintetizada (a partir de su clonacién en 1985). Esta
eritropoyetina tiene una vida media relativamente corta, de unas 8h en promedio,
aunque oscila entre 4-12 horas y su esquema de administracién es de 3 veces por
semana. Como agente hematopoyético, se indica en el tratamiento de anemia
secundaria a Enfermedad renal, procesos cancerosos y procesos infecciosos (IPP Eprex

Janssen- Cilag, 2015).

e Beta. La eritropoyetina beta es producida en células de ovario de hamster chino. La
estructura primaria de la proteina es la misma que la eritropoyetina alfa y que la EPO
natural (enddégena), con cambios menores en su estructura y mas importantes en la

formulacion de estabilizadores (EMA Neorecormon, 2015).

Respecto a los cambios en la composicidon de isoformas, la EPO beta tiene estructuras
mas bdsicas respecto a la EPO alfa, lo que supone menor afinidad por su receptor y la
posibilidad de que tenga una mayor vida media, no obstante hay mucha discrepancia

entre si esto le confiere una mayor actividad bioldgica (Jelkmann, 2009).

En general la EPO alfa y beta comparten las mismas indicaciones, la posologia e incluso

el precio también llegan a ser muy similares (IPP Recormon Roche, 2015).

e Omega. La EPO Omega es una molécula con menor cantidad de glicésidos en la O-
glicosilacion, que la EPO alfa y beta, por lo que es menos acida y con diferente

hidrofilicidad (Sikole y cols., 2002). Se produce en células de rifion de hamster bebé y
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tiene la misma indicacién que la EPO alfa, en la correccién de la anemia en pacientes

en hemodialisis.

Segunda Generacion

En el afo 2002 inicid la comercializacién de la segunda generacion de EPO: darbepoetina

alfa- un analogo hiperglicosilado de la EPO. Asi mismo se autorizd la comercializacidon de la EPO

delta y EPO zeta (Cabrera-Garcia y cols., 2009).

Darbepoetina. La darbepoetina fue aprobada para su comercializacién en 2002, esta
molécula consiste en una glicoproteina andloga a la EPOrh, que contiene 2 sitios de N-
glicosilacién adicionales en posiciones 30 y 88 (5 N- glicosilaciones en total), a diferencia
de la EPOrh con 3 sitios (Elliott y cols., 2000). La Darbepoetina tiene tres veces la vida
media de la EPOrh, por ello, puede ser administrada con menor frecuencia que la EPOrh y
conseguir el mismo efecto (Egrie y Browne, 2001). El gen es codificado en Células de

ovario de Hdmster Chino y la patente la tiene Amgen.

En un estudio hecho en ratas Sprague Dawley, tras administracion iv de EPOrh y/o
darbepoetina, encontraron que la depuracién renal de la EPOrh fue 3.7 veces mayor en
comparacion con su andlogo hiperglicosilado y por ende la vida media de la EPOrh fue casi
tres veces menor (2.5 horas vs 6.9 horas, respectivamente) (Egrie y cols., 2003). En el
mismo estudio, realizado en perros Beagle los resultados fueron consistentes, con una
depuracién renal para Darbepoetina de 2.4mL/kg-h y 8.4mL/kg-h para EPOrh y la vida
media fue 3.5 veces mayor en la Darbepoetina que en la EPOrh (7.2 horas vs 25 horas,
respectivamente). Estos parametros farmacocinético tuvieron diferencias estadisticas

significativos (p < 0.01) para ambas especies animales (Egrie y cols., 2003).

En el caso de pacientes anémicos, sometidos a didlisis, se encontré que la vida media de
darbepoetina en relacion a la EPOrh tras administracion iv de 100U/kg, fue de 26.3 hy 8.5

horas respectivamente.

Estos estudios entre darbepoetina y EPOrh demuestran que las isoformas con alto
contenido de acidos sidlicos, permiten aumentar el intervalo de dosificacién; debido

principalmente a un mayor peso molecular de la darbepoetina respecto a la EPOrh,
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ademas de la carga negativa adicional, que es considerado como la causa por la que

disminuye la afinidad por el receptor (Egrie y cols., 2003).

