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1. INTRODUCCION

En la actualidad, cada vez es mas frecuente encontrar farmacos obtenidos por la
Biotecnologia moderna, por lo que el profesionista del area quimica, en especial el QFB
tiene 1a obligacion de conocer el panorama general de esta multidisciplina asi como los
procesos de obtencion en funcién de saber las exigencias en cuanto al control de calidad del
ploducto en proceso y como producto terminado (determinaciones analiticas).

Esta revision permitira al Q.F.B. tener un panorama general de los farmacos y
medicamentos obtenidos por la Biotecnologia.

2. OBJETIVOS Y ENFOQUE

Definir usos y aplicaciones de 1a Biotecnologia en el area farmacéutica.

Presentar las ventajas y desventajas del uso de la Biotecnologia, asi como el impacto
politico y ecolégico de los residuos generados por esta nueva tecnologia.

Hacer una revision del control de calidad aplicado a farmacos y medicamentos
obtenidos por Biotecnologia.

Presentar un panorama general del futuro de la Biotecnologia en el drea farmacéutica.
Presentar una revisién de faArmacos y medicamentos derivados de la Biotecnologia.
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3. GENERALIDADES

Biotecnologia: En su sentido mis amplio, puede definirse como “la evaluacién y
uso de agentes bioldgicos y materiales en la produccion de bienes y servicios™V.

Biofarmaco: Toda sustancia que haya sido producida por Biotecnologia Molecular,
que tenga actividad farmacologica, que se identifique por sus propiedades fisicas, quimicas
y biolégicas, que reina condiciones para ser empleada como principio activo de un
medicamento o ingrediente de un medicamento.

Biomedicamento: Toda sustancia que haya sido producida por Biotecnologia
molecular, que tenga efecto terapéutico, preventivo o rehabilitatorio, que se presente en
forma farmacéutica, que se identifique como tal por su actividad farmacolégica y
propiedades fisicas, quimicas y biolégicas.

Los biofarmacos y los biomedicamentos pueden ser:

I Proteinas recombinantes: las proteinas producidas por cualquier ente biologico
procariético o eucaritico al que se le introduce, por técnicas de Ingenieria
Genética, una secuencia de acido desoxirribonucleico que las codifica:

. Anticuerpos monoclonales: Las inmunoglobulinas intactas producidas por
hibridomas, inmunoconjugados, fragmentos de inmunoglobulinas y proteinas
recombinantes derivadas de inmunoglobulinas.

II. Péptidos sintéticos: Los péptidos constituidos por menos de cuarenta aminoacidos
producidos por técnicas de Biotecnologia molecular.

V. Acidos nucleicos sintéticos o de plasmidos: Los acidos nucleicos obtenidos de
plasmidos naturales o modificados por técnicas de Ingenieria Genética, y

V. Los demas que, en su caso, determine mediante acuerdo la Secretaria, conforme los
avances técnicos y cientificos. @

La Biotecnologia consiste en la utilizacién y transformacion de microorganismos y
células vegetales o animales para la obtencion de productos benéficos para el hombre. En
su ambito de estudio se relacionan conocimientos propios de la Biologia, especificamente
de la Microbiologia, Bioquimica, Biologia Molecular e Ingenieria Genética, con
procedimientos industriales.

Una buena cantidad de compuestos organicos utilizados en la farmacologia, la
agricultura o la industria alimentaria, derivan de procesos biologicos bajo control industrial
en los cuales intervienen microorganismos, por ejemplo:

e Industria quimica: sintesis de saborizantes, plasticos, condimentos artificiales,

productos para la industria textil y solventes.

e Energéticos: metanol, etanol, biogéas y produccion de hidrégeno.

Biometalurgia: extraccion de elementos metalicos (Fe, Cu, Pb, Zn).

e Industria alimentaria: proteinas, aminoidcidos, vitaminas, bioinsecticidas,

bebidas fermentadas y jarabes.

e Area ambiental: tratamiento de aguas residuales, transformacién de residuos
domésticos y abono.

e Industria farmacéutica: antibiéticos, vacunas, hormonas, interferén, anticuerpos
monoclonales y otros.

La obtencién de productos tan diversos sblo es posible gracias a una enorme gama
de procesos, por lo que normalmente se habla de “las biotecnologias™. Por ejemplo, la
Microbiologia Industrial requiere del crecimiento de microorganismos en fermentadores,
dentro de un determinado medio de cuitivo que posea los nutrientes necesarios y los
precursores de las sustancias que se desea obtener: alcoholes, antibiéticos, vitaminas,



vacunas, etc. La ingenieria genética, por su parte, trabaja con cultivos celulares; en medios
totalmente definidos, se obtiene el gen deseado, bioldgica o sintéticamente; se clona para
obtener multiples copias, uniéndolo a vectores moleculares (plasmidos o transposones) y se
introduce en otros grupos celulares para transformarlos.

Para algunos autores la Biotecnologia se inicia con la modificacion genética y por
ende metabdlica de células procaridticas y eucaridticas, para la obtencion de nuevos
compuestos o el incremento en la produccion de los ya sintetizados.

En Japén “La Biotecnologia es el uso de sistemas, procesos u organismos
biolégicos en la manufactura e industria. L'as bacterias, hongos, levaduras, algas, células y
tejidos de plantas y animales, o enzimas aisladas de estos organismos, proveen los
ingredientes activos para la formacion de nuevas industrias y para el reemplazo de los
procesos quimicos © mecanicos existentes con procesos microbioldgicos industriales
nuevos o improvisados™

En Francia, “La Biotecnologia consiste en la explotacién industrial del potencial de
los microorganismos, células animales, vegetales y las fracciones subcelulares derivadas
de ellos™.

En Inglaterra, “La Biotecnologia es la aplicaciéon de procesos, sistemas u
organismos bioldgicos para la industria fabril y de servicios™.

3.1. DESARROLLO DE LA BIOTECNOLOGIA

Para algunos autores la historia de la Biotecnologia se remonta al inicio de la
Biologia Molecular. Para otros, la Biotecnologia aparece con las diversas metodologias de
transformacion que han usado las civilizaciones desde los inicios de la historia hasta
nuestros dias, cuando las manipulaciones biomoleculares alcanzan la transformacion
genética de algunos microorganismos. De esta manera, especialistas como Pierre Douzou
separan la Biotecnologia en una etapa primitiva, una etapa modema y, finalmente, la era de
la Biotecnologia de vanguardia o de la nueva generacion.

El uso de microorganismos para el beneficio del hombre se remonta a épocas muy
antiguas de manera proporcional a los conocimientos que se poseian y, como es evidente,
para satisfacer necesidades basicas: en la produccion de pan, queso y bebidas fermentadas.
Si bien hace 5000 afios €l hombre no manejaba directamente los microorganismos, pues no
los conocia, se beneficiaba sistemnaticamente con las transformaciones que producian.
Actualmente, podemos no solo confinar al microorganismo en un medio de cultivo, sino
alterar su informacion genética y “beneficiarnos” ain mas de él1.

Las transformaciones que produce la fermentacion sobre diversos alimentos
formaron muy pronto parte de las técnicas alimentarias de los antiguos pueblos. En el siglo
XVII a. de C,, los sumerios producfan una cerveza derivada  de la cebada y del emmer
(cereal), pero ain antes de esta fecha debié aparecer una bebida fermentada elaborada a
partir de la mezcla de agua y miel que se dejaba reposar al aire. El origen del vino muy
posiblemente se remonta a 3,500 afios a. de C. Entre los asirios, si bien no tuvo tanta
difusién como la cerveza, pues el cultivo de la vid era practicado por los sacerdotes en
jardines especiales, y la bebida era exclusiva de las “castas superiores”. Durante mucho
tiempo los pueblos de la Tierra consumieron una gran cantidad de productos alimenticios
transformados, sin llegar a sospechar qué agentes producian los cambios de color,
consistencia, aroma y sabor.

