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TENDENCIA EN EL DESARROLLO DE
MEDICAMENTOS BIOTECNOLOGICOS

INTRODUCCION

Debido a la cantidad de enfermedades existentes y a la demanda de la poblacion
para tratarlas, los medicamentos se han convertido en una necesidad prioritaria.
No solamente es importante la investigacion, desarrollo y producciéon de los
mismos sino que la garantia de alcanzar las reservas necesarias para cubrir a
toda la poblacion han derivado en la blsqueda de alternativas productivas para

satisfacer esta demanda.

La biotecnologia contribuye de multiples formas a esta necesidad, ya que permite
obtener gran cantidad de productos de forma segura y la creacion de estos
medicamentos mediante técnicas de manipulacion genética, ha tenido un enorme
beneficio y gran contribucién a la industria farmacéutica, asi como también a la
poblacién. Es asi que estos medicamentos conocidos como medicamentos
biotecnolégicos, debido a su desarrollo y produccion utilizan diversa técnicas de

Ingenieria Genética®.

OBJETIVO.

Determinar las etapas de fabricacion para el desarrollo de medicamentos

biotecnoldgicos.

JUSTIFICACION

La industria quimico-farmacéutica ha generado a lo largo de los afios, un conjunto
muy importante de productos farmacéuticos que se utilizan en el tratamiento de
diferentes problemas clinicos. Sin embargo, asi como la industria ha avanzado a lo
largo de los afios, también las enfermedades han avanzado logrando ser mas
fuertes y resistentes cada dia. Esto ha provocado un gran reto no solo para la
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industria farmacéutica sino también para distintas disciplinas como son la Quimica,

Biologia, Medicina, Bioquimica, Ingenieria Bioquimica, etc.

De la combinacion de estas disciplinas y la industria farmacéutica surge la
biotecnologia farmacéutica para el desarrollo de nuevos medicamentos; asi se
resuelven obstaculos que se tenian en la produccion de los mismos y para brindar
al sector salud una oportunidad mas de combatir las enfermedades que hoy en

dia, miles de personas sufren a lo largo de todo el mundo.
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CAPITULO 1. BIOTECNOLOGIA

Definicién de Biotecnologia.

El término Biotecnologia fue forjado en 1919 por el economista
agricola hangaro Kark Ereky para descubrir cdmo se podian obtener
los productos de materiales nuevos con la ayuda de organismos

vivos.®

La Biotecnologia comprende el conjunto de procesos industriales
que implican el uso del sistema biolégico. En el caso de algunas de
la industrias estos procesos abarcan el empleo de organismos

obtenidos por Ingenieria Genética.’

La Biotecnologia es un conjunto de técnicas biolégicas y desarrollo
de farmacos que permiten descubrimientos bioldgicos y productos
nuevos. Una gran cantidad de ellas ya existen a partir de las técnicas
del ADN recombinante.® En resumen la biotecnologia es el proceso
que utiliza un conjunto de sistemas bioldgicos para el desarrollo de

un producto.’

El Convenio sobre la diversidad biolégica (CDB) define
Biotecnologia: “toda aplicacion tecnolégica que utilice sistemas
biol6gicos y organismos vivos 0 sus derivados para la creacion o

modificacién de productos o procesos para usos especificos”. 2
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Historia de la Biotecnologia.

A lo largo de la historia, la medicina y la farmacéutica siempre han estado juntas
librando una enorme batalla por alcanzar la mejoria de la salud humana en todos

los niveles.

El desarrollo de técnicas bioldgicas evolucioné a través de los afios, comenz6 con
antiguas culturas como la china y la egipcia etc, donde con la utilizaciéon de

microorganismos que es una técnica, la fermentacién, produjeron vino, queso,

yogurt y pan.

Siguiendo con mejoras importantes en las areas de medicina, microbiologia,
farmacéutica, en técnicas microscopicas, el desarrollo de técnicas asépticas, la
esterilizacion y la pasteurizacion; el cultivo de cepas microbianas en medios de
cultivos y el aislamiento de estas en el laboratorio, lograron desarrollar
medicamentos adecuados usando la combinacién de estas técnicas, un ejemplo
es el desarrollo de la penicilina en la 1l Guerra Mundial, que dio como resultado
avances importantes en técnicas de esterilizacion a gran escala, mejora de las
instalaciones de fermentacion, cultivo, aislamiento y reproduccién del hongo del

género Penicillium.

Sin embargo, las enfermedades han avanzado debido a los cambios genéticos en
distintos microorganismos ya sea provocados por el hombre o inducidos por la
naturaleza; dando como resultado enfermedades mortales y/o resistentes, por lo

gue los medicamentos no pueden combatirlas.

Fue hasta el descubrimiento de la forma tridimensional del ADN cuando surgieron
nuevas técnicas basadas en el ADN recombinante su alteracidon, el empalme
genético, la ingenieria genética, la inmunologia y la inmunofarmacologia con
avances en la automatizacién y el analisis de datos para crear una industria eficaz

de alta tecnologia.
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A continuacion se realiza un breve desglosamiento de la historia de esta disciplina

(Cuadro 1).

Cuadro 1 Hitos de la Biotecnologia®.

FECHA

1928-1940

1952-1953

1962-1977

El desarrollo de los antibioticos,
con ayuda de la biotecnologia
descubrio al Penicillium

(Alexander Fleming). Su trabajo

condujo a la purificacion del
antibidtico (Howard Florey, Ernst
Boris Chain y Norman Heatley).

En 1940, la penicilina llegé a
estar disponible para uso
medicinal para tratar infecciones
bacterianas en los seres
humanos.

Datos de disfraccion, de los
rayos X, modelo de doble hélice
propuesto para la estructura
tridimensional del DNA. (JD.
Watson y FH Crick.)

Reconocimiento del sitio
especifico y clivaje del DNA por
endonucleasas de restriccion
(W Arber , 1962; M Melson y R
Yuan, 1968; HO Smith, 1970; D
Nathans, 1971).
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1981

1982

Determinacion del codigo
genético (M Nirenberg, S Ochoa
y P Leder, 1966; HG Khorana,
1966).

Identificacion del DNA ligasa
(M Gellert, 1967).

Identificacion de la  DNA
polimerasa dirigida por el RNA
(transcriptasa  inversa) (HM
Temin y S Mizutani; 1970; D
Baltimore, 1970).

Técnicas de clonacion por DNA
(HW Boyer, S Cohen y P Berg
1971-1972).

Creacion de un hibridoma
(C Milstein y G Kohler, 1975).
Tecnologias de secuencia del
DNA (F Sanger, 1977, W
Gilbert, 1977).

Aprobacion en los Estados
Unidos del primer equipo
diagnéstico que utiliza la
tecnologia de MAb (anti-C3d
BioClone; Ortho Diagnostics,
1981).

Aprobacion en los Estados
Unidos del primer producto
farmacéutico ético producido con
tecnologia  rDNA; [Humulin
(insulina humana): Genentech y
Eli Lilly & Co ].
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1986

1990

1996

2003-actualidad

El Proyecto Genoma Humano es
generado por el Departamento
de Energia de EE.UU. ("DOE").
Comienza el desarrollo del
“Proyecto del Genoma Humano”.
Existian 2841 medicamentos y
vacunas obtenidos por
biotecnologia, gue se
encontraban en ensayos clinicos
en humanos o0 esperaban Ila
aprobacion de la FDA.

Finaliza el “Proyecto de Genoma

Humano”, logrando asi una
identificacion de genes
asociados a diferentes
trastornos.

Se han logrado adelantos en la
tecnologia de secuenciacién y
sintesis de DNA y proteinas.
Integracion del sitio especifico de
secuencias clonadas de DNA.
Terapia genética.

Modelado y disefio molecular

computarizados de rutina.
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CAPITULO 2
MEDICAMENTOS BIOTECNOLOGICOS.

Definiciones de Medicamento Biotecnoldgico.

Nacional.

La Ley de General de Salud en el Articulo 222 Bis define que un
medicamento biotecnolégico es toda sustancia que haya sido producida por
biotecnologia molecular, que tenga efecto terapéutico, preventivo o
rehabilitatorio, que se presenta en forma farmacéutica, que se identifique
como tal por su actividad farmacoldgica y propiedades fisicas, quimicas y
biol6gicas. Los medicamentos biotecnolégicos innovadores podran ser
referencia para los medicamentos biotecnolégicos no innovadores, a los

cuales se les denominara incomparables.

El Reglamento de Insumos para la Salud (RIS) en el art. 81. define
biofarmaco a toda substancia que haya sido producida por biotecnologia
molecular, que tenga actividad farmacoldgica, que se identifique por sus
propiedades fisicas, quimicas y biolégicas y que reunan las condiciones
para ser empleada como principio activo de un medicamento
biotecnoldgico.

Asimismo se entiende por medicamento biotecnoldgico a toda substancia
gue 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.
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Internacional.

Organizacién Panamericana de la Salud (OPS).

Los productos biotecnolégicos son medicamentos que han sido obtenidos a
partir de cultivos de células animales y cultivos microbianos. Constituyen
proteinas obtenidas por la técnica del ADN recombinante expresadas en
tejidos animales o en formas de vida microbianas, incluyendo a los

productos obtenidos a través de la técnica de anticuerpos monoclonales. *°
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Clasificacion de medicamento biotecnoldégico.

» Clasificacion Nacional.

Los biofarmacos y los medicamentos biotecnoldgicos segun el Reglamento de

Insumos para la Salud (RIS) podrén ser:

Proteinas recombinantes: las proteinas producidas por cualquier ente
biolégico procarionte o eucarionte al que se le introduce, por técnicas de
ingenieria genética, una secuencia de &cido desoxirribonucleico que las
codifica;

Péptidos sintéticos: Los péptidos constituidos por menos de cuarenta
aminoacidos producidos por técnicas de biotecnologia molecular;

Acidos nucleicos sintéticos o de plasmido: Los acidos nucleicos obtenidos
de plasmidos naturales o modificados por técnicas de ingenieria genética, y
Los demés que, en su caso, determine mediante acuerdo la Secretaria,

conforme a los avances técnicos y cientificos.

» Clasificacion Internacional.

La Agencia Europea del Medicamento (EMEA).

Los medicamentés biotecnoldgicos, también denominados farmacos
biotecnologicos, pueden ser proteinas recombinantes, anticuerpos
monoclonales, vectores para el transporte de material genético, fragmentos
de anticuerpo, acidos nucleicos, oligonucledtidos antisentido, vacunas, etc.
gue comparten la caracteristica de ser productos medicinales obtenidos a
partir de técnicas de biotecnologia (r-DNA, expresion geénica controlada,
métodos basados en anticuerpos, etc.)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

® La FDA los medicamentos biotecnolégicos o productos bioldgicos.

Productos bioldgicos incluyen una amplia gama de productos tales como
componentes de vacunas, sangre, alergénicos, células somaticas, la terapia
génica, los tejidos y proteinas recombinantes terapéuticas. Estos pueden
ser compuestos de azlcares, proteinas, acidos nucleicos; también
complejas combinaciones de estas sustancias, o pueden ser entidades
vivientes, como las células y los tejidos. Son aislados de una variedad de
fuentes naturales humana, animal o microorganismos y puede ser
producido por los métodos de la biotecnologia y otras tecnologias de
vanguardia. Estan basados en los genes y cultivos celulares, son usados
para tratar distintas patologias, de las cuales no existen tratamientos

alternos. °

Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

Medicamentos obtenidos a partir de microorganismos, sangre u otros
tejidos, cuyos métodos de fabricacion pueden incluir uno o mas de los
siguientes elementos: crecimiento de cepas de microorganismos en
distintos tipos de sustratos, empleo de células eucariotas, extraccion de
sustancias de tejidos bioldgicos, incluidos los humanos, animales y
vegetales, productos obtenidos por ADN recombinante 6 hibridomas y la
propagacion de microorganismos en embriones o animales, entre otros.

Las vacunas, alergenos, antigenos, hormonas, citoquinas, enzimas,
derivados de sangre humana y plasma, sueros inmunes, inmunoglobulinas,
anticuerpos, productos de fermentacion (incluyendo los elaborados
mediante tecnologia recombinante) y reactivos empleados para diagnéstico

“in vitro” son productos bioldgicos.
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Caracteristicas de los medicamentos biotecnoldgicos.

A diferencia de los medicamentos de sintesis quimica tradicional, las moléculas
biotecnolégicas suelen ser proteinas de alto peso molecular, con un tamafio de
hasta 1000 veces el de las moléculas de sintesis quimica. La actividad bioldgica
de estas moléculas estara condicionada en gran medida por su estructura, por el
grado y el patréon de glicosilaciéon en el caso que se trate de una glicoproteina, y el
perfil de isoformas del producto final.

Los medicamentos biotecnolégicos se obtienen a partir de procesos de produccién
que pueden durar meses y que comprenden varias etapas complejas. Estas van
desde la definicion de la secuencia de DNA que codifica la proteina deseada,
pasando por el desarrollo del banco de células en el cual se producira la expresion
de esta secuencia para obtener la proteina recombinante que posteriormente seré
purificada y analizada adecuadamente. La complejidad de este proceso convierte
a la molécula final en un producto totalmente dependiente de cada una de las
etapas del proceso de fabricaciébn, de manera que pequefios cambios (en los
excipientes, uso de nuevos bancos de células etc.) podrian aportar alteraciones
clinicamente significativas en términos de seguridad y eficacia del producto final.
Es por este motivo, que se dice en biotecnologia que “el proceso es el producto”,
en referencia a la total dependencia que los biotecnoldgicos tienen de cada uno de
los detalles de su proceso de manufactura.

La caracteristica fundamental entre las moléculas de sintesis quimica y aquellas
obtenidas por biotecnologia es el riesgo de provocar una respuesta inmunitaria, ya
gue son células vivas. Y como consecuencia provocar alteraciones clinicas y no

ayudar a tratar la patologia,
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CAPITULO 3. PROCESOS BIOTECNOLOGICOS

Procesos Biotecnoldgicos.

Generalidades de la Tecnologia del ADN Recombinante.

La ingenieria genética, llamada también metodologia del ADN recombinante, es
un conjunto de herramientas y métodos que permiten la manipulacion in vitro del

material genético de los organismos vivos (Ver Figura 1).