Delta. La EPO delta, fue producida por Transkariotic Therapies en cultivo de células
humanas y su registro y comercializacidn se dio por Shire Pharmaceuticals con el nombre
de Dynepo°. Esta Ultima destaca un especial parecido en composicidn de azucares a la EPO

humana natural.

Comparte indicaciones y posologia con los otros tipos de EPO. Obtuvo su registro sanitario
en 2002 y en 2009, a peticion de la compaiiia, se retir6 del mercado por razones

comerciales (EMA Dynepo, 2015).

Zeta. La EPO zeta de produce en células CHO, tiene la misma secuencia de aminoacidos
que EPO alfa. Tiene la misma indicacion que EPO alfa y se desarrollé como biosimilar,
empleando Eprex /Erypo como referencia. Es comercializada por Hospira y Stada

(Retacrit y Silapo, respectivamente).

Tercera Generacion

CERA. En 2007 surge como agente estimulante de eritropoyesis, la metoxipolietilenglicol
epoetina beta, conocida como CERA, por sus siglas en inglés (Continuos Erythropoietin
Receptor Activator) y cuyo nombre comercial es Mircera ® patentado por ROCHE (Cabrera-
Garcia y cols.,, 2009). Esta molécula es mas grande que la eritropoyetina, pesando
alrededor de 60 kDa, ya que se le adiciond una cadena de metoxi-polietilenglicol
(Macdougall y Eckardt, 2006). A esta conjugacion de proteinas con una o varias cadenas de
polietilenglicol (PGE) se le conoce como “pegilacién” y es uno de los mecanismos
empleados para modificar propiedades farmacocinéticas con impacto en la posologia de
los medicamentos (Honorato, 2007). Su vida media supera las 130 h y su accién sobre el

receptor de la EPO es la mas prolongada.
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Unidades de EPO

Las cantidades de un medicamento biotecnolégico generalmente se expresan en unidades
(U), ya que suele presentarse como una mezcla de isoformas con diferente bioactividad (Storring y

cols., 1998).

Una unidad (U) de EPO se define como la cantidad que produce la misma respuesta de
eritropoyesis en roedores que 5 umoles de cloruro de cobalto. El término unidad internacional (Ul)
de EPO fue introducido cuando el Estdndar A de EPO fue reemplazado por el Estandar B,
estableciéndose como la Primer Preparacién de Referencia Internacional (Cotes y Bangham, 1966).
La implementacién de esta preparacion internacional se hizo en primer lugar porgue se estaban
agotando las reservas del Estandar A, que era con el que se calibraban los estdndares de los
laboratorios, ademads este estandar no era de EPO humana, sino de plasma de oveja. El estandar B
en cambio se prepard a partir de EPOrh extraida de orina humana y demostré ser adecuada para

considerarse como referencia internacional (WHO, 1964).

Los niveles de EPO sdlo se expresan en unidades internacionales (Ul) ya que el resultado se
obtiene por un ensayo in vivo utilizando un estdndar de EPO previamente calibrado in vivo contra
un estandar internacional (Jelkmann, 2003), de manera que las unidades indicadas en marbete son

siempre unidades internacionales (Ul)y no unidades de masa.

Las unidades de darbepoetina alfa y metoxi polietilen glicol eritropoyetina beta (metoxi-
PEG eritropoyetina) son pg y no Ul, ya que los bioensayos para EPO no son adecuados en estas
eritropoyetinas de vida media larga y por lo tanto no se pueden estandarizar respecto a un

estandar de EPO (Sasu y cols., 2005).
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2.3. Medicamentos innovadores (de referencia) de EPOrh

El primer registro sanitario de EPOrh, se dio en los afios 80s bajo los lineamientos de la

Agencia Europea de Medicamentos. Este medicamento fue Eprex de Janssen-Ortho como

subsidiaria de Johnson & Johnson.

Actualmente hay una vasta lista de eritropoyetinas disponibles en el mercado nacional e

internacional. En la Tabla 5 se muestran una lista de eritropoyetinas innovadoras.