Actualmente sabemos que la fermentacion es un proceso de 6xido - reduccion por el
cual bacterias y levaduras obtienen su energia en condiciones anaerobias. Los
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microorganismos anaerobios facultativos aprovechan la presencia de oxigeno para oxidar
los productos de la fase anaerobia. Como la respiracion puede seguir de la respiracion
anaerobia, el término fermentacién en un sentido mas amplio puede englobar los procesos
por los cuales la materia organica —~ generalmente vegetal- es transformada en compuestos
mas simples bajo condiciones aerobias o anaerobias. Las primeras observaciones
orientadas en un sentido quimico se empezaron a hacer a finales del siglo XVI. En 1595,
Libavius distinguié fermentacién de putrefaccion. Cien afios después el quimico Becher
expreso tales diferencias en términos de procesos que mejoraban o empeoraban el sustrato.
En 1648, Helmont sefalé la existencia de un gas que se desprendia del proceso
fermentativo del vino, el cual llamaron Vinorum y que, unos afios después, Wren identifico
como bidxido de carbono. Desde el siglo XVI1I se desarrollaron distintas teorias que se
acercaban a la realidad sin encontrar aceptacién; en tanto que las mas erroneas del
mecanicismo tenian mayor éxito.

En 1835, gracias al microscopio, C. Latour pudo estudiar la presencia de levaduras
en las bebidas fermentadas y concluir que no eran simples sustancias orgénicas, sino que
tenian capacidad reproductiva y que eran responsables de la transformacioén del azicar en
un liquido “espirituoso™. F. Katzing, que habia llegado a los mismos resultados desde 1834,
no pudo publicarlos hasta 1837, afio en que hablé también de la fermentacion alcohélica,
acética y la formaciéon de vinagre. Schuwann trabajé con zumo de uvas y, bajo evidencia
experimental demostrd, que se necesitaba del “hongo del azicar” (la levadura) para
producir la fermentacién y que este organismo requeria de nitrégeno. En la actualidad el
nitrégeno es un elemento basico para formular medios de cultivo en diversas areas de la
microbiologia.

Paralelamente, una parte de los quimicos orgdnicos dedicaban sus esfuerzos al
estudio de los catalizadores biol6gicos o “fermentos” como se les llamaba entonces. J.
Berzelius introdujo la idea de catalisis en la fisiologia, hacia 1830. Afirmaba que en los
organismos se realizaban miles de reacciones mediante agentes quimicos cuya presencia
era esencial para la reaccién pero que no eran consumidos durante ella. En 1877, Kine
acufi6 el término de enzima, cuyo aislamiento durante todo el siglo XIX fue basico para el
desarrollo de la Bioquimica. En 1897 E. Buchner aisl6 la zimasa: un grupo de enzimas que
Ilevan a cabo la fermentacion alcohélica; solo cuatro afios antes, Ostwal habia demostrado
que las enzimas son catalizadores y E. Fischer en 1894 demostré su especificidad por el
sustrato. También en 1897, Bertrand ided el término coenzima; el término Bioquimica lo
utilizé6 Neuberg por vez primera en 1903. Batelli y Stern descubrieron las hidrogenasas en
1912, y en 1913 Michaelis y Menten descubrieron la teoria cinética enzimatica.

3.1.1 MICROBIOLOGI{A INDUSTRIAL

El desarrollo cientifico de finales del siglo XIX y la primera mitad del siglo XX
sento las bases de un crecimiento industrial a través del cual los microorganismos darian al
hombre antibiéticos, vacunas y complementos alimenticios. El desarrollo de la Biologia
Celular permitié definir medios de cultivo para mantener y multiplicar los organismos
productores; la ingenieria bioquimica disefié cubas fermentadoras para llevar a cabo las
reacciones de sintesis; la Bioquimica creé métodos de separaciéon de productos, y la
biologia molecular y la ingenieria genética transformaria las células y 1os microorganismos.

Un descubrimiento importante para el nacimiento de la Biotecnologia se hizo en
1896, cuando Emest A. Clement Duchense, estudiante francés de medicina, demostré
nitidamente la accion antibacteriana del hongo Penicillium. Penicillium volvié a llamar la



atencion en 1928. Alexander Fleming trabajaba con cultivos de Staphylococcus aureus
cuando un hongo de la familia de Penicillium contaminé una de sus cajas. Al poco tiempo
observé una zona clara donde habian desaparecido las bacterias. Fleming cultivoé el hongo e
hizo el extracto de él, al cual llamé penicilina. En 1939, Ernest Boris Chain y Howard
Florey aislaron la penicilina y atribuyeron el origen de su trabajo a la observacion que hizo
Fleming.

Durante la segunda Guerra Mundial, la produccién de penicilina que llevaba a cabo
fnglaterra era insuficiente. Florey y Chain pidieron ayuda a la industria quimica de los
Estados Unidos, donde tres compaifiias tomaron la responsabilidad de producirla: Merck,
Pfizer y Squibb. No solo los antibidticos se obtienen de procesos fermentativos, sino
también vitaminas. En 1901, Wildiers descubrié la presencia de biofactores o vitamina B,
necesarias para el crecimiento de levaduras. Desde aproximadamente el afio 1933 la
riboflavina (B:), la cianocobalamina (B;;) y la vitamina C se producen por procesos
fermentativos industriales. Desde un punto de vista tecnologico se suele definir la
fermentacién como el conjunto de operaciones que permiten cultivar microorganismos y
controlar sus actividades biosintéticas: produccion de biomasa, enzimas, metabolitos u otras
moléculas orgénicas.

Gracias a los cambios ingenieriles y bioldgicos, los fermentadores pasaron de ser
fermentadores formados por una escotilla de llenado, un conducto de oxigenacién y un
conducto para la toma de muestras, a biorreactores mas confiables: equipados con
medidores de pH y de porcentaje de O, con controles de temperatura, conductos de
inoculacion, incorporacion de sistemas de reciclaje de biomasa e inyectores de soluciones
para el control de pH, etc. Antes de la Segunda Guerra Mundial, todas las técnicas de
cultivo en relaciéon con los biorreactores eran discontinuas: las cargas y descargas de
biomasa marcaban el inicio y final de cada proceso. Cuando se conté con un mejor equipo
y se logrd entender la cinética del crecimiento durante la fermentacion, fue posible
introducir el cultivo de tipo continuo (quimiostato y turbidiostato): un cultivo donde la
entrada de nutrientes y la salida del producto no interrumpen el proceso, y donde pudieran
estar conectados varios biorreactores encargados de distintos pasos de la reaccion.

3.1.2. BIOTECNOLOGIA MODERNA

Uno de los problemas que tenia que resolver la ingenieria genética era el de reducir,
en los sistemas, las pérdidas del potencial catalitico, representado por las células y,
especificamente, por sus enzimas. La primera solucién consistié en fomentar el crecimiento
celular en soportes sélidos, para retener la mayor poblacién bacteriana dentro del reactor.
En 1960 los grandes soportes para fijar las células fueron el principio para desarrollar
nuevos métodos de inmovilizacién, no solo celular sino también enzimatica. El primer
método que se desarrollé fue la adsorcién: las enzimas o las células se adhieren poco mas
que fragilmente a una superficie de carbon, aluminio, arcilla o celulosa. También se pudo
conseguir la adhesién a una superficie de celulosa o polimero sintético, a través de enlaces
covalentes entre la enzima y la superficie, con la desventaja de disminuir la actividad
enzimitica. G. Manecke y E. Katchalski fueron los pioneros de los métodos de
inmovilizacion. Se desarrollaron nuevos métodos de inmovilizacion, como el
entrampamiento en matriz polimérica, de almidén o gel de silice insolubles en agua;
método que se adapta muy bien a la inmovilizacion celular. Otro método de inmovilizacién
fue el de encapsulacién, que consiste en confinar las enzimas en pequefias particulas
esféricas limitadas por una membrana.



Paralelamente al desarrollo de la ingenieria enzimatica se logréo un numero de
descubrimientos importantes relacionados con el entendimiento de la informacion genética,
principalmente en los organismos procariotes. Estos descubrimientos desembocaron en la
fonnacion de una nueva drea cientifica: la Ingenieria Genética. Sus primeras aplicaciones
han sido la elaboracion de mapas genéticos, la elaboracion de ADN a través de
retrotranscripcion, la clonacion de genes, etc. De sus técnicas se han derivado aplicaciones
enfocadas a la medicina, como son la sintesis del interferén, las vacunas y los anticuerpos
monoclonales y, en la agricultura como es el caso de la introduccion de genes foraneos para
el mejoramiento de especies vegetales.