Figural. EI ADN.

#
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ADN recombinante.

La tecnologia de ADN recombinante es una técnica para el aislamiento de
secuencias especificas de ADN. El término ADN recombinante se refiere a la
combinacién de segmentos de ADN que no se encuentran unidos de manera
natural y que provienen de fuentes biolégicas diferentes. Esta tecnologia
representa una herramienta que hace posible aislar poblaciones puras de
secuencias especificas de ADN a partir de una poblacibn de secuencias
mezcladas. El proceso de ADN incluye:

1. Los fragmentos de ADN se generan utilizando enzimas (endonucleasas de
restriccion) que reconocen y cortan las moléculas de ADN por secuencias
nucleotidicas especificas.

2. Los fragmentos producidos mediante digestion con enzimas de restriccion
se unen a otras moléculas de ADN que sirven de vectores. Los vectores
pueden replicarse auténomamente en una célula huésped y facilitan la
manipulacion de la molécula de ADN recombinante recién creada.

3. La molécula de ADN recombinante, formada por un vector que lleva un
segmento de ADN insertado, se transfiere a una célula huésped. Dentro de
esta célula, la molécula de ADN recombinante se replica, produciendo
docenas de copias idénticas conocidas como clones.

4. Al replicarse las células huésped, las células descendientes heredan ADN
recombinante, creandose una poblacién de células idénticas, que llevan
todas la secuencia clonada.

5. Los segmentos de ADN clonados pueden recuperarse de las células
huésped, purificarse y analizarse.

6. Potencialmente, el ADN clonado puede transcribirse, y el producto génico

puede aislarse y examinarse.
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Enzimas de restriccion.

Son enzimas que hacen cortes especificos de secuencia en el ADN; todas las
enzimas de restriccion son capaces de reconocer secuencias especificas y cortas
de ADN. Los sitios de reconocimiento se disponen de manera simétrica y son
palindromos, es decir muestran la misma lectura invertida en la cadena
complementaria (Ver Figura 2). El sitio de restriccion puede dar extremos romos o
cohesivos (Ver Figura 3). Después del reconocimiento se realiza el corte, que
puede ocurrir cerca o justo en sitio de reconocimiento segun sea la enzima de

restriccion.

Figura 2. Secuencia palindrémica.>*

Secuencia de reconocimiento de la enzima

de restriccion EcoRl.

Existen tres tipos de enzimas de restriccion:

e Tipo | Estas enzimas cortan las dos cadenas del ADN en una posicion
aleatoria a cierta distancia del sitio de restriccion. No se utilizan
normalmente en la investigacion de DNA recombinante ya que el sitio de

corte no es preciso.
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e Tipo Il Estas enzimas reconocen una secuencia especifica y cortan las dos
cadenas de la molécula de DNA con absoluta precision dentro de la
secuencia reconocida. Se usan ampliamente en investigacion de DNA

recombinante puesto que cortan en sitios especificos.

e Tipo lll Las enzimas de tipo Il cortan a cierta distancia de la secuencia de

reconocimiento, antes o después de la secuencia que reconocen.

Enzimas de restriccion

5/ --G-G-A-T-C-C--3' 5/ -—A-G-C-T--3’
37 -—C-C-T-A-G-G--5’ 37 --T-C-G-A--5
BamHI Alul
5/ --G G-A-T-C-C—-3’ 5/ --A-G C-T--3'
3/——C-C-T-A-G G5 At ——2=G G-A--5’
deja extremos cohesivos deja extremos romos

Figura 3. Enzimas de restriccion. °

Los diferentes cortes que realizan las

enzimas de restriccion.

Las enzimas de restriccibn se denominan segun el organismo en el que se

descubrieron. Ejemplo la enzima EcoRI proviene de Escherichia coli (Ver Cuadro
2).
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Cuadro 2. Enzimas de restriccion.

‘ Enzima Fuente Sitio de corte
Alu | Arthrobacter luteus AGCT
Hae llI Haemophilus aegyptus GGCC
Mn Il Moraxella nonliquefaciens CCTC
EcoRlI Escherichia coli GAATTC

La enzima EcoRI corta las cadenas de ADN de manera escalonada dentro del sitio
de reconocimiento, dejando extremos de cadena sencilla (Ver Figura 4). Estas
colas, que tienen secuencias nucleotidicas idénticas, son cohesivas, ya que
pueden unirse a colas complementarias de otros fragmentos de DNA mediante

puentes de hidrégeno.

GAATTC

) 3
A Mmmmae AAmmmr )

Ky = -

CTTAAG ‘
S T UL ) S
5 el L 5

‘ EcoRl, restriction endonuclease
5 = 63'5'%;11131111'“3
IR R R RR
AL ID T THA0 .

rueien A 10N DRDQRR] . 33

CTTAA

Figura 4. Enzima de
restriccion Eco RI. %
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Vectores.

Un vector es una molécula de ADN utilizado como vehiculo para la transferencia
de material genético extrafio en otra célula. Para que una molécula de ADN sirva
como vector, debe:

1. Replicarse junto con el segmento de ADN que transporta.

2. Tener sitios de corte para las enzimas de restriccion. Estos sitios una vez
tratados con la enzima de restriccion, son utilizados para insertar
segmentos de DNA

3. Tener algun marcador de seleccion, es decir algun gen de resistencia al
antibiético o algun gen que la célula huésped no posea.

4. Ser de facil recuperacion.

Estos vectores pueden ser: plasmidos, fagos, cdsmidos, cromosomas artificiales
bacterianos (BAC), cromosomas artificiales de levadura (YAC). Ver figura 5.

EcoRI (4361) Clal (23)

Sopl (4286)_ \ / Hinlil (29)
Aatil (4170 ) |[/ FeoRV.(189)

¥4
Scal (3846) \ / /)
Pvul (3735)—

Nhel (229)

—BamH| (375)
——Sphl (562)
Sall (651)

Eagl (939)
Nrul (972)
BspMI (1063)

amp’

o000 Bsml (1353)
.

Styl (1369)
- \\Avai (1425)

’} 2000 N\ Ball (1444)
Aflll (2475) / \ BspMI| (1664)

Ndel (2297)|  Pvull (2066)
Tth111l (2219)

59, 60, 61

Figura 5. Vectores.
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Plasmidos.

Los pldsmidos son vectores de doble cadena de ADN, por lo general tienen

forma circular. Este tipo de vector posee un origen de replicaciéon llamado ori, es

capaz de replicarse en forma independiente; es decir no necesita de los

mecanismos de replicacion de la célula huésped y su principal funcion es conferir

resistencia contra los antibiéticos. Para transmitir un plasmido a una bacteria a

partir de otra bacteria existen los siguientes mecanismos: transformacion,

transduccion y conjugacion.

@
@

@

Transformacién. El ADN bacteriano entra a otra célula bacteriana.
Transduccién. Un virus bacteriano infecta a una bacteria, toma el ADN del
cromosoma e infecta a otra.

Conjugacién. Transferencia de ADN bacteriano, donde el genoma del
plasmido con o sin parte del cromosoma bacteriano es transferido a otra
célula, donde el contacto celular es dispensable para efectuar la
transferencia del material genético. Existen dos grupos: plasmidos
conjugados y no conjugados; los conjugados poseen la habilidad de tener
un promotor sexual para la conjugacién entre células bacterianas (Ver
Figura 6) y los no conjugados no lo poseen. El proceso de transferencia y
conjugacion de un plasmido es controlado por los genes; tra por lo tanto,
solo aquellos que poseen estos genes pueden transmitir material genético

por conjugacion.
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Plasmido conjugado
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Figura 6.

Una copia de
receptora, a tr
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Clasificacion con base a las caracteristicas de los genes:

B Plasmidos F confieren a la célula bacteriana la capacidad de conjugarse
con otra célula que no lo posea. Los genes que posee son necesarios, para
la construccion del pili sexual o pili F. Este pili F es necesario para la
transferencia de material genético entre células, esta transferencia da inicio
en un sitio denominado ori T.

B Pladsmido R contiene ciertos genes que le confieren resistencia a la célula
contra uno o0 mas agentes antimicrobianos, como el cloranfenicol, ampicilina
y mercurio. Estos plasmidos son muy importantes en microbiologia clinica,
estos se expanden entre la poblacion causando severas infecciones
bacterianas; por ejemplo es el RP4, que se encuentra en Pseudomonas 0
en otras bacterias.

B Plasmido Col codifica para colisinas (proteinas con capacidad de destruir
a otra bacteria), ejemplo ColE1 de E. coli.

B Plasmidos degradativos algunas bacterias son capaces de metabolizar
moléculas poco usuales como el tolueno y acido salicilico, por ejemplo TOL
de Pseudomonas putida.

B Plasmidos virulentos confieren patogenicidad en las células bacterianas
blanco, estan incluidos los plasmidos Ti de Agrobacterium tumefaciens.

El plasmido pBR322 fue uno de los primeros plasmidos que se utiliz6 en ADN
recombinante, ya que contiene genes de resistencia a la ampicilina y tetraciclina.
(Ver Figura 7).

En una célula bacteriana que no posea genes contra los antibidticos ampicilina y
tetraciclina; se introduce el plasmido pBR322 y adquiere asi resistencia a estos
antibidticos.

Sin embargo si solo se inserta un fragmento de ADN en los sitios de restriccion
Pvul o Pstl entonces, se inactivara el gen de ampicilina, pero el de tetraciclina
seguira activo; es decir la bacteria sera resistente a la tetraciclina pero sensible a

ampicilina.
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Bsu1sl 23

EcoRl, Xapl 4359 .2
CORl, Aap Eco32! 185

Aatll 4284 Nhel 229 BamHI 375
Sapl 4168 Tstl 389

Scal 3844 SgrAl 400 Pael 562

Xagl 622
Pvul 3733
Sall 651
Pstl 3607 Boxl 712
Vspl 3537
Eco31l 3433 Eco521 939
—Tisp8l 972

Eam1105] 3361 Bvel 1063

Mvai1269] 1353

Eco1301 1359
Cail 2884 Eco88l 1425
Misl 1444
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Bsgl 1650
AT, Pscl 2473 @ Kpn2! 1664
Sapl 2350 Puull 2064 Bsedl 1668
Ndel 2295 Pfol 2117
Bst11071 2244 Espal 2122

BsaAl 22251 |Psyl 2217

Figura 7. Plasmido pBR322. *

Esta imagen muestra los distintos sitios de corte para las enzimas
de restriccion en el plasmido vy la localizacion de los genes para b

ampicilina y tetraciclina.
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Debido al gran avance de la tecnologia se han desarrollado vectores mas
sofisticados con distintas caracteristicas. Entre ellos estan los pUC18/PpUC19
(Ver Figura 8); que son plasmidos derivados del pBR322. Posee la mitad del
tamafo, inserta fragmentos de ADN mas largos, contiene el gen de resistencia a la
ampicilina y posee la parte inicial del gen de la B-galactosidasa. Tiene una regién
llamada sitio de clonacion mdltiple llamada polylinker, donde se localizan muchos
sitios de restriccion que estan agrupados y donde se encuentra el gen Lac Z que
codifica para la B-galactosidasa, de manera que las bacterias que reciben el gen

forman colonias azules en un medio que contiene [(-galactosidasa.

Eco0109l 2674 Pfol 46 BstAPl 179
Aatll 26171 { Ndel 183

BeaXi 659
Sapl 683

Alfllll, Psel 806

Eco31! 1766

Eam1105] 1694 BseYl 1110

\Cail 1217

Figura 8. Mapa génico del plasmido puUC18/19. **

Se observa el gen Lac donde se encuentra el sitio de

clonacion mdltiple.
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Bacteriofagos

Un bacteriéfago o también conocido como fago, es un virus que infecta solo a
bacterias, ya que introducen su ADN en ellas. Estos vectores estdn compuestos
por una cabeza o capside que esta hecha de proteinas, en donde se encuentra al
material genético ADN o ARN. El material genético puede ser de una o de doble

cadena y circular o lineal.

Hay tres tipos de estructuras de la cépside de bacterio6fago: icosahédrica,
filamentosa o helicoidal. La cola es una vaina que se contrae para inyectar el
contenido de la cabeza y las fibras de la cola son para agarrarse de la paredes
celulares (Ver Figura 9y 11).

Los fagos carecen de cualquier mecanismo de reproduccién y lo realizan mediante
los mecanismos de la bacteria para replicarse. Este puede desarrollarse en dos
maneras: la primera es destruir a la bacteria conocido como ciclo litico y la

segunda de formar parte de la bacteria conocido como ciclo lisogénico.

Ciclo litico.

El bacteriéfago se coloca en la pared celular de la bacteria mediante receptores
especificos y perfora la membrana, formando un orificio donde el virus inserta su
material genético en la bacteria, a través de la cola del fago. Se introduce en el
cromosoma bacteriano, asi el virus replica y expresa sus genes en lugar de la
bacteria. Se reproducen en gran cantidad, hasta que la célula es lisada y sale el
material virulento, donde infecta a otras células (Ver Figura 10).
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Capside (cabeza
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Figura 9. Estructura y Microscopia de
barrido de un bacteriéfago. %2’
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Fago

ADN virico

l Nuevos

fagos

=

%S

Lisis
celular

Figura 10. Ciclo litico.*’

Se inserta el material genético del fago en la célula bacteriana,
posteriormente la molécula de ADN fagico se replica.
Finalmente los componentes de la capside son sintetizadas la

nuevas particulas viricas y ensambladas para su liberacion.
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Ciclo lisogeénico.

El fago es insertado dentro del genoma bacteriano; se le llama profago una vez
integrado en el genoma. El profago fisicamente no se distingue de una célula no
infectada. La célula se reproduce junto con el ADN viral. El profago es liberado
eventualmente del genoma de la célula y el fago regresa al ciclo litico y lisa a la

célula (Ver figura 12).

Los fagos que no destruyen en todo a la bacteria que infectan, se conocen como
fagos temperados. Uno de ese tipo es el fago lambda (A), un vector muy utilizado,
ya que se conoce la secuencia y los genes que codifica. A partir del fago lambda

se han disefiado muchos otros.