Tabla 5. EPOrh innovadoras disponibles en el mercado nacional e internacional

Eritropoyetinas innovadoras

Marca INN Compaiiia farmacéutica Linea celular
Procrit epoetin alfa Ortho Biotech (USA) CHO
Epogen Amgen (USA)
Eprex / Erypo Janssen-Cilag (EU)
Recormon epoetin beta Roche - Boehringer CHO
NeoRecormon Roche
Epo omega epoetin omega Baxter BHK
Repotin Bioclones
Dynepo epoetin delta Shire Pharmaceuticals Human Fibrosarcoma
cell line HT- 1080
Eporatio epoetin teta Ratiopharm CHO
Aranesp darbepoetin alfa Amgen CHO
Mircera Continuous Erythropoietin Roche CHO

Receptor Activator (CERA)

Modificado de Harazono (2013)

En México, en la Lista de Medicamentos de Referencia actualizada el 07 de enero de 2015

por la Comisién Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS, 2015) el

medicamento de referencia que se indica para eritropoyetina alfa es Eprex de Janssen-Cilag,

aunque el producto ya no se comercializa en el pais. El 20 de julio de 2015 se actualizd la lista y se
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elimind este medicamento de referencia. En el caso de la eritropoyetina beta la lista indica que es

Recormon de Roche.

En la practica clinica, se usa indistintamente EPOrh alfa y beta, ya que la indicacion es la misma

para ambos.

2.4. Biosimilares de EPOrh

A partir del afio 2006 vencié la patente de la primer EPOrh comercial en la Unién Europea,
por lo que para el afio 2007 se autorizé la comercializacidn del primer medicamento biosimilar de
EPOrh: Binocrit (Sandoz GmbH), Epoetin alfa Hexal (Hexal Biotech Forschungs GmbH) y Abseamed
(Medice Arzneimittel Potter GmbH) (EPAR, 2007), aunque es el mismo producto, comercializado

por tres compafiias distintas.

Esta eritropoyetina alfa, designada como HX575, contiene mds manosa y menos acido N-
glicolilneuraminico y acido neuraminico diacetilado que el medicamento innovador de EPO alfa
(Eprex/Erypo) (EPAR, 2007). El producto fue comparado en 5 estudios farmacoldgicos, evaluando
farmacocinética, farmacodinamia en dosis Unica y multiple por via subcutdnea e intravenosa en
voluntarios sanos. La comparacién en cuatro de los estudios se hizo usando Eprex (EPO alfa) o
NeoRecormon (EPO beta) como medicamentos de referencia. Los perfiles farmacocinéticos fueron
similares bajo las condiciones de estudio. Y los perfiles farmacodinamicos también fueron

similares, produciendo el mismo incremento en hemoglobina por via sc e iv (Schellekens, 2008).

La lista de biocomparables de EPOrh ha ido creciendo. En nuestro pais, se comercializan
diferentes marcas de eritropoyetina, destacdndose: Erlan (Landsteiner-Scientific), Bioyetin
(Probiomed), Exetin-A (Pisa), Yepotin (Teva), Epocryn (Cryopharma), EPOrh (AMSA), entre otras.
Todas ellas obtuvieron su registro antes de que se definiera el marco regulatorio y de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana 257, para renovar su registro tendrdan que presentar Estudios de

Biocomparabilidad.

A la fecha, no se ha definido las pruebas requeridas para dicho biotecnolégico- es decir,
no existe una guia nacional disponible-, aunque COFEPRIS, como autoridad competente, ya ha

hecho recomendaciones para la renovacién de registros sanitarios.
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En la Tabla 6 se enlistan las eritropoyetinas no innovadoras disponibles en México.

Tabla 6. EPOrh no innovadoras disponibles en el mercado nacional e internacional

Biosimilares (biosimilares)

Abseamed Medice Arzneimittel Putter
Epoetin-alfa (HX575) | Binocrit Sandoz CHO
Epoetin alfa Hexal Hexal Biotech
Retacrit Hospira
Epoetin-zeta SB309 CHO
Silapo STADA
No innovadoras en proceso de regularizacion
Erlan Landsteiner-Scientific
Exetin-A Pisa
Bioyetin Probiomed
Epoetin alfa CHO
Epocryn, Epomax Cryopharma
Yepotin Teva
EPO rh Amsa
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2.5. Pruebas farmacopeicas para EPOrh como biomedicamento

La Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, 11° edicién (2014), presenta una

monografia para eritropoyetina humana recombinante donde se describen las pruebas que se

deben hacer al biomedicamento para demostrar pureza e identidad y otras caracteristicas

particulares. Las pruebas y criterios de aceptacién para producto terminado se indican en la Tabla

7.
Tabla 7. Pruebas farmacopeicas para EPOrh como biomedicamento
CARACTERISTICAS PRUEBAS DETERMINACION CRITERIO DE ACEPTACION
IDENTIDAD ELECTROFORESIS CAPILAR | % ISOFORMAS (1-8) EN 1:0-15%  2:0-15%
ELECTROFEROGRAMA 3:1-20%  4:10-35%
5:15-40%  6:10-35%
7:5-25%  8:0-15%
SDS PAGE BANDA UNICA DE LA MISMA POSICION E INTENSIDAD
PROTEINA ENTRE PRUEBA Y REFERENCIA
MAPEO PEPTIDICO PICOS CROMATOGRAFICOS CORRESPONDENCIA CUALITATIVA
ENTRE PRUEBA Y REFERENCIA
SECUENCIA AMINO MISMA SECUENCIA MISMA SECUENCIA
TERMINAL
POTENCIA ENSAYO EN RATONES INCORPORACION DE Fe 80-120 % DEL MARBETE;
POLICITEMICOS RADIACTIVO EN ERITROCITOS | 64-156 % LIMITES DE CONFIANZA
ENSAYO EN RATONES % DE RETICULOCITOS 80-120 % DEL MARBETE;
NORMOCITEMICOS 64-156 % LIMITES DE CONFIANZA
OTRAS CONTENIDO DE PROTEINA | ABSORBANCIA 80-120 % DEL MARBETE;

ACIDOS SIALICOS

CANTIDAD DE ACIDO SIALICO

10mol DE ACIDO SIALICO POR
MOL DE EPO

DIMEROS Y SUSTANCIA DE
ALTO PESO MOLECULAR

POR CROMATOGRAFIA DE
EXCLUSION

MENOS DEL 2.0% EMIGRAN ANTES
QUE LAEPO

ENDOTOXINAS
BACTERIANAS

TECNICA DE LISADO DE
AMEBOCITO DE LIMULUS

<20U1/100000UI EPO

FEUM 11° edicién (2014)

Existe evidencia de que las eritropoyetinas disponibles en el mercado mundial, no han

cumplido con criterios de potencia bioldgica propuestos para el biomedicamento (Schmidt y cols.,

2003; Ramos y cols., 2013), por lo que esta prueba es un foco rojo en la determinacion de calidad y

por ello podria ser una de las pruebas determinantes en la evaluacion de Biocomparabilidad.

La potencia biolégica se define como la actividad bioldgica que se ejerce por cantidad de

medicamento. El principio que se aplica para la evaluacién de potencia de Eritropoyetina u otro

biotecnoldgico, es la comparacion de una preparacién de referencia para establecer cuanto de la

muestra que se prueba produce el mismo efecto biolégico que una cantidad dada de Ia

preparacion de referencia (o patrén) (FEUM, 2014).
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Algunas condiciones que se deben considerar para el ensayo de potencia son:

Que el ensayo biolégico para la preparacidon de prueba y referencia, se haga al mismo

tiempo y bajo condiciones estrictamente comparables.

Que se estime la precisidén con la que la potencia se ha determinado y para ello se calculan

limites de confianza.

La respuesta bioldgica debe definirse sin ambigliedad y estar relacionada con el uso

terapéutico del farmaco.

Por la variabilidad inherente a las respuestas bioldgicas, se debe recurrir a métodos

estadisticos para la mejor estimacion de potencia.

Los disenos de experimentos que se aplican son: Disefios completamente al azar, Diseinos

en bloques al azar, Disefios en cuadrado latino y Disefios cruzados, entre otros.
El disefio de experimentos que se elija deben cumplir las ciertas condiciones:
o Se debe usar el mismo numero de dosis para cada tratamiento.

o Entre dosis adyacentes debe haber un factor de dilucién constante, por ejemplo

30, 60, 90 Ul, etc.

o Debe haber un nimero igual de unidades de prueba (animales, etc.) para cada
tratamiento. Si se perdiera alguna respuesta, esta se debe estimar por alg