Uno de los organismos mas usados en los estudios de genética a principios de siglo
fue la mosca de la fruta Drosophila melanogaster. Tras la segunda guerra mundial, algunos
fisicos decidieron incursionar en el area bioldgica y esto dio un gran impulso al enfoque
molecular dentro de la Biologia. Ademas, significé un cambio afortunado en cuanto a los
modelos biologicos, ya que la mosca de la fruta resultaba un organismo muy complejo, de
lenta reproduccién y de dificil manipulacion. Por ello, algunos investigadores empezaron
a trabajar con bacterias, principalmente con Escherichia coli, la cual podia presentar el
fenémeno de transduccién de material genético viral.

En la década de los setenta ya era posible determinar automaticamente la estructura
de las proteinas, como resultado de las técnicas analiticas disefiadas por Sanger y los
métodos de degradacion proteinica de Edman y Beggs. En 1976 Sanger, Gilbert y Maxan
desarrollaron un método quimico de andlisis de dcidos nucleicos para operarse con un
programador que determinaba secuencias a una velocidad de 1000 nucledtidos por semana.
Entre 1982 y 1985 salié al mercado un analizador de ADN. Por otro lado, Itakura y
colaboradores sintetizaron genes de somatostatina ¢ insulina humana entre 1977 y 1978.
Estos genes fueron introducidos en células bacterianas por técnicas de recombinacién
genética desarrolladas por Boyer y colaboradores en la compafiia Genetech. Asi se
consiguié por primera vez la expresion de genes humanos en células bacterianas. Los
primeros experimentos de recombinacion genética fueron hechos en 1953 como modelos de
investigacion en Biologia Molecular por W. Arber y D. Nathans. En 1975 C. Milstein
obtuvo anticuerpos altamente especificos y reproducibles a voluntad, fusionando células de
anticuerpos con células tumorales y clonando los hibridos resultantes. Estas células
producen los llamados anticuerpos monoclonales. La aplicaciéon inmediata de los
anticuerpos monoclonales podria ser la inmunizacién pasiva, es decir, inyectar un
anticuerpo al paciente, en vez que un antigeno estimule la respuesta de los anticuerpos del
propio paciente. En 1980, Itakura construye el primer ensamblador de genes y poco
después la Compailia Bio-Logicals de Toronto comercializd una maquina, la cual pudo
sintetizar en seis horas un dodecanucledtido con la secuencia requerida.

Otras de las aplicaciones de la recombinacién genética ha sido su uso en la
produccién de interferones; éstas sustancias producen la primera defensa contra ataques
virales. Son proteinas liberadas en pequefias cantidades por las células de muchos
vertebrados. En el hombre existe el interferén leucocitico, fibrobldstico € inmune,
producido por linfocitos T. Los métodos convencionales para la obtencién de sustancias
naturales producen muy pocas cantidades, por lo cual se empezo a probar con las técnicas
de recombinacion. El lider en produccién mundial de interferén en 1980 era el Laboratorio
Central de Salud Publica en Helsinki, el cual producia 400 billones de unidades de
interferon leucocitico por afio. Ocupé el segundo lugar el Instituto Pasteur con 48 billones
de unidades, el Instituto Meriéux, de Francia, en cooperacién con el Instituto Weizmann, de
Israel, acumulo6 en 1979, 1,500 billones de unidades de interferén crudo que se purifica por
un método desarroliado en el Instituto Weizmann usando anticuerpos monoclonales para
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dar un g)()% de producto puro. Este interferon se usé principalmente para el virus del
herpes.

3.1.3 PERSPECTIVAS DE LA BIOTECNOLOGIA

La Biotecnologia ofrece las posibilidades de obtener practicamente cualquier
proteina, ya sea procariote o eucariote, por sistemas de fermentacion. Falta atn por recorrer
camino en el desarrollo de vectores y cepas adecuadas, especialmente en los
microorganismos utilizados tradicionalmente por la industria de la fermentacién, @

Como se ha sefialado, 1a Biotecnologia ha evolucionado y se ha diversificado de tal
manera que ahora se utiliza en varias areas de la produccion y la transformacién. También
ha cambiado el enfoque sobre los alcances de la Biologia y hay quienes piensan que la
Biotecnologia marco el auge tecnolégico de finales del siglo XX, mientras que otros la ven
como una herramienta mis para transformar y aumentar el rendimiento de los
microorganismos y los cultivos celulares eucaridticos, y los mas desconfiados creen que es
el inicio de la creacion de monstruos del futuro, este Gltimo aspecto, fuera de lo que es la
linca microbiolégica de la Biotecnologia. Estos enfoques son algunos de los mas
mencionados; pero ¢ a dénde ha llegado realmente la Biotecnologia?, ; Cuinto se ha
extendido?, ; Qué bioindustrias existen?, ; Qué se tiene proyectado?.

El desarrollo de la Biotecnologia moderna que se di6 en los afios setenta, impulsé el
nacimiento de nuevas bioindustrias y la expansion de otras ya existentes, tales como:
Genetech, Biogen, Cetus y Centocor en EE.UU.,, Kyowa Hakko, en Japén, Transgene,
Genética, en Francia, etc. Ademas, para mediados de los ochenta se habian establecido
alrededor de 200 bioindustrias en EE.UU, lo cual representa un récord en el mundo.
Aunque no todo el desarrollo biotecnolégico ha sido exitoso, ya que algunas empresas
sucumbieron, principalmente por no tener una perspectiva real del tiempo de
comercializacion de sus productos.

Paralelamente a estos sucesos cientificos industriales, en la década de los setenta se
gener6 un gran interés gubernamental en los paises mencionados por conocer la capacidad
de los procesos biotecnolégicos, su estado de desarrollo mundial y sus perspectivas a
mediano y a largo plazo. Se hicieron reportes completos, globales y llenos de promesas
para el futuro: fue el inicio de una competencia acelerada, principalmente entre EEUU y
Japén. La via principal de comercializacién de los procesos y productos biotecnolégicos
han sido los grandes emporios industriales capaces de financiar los proyectos y la
infraestructura necesaria para cada paso. Por otra parte, el Estado ha desempefiado un
importante papel el financiar diversos proyectos, como ha ocurrido en la URSS, Polonia,
Alemania y Japon.

Los esquemas de apoyo al desarrollo y comercializacién de la Biotecnologia son
rutas obligadas por la organizacion politico-econémica que viven casi todos los paises. Ei
beneficio social y econémico que representan es muy grande a largo plazo. El empleo de
procesos biosintéticos por parte de las industrias de paises econémicamente desarrollados
es, en muchos casos, una forma de introducir nuevos productos 0 compuestos sustitutos en
el mercado, lo cual supone capitales iniciales muy altos, pero con costos de producciéon
bajos, que dan por resultado buenos negocios a mediano y largo plazo. En el caso de pafses
mas pobres y con necesidades basicas no resueltas, los objetivos no pueden ser los mismos;
por lo que debe darse prioridad a 1a aplicacién de biotecnologias directamente relacionadas
con la obtencién de energia, potabilizacién del agua, autosuficiencia en la producciéon de
antibidticos y vacunas y en aquellas biotecnologias que mejoren la produccién agricola en
cantidad y posteriormente en calidad.




En México, ademas de la industria cervecera y la industria quimica transnacional,
hay un nuevo grupo de industrias biotecnoldgicas: Biogenética Industrial, Mexicana de
Propagacion de Plantas, Bioenzimas, Enzymologa, Genin y Enzygen. Los especialistas
mexicanos que han estado al tanto del desarrollo biotecnoldgico de los paises lideres del
ramo, participaron en 1984 en un proyecto analitico donde se evaluaron las oportunidades
de desarrollar productivamente la Biotecnologia nacional. Como resultado del estudio, se
decidio, dar prioridad al desarrollo de las areas agropecuarias, de alimentos, de combate a
la contaminacién, energética, quimica, quimica farmacéutica y de salud. Asi es que
posiblemente algunas de estas dreas se beneficien con los procesos biotecnolégicos, ya sean
importados o producidos con la nueva biotecnologia nacional. Fuera del campo productivo,
la ingenieria genética experimental avanza a grandes pasos. Uno de sus avances lo
constituyen los organismos “transgénicos” tanto animales como vegetales. Estos
organismos genéticamente transformados son resultado de la agregacion, en su acervo
genético, de ciertos genes foraneos que al expresarse les dan una nueva caracteristica,
agregada a su informacién hereditaria. Tal es el caso del gen de la hormona de crecimiento
introducido en peces, anfibios y mamiferos.