Figura 11. Insercién de ADN fagico. *°

Un bacteridfago introduce su material genético en una

célula bacteriana.
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Otro vector utilizado es el fago M13 es un fago de cadena sencilla tiene una
capside filamentosa donde se encuentra la molécula de ADN, al replicarse
produce una molécula de doble cadena denominada forma replicativa (RF). Las
moléculas RF pueden insertar ADN exdgeno en sitios de restriccibn Unicos
presentes en el DNA del fago. Cuando se reinsertan en células bacterianas, las
moléculas RF se replican y producen cadenas sencillas, en las que hay una
cadena del DNA insertado. La célula hace salir los clones de DNA de cadena
sencilla que produce M13, que pueden recuperarse y utilizarse directamente para
su secuenciacion, o como molde para alteraciones mutacionales de la secuencia

clonada.
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Figura 12. Ciclo li

El fago A inyecta su material genético,
El profago toma el control del metab
producir ARNm viral.

Hay produccion de proteinas virales de
genoma viral. Se prosigue con el autoe
celular y se liberan las nuevas particula
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Cosmidos.

Son vectores hibridos que resultan de la combinacion de plasmidos y fagos,
contiene la secuencia cos del fago lambda (requerida para empacar el ADN);
posee secuencias de replicacion del plasmido y genes de resistencia a
antibidticos. Una vez que el césmido entra en la célula este se replica como un
plasmido.

El pJB8 es un vector pequefio que contiene un origen de replicacion bacteriano
(ori), un sitio cos y un gen de resistencia a ampicilina. El sitio cos permite que el
vector contenga un inserto grande, este se empaquete con proteinas de cubierta
virica como si fuera cromosoma. Y esta cubierta virica permite infectar células

huéspedes (Ver Figura 13).

EcoRl
BamHI Il" Clal
{
EcoRl | | | HindIll
Ampicillin ‘l .'f/
resistance oolmmaly
gene

Origin of —
replication

Figura 13. Césmido pJB8. %
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Cromosomas bacterianos artificiales.

Los cromosomas artificiales bacterianos (BAC) son vectores, que poseen genes
de replicacion, también algunos sitios de restriccion para insertar ADN exdgeno,
un factor F y un marcador de resistencia al antibidtico. El factor F es el
responsable de la transferencia genética durante la conjugacién bacteriana y este

tipo de vector es utilizado para analizar genomas eucarioticos.

Cromosomas artificiales de levadura.

La levadura es un organismo eucariético, puede manipularse y crecer de manera
semejante a las células bacterianas. Estos vectores conocidos como YAC (yeast
arificial chromosomes), permiten la insercion de fragmentos de ADN fordneo en el
genoma de la levadura. El ADN clonado se propaga entonces como si fuera
simplemente otro cromosoma en la célula de la levadura. La gran capacidad de
almacenamiento que presentan estos vectores los han convertido en una
herramienta importante en la tecnologia de ADN recombinante. Estos vectores se
han empleado para almacenar y clonar genes humanos completos, ejemplo el gen

de la fibrosis quistica.
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Construccion de Bibliotecas de ADN.

La coleccion de fragmentos de ADN clonado se le denomina Biblioteca de ADN o
Genoteca gendmica. Estas bibliotecas pueden provenir del genoma completo de
un individuo, del DNA de un solo cromosoma, o de un conjunto de genes. Existen

tres tipos de bibliotecas: gendmicas, cromosdémicas y de ADNc. La finalidad de la

construccion de estas bibliotecas es para recuperar cualquier gen de un individuo.

a. Genotecas genOmicas.

Las genotecas son construidas utilizando vectores fagicos. Para elaborar una
biblioteca gendmica es necesario cortar el ADN del fago con enzimas de
restriccién, se purifican los fragmentos obtenidos; se pueden ver mediante una
electroforesis en gel y finalmente se unen los brazos del fago con una ADN ligasa.
En este tipo de bibliotecas se pueden encontrar todos los genes de un organismo,

contiene una copia de todas las secuencias.
b. Bibliotecas cromosdmicas.

Una biblioteca construida a partir de una fraccién subgenémica, es muy valiosa
para seleccionar genes especificos y para examinar la organizacion de un
cromosoma. Este tipo de bibliotecas provienen de cromosomas individuales

humanos y se han preparado utilizando la citometria de flujo.
c. Bibliotecas de ADNCc.

Este tipo de bibliotecas son construidas a partir de RNAm, por la transcriptasa
inversa. Representan sélo un subconjunto de todos los genes del genoma, no
contiene secuencias promotoras adyacentes al gen y tampoco contiene intrones.
Si hay interés de un gen especifico, se puede construir una biblioteca a partir de
un tejido en el que se expresa el gen. (Ver Figura 14).

Las bibliotecas que expresan ADNc se utilizan desde hace algunos afios para
identificar antigenos o moléculas que interaccionan con una segunda molécula, la

cual a su vez, se utiliza como sonda.
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Figura 14. Biblioteca de ADNc Sintesis de ADNc a partir de RNAm con

transcriptasa inversa.®*

El ARNm de los reticulocitos son moléculas que codifican las cadenas globina
alfa y globina beta de la hemoglobina. Este ARNm puede usarse como molde
para hacer una molécula de ADN complementario de doble cadena (ADNCc)

con la enzima transcriptasa inversa. El ADNc es una copia de doble cadena

del ARNm.
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Identificacidn de secuencias clonadas.

Dentro de una biblioteca existe miles de clones, para identificar o localizar una
secuencia especifica de ADN se puede lograr de distintas maneras una de ellas es
usando el marcaje. Se requiere el uso de marcadores para localizar el gen

especifico.

Marcadores moleculares.

Para marcar o localizar un gen en particular es necesario el uso de marcadores

moleculares. Estos marcadores son biomoléculas, gue permiten detectar

variaciones. Los cambios en una secuencia del ADN son conocidos como

polimorfismo. Los marcadores pueden ser de dos tipos proteinas (antigenos o

isoenzimas) o ADN (genes conocidos o fragmentos de secuencia).

Marcadores de proteinas, son usadas para detectar polimorfismo debido a que las

proteinas son el resultado de la expresion génica y estas varian en distintas

maneras.

» Isoenzimas: Se definen como diferentes formas moleculares de un tipo de
enzima, que poseen una actividad catalitica comun, es decir actian sobre
el mismo sustrato. Ciertos cambios en la secuencia de ADN, que codifica
para estas enzimas pueden resultar en cambios en la composicién de
aminoacidos. Si estos cambios se producen, las proteinas podrian tener la
misma actividad biolégica, pero como su composicion de aminoacidos
varia, podrian tener diferente carga neta y por tanto diferentes velocidades
de migracion en un campo eléctrico. Estas diferencias determinan patrones

caracteristicos de migracion electroforética de las formas iso-enzimaticas.
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Los marcadores moleculares de ADN o marcador genético es un segmento de
ADN con una ubicacion fisica identificable en un cromosoma y cuya herencia se
puede rastrear; tienen estabilidad en la identificacion de especies y variedades. A
continuacién se describen los tipos de marcadores de ADN:

» La sustitucién, ganancia o pérdida de una base puede generar la adicién o
pérdida de un sitio de corte de una enzima en particular, debido a esto se
induce cambios en la longitud de los fragmentos obtenidos. A estas
variaciones se le conocen como polimorfismo de longitud de los fragmentos
de restriccidon (PLFR), son secuencias de nucleotidos en el ADN y se usan
como marcadores. Estas secuencias se basan en la deteccion de
fragmentos de ADN de distinto peso molecular. La técnica esta basada en
la digestion del ADN total de un individuo con diferentes enzimas de
restricciéon. Esta restriccion produce fragmentos para una molécula de ADN.
Los fragmentos resultantes son separados por electroforesis en geles de
agarosa Yy transferidos por capilaridad a una membrana de nylon, este

método es conocido como Southern Blot.

® Las secuencias de ADN de minisatélites (VNTR) son secuencias repetidas
gue se presentan en eucariontes, se encuentran en secuencias repetidas y
dispersas a través del genoma. Cada VNTR tiene diferente niamero de
repeticiones, las cuales son variables y de esta manera se pueden asociar
a cada alelo de distinto tamafio. Existen dos formas de detectar los VNTR
ya sea por hibridacién o por técnicas de PCR.

»x Los microsatélites (SSR) son secuencias de nucledtidos que se repiten en
serie, estan dispersadas en el genoma y son disefiadas para complementar
las secuencias vecinas. El polimorfismo de estas regiones esta dado por los
diferentes numeros de repeticiones, dando fragmentos amplificados por
PCR de distinto tamafio.
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» Los polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados, conocidos
como AFLP (Amplified fragment length polymorphis); son marcadores que
estan basados en amplificar de forma selectiva fragmentos de ADN
cortados mediante enzimas de restriccion. La amplificacién se realiza

mediante la técnica de PCR.

Sondas.

Existen procedimientos en los que son requeridos el uso de sondas para rastrear
una biblioteca de ADN y asi encontrar la secuencia de interés. Este método se
usa para identificar péptidos en la secuencia de aminoacidos de una proteina.

Las sondas son polinucledtidos que contienen una secuencia de bases
complementarias a la secuencia de interés. Estas sondas pueden marcarse con
métodos radioactivos, no radioactivos o mediante reacciones colorimétricas que
indiguen la localizacién de una o varias clonas especificas. Su procedencia varia,
ya que pueden venir de genes aislados de otras especies. Un ejemplo es el
aislamiento de genes ribosomicos de la rana Xenopus laevis, estos genes se
marcaron con radioisotopos y se utilizaron como sonda para aislar genes

ribosémicos humanos de una genoteca.

Otra técnica para generar sondas se llama Genérica reversa, es cuando se
dispone de un producto proteico del gen de interés, asi se conoce la secuencia
completa de aminoacidos vy a partir de esta secuencia se puede deducir la
secuencia nucleétida que lo codifica.
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Rastreo de una biblioteca.

El rastreo de una biblioteca tiene como finalidad recuperar un gen clonado. Existen

diferentes técnicas:
» Hibridacion de calvas.

Esta técnica es usada cuando una biblioteca es construida a partir de fagos. Se
siembra una pequefa cantidad de la solucién del fago que lleva el inserto de ADN,
en una placa con medio de cultivo, el fago se replica en el medio formando calvas.
Estas calvas son manchas de color claro, se les llama asi, ya que son mas
pequeiias que las colonias bacterianas. Se coloca un filtro en la superficie de la
placa, para trasladar las calvas y posteriormente lisarlas. Una vez que se
desnaturaliza el ADN en cadena sencilla, se usa una sonda para rastrear la

secuencia.
X Paseo cromosOmico o caminata cromosoémica.

Existen casos en que se puede clonar un gen en base a la clonacion previa de sus
secuencias vecinas. La técnica de paseo cromosomico se utiliza con el fin de
recuperar clonas que estan sobrepuestas dentro de una biblioteca de ADN.
Primero la parte final de una secuencia de ADN ya clonada se vuelve a clonar y es
utilizada como sonda para recuperar clones sobrepuestos (Ver Figura 15). Se
analizan en mapas de restriccion, para identificar su extension y localizar los sitios

donde estan las clonas sobrepuestas y asi localizar el gen de interés.

Finalmente usando técnicas de secuenciacion se busca el gen y el marco de
lectura abierta (nucleétidos). Este marco tiene un coddn de inicio, el cual da inicio
a la transcripcion, seguido de una secuencia nucleotidica codificadora de
aminoacidos y termina con un codoén terminal. Esta técnica se ha aplicado para el

reconocimiento de enfermedades genéticas.
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Figura 15. Paseo cromosémico.>?

Un fago recombinante es recuperado de un banco celular. Se realizo digestion
parcial del genoma eucariético con Eco R1, se usa para aislar otro fago
recombinante que contiene un segmento vecino de ADN eucaridtico.
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Secuenciacion del ADN.

El desarrollo de técnicas que permiten conocer la secuencia exacta de un
nucle6tido o mas en un gen clonado ha sido uno de los mayores avances de la
biologia molecular. Estas técnicas son esenciales para detectar variaciones en
una secuencia, como mutaciones puntuales, deleciones, etc. Los procesos de
secuenciacion del ADN han facilitado el conocimiento de los mecanismos de
funcién, regulacion y estructura génica.

Existen dos métodos especificos para determinar la secuencia de nucleétidos de

cualquier fragmento de ADN purificado: el método quimico y el enzimatico.

@ Método quimico. En este método la secuenciacion es mediante la
hidrdlisis con agentes quimicos. Un agente quimico usado comunmente en
este tipo de técnica es el didesoxi de nucledtidos (ddNTP), su funcion es
interrumpir la accién de la ADN polimerasa en sentido 5°- 3" y asi generar
fragmentos de ADN de diferentes longitudes. Para identificar las
secuencias generadas, estas se separan por electroforesis en gel de
poliacrilamida.

La secuenciacién de moléculas de ADN identifica mutaciones precisas que
alteran las funciones génicas y asi es posible conocer la organizacion del
ADN.

(2. Método enzimatico. La secuenciacion por este método, es usando el ADN
como molde de la ADN polimerasa para obtener una serie de réplicas
parciales, que comienzan en el mismo sitio pero que terminan en diferentes
puntos a lo largo de la cadena de ADN. Se basa en la utilizacién de
didesoxirribonucleétidos trifosfatados que, al carecer del grupo oxidrilo en
el extremo 3°, impiden el agregado de mas nucledtidos a la cadena de ADN
en formacién. Esta reaccion genera, una escalera de fragmentos que

pueden ser separados por electroforesis en gel de poliacrilamida.
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Mapas de restriccion.

El cortar un segmento de ADN clonado con enzimas de restriccion, da como
resultado fragmentos de diferentes tamafios, al niamero de fragmentos obtenidos,
el orden y la distancia entre los sitios de corte; se conoce como cartografia o0 mapa
de restriccion.

Estos fragmentos son separados por electroforesis en gel y se logran visualizar
en forma de bandas, cuando son tefiidos con un colorante.

Estos mapas son usados para analizar e identificar sitios de mutacién que se

localizan en los genes (Ver Figura 16).
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Figura 16. Construccion de mapas de restriccion.>

Se cortan los fragmentos de ADN clonados con enzimas de restriccion. Se

separan los fragmentos mediante electroforesis en gel. Finalmente se

comparan los resultados de la digestibn con otras enzimas para verificar los

resultados. Se determina que el modelo 1 es el correcto.