En el campo de la transferencia de genes, el siguiente paso deber4 ser entre otros ¢l
de entender mas sobre la regulacion de los mismos genes, sus mecanismos de inserciéon y su
compatibilidad con la salud genética y metabdélica del organismo. En este sentido, deben
contemplarse dos aspectos legales: la patente sobre procesos y organismos derivados de la
ingenieria genética, que ya existe en EE.UU, Francia y otros paises y la prohibicion de
liberar al medio ambiente organismos modificados genéticamente, con el fin de proteger al
resto de las especies de alteraciones en su descendencia, por motivo de entrecruzamiento
con estos organismos, lo cual en ultimo caso repercutiria a largo plazo en el equilibrio
ecolégico.

Una vez que el hombre ha demostrado ya su capacidad de transformacion sobre lo
vivo, esto no es mas que el principio de to que en un futuro, no lejano, sera el desarrollo de
la humanidad en un medio donde los planos de la vida (ADN) serén la herramienta diaria
para trasformar la vida misma. ®

A la fecha, se producen alrededor de 200 productos por medio de la Biotecnologia.
El grueso de la industria biotecnolégica actual tiene sus bases tecnoldgicas en cuatro
técnicas: seleccion, tecnologias de fermentaciones, usos de agentes biolégicos
inmovilizados y, desde luego, un porcentaje alto de técnicas de recuperacion y purificacion.

Obtenidos por medio del ADN recombinante, en el mercado existe actualmente un
niimero limitado de productos farmacéuticos como: la insulina humana, la hormona de
crecimiento, los interferones y la vacuna para la hepatitis. En vista de que la actividad
industrial es intensa, se espera que muchos mas productos farmacéuticos salgan al mercado
a principios del siglo XXI. La tecnologia del hibridoma es probablemente la que mas
productos ha colocado en el mercado. Se estima que en la actualidad existen mas de 100
productos para diagnéstico, basados en anticuerpos monoclonales. En el presente, aunque
su uso esta practicamente restringido a aplicaciones in vitro, sus posibilidades para el
diagnéstico in vivo de cancer y de padecimientos cardiacos ?! su uso en terapia contra
ciertos tipos de cancer son muy prometedoras en el corto plazo, !9




3.1.4 CONSECUENCIAS DE LA BIOTECNOLOGIA

ECOLOGICAS:

La alteracién genética de seres vivos y la utilizacién de cada vez menos variedades
probablemente acarreara ciertos problemas en la ecologia. Algunos ejemplos de ellos se
describen a continuacion:
®  Se esta trabajando en lograr plantas que sean resistentes a herbicidas; esto ocasionard
si no se maneja adecuadamente que se requieran cantidades cada vez mayores de
pesticidas, lo que contaminara mas el suelo.

Se ha desarrollado ya una bacteria como agente anticongelante (Psyringae) y se ha
demostrado que ésta hace mas resistentes al congelamiento a ciertos insectos, y facilita
su proliferacion. Si éstos son dafiinos, se convertirdn en una plaga potencial.

Se estd trabajando en transplantar genes a ciertas plantas, las cuales le confieren
resistencias a insectos y agentes patogenos. Se ha visto que, como una consecuencia
colateral, en la planta se incrementan los niveles de sustancias toxicas y posiblemente
carcinégenas.

Otro ejemplo lo constituye la transferencia de genes. En la naturaleza, los genes de
cierta resistencia pueden ser transferidos accidentalmente a las malezas, lo que
potencialmente las hara mas dificiles de combatir.

En el area vegetal, quiz la mayor amenaza de las nuevas técnicas bioldgicas sea la
pérdida irrevocable del germoplasma (material hereditario contenido en los gametos)
por la introduccion de nuevas variedades.

EN LA SALUD:

Una de las areas en que las nuevas técnicas biolégicas han tenido éxito comercial es la
salud humana y animal. La Biotecnologia ha contribuido tanto a la medicina preventiva
(mediante el desarrolio de vacunas, métodos de diagnostico, etc.), como al desarrollo de
medicamentos. Sin embargo, como la historia io ha demostrado, la disponibilidad de una
vacuna, medicamento o agente terapéutico no tiene un efecto directo en los niveles de salud
de sectores amplios de la poblacién, en particular, en el Tercer Mundo. Los niveles de salud
son mas bien una funcién de las condiciones de vida de la poblacién, dadas por su
infraestructura fisica y no de la disponibilidad de medicamentos. En este sentido la
Biotecnologia podra generar técnicamente casi cualquier medicamento, y ampliar asi las
perspectivas preventivas y terapéuticas, pero esto no necesariamente mejorara la salud de la
poblacién.

ECONOMICAS Y SOCIALES:

Tal vez el mayor efecto de las nuevas biotecnologias se dé en el ambito econémico y
social. Por ejemplo, el aumento en los rendimientos y la productividad en el campo
incrementara la oferta de suministros alimenticios y, en consecuencia, tendera a abatir los
precios. Otra tendencia que ya se percibe (sobre todo en Estados Unidos) es la disminucién
del nimero de granjas pequefias, ya que las nuevas biotecnologias estin orientadas a
incrementar la productividlad en terrenos de extensién considerable, donde pueda
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uniformarse la calidad del producto y el tiempo de cosecha, y mecanizarse mas
intensamente el uso de la tierra.

Otro aspecto importante lo constituye el hecho de que, en general, las nuevas
biotecnologias crearan una mayor dependencia tecnoldgica de proveedores oligopélicos.
Un ejemplo claro de esto lo constituiran las semillas mejoradas, que con seguridad
producirdn las mismas compailias fabricantes de pesticidas. De forma global, y aunque es
dificil precisar en que grado y en cuanto tiempo ocurrira, la Biotecnologia “modificara el
uso tradicional de la tierra, desplazara poblaciones, suprimird y también creara empleos,
cambiard los precios relativos de los productos en el mercado y traerda multiples

consecuencias de carcter social y politico™. ("

3.1.5 REPERCUSIONES EN EL TERCER MUNDO:

En general, se ha observado como una tendencia que las biotecnologias han permitido
a los paises industrializados ser mas independientes de los suministros del Tercer Mundo.
Probablemente el caso ma4s ilustrativo sea el de los edulcorantes. Hasta principios de la
década de los afios setenta, el edulcorante principal en todo el mundo era el azicar y buena
parte del suministro de sacarosa lo proporcionaban los paises del Tercer Mundo. Con el
advenimiento de la tecnologia enzimatica, que permitié transformar en forma economica el
almidén de maiz en licores fructosados, los paises industrializados, introdujeron en forma
drastica este nuevo edulcorante a sus mercados, esto ocasiond que el consumo per cdpita de
licores fructosados casi se duplicaran en 15 afios. Lo anterior ha tenido un efecto
devastador en el mercado mundial del azicar.

En México, las perspectivas de desarrollo de la Biotecnologia no son muy alentadoras.
La falta de inversion, la gran diversificacion de proyectos de investigacion, la desconfianza
mutua entre la industria y las instituciones de investigacién, la escasez de personal
calificado y el acentuado individualismo son los principales frenos al desarrollo de la
Biotecnologia en nuestro pais.

Debe considerarse, finaimente, que so6lo si el pais toma la decisiéon politica de
desarrollar proyectos que respondan a necesidades claras de la sociedad se podran
concretar éxitos biotecnoldgicos nacionales de importancia. 57"

3.2. REGULACTON DE PRODUCTOS BIOTECNOLOGICOS

Los adelantos biotecnologicos de las ultimas dos décadas, en particular los
realizados por la ingenieria genética y la biologia molecular, permiten crear nuevas
combinaciones en el material genético de los organismos vivos y, en consecuencia,
producir plantas, microorganismos y animales modificados, conocidos como Organismos
Genéticamente Modificados (OGM) u organismo transgénicos, para los casos en el que el
gen o genes provengan de una especie distinta a la del organismo receptor. Estos nuevos
organismos tienen caracteristicas que antes no existian en ellos y se han modificado
intencionalmente para beneficio de la humanidad, con el proposito de producir un impacto
positivo en la agricultura, la salud humana y animal, el medio ambiente y el comercio
internacional. Sin embargo, la llegada de los OGM al mercado y el inminente acceso de los
consumidores a estos productos, ha provocado inquietud por falta de informacién
cientificamente sustentada en torno al tema. Aqui es importante hacer una precision
respecto al ambito de la bioseguridad, que es entendida como el uso y aplicacion seguros de
cierto tipo de productos biotecnolégios, incluyendo los OGM, que tengan posibles efectos
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en el ambiente y la salud, por lo que ha resultado en la implementacién de varias
regulaciones por organismos como: el Instituto Nacional de Salud, l!a Organizacion
Econémica para la Cooperacién y Desarrollo y la Comisién Europea. Los criterios que
actualmente se utilizan para hacer los analisis de bioseguridad, no aplican directamente a
los productos farmacéuticos que se obtienen y se utilizan en sistemas contenidos, es decir,
en reactores cerrados que impiden el escape de los OGM, ya que se trata de organismos
vivos y virus que se usan en procesos para la obtencion de farmacos y productos para el
diagnéstico, vacunas, etc., que mientras se encuentren dentro de los limites de la planta
productiva no constituyen un riesgo para la-salud ni para el ambiente.