Los dos modelos se construyen con base en los datos de las digestiones de las

dos enzimas. Estos modelos son utiles en la prediccion del tamafio de

fragmentos generados durante la digestion.
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TECNICAS DE SEPARACION Y PURIFICACION.

Electroforesis.

La principal funciébn de la técnica de electroforesis es separar moléculas,

proteinas, coloides u otras particulas segun su tamafio y carga eléctrica. Estas

moléculas o particulas se colocan en una suspension de electrolitos vy para

separarlas se usa una corriente eléctrica.

Los métodos electroforéticos son:

® Electroforesis frente movil

X Electroforesis de zona

Electroforesis frente mévil. En una celda en forma de U, se coloca la muestra con

solucién amortiguadora, se pasa una corriente eléctrica y las proteinas forman una

serie de capas decrecientes.

Electroforesis de zona. La muestra se coloca en una columna, placa o pelicula de

solucién amortiguadora, se aplica corriente eléctrica para separar los

componentes de la muestra, esta se realiza por zonas (la migracién de los

componentes es total). Para evitar gue los componentes se vuelvan a mezclar se

estabiliza el electrolito en una matriz porosa, existen varios materiales para la

matriz porosa como papel, sélido en polvo o un gel de almidén, agar o

poliacrilamida. La electroforesis de zona es la més utilizadas por su alta aplicacion

en diferentes campos, va gue pueden lograr la separacién de mezclas complejas
(Ver fiqura 17).

Figura 17. Electroforesis de zona. ®
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Electroforesis en Gel

La electroforesis en gel es un método utilizado para separar, identificar y purificar
segmentos de ADN, puede ser en gel de poliacrilamida o en gel de agarosa. El
equipo consta de un gel transparente, el cual tiene unos pocillos para colocar la
muestra. El gel es colocado en una placa metélica con solucion tampoén y

conectada con electrodos (Ver Figura 18).

Direccidn de b comrente eléctrica

Figura 18.Esquema de un sistema de
electroforesis en gel. ©’
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@ Electroforesis en gel de poliacrilamida PAGE.

La electroforesis en poliacrilamida conocida en inglés como PAGE (polyacrilamide
gel electrophoresis) es una de las técnicas mas usadas para separar proteinas.
Este tipo de electroforesis puede llevarse sin agentes desnaturalizantes o con
agentes desnaturalizantes.

El gel de poliacrilamida es un gel transparente, quimicamente inerte, insoluble en
agua, no iénico, es estable en un amplio rango de pH y se puede preparar de
forma rapida y reproducible. Este gel se forma por la polimerizacion de la
acrilamida debido a un agente entrecruzador la bis-acrilamida en presencia de un
iniciador y un catalizador (persulfato amonico). Debido a que es transparente
permite una buena visualizacién de las bandas, el tamafio del poro se logra al

modificar la concentracién de polimero (Ver Figura 19).

La electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE), utiliza agentes desnaturalizantes
de proteinas. La proteina se desnaturaliza mediante la adicion de dodecilsulfato
sédico (SDS). ElI SDS es un agente reductor que rompen enlaces disulfuros,
separando a la proteina de su sub-unidades y dando carga negativa, asi las
proteinas migran a través del gel en relacion directo a su tamafio. Otros agentes
desnaturalizantes como el 2-mercaptoetanol, que reduce puentes disulfuro (Cys-S-
S-Cys) a grupos tioles (Cys-SH) y agentes caétropos como la urea, que rompe
puentes de hidrégeno.
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Gel de poliacrilamida.
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!

Se pasa corriente
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se pueden ver las
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Figura 19. Electroforesis en gel de poliacrilamida. *> ®*
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@ Electroforesis en gel de agarosa.

La agarosa es un polisacarido inerte, no toxico; posee la propiedad de permanecer
liquido por encima de los 50°C y formar un gel semisdlido al enfriarse. Este gel
esta constituido por una matriz tridimensional de fibras poliméricas embebida en
gran cantidad de medio liquido, que retarda el paso de las moléculas. Esta técnica
permite separar acidos nucleicos, a lo largo de un campo eléctrico en funcion de su

tamafo y de su carga eléctrica.

La muestra se coloca en el gel, se aplica un campo eléctrico y se inicia la migraciéon
de los fragmentos de ADN a través de los poros de la matriz. Los acidos nucleicos
poseen carga negativa, por lo que su migracion es hacia el polo positivo, la velocidad
de migracion es inversamente proporcional a su tamafio. Estos fragmentos son
tefiidos con bromuro de etidio (agente intercalante, que se introduce en la molécula

de ADN), al exponerse con luz ultravioleta, se observan las bandas (Ver Figura 20).

Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa. *°

Fragmentos de ADN tefidos en bromuro de etidio en electroforesis
de gel de agarosa.
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Electroforesis Bidimensional.

La electroforesis bidimensional es una técnica que se utliza para separar
proteinas; su fundamento radica en separar las proteinas con base en su punto
isoeléctrico y de acuerdo a su peso molecular en gel de poliacrilamida.

En primer lugar las proteinas son separadas en un gel con gradiente de pH en
condiciones desnaturalizantes de acuerdo con su punto isoeléctrico. Tras la
separacion por carga, las proteinas son separadas de acuerdo con Su peso
molecular por electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil
sulfato sddico (SDS). Finalmente se realiza la tincion del gel, las proteinas
aparecen en forma de bandas circulares (Ver Figura 21).

|68

——

Figura 21. Electroforesis bidimensiona
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Isoelectroenfoque.

Isoelectroenfoque o también llamada electroenfoque es un método donde
sustancias anfotericas como los aminoacidos se pueden separar segun su punto
isoeléctrico y pH (al cual la carga neta de la proteina es nula); esta técnica se
basa en el desplazamiento de las moléculas en un gradiente de pH.

Para establecer el gradiente de pH, donde las moléculas se separen de acuerdo a
su punto isoeléctrico; la regién del anodo tiene que ser acida y la del catodo
alcalina. Las moléculas que se encuentren en regiones de pH inferior a su punto
isoeléctrico estan cargadas positivamente y migran hacia el catodo. Las moléculas
gue estén en medios con pH mas bajos que su punto isoeléctrico tendran carga
negativa y migraran hacia el anodo. El desplazamiento de las moléculas a través
del gradiende de pH, se lleva a cabo hasta una regién donde el pH coincide con su
punto isoléctrico, asi la carga neta es nula (Ver Figura 22).

O @ @ e Q
s ® © © ¢ :
< 9 @ @ © =

pH

Figura 22.
Isoelectroenfoque. "
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Cromatografia.

Es una técnica donde se separan los componentes de una mezcla, por un proceso
de migracion diferencial. La migracion se realiza en un sistema que consta de dos
0 mas fases, una de las cuales se mueve continuamente en una direccion dada
(fase movil). Esta fase consiste en un fluido (gases o liquidos) que arrastra a la
muestra a través de una fase estacionaria que se trata de un analito fijado en un

solido.

Los componentes de la mezcla interaccionan de diferente manera y migran de
acuerdo a sus diferencias de adsorcion, particion solubilidad, presion de vapor,

tamafio molecular o densidad de carga iénica.
Los métodos cromatograficos se clasifican de diferentes maneras:

¥ Cromatografia plana. La fase estacionaria se sitla sobre una placa plana o
sobre papel. Las principales técnicas son: cromatografia en papel y
cromatografia en capa fina.

/¥ Cromatografia en columna. La fase estacionaria se sitia dentro de una
columna, segun la fase mévil: cromatografia de liquidos, cromatografia de

gases y cromatografia de fluidos supercriticos.

Dentro de la cromatografia de liquidos se encuentran: cromatografia de
intercambio iénico, cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC, por sus siglas
en inglés High Performance Liquid Chromatography) y cromatografia de exclusiéon

molecular.

Las funciones principales de la cromatografia son, separar los componentes de
una mezcla, para purificarlos o para medir las proporciones de los componentes.
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Cromatografia de papel.

La cromatografia en papel es una técnica de separacion e identificacion de
sustancia quimicas, la fase estacionaria es papel de celulosa y la fase moévil es
una solucién que consiste en un disolvente o una mezcla de varios liquidos que
contienen agua. Se coloca la muestra a un centimetro en el papel, el papel se
coloca en un frasco con la fase movil y por capilaridad la muestra se desplaza
través de la fase estacionaria (Ver Figura 23).

La técnica se basa en la velocidad de desplazamiento diferencial de los solutos al
ser arrastrados por la fase movil sobre la fase estacionaria. La diferencia es la que
permite identificar los componentes que posea la mezcla. La movilidad de los
componentes de la mezcla a separarse depende de las propiedades de afinidad

de las mismas a la fase movil.

| 71,77

Figura 23. Cromatografia en pape

Muestra se coloca sobre el papel de celulosa.
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Cromatografia en capa fina.

Es una técnica utilizada para la identificacion y determinacion de pureza de
muestras pequefias. La fase estacionaria es una capa fina de gel de silice u otro
soporte con propiedades adsorbentes, colocada sobre una placa (soporte de vidrio
o aluminio), la fase movil (solvente que puede ser agua, solvente organico o
mezcla de ambos). El fundamento es el mismo que en la cromatografia en papel.
El procedimiento es colocar la muestra a un centimetro del borde de la placa, se
coloca a placa en un envase (pequefio tanque que contenga la fase mévil). Se
coloca en el envase, se tapa y se deja correr. Si la muestra presenta color se
podra observar como se desplaza por capilaridad la muestra, sin no presenta

color, se coloca con luz ultravioleta para ver las bandas (Ver Figura 23 y 24).

Figura 23. Cromatografia en capa fina.”

La muestra se coloca en la placa y esta se introduce en un vaso de
precipitado de vidrio con la fase movil (disolvente), se coloca un vidrio
de reloj para mantener el sistema cerrado. Se observa como la fase
movil interactia con la muestra por capilaridad. Cuando termina el
desplazamiento, se deja secar.

Se observa el desplazamiento de la muestra a lo largo de las placas.

Placa de silice
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La muestra se desplaza

por capilaridad. .

La placa de silice se

coloca en la fase moévil

Placa cromatografica con la

muestra desplazada.
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Figura 24. Cromatografia en capa fina.”

Se observa el desplazamiento de la muestra a lo largo de placa, con
luz ultravioleta. Esto se realiza cuando la muestra es incolora.
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Cromatografia de Intercambio I6nico.

Es un método de separacion, permite que las moléculas se separen con base en
sus propiedades de carga eléctrica. Se compone de dos fases, la fase estacionaria
o intercambiador i6nico y la fase movil. La fase estacionaria insoluble lleva en la
superficie cargas electrostaticas fijas, que retienen contraiones moviles que
pueden intercambiarse por iones de la fase movil. La fase mévil en este tipo de
cromatografia suele ser una disolucion acuosa con cantidades moderadas de
metanol u otro disolvente organico miscible con agua que contiene especies

i6nicas (buffer).

El principio bésico de este método es que las moléculas cargadas se adhieren a
los intercambiadores de forma reversible de modo que las moléculas pueden ser
unidas o no unidas cambiando el ambiente idnico. La separacién se da con
intercambiadores iénicos, se realiza en dos fases: en la primera fase se unen al
intercambiador i6nico, donde la unién es fuerte y estable y en la segunda fase,
los componentes migran a traves de la columna con tampones de diferentes pH o

diferente fuerza ionica (Ver Figura 25).

Este tipo de cromatografia se utiliza en los procedimientos USP, como pruebas de
identificacion y valoraciones para medir aniones, cationes inorganicos, acidos
orgénicos, carbohidratos, alcoholes de azucar, aminoglicésidos, aminoéacidos,
glicoproteinas y proteinas.

Por sus caracteristicas esta técnica se ha aplicado a la fabricacidon y disposicion
de productos farmacéuticos, entre los cuales abarca: materias primas, principios

activos, excipientes, productos de degradacion, impurezas y flujos de proceso.
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Figura 25. Cromatografia de intercambio iénico.”

La fase estacionaria esta cargada con grupos funcionales negativamente.
La muestra es adicionada a la columna. Los componentes cargados
negativamente atraviesan la fase estacionaria sin ser retenidos, mientras

gue los cargados positivamente son retenidas mas tiempo en la columna.
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Cromatografia de exclusion molecular.

La cromatografia de exclusién molecular (conocida como filtracion en gel o de
tamiz molecular) es una de las técnicas empleadas en la separacion de proteinas
y acidos nucleicos. Este tipo de cromatografia se realiza en columnas cilindricas
rellenas con geles como: dextranos con enlaces cruzados (sephadex), agarosa
(sepharose, Bio-gel A), poliacrilamida (Bio-gel B), etc. Los geles son la fase
estacionaria, se hallan de un material esponjoso hidratado, que contiene poros con
un tamafo de diametro determinado. Los poros quedan conectados formando una
malla o red, lo cual determina una serie de caminos a ser recorridos por las
moléculas que acceden al interior de esta (Ver Figura 26).

Cuando se hace pasar una mezcla con moléculas de distintos tamafios, a través
de la columna, las moléculas con un mayor tamafio que el diametro de los poros
haran el camino mas corto, ya que nunca entraran a la malla de la fase
estacionaria.

Las moléculas pequefias pueden difundir dentro de la matriz, cuanto menor es su
tamafo, tienen mayor facilidad para entrar a un poro. Asi, a menor tamafo de la
molécula, mas largo el camino que seguira dentro de la malla de la fase

estacionaria. Sus principales aplicaciones son:

= Eliminacion de fenol de las preparaciones de acidos nucleicos.

= Eliminacion de compuestos de bajo peso molecular marcados.

= Para reacciones entre macromoléculas y reactivos de bajo peso
molecular.

= Eliminacion de productos, cofactores, inhibidores, etc. de las enzimas.

= Purificacion de macromoléculas.

= Determinacién del peso molecular de las proteinas.
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Figura 26. Cromatografia
molecular.®®

La muestra es una mezcla de prot
columnay es separada conforme al t

Y a la derecha se muestra el cro
molecular.
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Cromatografia liquida de alta resolucion. (HPLC).

Cromatografia liquida de alta resolucién conocida como HPLC (High performance
liquid cromatography) es una técnica cromatografica usada para separar
compuestos no volétiles o termolabiles, como: aminoacidos, proteinas, &cidos
nucleicos, hidrocarburos, carbohidratos, drogas, terpenoides, plaguicidas,
antibidticos esteroides, especies organometalicas y una cierta variedad de

sustancias inorgénicas.

Tiene un sistema compuesto por fase movil, bomba, inyector, columna de
separacién y detector; donde el compuesto pasa a través de la columna de la fase
estacionaria bombeando la fase mévil (liquido de alta presion). Ver Figura 27.

La muestra se introduce en pequefios volumenes a la corriente de la fase moévil e
interacciona con la fase estacionaria, el tiempo de retencion (tiempo que esta el
compuesto en la fase estacionaria interaccionando), el gradiente separa la matriz
del compuesto en funcion a la afinidad del mismo por la fase movil. Los
compuestos mas usados en la fase mévil son combinaciones de agua purificada
con liquidos organicos como: metanol y acetonitrilo El gradiente de elucion 6ptimo
se observa en forma de picos en el detector.

Existen dos tipos de cromatografia:

P Cromatografia liquida de alta resolucién de fase normal.

» Cromatografia liquida de alta resolucién de fase reversa.

Cromatografia de fase normal.

Esta técnica separa los compuestos de acuerdo a su polaridad, utiliza una fase
estacionaria polar y una fase movil no polar, es usada cuando el compuesto es
bastante polar.

El compuesto es retenido por la fase estacionaria, la adsorcibn aumenta con la

polaridad del compuesto y la interaccién entre el mismo y la fase estacionaria.
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La fuerza de interaccion depende de los grupos funcionales del compuesto y de
los factores estéricos (isomeros estructurales). El uso de disolventes mas polares
en la fase mévil disminuye el tiempo de retencién del compuesto y el uso de

disolvente hidrofébicos lo aumentan.

Cromatografia de fase inversa.

La HPLC de fase reversa, consiste en una fase estacionaria no polar y una fase
movil de polaridad moderada. La adicion de disolventes polares incrementa el
tiempo de retencién y afadir disolventes hidrofobicos lo disminuyen; por lo que
para los compuestos no polares el tiempo de retenciébn es mayor que para los
compuestos polares.

El principio basico de este método se basa en las interacciones del disolvente
polar, el compuesto no polar y la fase estacionaria no polar.

Existen otros factores que pueden afectar que el tiempo de retencién del
compuesto sea mayor, como la adicion de sales inorganicas (causa incremento
lineal en la tension superficial de soluciones acuosas) y el pH (modifica la
hidrofobia del compuesto). El uso de buffer como fosfato sédico para controlar el
pH o el uso de acido organico (acido formico o &cido trifluoracetico), ayuda a
controlar el pH, neutraliza carga residual del silicato en la fase estacionaria y actia

como formador de pares i6nicos para neutralizar la carga del compuesto.

Las columnas de fase inversa son mas resistentes que las de fase normal, estas
columnas estan formadas por una silica modificada con cadenas alquil, la cual no
se debe usar con bases en medio acuoso (dafian la columna) y pueden utilizar
acido en medio acuoso pero no mucho tiempo, ya que corroe las partes metélicas

del equipo.
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Cromatografia de gases.

La cromatografia de gases es una técnica para la separaciéon de compuestos
volatiles. La muestra se inyecta en la columna cromatografica y la elucion se
produce por el flujo de la fase movil (gas inerte). La fase mévil no interacciona con
el compuesto, si no es solo transportarlo a través de la columna y al final se

encuentra con el detector.
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La cromatografia de gases consta de diversos componentes como el gas portador
(gas inerte y de alta pureza), el sistema de inyeccién de muestra, la columna
(generalmente dentro de un horno), y el detector. Dependiendo el detector que se
use es el tipo de gas portador (He, Ar, N2, CO,, H) a usar (Ver Figura 28).

Existen dos tipos de cromatografia de gases:

® Cromatografia gas-solido.
» Cromatografia gas-liquido.

Cromatoqgrafia gas-sélido.

En esta técnica la fase estacionaria es sélida y la retencion del compuesto; su
fundamento radica en el proceso de adsorcion. El compuesto es retenido sobre la
superficie de la fase estacionaria, la cual es semipermanente y los picos de
eluciéon son con colas. Su aplicacion es la separacién de compuestos de bajo peso

molecular.

Cromatoqrafia de gas-liquido.

Este tipo de cromatografia se basa en la distribucion del compuesto entre una fase
movil gaseosa y una fase liquida inmovilizada sobre la superficie de un sdlido

inerte.

Su aplicacién es principalmente a contaminantes de agua como insecticidas,
pesticidas, desechos industriales también se analizan para constituyentes de

gasolina mezclas de gases de refineria, gases de combustion, etc.
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Figura 28. Cromatdgrafo de gases.’

Las principales cromatografias utilizadas en la industria farmacéutica son:
cromatografia liqguida de alta resolucion (HPLC), cromatografia de exclusiéon

molecular y cromatografia de intercambio iénico.
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Reaccion de la polimerasa en cadena (PCR).

La Reaccién de polimerasa en cadena (PCR) es una técnica que permite
amplificar una secuencia de ADN, las muestras pueden proceder de cualquier
fuente bioldgica o que estén almacenadas por mucho tiempo.

Antes de iniciar con el procedimiento, se inicia con la construccién del cebador
para la PCR, se debe conocer la secuencia de nucleétidos de segmentos cortos
en ambos lados de ADN blanco, a estos segmentos se les conoce como
secuencias flanqueadoras. Estas secuencias se emplean para construir dos
oligonucledtidos de cadena sencilla; estos oligonucledtidos funcionan como
cebadores para la PCR.

La técnica emplea la polimerasa de ADN para amplificar de forma repetida
segmentos de ADN, el método realiza ciclos repetidamente entre veinte y cuarenta
veces en tres etapas, cada uno a diferentes temperaturas (Ver Figura 29).

Las tres etapas:

1. Desnaturalizacion. Con calor se desnaturaliza el ADN, formando dos
cadenas sencillas.

2. Hibridacion. Las cadenas separadas se enfrian y los cebadores reconocen,
hibridan y delimitan la secuencia que se desea amplificar.

3. Adicion. Se adiciona a la ADN polimerasa (enzima bacteriana,
termoestable) y los trifosfatos de desoxirribonucleico, para iniciar la sintesis
de las cadenas complementarias de ADN. La ADN polimerasa agrega
nucleotidos al extremo hidroxilo 3"del cebador y el crecimiento de la cadena
se extiende sobre el ADN blanco, asi se forman las copias complementarias
del blanco. Al final de un ciclo de replicacion, se desnaturalizan las cadenas
de ADN por calentamiento, para que haya el doble de cadenas. Cada
cadena de ADN se une con un cebador complementario y se repite el ciclo.

Una vez terminado el proceso se analiza con técnicas de electroforesis en gel,

hibridacién Southern o identificacion directa de la secuencia.
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Figura 29. Reaccion de Polimerasa en cadena (PCR). **

Se muestran mudltiples ciclos de la reaccion en cadena de la
polimerasa.
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Técnicas Southern, Northern y Western blotting.

La hibridacién de acidos nucleicos es un proceso por el cual se combinan dos

cadenas de a&cidos nucleicos antiparalelas y con secuencia de bases
complementarias, en una Unica molécula de doble cadena, que toma la estructura

de doble hélice, donde las bases nitrogenadas quedan ocultas en el interior.

Estas técnicas permiten estudiar y analizar los productos de la expresién genética.
La técnica Southern para ADN, las técnicas Northern y Microconjuntos para ARN,
y las técnicas Ensayos de Inmunoabsorcién ligada a enzimas conocida como
ELISA, Western-blot, y Proteémica (Ver Cuadro 3).

Cuadro 3 Técnicas empleadas para analizar ADN, ARN y proteinas™.

Southern ADN Detecta ADN.
Northern ARN Mide cantidades de ARNm.
Western Proteina Mide cantidad de proteinas.
Microarreglo ARN o ADNc Mide muchos niveles de
ARNM.
Protedmica Proteinas Mide abundancia,

distribucion, modificaciones
postraduccionales,
funciones e interacciones

con otras macromoléculas.



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

SOUTHERN BLOT.

La técnica Southern permite la identificacién de secuencias especificas de ADN,

mediante el uso de electroforesis en gel y de hibridacién utilizando sondas

especificas. Etapas para realizar un Southern (Ver Figura 30):

1.

Extraccion de ADN. Se extrae el ADN de tejido humano, las fuentes son:
sangre, semen, tejido, células de foliculo capilar y saliva.

Digestion de ADN con enzimas de restriccion. ElI ADN se corta en
fragmentos con enzimas de restriccion.

Electroforesis en gel de agarosa. Los fragmentos resultantes se separan
de acuerdo a su tamafo. Los acidos nucleicos poseen carga negativa, por
lo que los fragmentos mas pequefios migran mas rapido que los
fragmentos de mayor tamafio hacia el polo positivo.

Preparaciéon de ensayo southern. Los fragmentos separados en el gel de
electroforesis no se tifien, sino que se adiciona una solucion alcalina para
neutralizar. Asi se transfiere a una membrana de nitrocelulosa. Esto es
semejante a calcar, ya que se conserva la distribucion espacial.
Hibridacién con sonda radioactiva. El emparejamiento de las bases
complementarias entre las secuencias de la sonda y del ADN, determina la
formacién de la molécula. La sonda se marca con isotopo radioactivo **P.
Deteccién de los RLP’S mediante autorradiografia. Las posiciones de
la sonda radiactiva sobre la membrana se detectan para la
autorradiografia. La membrana de nitrocelulosa se lava (para eliminar el
material que no se haya asociado a la sonda) junto con la pelicula de rayos
X, se aisla de la luz. La pelicula registra las posiciones donde hay
desintegracion.

Reensayar el resultado del southern con sondas adicionales. Una vez
realizado el revelado se lava la radioactividad con disolucién elevada de
temperatura, se hibrida con una segunda sonda que se une a un locus
diferente del primero. El perfil de ADN se le conoce como el grupo de
autorradiografias de la transferencia de Southern.
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Figura 30. Etapas de la Técnica Southern.*
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Los fragmentos resaltados son los que reconocen la sonda. En las
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Los fragmentos de ADN se colocan en un gel de electroforesis sin
tefir y después se transfieren a una membrana de nitrocelulosa.
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NORTHERN BLOT.

Northern es una técnica para realizar la identificacion de secuencias de &cido

ribonucleico (ARN) en una muestra, con sondas especificas de ADN.

El procedimiento de esta técnica es el mismo que en el de Southern, la muestra se
coloca y se separa en electroforesis de gel, tras la digestibn con enzimas de
digestion. Posteriormente los fragmentos de ARN se transfieren del gel a la
membrana de nitrocelulosa o nylon y se realiza la hibridacion con una sonda

marcada radioactivamente.

CHIPS DE ADN O MICROARRAYS.

Los microarrays son colecciones de oligonucleétidos de ADNc, se usan para el
estudio de mutaciones genéticas de genes conocidos 0 para monitorizar la

expresion genética de una preparaciéon de ARNm.

Su fundamento radica en la capacidad de ADNc de hibridar entre si. Una muestra
de ARNm es utilizado como molde para hacer una molécula de ADNc con la
transcriptasa inversa. Se adiciona un marcador fluorescente y se coloca en un
chip génico (portaobjetos de vidrio o en una membrana) que posee pequefias
cantidades de ADN en forma de puntos. Cada circulo corresponde a un gen
diferente y la magnitud de fluorescencia es la cantidad de ADN que est& unido con
el ADNc marcado (Ver Figura 31).
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WESTERN BLOT.

Es una técnica que sirve para la deteccién de proteinas. El procedimiento es igual
gue en el de Southern, las proteinas se separan de acuerdo a su tamafio en gel de
electroforesis y se transfiere a una membrana de nylon o nitrocelulosa. La
diferencia con la otra técnica es que se utiliza un anticuerpo marcado como sonda,

la cual produce una banda visible cuando se une al antigeno.

PROTEOMICA.

Es el estudio de las proteinas expresadas por un genoma (proteoma), incluyen su
distribucion, funciones, estructura, modificaciones postraduccionales e
interacciones con otras macromoléculas. El proteoma varia segun su estado en el
gue se encuentre la célula, ya sea por algun tratamiento hormonal o farmacologico o
por estrés; por esta razén es diferente en cada individuo el perfil de proteinas
expresada.

La protedOmica se aplica en la identificacion de nuevos marcadores para el
diagnostico de enfermedades, la identificacién de nuevos farmacos, la determinacion
de proteinas involucradas en la patogenia de enfermedades y el andlisis de procesos
de transduccion de sefiales.

Hay tres clasificaciones de la prote6mica:

1. Protedmica de expresidon. Se encarga del estudio de la abundancia relativa
de las proteinas y de sus modificaciones postranscripcionales.

2. Protedmica estructural. Se encarga de la caracterizacion de la estructura
tridimensional de las proteinas.

3. Protedmica funcional. Se encarga de la localizacion y distribucion subcelular
de proteinas y de las interacciones que se producen entre las proteinas y

otras moléculas con el fin de determinar su funciéon
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Figura 31 Microarrays. **
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Mancha negra (@): ninguna célula produce mensaje.

Mancha roja (@): célula cancerosa produce mas de este
mensaje.

Mancha amarilla (.v): ambas células producen la cantidad de
mensaje.

Mancha verde (@): la célula normal produce mas de este
mensaje.
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CAPITULO 4
MARCO LEGAL Y REGULATORIO DE
MEDICAMENTOS BIOTECNOLOGICOS

Hasta el momento, el marco regulatorio de la Union Europea es el mas avanzado,
en México este tema ha sido adoptado con gran interés, y desarrollado a lo largo
de los afos.

Regulacién.
Internacional.

La Agencia Europea para la Aprobacién de productos Farmacéuticos (EMEA por
sus siglas en inglés), fue una de las primeras autoridades a nivel mundial en emitir
guias de aprobacién de medicamentos derivados de la biotecnologia. Estas
directrices enfocadas en los criterios generales para la produccion,
comercializacién, control de calidad, estudios de estabilidad, evaluacion de la
seguridad viral, entre otros. Asimismo existen directrices especificas para algunas
clases de productos biotecnolégicos (anticuerpos y citoquinas), para
medicamentos producidos por plantas, para medicamentos producidos en
animales transgénicos y para medicamentos y para medicamentos biosimilares

(término europeo para los medicamentos biocomparables).’