Por otro tado, en la produccion de productos farmacéuticos se cuenta con una vasta
experiencia, ya que se toman una serie de precauciones muy bien estructuradas que se
detallan en las “Buenas Practicas de Manufactura a gran escala”, y que se recogen también
en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-1993, Buenas Practicas de Fabricacion
para Establecimientos de la Industria Quimico-Farmacéutica dedicados a la fabricacion de
medicamentos. Para el caso de los productos farmacéuticos, la bioseguridad inicamente se
aplicaria en el caso de un escape de OGM para mitigar los posible efectos a la salud o al
ambiente. La regulacién nacional relacionada con la Biotecnologia se ha centrado en
aspectos de prevencion y control de posibles riesgos del uso o aplicaciéon de productos
biotecnolégicos para la salud humana, la sanidad vegetal y animal y el medio ambiente.

En la actualidad hay dos corrientes dindmicas de regulaciéon del uso de productos
biotecnoldgicos modemos en el ambito de la bioseguridad en el pais:

® Sectorial: que consiste en aprovechar la regulacién ya vigente, establecida
progresivamente en el marco legal y regulatorio especializado de cada sector, para
realizar las adecuaciones pertinentes (salud, fitosanitario, medio ambiente).
Integral: que consiste en intentar que en un solo instrumento se contengan
disposiciones de diferentes materias vinculadas a la bioseguridad, para normar el
ejercicio de atribuciones en esta materia.

Independientemente de los méritos que pueda tener un enfoque sectorial o integral
para desarrollar la regulacién, un aspecto crucial e indispensable es partir del
establecimiento de una politica regulatoria clara y completa en materia de bioseguridad,
que precise con claridad los propoésitos, alcances e instrumentos idéneos para tutelar
adecuadamente los intereses publicos en las diferentes materias vinculadas con la
bioseguridad. ®

3.2.1 ALCANCE DE LA BIOTECNOLOGIA EN EL DESARROLLO
DE PRODUCTOS FARMACEUTICOS

El interés actual en la biotecnologia es el resultado principalmente de dos avances.
El primer avance fue el desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante, que permitié
que los genes de una especie sean transplantados dentro ‘de otras especies. Asf, el codigo
genético para la expresion de una proteina deseada (usualmente humana) podria ser
insertado dentro de una célula huésped procariética o eucaritica, de tal manera que, la
célula huésped podria entonces expresar las cantidades utilizables de 1a proteina deseada. El
segundo avance principal fue el desarrollo de técnicas para la produccién de grandes
cantidades de anticuerpos monoclonales (por ejemplo originando anticuerpos de un solo
linfocito).

La Biotecnologia dentro de la industria farmacéutica generalmente se refiere a
ambos: la produccion de fiarmacos usando la tecnologia del ADN recombinante y la
produccion de anticuerpos monoclonales. Otras tecnologias, por ejemplo, las plantas y
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animales transgénicos, la terapia génica, la antisensibilidad al ADN, pueden tener
aplicaciones potenciales para la industria farmacéutica en el futuro, pero hasta el momento
no se han incluidos como monografias farmacopeicas.

4. TECNOLOGIA DEL ADN RECOMBINANTE

La base de esta nueva tecnologia es la habilidad de introducir material genético dentro de
las células, de tal forma que el ADN sea capaz de replicarse y de ser pasado a la progenie
de las células. En otras palabras, alterar el material genético hecho por las células por
adicion de ADN extrafio. El ADN puede provenir de algunas fuentes como: animales,
plantas, microorganismos o sintético.

Las aplicaciones mas obvias son aquellas en las cuales un gen codifica para la
obtencién de un producto comercial y es transferido dentro de una especie en la cual el
producto puede ser producido facil y eficientemente. Se conocen ejemplos que incluyen la
transferencia dentro de la bacteria E. coli del gen de la insulina humana, genes de
interferon, y el mensajero para la hormona de crecimiento humana. %

La informacién genética de las bacterias se almacena en 1) un solo cromosoma
principal, que porta unos cuantos miles de genes y 2) de cero a miles de
“minicromosomas”, denominados episomas y plasmidos. Los plasmidos son muy variables
en tamafio y van desde los que solo portan tres genes a los que son lo suficientemente
grandes para albergar varios cientos de genes. Se sabe que algunas células bacterianas
portan hasta 11 plasmidos diferentes, ademas del cromosoma principal.

Todos los cromosomas bacterianos caracterizados hasta la fecha contienen una sola
molécula circular de ADN que existe in vivo en una conformacion muy condensada. Los
cromosomas bacterianos, como los de otros procariotes, no estdn circundados por
membranas nucleares. Las regiones nucleares de las bacterias se denominan por lo tanto
nucleoides y no nicleos, para distinguirlos de las contrapartes eucaridticas.

Las bacterias se dividen por fisién sencilla, con una distribucién ecuatorial del
material genético entre las dos células hijas. Por lo general son haploides (o parcialmente
diploides, durante los procesos de recombinacién), pero “multinucleadas”. Esto es, el
nucleoide de una bacteria contiene por lo general dos o mas copias idénticas del
cromosoma (mas plasmidos, cuando estin presentes). Los cromosomas bacterianos no
pasan por los ciclos de condensacion mitéticos y mei6ticos como la divisién celular y la
gametogénesis de los eucariotes. Los eventos de recombinacién genética asociados con la
reproduccion sexual de organismos superiores (segregacion, recombinaciéon independiente
y entrecruzamiento meidtico) por lo tanto no constituyen partes integrales de los ciclos de
vida de las bacterias.

Sin embargo, la recombinacioén es, sin lugar a dudas, un evento importante en la
evolucioén de las bacterias, del mismo modo que lo es en la evolucién de los eucariotes. En
el transcurso de la evolucion, han surgido tres procesos diferentes que median la
transferencia de material genético de una bacteria a otra, haciendo posible los eventos de
recombinacion subsecuentes. La diferencia mas evidente entre estos tres procesos es el
modo de transferencia de ADN de una célula a la otra.

1) La transformacién se refiere a la captacion de moléculas desnudas de ADN de una
bacteria (la célula donadora) por otra bacteria (la célula receptora). La transformacion ha
sido descrita en muchas especies de bacterias que tienen la habilidad de tomar el ADN
de forma natural. Solo un pequeilo porcentaje de una poblacion de bacterias tiene esta
habilidad, y esas pocas células se dice que son competentes. En E. coli célula
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competente éste fenémeno no ocurre naturalmente, pero se puede inducir por medio de
tratamiento con una soluciéon de cloruro de calcio. Después de este tratamiento las
células son mezcladas con el ADN que va a ser introducido, dando un breve choque
térmico y entonces se permite la recuperacion. El mecanismo preciso por ¢l cual el ADN
entra a la bacteria todavia no es conocido. Este proceso no es muy eficiente, pero
alrededor de 107 bacterias por microgramo de ADN son transformadas, lo cual es
suficiente para los propdsitos de la ingenieria genética.