En contraste con otros paises que no han establecido los procesos minimos para
gue sus autoridades aprueben el uso y comercializacién de biotecnoldgico, en
estos casos, se incurre en un grave riesgo para los pacientes, dado que no se
puede garantizar la calidad, eficacia y seguridad de este tipo de medicamentos.

Los avances y las limitaciones de los métodos y técnicas disponibles hasta la
fecha para la caracterizacion completa de los medicamentos, han llevado al
Comité de Medicamentos de Uso Humano (CHMP) de la EMEA a desarrollar
guias especificas sobre calidad, los aspectos clinicos y no-clinicos que se deben
tener en cuenta en el desarrollo de medicamentos biotecnolégicos
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También deben satisfacer los requisitos técnicos de las monografias de la

Farmacopea Europea, ademas de los requisitos adicionales que se definan en las

guias CHMP e ICH (Conferencia Internacional de Armonizacion). Ver cuadro 4.

Cuadro 4 Guias aplicables al

biotecnoldgicos.**

desarrollo farmacéutico de medicamentos

EMEA/CPMP/BWP/328/99

ICH Q5E

ICH Q5C

ICH Q6B

ICH S6

Desarrollo farmacéutico para productos
biotecnolégicos y bioldgicos.

Anexo. Guia de Desarrollo
Farmacéutico CPMP/QWP/155/96

Guia de Calidad de los medicamentos
Biotecnolégicos / Bioldgicos.

Sujeto a cambios en sus Proceso de
Fabricacion.

Guia de Calidad de productos
biotecnoldgicos ensayos de estabilidad
de productos biotecnolégicos /
biologicos. CPMP/ICH/138/95

Guia de especificaciones ensayos Yy
criterios de aceptacion para productos
biotecnoldgicos / biolbgicos.
CPMP/ICH/365/96

Evaluacion de la seguridad preclinica
de productos obtenidos por
biotecnologia. CPMP/ICH/302/95



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Nacional.

Secretaria de Salud (SSA), Ley General de Salud (LGS), Reglamento de Insumos
para la Salud (RIS), Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos
Sanitarios (COFEPRIS)

En México la Secretaria de Salud (SSA) tiene por funcién planear, normar,
coordinar y evaluar el Sistema Nacional de Salud y proveer a la adecuada
participacion de las dependencias y entidades publicas que presten servicios de
salud, a fin de asegurar el cumplimiento del derecho a la proteccion de la salud. El
Reglamento de Insumos para la Salud (RIS), es el documento donde se publican
los aspectos generales de las reformas propuestas y la Comisién Federal para la
Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) es una agencia reguladora con
autonomia técnica, administrativa y operativa, que tiene como misién proteger a la
poblacién contra riesgos sanitarios, para lo cual integra el ejercicio de la
regulacién, control y fomento sanitario bajo un solo mando, dando unidad y

homogeneidad a las politicas que se definan.

Tras mas de un afio de debate entre los legisladores, la administracion publica
federal y el sector productivo con la participacion de la industria farmacéutica, el
Congreso aprobd en abril de 2009 una reforma a la Ley de General de Salud. La
reforma se publicod en el Diario Oficial de la federacion (DOF) el 11 de junio de
2009 y entr6 en vigor el 10 de septiembre del mismo afio. El principal objetivo fue
establecer las condiciones adecuadas para autorizar los registros de
medicamentos biotecnoldgicos, asi como especificar la farmacovigilancia y

criterios generales de etiquetado e importacion.

La aprobacion de la reforma ha impulsado significativamente la actualizacién de

nuestro marco.

El 21 de julio del 2010 la COFEPRIS someti6 el proyecto de reformas al
Reglamento de Insumos para la Salud ante la Comision Federal de Mejora
Regulatoria (COFEMER), que es la instancia del ejecutivo federal encargada de

revisar y aprobar cualquier modificacion reglamentaria. El 19 de octubre de 2011
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se publicé en el Diario Oficial de la Federacion (DOF) las nuevas disposiciones
para medicamentos biotecnolégicos que van desde su decision, clasificacion,
requisitos para obtener el registro sanitario, requisitos para su liberacién dentro del
pais, asi como, los requisitos (andlisis preclinicos y clinicos) que debe tener un
medicamento biotecnoldgico para entrar al pais; entrando en vigor ochenta dias

después de la publicacion.
Cuatro puntos fundamentales lograron quedar plasmados:

1. El uso de Denominacién Comuan Internacional como método de
identificacion de los medicamentos biotecnoldgicos.

2. La importancia de que en el Cuadro Bésico se cree libre competencia
entre los medicamentos innovadores y biocomparables a través de la
substitucion de los mismos.

Se pediran los estudios (clinicos 0 no clinicos) que sean necesarios.

4. El subcomité de Medicamentos Biotecnoldgicos seran considerados
por la COFEPRIS como una opinién, pero la ultima decision siempre

recaerd en esta Ultima.
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CAPITULOS5
REGISTRO SANITARIO
MEDICAMENTOS BIOTECNOLOGICOS.

El registro sanitario de un medicamento es para llevar un control, ya que ningun
producto tiene en su concepcién riesgo cero; todos pueden causar dafio en
determinadas circunstancias. En México el 27 de abril del 2010 se publicé en el
Diario Oficial de la Federacién y entr6 en vigor a los ciento ochenta dias de su

publicacion.
EL ARTICULO 222 DE LA LEY GENERAL DE SALUD.

Articulo Unico.- Se reforma el articulo 222 de la Ley General de Salud, para

guedar como sigue:

Articulo 222.- La Secretaria de Salud so6lo concedera la autorizacion
correspondiente a los medicamentos, cuando se demuestre que éstos, sus
procesos de produccién y las sustancias que contengan reldnan las
caracteristicas de seguridad, eficacia y calidad exigidas, que cumple con lo
establecido en esta Ley y demas disposiciones generales, y tomara en
cuenta, en su caso, lo dispuesto por el articulo 428 de esta Ley.

Para el otorgamiento de registro sanitario a cualquier medicamento, se
verificara previamente el cumplimiento de las buenas préacticas de
fabricacion y del proceso de produccion del medicamento asi como la
certificacion de sus principios activos. Las verificaciones se llevaran a cabo
por la Secretaria 0 sus terceros autorizados o, de ser el caso, se dara
reconocimiento al certificado respectivo expedido por la autoridad
competente del pais de origen, siempre y cuando existan acuerdos de
reconocimiento en esta materia entre las autoridades competentes de

ambos paises.
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El 19 de octubre de 2011 se publicé en el Diario Oficial de la Federacion, el
Reglamento de Insumos para la Salud (RIS) Capitulo VIII MEDICAMENTOS

BIOTECNOLOGICOS.

ARTICULO 177.

Para obtener el registro sanitario de medicamentos biotecnolégicos innovadores,

se requiere presentar solicitud en el formato oficial, que para tal efecto se publique

en el Diario Oficial de la Federacion, a la que se anexara la informacién

documental siguiente:

VI.

VII.

VIII.

La monografia del biofarmaco, composicion y férmula;

El origen e historia del banco celular maestro, el gene, la construccion del
sistema de expresién vector-hospedero para la proteina de interés y la
caracterizacion relevante del genotipo y fenotipo;

El resumen del proceso de fabricacion del biofarmaco: cepa o linea celular,
fermentacion, separacion y purificacion, asi como el diagrama de flujo

correspondiente a dicho proceso;

Los métodos analiticos: fisicos, quimicos y bioldgicos para materias primas
y biofarmacos, asi como el reporte de validacién de sus resultados,
realizados por el fabricante, para los casos en que no sean métodos

farmacopéicos;

El reporte de la validacion del proceso de fabricacion, realizado por el
fabricante;

La monografia del medicamento que incluya la Denominacion Comuan
Internacional, forma farmacéutica, especificaciones cualitativas vy

cuantitativas;

Los procesos de fabricacion, formulacién, llenado y acondicionamiento, asi

como sus controles del proceso;

Los proyectos de etiqueta y del instructivo correspondiente, asi como las
especificaciones de los envases primario y secundario, de conformidad con
la Ley, este Reglamento y demas disposiciones aplicables;
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IX. Programa de farmacovigilancia intensiva, de conformidad con las

disposiciones que resulten aplicables, y

X. Los estudios preclinicos y clinicos que sefale la Secretaria como
necesarios para demostrar la seguridad, eficacia y calidad del producto, de
acuerdo a lo establecido en la Ley, este Reglamento y demas disposiciones
juridicas aplicables, incluyendo el reporte de eventos adversos e
inmunogenicidad, caracterizando la respuesta inmune y la evaluacion de la
correlaciébn entre anticuerpos neutralizantes de la farmacocinética y

farmacodinamia del producto.

Todos los medicamentos biotecnoldgicos innovadores, deberan presentarse para
ser evaluados ante el Comité de Moléculas Nuevas y deberan ser estudiados por
el Subcomité de Evaluacion de Productos Biotecnoldgicos previamente al
sometimiento de la solicitud de registro sanitario, para determinar si las pruebas
clinicas son efectivas para demostrar su seguridad, calidad y eficacia.

Para el caso de medicamentos biotecnolégicos innovadores de fabricaciéon
extranjera ademas de los documentos anteriores se deberdn anexar los
establecidos en las fracciones I, Il y Il del articulo 170 del Reglamento de
Insumos para la Salud (RIS).

ARTICULO 170. Para obtener el registro sanitario de medicamentos de

fabricacion extranjera, se requiere:

I. El certificado de libre venta expedido por la autoridad sanitaria del
pais de origen;

II. El certificado de que la empresa cuenta con el permiso para
fabricar medicamentos y constancia de buenas practicas de
fabricacion expedida por la autoridad correspondiente del pais de
origen, y

lll. La carta de representacion, cuando el laboratorio que lo fabrique
en el extranjero no sea filial o casa matriz del laboratorio

solicitante del registro.
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La SSA resolvera las solicitudes de registro de medicamentos biotecnoldgicos
innovadores en un plazo de ciento ochenta dias naturales, contados a partir del
dia siguiente a aquel en que se presente la solicitud de registro correspondiente.
La Secretaria podra solicitar informacion faltante, por Unica ocasion, durante los
primeros ciento veinte dias naturales del plazo antes referido, teniendo el
interesado un maximo de cien dias habiles para responder, a partir del dia

siguiente a aquel en que haya sido notificado de la prevencion respectiva.

En caso de que la Secretaria no emita la resolucion respectiva en el plazo
sefialado, la solicitud de registro se entendera resuelta en sentido negativo.
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ETAPAS DE DESARROLLO DE UN MEDICAMENTO
BIOTECNOLOGICO

(METODOLOGIA).

El desarrollo de un medicamento, es un proceso largo, complejo y comprende
diversas etapas: la primera es la Fase de investigacion basica 6 descubrimiento
(se demuestra la actividad del principio activo, comienza su desarrollo y finaliza la
investigacion), la segunda es la Fase desarrollo preclinico (su formulacién
farmacéutica, farmacologia, toxicologia y estudios ADME ), la tercera es la Fase
desarrollo clinica (Fase |- Fase IV) y la cuarta es la Fase de Aprobacion y
Registro.

Figura 19°. Et
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ETAPA DE INVESTIGACION BASICA O DESCUBRIMIENTO.

El primer paso es definir el objetivo; esto es con base en los intereses cientificos,

dependiendo de la patologia a la que va dirigida la investigacion.

La etapa de investigacion basica para un medicamento biotecnoldgico ocurre en

cinco pasos:

Identificacién de la molécula con la actividad biolégica deseada o proteina
Aislamiento del gen
Clonacién del material genético y expresion de la proteina

Produccion a escala (proceso de escalamiento)

a kr 0N e

Asegurarse de la calidad de la proteina y de la integridad del proceso.
En el cuadro 5 se observan las etapas de tecnologia de ADN recombinante.

Cuadro 5. Tecnologia de ADN recombinante®.

Identificacion de la proteina.
Aislar a la proteina.

Primera Descripcion de las propiedades
biolégicas.
Estructura de la proteina hasta la
secuencia de amino acidos y mapeos,
glicosilacion puentes disulfuro,
dominios peptidicos.
Aislamiento del gen (existen tres
métodos)

Segunda 1. Secuencia triplete de acido
nucleico por secuencia de
aminoécidos.

2. Aislamiento de ARNm con la

trasnscriptasa reversa y ADN
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Tercera

Cuarta

Quinta

complementario.
3. Sondas de ADN para bibliotecas

genéticas.

Clonacién y expresion:
Insercion del gene (humano) dentro del
plasmido.
Incorporacién del plasmido en la célula
huésped.
Produccion celular de proteinas.
Creacion del banco celular.
Produccion a escala:

B |noculacion.

B Fermentacion o cultivo celular.

B Purificacion de la proteina.

B Formulacion.
Aseguramiento de calidad:
Las pruebas genéticas.
Pruebas de producto a volumen.
Proceso de validacion.

Las pruebas de producto final.
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1. IDENTIFICACION DE LA PROTEINA.

Lo primero es identificar y aislar la proteina de interés de una fuente bioldgica, la

cual puede ser de un fluido corporal o celular.

Conocer las caracteristicas, propiedades fisicas y bioldgicas de la proteina de

interés, asi como su estructura.
2. AISLAMIENTO DEL GEN.

Primero se debe aislar el gen humano responsable de la proteina, el cual se lleva
en tres pasos.

Primer paso. Conocer el codigo de 64 tripletes de los 20 aminoacidos, que
codifican para la proteina de interés, asi mediante simuladores se pueden

construir la genética de los genes.

Segundo paso. Encontrar y aislar el ARNm, del gen. Y construir una biblioteca de

ADNCc con la enzima transcriptasa inversa.

Tercer paso. Utilizar una sonda para rastrear la biblioteca de ADNc, una vez
conocida la secuencia de aminoacido y asi encontrar la secuencia del gen de

interés.

Cada secuencia es evaluada por analisis genético para determinar caracteristicas

estructurales y propiedades farmacoldgicas.