2) La transduccién tiene lugar cuando un bacteriéfago lleva genes bacterianos de una
célula donadora a otra receptora. ~

3) La conjugacién es el proceso durante el cual el ADN de una célula donadora o
masculina se transfiere a una célula receptora o femenina a través de un pelo (“pilus™)

sexual especializado o “tubo de conjugacion”, 1

4.1 MECANISMOS DE RECOMBINACION

PLASMIDOS: Son porciones de ADN que se encuentran a menudo en bacterias y algunas
células eucariotas inferiores. No son esenciales para el crecimiento, pero pueden conferir
algunas propiedades no usuales a la célula pama protegerla. Los plasmidos se replican
independientemente de los cromosomas y se han descrito como ADN extracromosomal.
Algunos plasmidos son moléculas circulares de ADN, no obstante se han encontrado
ejemplos de ADN lineales. Las propiedades conferidas por los plésmidos son
extremadamente variadas®. Existen dos clases de moléculas capaces de replicarse, la
primera son los plasmidos. La segunda clase son los vectores, basados en virus de bacterias
o fagos. E1 ADN fago también puede replicarse dentro de la bacteria y aumenta la progenie
molecular, estas son las bases de la accion del fago como un agente infectivo.

Los vectores son moléculas transportadoras de ADN extraiio, por supuesto que la
caracteristica principal es la insercion del ADN dentro del vector. En la figura 1, se
presentan los pasos basicos de la clonacion:

- Lainsercion del ADN extrafio dentro del vector.
- Lareincorporacién del vector recombinante dentro de la célula bacteriana.

El paso principal en la aplicacién de la tecnologia del ADN recombinante para la
produccién de una proteina deseada se puede resumir de la siguiente forma:

El primer paso critico es la identificaciéon de la proteina que es necesario producir,
seguido del aislamiento del gen de interés (por ejemplo: 1a secuencia del cédigo del ADN
para la proteina). Una vez que este gen es aislado y completamente caracterizado, es
insertado dentro de un vector adecuado tal como un plasmido. El plasmido es entonces
insertado dentro de la célula huésped. Se aislan los clones de la linea celular transformada y
aquellos que producen la proteina de interés en las cantidades deseadas se preservan bajo
condiciones adecuadas como un banco de células.

Para cubrir las necesidades de la industria farmacéutica se requiere desarrollar los
clones de las células a escala industrial en un proceso de fermentacién o cultivo celular
para produgcir la proteina deseada.

En los procesos del ADN recombinante, deben reconocerse los siguientes puntos
importantes: . )

El vector (plasmido) generalmente contiene un marcador selectivo que se usa para
identificar las células que contienen este gen. Esto es, en adicion al gen codificado para la
proteina de interés y la secuencia regulatoria de nucle6tidos necesaria para la replicacién
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del plasmido y la transcripcion del ARN mensajero (el primer paso en la sintesis de
proteinas). La seleccion de las células deseadas se simplifica porque solo las células
transformadas que contienen el gen marcador selectivo sobreviviran bajo las condiciones de
crecimiento usado para identificar y propagar las células transformadas.

a) Insercion de ADN extrafio dentro del vector.

1
CORTE UNI
oRTE | @ g€ )
i

ADN extrafio  plasmido

b) Incorporacion del vector recombinante dentro de la célula de la bacteria

crecimiento
e

4

Transformaciéon

bacteria Colonia de células (clones)
Cromosomas Cada copia transporta el ADN
introducido

Fig. 1 Pasos basicos de la clonacion

Tipicamente, los marcadores selectivos de bacterias y eucariotes pueden en ambos casos
incluir resistencia a antibi6ticos o genes que complementan una mutacién auxotréfica del
huésped. Este marcador es adicional al gen codificado para la proteina de interés a la
secuencia reguladora de nucleétidos necesarios para la replicacion del Xlésmido y al ARN
mensajero para la transcripcién (primer paso en la sintesis de proteina). 0

ENZIMAS DE RESTRICCION: Correctamente llamadas endonucleasas de restriccién
(Tabla 1). Muchas endonucleasas hacen cortes en el ADN al azar. Sin embargo, las
endonucleasas de restriccion son de sitio especifico y rompen las moléculas de ADN sé6lo
en secuencias especificas de nucledtidos denominados sitios de restriccion. Las distintas
endonucleasas de restriccion, presentes en diferentes bacterias, reconocen diferentes
secuencias de nucleétidos.
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Una funcion que realizan las endonucleasas es proteger al material genético de la
bacteria de la posible “invasiéon” por ADN extrafio. Todos los sitios de restriccion del
cromosoma del hospedante de una bacteria deben estar protegidos contra sus propias
nucleasas de restriccion para evitar una autodegradacion suicida. Esto se logra mediante la
metilaciéon de uno o mis nucledtidos en cada secuencia de nucle6tidos que es reconocida
por la(s) propia(s) nucleasa(s) de restriccion del organismo. La metilacion se realiza
rapidamente después de la duplicacién y es catalizada por metilasas de sitio especifico
codificadas por el cromosoma del hospedante. Cada nucleasa de restriccién rompe una
molécula de ADN extrafio (una molécula de ADN de otra especia) en un niumero fijo de
fragmentos, el nimero depende del numero de sitios de restriccion de la molécula particular
de ADN.

Una caracteristica interesante de las endonucleasas de restriccion es que por lo
comun reconocen secuencias de ADN que son palindromas, esto es, secuencias de pares de
nucledtidos que pueden leerse lo mismo de izquierda a derecha que en sentido inverso a
partir de un eje central de simetria. Ademas, una caracteristica muy util es que hacen cortes
“escalonados™ esto es, rompen las dos cadenas de una doble hélice en puntos diferentes. Lo
que es mas importante, por 1a naturaleza palindrémica de los sitios de restriccion, los cortes
escalonacl(?zs) producen segmentos de ADN con extremos complementarios de cadena
sencilla.

Enzima Organismo Sitio de reconocimiento
EcoR1 Escherichia coli GY AATTC
BamH]1 Bacillus amyloliquefaciens GY GATCC
Bglll Bacillus globigii AY GATCT
HindlIIl Haemophilus influenzae AV AGCTT
Pstl Providencia stuartii CcTGCA G
Sall Streptomyces albus TCGAC
Smal Serratia marescens CCCO¥ GGG
Sau3A Staphylococcus aureus ¥ GATC
Hinfl Haemophilus influenzae ANTC
Hpal Haemophilus parainfluenzae GTT* AAC
Tagt Thermus aquaticus Ty CGA

Tabla 1. Algunas endonucleasas y sus origenes. ¢'"

Existen diferencias significativas en los procesos de produccion de DNA recombinante
entre células procaridticas y eucaridticas. En general, las células bacterianas expresan
grande concentraciones de la proteina producida y requieren de medios de cultivo con
componentes relativamente simples.

Sin embargo, las células procariéticas no llevan a cabo muchas modificaciones
postransduccionales importantes tales como glicosilaciéon y hasta ahora no ha sido posible
expresar protefnas importantes er: E. coli. Estas limitaciones han motivado que se requiera
el uso de células eucaridticas en muchos casos. Las diferencias de producciéon entre la
célula huésped eucaridtica y procaridtica tienen impactos significativos que son reflejados
en los requisitos para los procesos de validacion, purificacion y metodologia analitica.

En la figura 2 se ilustra en forma esquemdtica el proceso que por lo regular sigue
un producto obtenido mediante la Biotecnologia, con el fin de aprovechar adecuadamente
un agente biolégico, que puede ser un microorganismo, una planta, un animal o parte de
ellos; en primer lugar, se lleva a cabo un proceso de seleccion.
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Fig.2. Técnicas basicas de la Biotecnologia

Con las técnicas del ADN recombinante es posible en cierta medida “disefiar”
genéticamente un organismo y hacerlo producir algo que generalmente no produce, o bien,
mejorar algunas de sus capacidades biolégicas. La técnica es conceptualmente muy simple.
Consiste fundamentalmente en cortar el ADN en fragmentos, aislar selectivamente alguno e
insertarlo (clonarlo) en una molécula de ADN, que sirve como portador (vehiculo), para
finalmente introducirlo (transformar) en otro organismo. El ADN “clonado™ puede provenir
de algin organismo o bien sintetizarse por medios quimicos.

Otra técnica biolégica es la fusién de células animales, denominada tecnologia del
hibridoma. Consiste basicamente en fusionar in.vivo células productoras de anticuerpos
(linfocitos B) con células cancerosas. Esto da como resultado células hibridas capaces de
secretar anticuerpos con las caracteristicas de la célula madre, pero con capacidad de
reproduccidn practicamente infinita. Los anticuerpos secretados son homogéneos y de
especificidad definida ya que su codificacién genética deriva de un solo clon.