3. CLONACION Y EXPRESION DEL GEN.

Antes de iniciar la clonacién se debe seleccionar el sistema de expresion donde
se va producir la proteina de interés.

Un sistema de expresiéon es aquel donde se realiza la clonacién, la seleccién del
sistema de expresion para producir una proteina de interés depende de las
caracteristicas fisico-quimicas y modificaciones postraduccionales de la proteina,
la cantidad que se requiere producir, la localizacion del producto (intra, extra o en
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la membrana celular). Existen dos sistemas de expresion, el primero son células
de mamifero y el segundo son células bacterianas. En el primero son los ovarios

de hamster chino (CHO en inglés) y el segundo el mas usado es Escherichia coli,

sin embargo existen otros como Saccaromyces cereviciae.

La clonacién es la reproducciéon del gen blanco o gen control en células
bacterianas o células de mamifero. El procedimiento comienza con un corte
especifico en el vector (plasmido) para abrirlo e insertar el gen humano y cerrarlo
con una enzima ligasa. Posteriormente comienza la replicacion del vector y del
gen, dando como resultado una molécula de ADN recombinante, que contiene la
secuencia del gen dentro del plasmido. La molécula de ADN recombinante se
incorpora en la célula huésped.

La transferencia de una molécula de ADN recombinante a una célula huésped es
una etapa esencial, puede ser de forma natural, es decir la célula receptora puede
introducir el ADN externo a su interior sin necesidad de forzar el proceso. Cuando
el proceso necesita ser forzado existen varios métodos dependiendo del

microorganismo o las condiciones fisioldgicas.
Los métodos son:

» Conjugacion.

P Transfeccion.

P Biobalistica.

» Electroporacion.

Una vez transferida la molécula de ADN en la célula huésped comienza, la
produccion de la proteina es decir la expresion. La expresion es la producciéon de
la proteina en células bacterianas o células de mamiferos que poseen el gen de
interés. La expresién de un gen se realiza en dos procesos en transcripcion y
traduccion. El inicio de la transcripcion es con un promotor, donde el ARNm de
interés se sintetiza en direccion 5’a 3 por accion de la ARN polimerasa. Para
detener la sintesis se hace con secuencias repetidas invertidas en bacteria. La

traduccién inicia cuando los ribosomas se acoplan al ARNm en la secuencia
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consenso y al encontrar el coddén 5 AUG 3, inicia la sintesis de proteina con la
metionina y termina con los codones UAA, UGA y UAG.

4. MANUFACTURACION PROCESO DE ESCALAMIENTO.

Este paso incluye cuatro etapas:

/¥ Inoculacion
/T Fermentacion o Fase celular
/¥ Purificacion

/* Formulacion.

Inoculacién. La industria debe garantizar la produccion de una proteina
recombinante, por esta razon se fabrican los bancos celulares (poseen la
clona producida). El banco determina las pruebas de viabilidad, identidad,
pureza y estabilidad. Entre las pruebas estan: unidades formadoras de
colonias (UFC), cuenta del numero de copias del gen de interés,
inmunodeteccidn con anticuerpos especificos.

El banco celular consta de células hijas (provenientes de la célula
huésped), las cuales crecen en un medio especifico colocadas en frascos o
placas celulares, para observar las caracteristicas de crecimiento y asi
observar la viabilidad del producto.

Para determinar el medio en el que se va a desarrollar el banco celular
depende de las caracteristicas del sistema de expresion. Esta etapa
conocida como Upstream consta de etapas de cultivo y recuperacion del
producto. Este medio especifico depende de las caracteristicas del sistema
de expresion como: nutrientes, pH, temperatura, agitacion, intercambio de
gases para obtener un estado 6ptimo en las células que permitan obtener la

mayor concentracion de la proteina de interés.

Fermentacion o Fase celular. Esta fase es para mantener el banco
celular. Las células hijas producen proteinas tanto intracelular (vacuolas)

como extracelular (células de mamifero) en el medio especifico. Se debe
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observar constantemente el medio en el que se desarrollan las células con
la molécula recombinante, para remover las sustancias de desecho y asi
mantener la viabilidad y productividad del crecimiento celular, cuando la
productividad de la proteina es éptima se inicia con la extraccion de la
misma a esto se le conoce como Downstream. En el sistema bacteriano la
extraccion se inicia centrifugando el medio, para formar una pasta celular,
se desecha el sobrenadante y la pasta se vuelve a centrifugar. Asi se
rompe la pared celular, liberando la proteina de interés en el interior
(vacuolas). En el sistema de células de mamifero, la proteina se encuentra

en el medio de cultivo asi que solo es recolectada peridodicamente.

Purificacion. Una vez obtenido el extracto donde se encuentra la proteina
de interés, se procede a purificar la proteina. Existen diferencias entre el
sistema de expresién bacteriano y el sistema de células de mamifero, para
realizar la fase de purificacion. Las técnicas de purificacion que son
utilizadas son las cromatografias, de afinidad, exclusion molecular, fase
reversa e intercambio idnico; otras son los sistemas de ultrafiltracion para la
concentracion del producto e intercambio de sales. La técnica de
purificacion a utilizar depende de las caracteristicas fisico-quimicas, el
estado en que se encuentra (liquido o sdlido) y la cantidad requerida. En el
sistema de expresion tanto bacteriano como de células de mamifero, la
técnica mas usada es la cromatografia liquida de alta definicion HPLC
(High-pressure liquid chromatography).

Las fases de fermentacidbn y de purificacion son muy importantes y
delicadas, ya que la proteina puede sufrir modificaciones.

Formulacidon. Esta etapa es delicada y compleja; la formulacién de una
proteina es establecida por la estabilidad y los procesos de degradacién de
la misma. Para evitar que el producto biolégico se degrade se usan agentes
estabilizadores, soluciones amortiguadoras y minerales para estabilizar la

proteina. El uso de diluentes como: agua estéril, solucion salina o agua con
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dextrosa al 5%, como parte de la formulacion, ayudan a que no haya
interaccién con la proteina. Dependiendo del producto biologico es el
agente estabilizador que se utliza en la formulacién, por ejemplo: el
medicamento Filgrastim, factor de crecimiento para la proliferacion y
desarrollo de glébulos blancos [Granulocyte colony estimulation factor (G-
CSF)], el cual requiere como diluente agua con dextrosa al 5% y no
solucién salina®.

La formulacion para una proteina, no contiene agentes estabilizadores, ya
gue estos provocan interacciones con la proteina, causando inestabilidad y
degradacion, se coloca en un vial de vidrio y se somete al proceso de
liofilizacién para su conservacion. Existen diferentes causas para que una
proteina se degrade, estas son: contaminacion, temperatura (pueden
provocar agregacion o precipitacion), agitacion (cambio en la estructura de
la proteina). El tipo de degradacion de la proteina pueda sufrir se ve en el

cuadro 6.

Precipitacion.
Aglutinacion/agregacion.
Rompimiento de puentes disulfuro.
Mutacién de aminoécidos.
Glicolisaciénd/desglicosilacion.
Conjugacion.

Delecion / adicién de aminoécidos.
Reduccién /oxidacion.
Desamidacion.

Proteolisis.

Inclusion de proteinas.

Variacion en la secuencia de aminoacidos.
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5. CONTROL DE CALIDAD EN EL PRODUCTO FINAL.

El proceso de Biotecnologia de ADN recombinante es complejo y multifacético, ya
gue puede presentar muchas variaciones durante el proceso. El control de calidad
del proceso debe ser muy estricto, ya que una minima variacién puede generar
contaminacién bacteriana o viral, o alguna reaccion inmunolégica a la proteina,
generando un deterioro del producto. Para ello es indispensable validar el proceso
para demostrar la seguridad del producto. Caracterizar cada una de las etapas
para identificar puntos criticos, con base a la informacion obtenida se puede
establecer el protocolo en donde se establecen los parametros a evaluar. En la
Fase de fermentacion o fase celular se establecen los criterios de aceptacion, los
limites superiores e inferior. Mientras que en la fase de purificacion se establecen
como parametros criterios de remocion de virus, endotoxinas, etc. Finalmente se
realizan pruebas al producto para determinar sus caracteristicas fisicas, quimicas

y biolégicas.
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ETAPA DE DESARROLLO PRECLINICO.

Una vez obtenida la nueva molécula, que en el caso de medicamentos
biotecnoldgicos es por ingenieria genética y haber realizado las pruebas de control
de calidad donde se demuestra la identidad de la molécula tanto fisica, quimica y
biol6gica y que no presenta ninguna modificacién conforme a los requerimientos

establecidos (Anexo 1). El medicamento entra a la siguiente fase.

En la etapa de Desarrollo preclinico, se realizan estudios orientados a dar soporte
para la autorizacion de ensayos clinicos. Dependiendo del tipo de medicamento
(quimico, bioldgico o biotecnolégico), o del tipo de paciente (nifios adolescentes,
adultos, adultos mayores), patologias (oncoldgicas, para SNC, renales, etc.) y la
distribucién geografica (principalmente por los requerimientos regulatorios), son el

tipo de pruebas requeridas.

Se realizan pruebas para determinar que el medicamento esté caracterizado
guimicamente fisicamente y biolégicamente, se debe conocer la pureza, el
contenido de impurezas, hacer estudios microbiologicos, estudios de estabilidad
y un método analitico que permita emitir un certificado de Buenas Practicas de
Laboratorio (BPL’s), asociado al lote a utilizar. Se realizan los estudios
Farmacoldgicos, Toxicologicos (Reproduccion, mutagénesis y carcinogénesis) y
el estudio de Adsorcién, Distribucidén, Metabolismo y Excrecién (ADME).

Los estudios farmacolégicos permiten dar resultados acerca de los efectos del
medicamento a distintos niveles (celular, molecular, bioquimico, tisular, érgano,
etc.), perfil de la actividad sobre sistemas y aparatos, y efecto principal y efectos

secundarios.

Los estudios de toxicidad permiten establecer el indice Terapéutico (IT), indice de
Seguridad (IS), la Dosis letal 50 (DLsy), etc.

En los estudios ADME: Absorcién (biodisponibilidad, sitio de adsorcién),
Metabolismo (volumen de Distribucion, unién a proteinas, fijacion a tejidos, etc.),

Metabolismo (via metabdlica en donde, el medicamento es transformado en
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compuesto mas facil para su posterior eliminacion) y Excrecidon (eliminacion del

medicamento del organismo, ya sea renal, biliar o pulmonar.)

La finalidad de esta etapa es garantizar la eficacia y seguridad del medicamento

en animales “in vivo” o sistemas celulares “in vitro”. Ver Figura 32.

Cuando un medicamento aprueba las pruebas durante la fase preclinica se
presenta un dossier (expediente) ante las agencias regulatorias, en México la
Secretaria de Salud (SSA) a través de la Comisiéon Federal para la Protecciéon
Contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), en el cual se describe detalladamente los
resultados obtenidos en los estudios preclinicos; esto con la finalidad de obtener la

aprobacion gubernamental para realizar los ensayos clinicos.

Produccién (andlisis de
impurezas, control
microbioldgico, estudios
de estabilidad y

estudios galénicos). DESARROLLO

. _ PRECLINICO
Perfil farmacolégico.

Perfil toxicolégico
(incluye
mutagenicidad).

Perfil ADME (absorcion.
distribucion,
metabolismo,
excrecion).

Figura 32. Etapa

Desarrollo preclinico. °
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ETAPA DE DESARROLLO CLINICO.

En esta fase la finalidad es iniciar la investigaciéon en humanos. Para el estudio
clinico se requiere de individuos que participen en el estudio (sujetos
experimentales), los cuales son seleccionados conforme a los criterios de

inclusion y exclusion.

Criterios de inclusién: edad, género, definir caracteristicas de la patologia a
estudiar.

Criterios de exclusién: embarazadas, nifios, ancianos.

Se requiere de un disefio donde, tenga un grupo control o referencia, con el cual
se puede comparar los resultados contra el grupo experimental; el grupo control

utiliza el medicamento de referencia o placebo.

Existen tres tipos de estudio:

El paciente y el clinico o
Abierto responsable de llevar el estudio,
conocen el tratamiento.
Simple ciego El responsable del estudio conoce el
tratamiento y el paciente no.
Doble ciego El responsable del estudio y el

paciente no conocen el tratamiento.

Una vez establecido los individuos a participar en el estudio y el disefio del mismo,
se requiere que se presente un documento conocido como consentimiento
informado antes de iniciar el estudio. En este documento el sujeto o sus

representantes autorizan su participacion y contiene:

l.  El propésito del estudio.

II.  Procedimientos experimentales.
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lll.  Descripcion de riesgos y beneficios anticipados.
IV.  Procedimientos alternativos.

Finalmente comienza el estudio, el cual se desarrolla en cuatro Fases:

Fase |. Los estudios son realizados principalmente en un pequefio grupo de
voluntarios sanos (20-80 individuos), por investigadores capaces de evaluar datos
farmacoldgicos y toxicolégicos. El estudio esté disefiado a simple ciego, donde los
pacientes desconocen el tratamiento.

El principal objetivo es ver los efectos farmacoldgicos, deteccién de reacciones
adversas, dosis maxima tolerada, detectar signos de toxicidad etc. El estudio
puede durar de 6 meses hasta un afio.

Fase Il. Una vez terminada la Fase | con resultados confiables, comienza la
siguiente donde, los sujetos experimentales son pacientes enfermos. El clinico
debe estar familiarizado con la patologia que se esta tratando, y disefia con
frecuencia un estudio ciego. Normalmente se divide en dos grupos: uno donde se
le administra el medicamento y al otro el medicamento de referencia o placebo.

Los estudios en esta fase son aleatorizados, su finalidad es ver las acciones
farmacoldgicas, posibles efectos terapéuticos, deteccion de reacciones adversas,
también se determina el rango de la dosis terapéutica para la siguiente fase; su
duracion puede ser de dos a tres afos.

Fase lll. En esta fase, los ensayos clinicos se realizan a un grupo grande de
pacientes. Su finalidad es obtener datos confiables que sustenten la eficiencia y
seguridad del medicamento con respecto al control o medicamento de referencia.
Se disefian estudios doble ciego y cruzado. La duracién de estos estudios es
alrededor de tres a cinco afos, sobre todo si el tratamiento es dirigido para

retardar una enfermedad crénica.

El proceso completo de los ensayos clinicos se lleva acabo conforme a las guias
internacionales Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH) su cumplimiento

asegura todo el proceso, desde el disefio hasta la documentacion, andlisis
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estadistico y farmacovigilancia. En México la COFEPRIS las toman como guias

para normar y regular los estudios clinicos.

Fase IV. Esta fase se refiere a la vigilancia continua de la seguridad del nuevo
medicamento en las condiciones reales de uso en un gran nimero de pacientes.

Los seguimientos se conocen como estudios de farmacovigilancia (Ver Figura 33).
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Fase | (admi
humanos sin
estudios precl
tolerancia vy

voluntarios sa

Fase Il (mue
cada vez
concrecion de

tratamiento, in

namero impo

Fase IV (Far
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ETAPA DE APROBACION Y REGISTRO.

Una vez concluidos los estudios clinicos (FASE I-1V) y su previa aprobacion la
agencia reguladora, en México la SSA y la COFEPRIS otorgan el registro
sanitario conforme a los requisitos establecidos. Para medicamentos
biotecnoldgicos en el Articulo 122 de la Ley General de Salud y el Articulo 177.Los
estudios que contindan, una vez otorgado el registro sanitario, son los estudios de
farmacovigilancia. La finalidad de estos estudios es garantizar la seguridad de la
poblacion, una vez que el medicamento sale al mercado.

En la figura 34 se puede ver un diagrama para la fabricacion de un medicamento

biotecnoldgico.
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Figura 34. DIAGRAMA DE FABRICACION DE UN MEDICAMENTO
BIOTECNOLOGICO 5 3940, 41, 42,43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60,

61, 62, 63, 64, 65,66.

Identificacién, localizacién
y aislamiento del gen de la
proteina.

Gen de interés

—

Se adicionan
enzimas de

tYe
iy

Fuente biolégica

4 . o restriccion. i i4 i
(célula). Se identifica el gen Dlgesthn Eon enzimas
de restriccion.

v

de la proteina de
interés.

Centrifugacién /<\ A\
para quitar restos N N\

celulares.
Fragmentos de
ADN generados
posteriormente a
Se estudia las caracteristicas biolégicas del gen (estructura la digestion.
tridimensional, secuencia de genes, propiedades quimicas,

etc.), usando modelos moleculares.

| Met | Thr | His | Asn | Glu | Phe | Val | Trp | Cys | Glu |
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ARNmM del gen

AUG ACA CAU AAC GGC UUC GUA UGG UGU GAA

Transcriptasa
nversa Si posee las caracteristicas deseadas, se aisla el
gen y se construye una biblioteca de ADNc a partir
del ARNm.
]

ARNmM

e ADNC
Adicién de una sonda

para rastrear la
Biblioteca de ADNc secuencia del gen.

Electroforesis en gel.

Se selecciona el Clonacién vy expresion

sistema de expresion del gen.
antes de iniciar la
clonacion del gen.

Se realizan .
Sistema de expresion: pruebas de
identidad y
- Células de esterilidad  para
mamifero. verificar que el
- Células sistema de
bacterianas. expresion no este

contaminado.
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Sistema de expresion.

Célula de mamifero.

Célula bacteriana.

Nucleoide
(regi6n con DNA)

S. cereviciae
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Centrifugacion

Se eliminan los

Células con Eliminar las paredes de cromosomas grandes.
plasmidos las células y quedan los
(vector). cromosomas.
Enzimas de
restriccion ECO R1.
— Se plasmido
° ©
©
é,
©
@
@

Se adiciona
enzimas de
restriccion y

Se adiciona los
fragmentos de ADN

(oj)oo del geny se incuba. se incuban.
[e]
(o]
O
&
Se extraen las o0° @)
moléculas O
circulares  por % X5
centrifugacion. O

Se extraen los plasmidos con el
gen insertado por centrifugacion
(los mé&s pesados).

Los plasmidos con el gen
insertado se insertan en
las células de levadura.

—

Célula de
levadura
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Insercion del gen en la célula de
levadura en microscopia.

ﬁ

Las células de levadura con el \ /

plasmido insertado
cultivadas en placas de agar.

son Se crea el banco celular. Es
decir crecen colonias (clonas)
en el medio de cultivo.

A partir del banc_o celular, se Produccion, extraccion y
lleva la produccion a escala = purificacion de la proteina.

de la proteina.

Crecimiento de las células
de levadura por
fermentacion.

Matraz Fermentador de siembra.
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Comienza la extraccion cuando la
productividad de la proteina es 6ptima.

Recoleccion (extraccion).

Matraces fermentadores de produccion
(se observa constantemente el medio
para mantener la viabilidad y Filtracion a través
productividad del crecimiento celular). de membrana. —

Se purifica la proteina a través de
una membrana, cuyo tamafio de
poro es aproximadamente 0.45 p.

Se coloca un embudo de filtracién
estéril, para evitar contaminacién
de la proteina.
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La filtracién se usa para romper la
pared celular de las células.

Se forma una pasta celular, la
cual se suspende en agua
estéril. Se le aflade sulfato de
amonio para que las proteinas
precipiten

La centrifugacion
quitar restos
(sobrenadante).

Terminando la
filtracion, se
traspasa el
sobrenadante a
tubos eppendorf
para comenzar
la centrifugacion
del producto.

es para
celulares
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Se forma una pasta celular, la
cual se resuspende 'y las
proteinas se precipitan con |

sulfato de amonio. Centrifugar .
El  precipitado se para quitar
resuspende. restos
celulares.

Finalmente el producto pasa por
cromatografia para separar la
proteina.

Dependiendo de las caracteristicas de
la proteina es el tipo de técnica
cromatografica que se va a utilizar.

Cromatografia de exclusion
molecular.

Cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC).
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Proteina purificada colocada
en viales de vidrio estériles.

A un vial se —
adiciona enzimas
de restriccion.

Se fragmenta la proteina,
para ser analizada.

La proteina se pasa en un gel de electroforesis
para separarla y ver su ubicacion.

. Electroforesis en gel de poliacrilamida.

Se colocan los

fragmentos de
proteina en el carril.

la
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Proteina

Gel de poliacrilamida
tefiido e iluminado
con luz ultravioleta.

Formulacion.

WK
v

\‘\

Adicionar agentes estabilizadores.

_ ./"‘ P
| { "”\:\‘t

!
- i Agua estéril \&\
~— ‘/ - =

&

s , . v

-

(L= n o e 0y !
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Se estabiliza la proteina con agentes

estabilizadores, preservadores y otros. Solucién salina
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El

Se procesa para realizar

el medicamento.

Se ajusta la

concentracion

de la proteina.

agente empleado para estabilizar la

proteina depende de las propiedades
fisicas, quimicas y bioldgicas de la misma,

para evitar su degradacion.

A partir de una la disolucion
control se  hacen las
disoluciones, dependiendo la
concentracion requerida para
el medicamento.

P 3 ml ﬂ

‘si;'j Ge—"23)

Vo [ —]

10 BU/mI

Proteina '
0,3 ml

‘ P 0,3ml ﬂ P 0,3 ml ﬂﬁo,sml ﬂ

&_.i,__f.qj

Vol o

&= <

Condiciones

aseépticas.

K== - -7

Yol Yol

1 BU/mI 0,1 BU/mI 0,01 BU/mI 0,001 BU/m
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Una vez obtenida la
concentracion, pasa el

producto a acondicionamiento.

El producto se somete a
pruebas de control de
calidad. (Ver el Anexo I).

Estudios preclinicos. Estudios.

Estudios clinicos.
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Farmacocinética <—

Adsorcion
Distribucién
Metabolismo

Excrecién

A\

Etapa de desarrollo preclinica

Farmacodinamia

Aguda

_ . Subaguda
—> Toxicologia

Croénica

Mutégenesis

Carcinogénesis

Teratogénesis

&
? >

Qe

> Estudios fisico-quimicos
Estudios de estabilidad
Estudios galénicos

(Ver Anexo I)
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Evento
Tiempo
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CONCLUSIONES.

La Biotecnologia tiene su crecimiento en el desarrollo y la aplicacion en el area
farmacéutica, a partir de la Segunda Guerra Mundial, con el primer antibiético
(penicilina) y posteriormente a partir del descubrimiento de la forma de doble
hélice del ADN.

El desarrollo de técnicas de ADN recombinante ofrece nuevas oportunidades para
la investigacion, ya que simplifica la obtencién de grandes cantidades de ADN que
codifica genes especificos, y facilita las investigaciones de la organizacion,

estructura y expresion génicas.

Esta metodologia ha dado un impulso en la producciéon de proteinas y otros
componentes en la medicina y en la industria farmacéutica, suministrando un gran
namero de productos al mercado. Por ejemplo hormonas (insulina, la hormona del
crecimiento), cofactores de la coagulacion, productos sanguineos (agentes
tromboliticos), factores estimuladores de células (eritropoyetina), anticuerpos
(Mabs), vacunas etc.

Los medicamentos obtenidos por biotecnologia son una clase terapéutica con
caracteristicas diferenciales muy determinadas en relacion con los medicamentos
convencionales que se obtienen por sintesis quimica o los que se extraen de
productos naturales; son mas especificos, precisos, predecibles y con menos
efectos secundarios.

Las nuevas disposiciones legales permiten tener mayor control, confiabilidad y
mayor calidad en el proceso de fabricacién, y acondicionamiento en los

medicamentos biotecnolégicos.

Las etapas de desarrollo de un medicamento obtenido por biotecnologia, son
diferentes a la de un medicamento obtenido por sintesis quimica. Las etapas
comprenden desde determinar las caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas de
la proteina antes de entrar en el proceso y al salir del mismo.
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La etapa de investigacion basica de un producto biotecnolégico, es muy delicada y
compleja, cualquier variaciébn en el equipo o en el proceso puede provocar
cambios en la molécula, que puede variar en su actividad biolégica o su

degradacion.

Cualquier variacion en el proceso de fabricacién del medicamento biotecnolégico,
puede producir un medicamento con propiedades distintas y por ende,
variaciones en su efecto sobre el organismo, que incluso pueden llegar a ser

fatales para los pacientes.

El desarrollo de estos productos ha crecido debido a su importancia en la
prevencidn, diagndstico, control y tratamiento de enfermedades. Su regulacion
enfrenta nuevos desafios en comparacion con la regulacion de medicamentos

convencionales obtenidos por sintesis quimica.
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ANEXO |

DIAGRAMA DE PRUEBAS PARA
MEDICAMENTOS OBTENIDOS POR
BIOTECNOLOGIA

|

— - Colory
acromatismo

- Cristalinidad

- pH

— - Productos
Bioldgicos

- Nomenclatura

DESCRIPCION

- Estandares de referencia
USP

- Pruebas de Identificacion-
generales

- Pruebas de Identificacion-
Espectrofotométrica,
cromatografia

- Electroforesis

- Electroforesis Capilar

— - Electroforesis de Masas

- Resonancia Magnética
Nuclear

- Espectrofotometria y
Dispersion de Luz

- Articulos Obtenidos por
Biotecnologia

- Atrticulos Obtenidos por
Biotecnologia- Pruebas

‘ IDENTIFICACION
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- Inyectables

- Envases

- Envases-
permeabilidad

- Particulas en
Inyecciones

Estandares de Refer
USP

Pruebas de Reactivi
Bioldgica, In Vitro
Pruebas de Reactivi
Bioldgica, In Vivo
Disefio y Analisis de
Valoraciones Biologi
Proteinas- Prueba d
Calidad Bioldgica
Articulos Obtenidos
Biotecnologia



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

| VALORACION ‘

FISICOQUIMICAS

Estandares de
Referencia USP
Disefio y Andlisis de
Valoraciones Biolégicas
Volumetria
Cromatografia
Electroforesis
Electroforesis Capilar
Espectrometria de
Masas

Resonancia Magnética
Nuclear

Rotacién Optica
Espectrofotometria y
Dispersion de luz
Articulos obtenidos por
Biotecnologia

Estandares de Referencia
USP

Cromatografia
Electroforesis
Electroforesis capilar
Espectrometria de Masas
Resonancia Magnética
Nuclear

Osmolaridad y
Osmolalidad

Estimacion de la
Distribucion del Tamafio
de Particula por Tamizado
Analitico

pH

indice de Refraccién
Espectofotometria y
Dispersion de Luz
Cromatografia lonica
Articulos obtenidos por
Biotecnologia
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SEGURIDAD

EQUIPAMIENTO

Evaluacion de la Seguridad Viral
Estandares de Referencia USP
Pruebas de Limites Microbianos
Pruebas de Esterilidad

Prueba de Endotoxinas
Bacterianas

Prueba de Reactividad Biolégica In
Vivo

Prueba de Reactividad Biologica In
Vitro

Prueba de Pir6genos

Agentes Microbianos-contenido
Evaluacion de la Seguridad Viral
Atributos Microbiolégicos de
productos Farmacéuticos no
Estériles

- Métodos Automatizados de
Andlisis

- TermOmetros

- Aparatos volumétricos

- Electroforesis

- Espectrometria de Masas

- Resonancia Magnética
Nuclear

- Espectrofotometria y
Dispersion de Luz

- Atrticulos Obtenidos por
Biotecnologia

- Atrticulos Obtenidos por
Biotecnologia-Pruebas

- Microscopia Electrénica de
Barrido

- Pesada en una Balanza
Analitica
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IMPUREZAS

Relacionadas al
Proceso

}

- Estandares de
Referencia USP

- Antibidticos-
Valoraciones
Microbiolégicas

- Disefio y Andlisis de
Valoraciones
Biologicas

- Metales Pesados

- Volumetria

- Cromatografia

- Electroforesis

- Electroforesis Capilar

- Espectrometria de
Plasma

- Pérdida por Secado

- Espectrometria de
Masas

- Resonancia
Magnética Nuclear

- Espectrometria y
Dispersion de Luz

- Determinacién de
Agua

Relacionadas al
Producto

- Estandares de
Referencia USP

- Disefio y Analisis
de Valoraciones
Biologicas

- Cromatografia

- Electroforesis

- Electroforesis
capilar

- Espectrometria
de Masas

- Resonancia
Magnética
Nuclear
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