En las células vegetales, la fusién de protoplastos que son una parte de la misma,
donde se encuentra ADN y ciertos organelos, todos ellos contenidos dentro de una pared
celular. Si esa pared se disuelve, el material genético puede interactuar, aun entre diferentes
especies o géneros. Después de la fusién, el cultivo se altera de modo tal que la pared se




forma de nuevo y, de ahi, las células fusionadas se dividen para formar un callo, del cual se
generan, a su vez, embriones o plantulas que formaran finalmente la nueva planta.

Aunque sin duda, el ADN recombinante, 1a fusién de protoplastos y la generacién
de hibridomas son las principales técnicas que han revolucionado a la Biotecnologia, no son
las unicas y no son per se suficientes para el desarrollo de técnicas biologicas. El
escalamiento de procesos desempefia un papel de vital importancia en el éxito de las
Biotecnologia, quizas ¢l mas claro ejemplo de esto sea la produccion de 1a penicilina. Otros
aspectos importantes en las biotecnologias los constituyen las técnicas de recuperacion y
purificacién. En general, los productos bioldgicos se encuentran muy diluidos y hay que
recuperarlos con el fin de poder emplearlos en su uso final. ¢

VECTORES: A partir de los primeros experimentos de clonacion de genes y ADN
recombinante, a principio de la década de los setentas, los avances tecnoldgicos en este
campo han sido rdpidos y continuos. De manera especial, los primeros estudios de
clonacion de genes se realizaron usando unos cuantos vectores (las moléculas de ADN
autoduplicativas en las cuales se insertan moléculas de ADN extrafio). En su mayor parte,
los vectores usados en estos experimentos iniciales se derivaban ya sea:

1) Del cromosoma fago lambda o

2) De pequeiios plasmidos de E. coli.

Sin embargo, se han producido subsecuentemente vectores de clonacién
especializados para su uso en muchas especies diferentes de bacterias y varios eucariotes
sencillos, en particular la levadura Saccharomyces cerevisiae, asi como para su uso en la
introduccién de genes extrafios en células y cromosomas de plantas y animales superiores.
Cada sistema consiste en un par de vectores cercanamente relacionados que facilitan la
insercion de ADN extrafio en el vector en cada una de las dos orientaciones posibles. Esto
permite aislar ficilmente cada una de las dos cadenas complementarias de ADN del gen
extrafio, en grandes cantidades. E1 primer sistema descrito tiene muchas caracteristicas que
hace facil clonar una gran variedad de ADN extrafios y aislar cadenas sencillas de estos
ADN clonados por secuenciacion y mutagénesis de sitio especifico. El segundo sistema
tiene componentes adicionales que permiten que el gen clonado, sea transcrito y traducido
in vitro. Los ultimos vectores son especialmente utiles para identificar y caracterizar
productos de genes clonados,

El ADN de cadena sencilla proporciona el sustrato dptimo para experimentos de
secuenciacién de ADN y se requiere para ciertos protocolos de mutagénesis in vitro. Se han
construido varios vectores que proporcionan un mecanismo biolégico sencillo para la
purificacién de grandes cantidades de cadenas sencillas de genes clonados. Los mas dtiles
de ¢éstos son los vectores “hibridos™ que contienen componentes tanto de pliasmidos como
de cromosomas de fagos. Estos vectores se duplican en E. coli como plasmidos de doble
cadena hasta que se proporciona un fago “auxiliar’. Después de la adicién del fago
“auxiliar”, dichos vectores cambian al modo de duplicacién del fago (duplicacién en
circulo giratorio como la que se observa en el fago ®X174) y acomodan o empacan
cadenas sencillas de ADN en las particulas del fago. El fago “auxiliar”, es un mutante que
duplica su propio ADN ineficientemente, pero proporciona enzimas de duplicacion y
proteinas estructurales virales para la produccién de moléculas de ADN plasmidicas que
son empacadas en cubiertas fagicas.

Para comprender estos vectores hibridos fago-plasmido, se debe tener primero un
conocimiento bisico sobre los fagos filamentosos que contienen ADN de una sola cadena.
Los fagos filamentosos de ADN de una sola cadena que mejor se conocen son M13, f1 y fd.
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Su material genético es ADN de cadena sencilla, similar al del fago ©X174. Por otra parte,
los genomas de estos fagos se duplican por el mecanismo de circulo giratorio al igual que el
ADN de ®X174. Los viriones (particulas de fago) M13, f1 y fd son filamentos largos, en
forma de hilo, en vez de icosaedros (poliedros de 20 lados, que son casi esféricos) como el
fago ®X174. Ademas, los fagos filamentosos de ADN de una sola cadena infectan las
células por adsorciéon y penetracion por medio de pili F; asi, estos fagos solo infectan
células F* o Hfr y no células F. Finalmente, estos fagos no lisan las células huésped
(liberando fagos hijos mas ADN bacteriano a partir de las células rotas) como el fago
lambda durante el ciclo litico o el fago T4. En su lugar, los virus descendientes son
expulsados a través de las capas de las membranas y de la pared celular sin mayor
interferencia con el crecimiento de la célula. Las células infectadas contintian creciendo y
expulsando al medio miles de particulas virales hijas, cada una conteniendo un genoma de
cadena sencilla. Las particulas virales pueden colectarse entonces a partir de la suspension
del sobrenadante por centrifugacion a alta velocidad, y sus moléculas de ADN de una sola
cadena pueden aislarse simplemente por extracciones con fenol — cloroformo. La misma
cadena de ADN del virus es siempre empacada; se denomina la cadena “+” (su
complemento es la cadena “-”). La cadena “+” empacada tiene el mismo “sentido™ que el
mARN; sus tripletes de nucleétidos corresponden a los codones del mARN (dcido
ribonicleico mensajero), pero con timina (T) en lugar de uracilo (U).

Los vectores “hibridos™ fago — plasmido pUC 118 y pUC119 son un par de vectores
que son esencialmente idénticos, excepto que las regiones en las cuales se insertan los
ADN's extrafios estan presentes en direcciones opuestas (volteadas con los extremos
invertidos), con respecto al resto de los genes del vector. De este modo, si un ADN extraiio
se inserta en un sitio de restriccion especifico en ambos vectores, un vector empaca una
cadena del gen y el otro vector empaca la cadena complementaria del gen. Por lo tanto, las
dos cadenas del gen pueden aislarse, secuenciarse, sujetarse a mutagénesis de sitio
especifico, etcétera. Los vectores se designaron pCU por plismido Universidad de
California (donde J. Messing y J. Vieira construyeron los primeros vectores pUC de la
serie) y 118 y 119 para distinguirlos de los miembros anteriores pUC de la serie. Los
vectores pUC118 y pUCI119 difieren de los vectores anteriores de la serie pUC por la
adicion del origen de duplicacién del fago M13. Esto permite a los fagos pUC118 y
pUC119 duplicarse ya sea: 1) como un plasmido de doble cadena en ausencia del fago
“auxiliar” o 2) como un ADN de una sola cadena que es empacado en cubiertas del fago
M13 y expulsado de la célula en presencia del fago ‘auxiliar”’. En ausencia del fago

“auxiliar”, la duplicacién es controlada por el origen de replicacion del plasmido. Los
vectores pUC derivan de un plasmido vector de clonacién anterior denominado pBR322
por una serie de modificaciones dirigidas. Los vectores pUC, como el pBR322, contiene un
origen de duplicacion inicialmente presente en el plasmido ColEl. En presencia del fago
“auxiliar”, 1a duplicacion del pUC118 y pUC119 es dirigida por el origen de duplicacion
del fago M13 que es afiadido a estos plésmidos. Las caracteristicas de los vectores de
c]onaclén pUC118 y pUC119 son las siguientes:

ADN circular cerrado covalentemente, pequeﬁo y superentrollado en forma de hélice;
de este modo se aisla y manipula ficilmente in vitro.

2. Portan el gen amp’, como un marcador seleccionable; asi, solo las bacterias que porten

un plasmido creceran en un medio con ampicilina.

3. Alto nimero de copias, hasta 500 copias por bacteria; de este modo se obtienen

grandes rendimientos de ADN a partir de cultivos celulares pequeiios.
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4. Portan una region de policlonacion que contiene varios sitios de corte por enzimas de
restriccion; asi, muchos tipos de fragmentos de restriccion pueden insertarse sin
modificacion.

5. La regioén de policlonacion interrumpe la region codificadora del extremo 5' del gen
lac z de E. coli; asi, las colonias que albergan plasmidos con ADN extraiio insertado
pueden distinguirse de las que llevan plasmidos sin ADN insertado por una simple
prueba de color.

6. El gen lac z estd bajo el control de operador lac; asi, los genes insertados en marco
(codones en el marco de lectura sefialado) pueden expresarse para producir productos
de fusion B galactosidasa - gen extrafio.

7. Portan un gen de duplicacion de plasmido asi, la duplicacion de ADN del vector
produce grandes cantidades de ADN plasmidico de doble cadena en ausencia de fago
“auxiliar”.

8. Portan un gen de duplicacion del fago M13 asi, es posible la producciéon de ADN de
cadena sencilla y el empaque de este ADN en cubiertas de fagos en presencia del fago
auxiliar.

9. Las regiones de policlonacién estin presentes en los vectores pUC118 y pUC119 en
direcciones opuestas asi, si pUC118 empaca una cadena de un gen clonado, pUC119
empaca la cadena complementaria.

Los distintos miembros de la serie de vectores pUC contienen series diferentes de
sitios posibles de rompimientos por enzimas de restriccién. Las regiones de policlonacion
de pUC 118 y pUC 119 contienen 10 sitios de corte por enzimas de restriccion. La utilidad
de los vectores pUC aumenta enormemente mediante una sencilla prueba de color que
permite distinguir entre células que albergan plasmidos con ADN extrafio insertado y
células que albergan plasmidos sin ADN extrafio insertado. La base de esta prueba
indicadora de color es la inactivacion funcional del segmento 5° del gen lac z presente en el
vector por medio de la insercion de ADN extrafio en la region de policlonacion.

Un procedimiento normal para clonar ADN extrafio en vectores pUC implica; 1)
ligamiento del ADN extrafio de interés con uno de los sitios de corte por enzimas de
restriccion en la regién de policlonacién del vector, 2) transformacion de las células de una
cepa apropiada de E. coli amp® que lleve el gen lac z AMI15 con los productos del
ligamiento. y 3) sembrar las células transformadas en placas con un medio nutritivo de agar
conteniendo Xgal y ampicilina. Sélo las células transformadas que contengan un plasmido
pUC serén capaces de crecer en presencia de ampicilina. Una de las ventajas importantes
del sistema de vectores de pUC 118 — 119 es que los ADN's extrafios pueden ser con
frecuencia clonados a la fuerza en la regién de policlonacién en una orientacién
predeterminada especifica.

Vectores de Transcripcion in vitro: Varios bacteriéfagos, como los fagos de E. coli
T3 y T7 y el fago SP6 de B. subtilis, codifican sus propias ARN polimerasas. El gen del
fago que especifica la ARN polimerasa es transcrito por 1a ARN polimerasa de la célula
hospedante, pero luego las “proteinas tardias” virales o los componentes estructurales de
los virus hijos se¢ producen a partir de genes que son transcritos por la ARN polimerasa
respectiva del fago. Estas ARN polimerasas de fagos solo transcriben genes con secuencias
promotoras Unicas especificas del fago. No transcriben ningin gen de la bacteria
hospedante. Por otra parte, cada ARN polimerasa de fago es muy especifica para su propia
secuencia promotora, en particular para una secuencia conservada de 18 a 22 pares de
nucledtidos corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcion 5° GTP. Agregando
secuencia promotoras de T3, t/ o SP6 junto a las regiones de policlonacién de vectores pUC
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118 y pUC 119, es posible construir vectores en los cuales el ADN extraiio insertado en la
region de policlonacion pueda ser transcrito in vitro usando la ARN polimerasa viral para
su propia secuencia promotora, solo el gen insertado o el ADN de interés sera transcrito in
vitro. Ningn otro gen del plasmido estara adyacente a ese promotor fagico particular, de
este modo ninguno de los genes del plasmido sera transcrito.

Se han construido varios vectores de transcripcion in vitro. Muy comunmente,
contienen promotores para dos ARN polimerasas virales diferentes en lados opuestos de la
region de policlonacion. Estos promotores estan orientados a modo de dirigir la
transcripcion del ADN extraiio localizado dentro de la region de policlonacion.

Las poderosas herramientas que constituyen las tecnologias del ADN recombinante y la
clonacion de genes esta basada casi exclusivamente en la utilizacion de la especificidad de
la secuencia de las endonucleasas de restriccion. En el analisis de genes, cromosomas y
genomas de organismos, los bitlogos moleculares dependen de su capacidad para cortar
moléculas de ADN en las posiciones deseadas con enzimas de restriccion. Los engarces
(linkers) son moléculas de ADN de doble cadena corta que contienen sitios de rompimiento
por enzimas de restriccion; se sintetizan a partir de mononucleétidos por medio de métodos
sencillos de quimica orgéanica y se puede sintetizar cualquier secuencia. En el mundo de
hoy de la Biotecnologia, los engarces conteniendo una gran variedad de sitios de restriccién
simplemente se adquieren en cualquiera’ de las varias compailias que surten reactivos
quimicos a los laboratorios de investigacién. Otras manipulaciones de los extremos de
ADN se realizan con los denominados adaptadores, que son oligonucléotidos sintéticos
que contienen dos sitios de rompimientos para las enzimas de restriccion. Afladiendo
adaptadores a los extremos de la secuencia de ADN de interés, se pueden convertir los
extremos de una secuencia de rompimiento con enzimas de restriccion en otra secuencia de
rompimientos con enzimas de restricciéon. Por ejemplo, los adaptadores EcoRI-HindlIil
permiten convertir un fragmento de restriccion EcoRI en un fragmento de restriccion
Hindlll. Con este desarrollo, las técnicas actuales de la biologia molecular permiten la
g\z?diﬁcacién de las moléculas de ADN a voluntad, esto es, aitadir o suprimir secuencias.

S. ANTICUERPOS MONOCLONALES

La tecnologia de generaciéon de células secretoras de anticuerpos monoclonales
(AcM), desarrollada a partir del reporte original de Kohler y Milstein en 1975, ha
revolucionado las posibilidades de uso de las inmunoglobulinas en la investigaciéon bésica,
las técnicas diagnosticas, la seroterapia y los procesos industriales.

Los anticuerpos monocionales se emplean en la purificacion y caracterizacién de
moléculas diversas, 1a manipulacién de la fisiologia y bioquimica celulares, la definicién
de fenotipos y subpoblaciones celulares, el tipaje de antigenos de tejido y de grupo
sanguineo, Ia deteccion de los niveles circulantes de hormonas y otros factores séricos, la
demostracion de dafios tisulares, 1a deteccién de toéxicos, mutigenos y drogas, el estudio de
la respuesta inmune y en apoyo a la fabricacion de vacunas, para el diagnéstico de
enfermedades infecciosas, parasitarias y de tumores malignos, la facilitacién de transplantes
de drganos y tejidos, el diagndstico agricola y veterinario, y la purificacion de farmacos y
vacunas. Los anticuerpos monoclonales también se prucban para terapia de los tumores y
de procesos sépticos e inflamatorios, y se evalian como catalizadores de reacciones
quimicas y bioquimicas.
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Los anticuerpos o inmunoglobulinas (Igs), son moléculas de proteinas producidas
por células especializadas en los vertebrados superiores. Se producen como repuesta a
moléculas que son reconocidas por los organismos como extrafias. Su papel consiste en
enlazar tales moléculas (antigenos), su enlace inicial activa varios mecanismos que logran
la destruccion de 1a molécula extraiia y la elimina del sistema.

Las inmunoglobulinas se dividen en cinco clases, sin embargo, comparten algunas
caracteristica estructurales: la estructura bisica de las Igs es un multimero que contiene dos
tipos de cadenas de polipéptidos una pesada y otra ligera. Estas se combinan en la formula
general (HL,), y en todos los anticuerpos-las cadenas pesadas y todas las cadenas ligeras
son idénticas. La estructura de la Inmunoglobulina G (IgG), que es la Ig cominmente
encontrada, se muestra en la figura 3. Hay dos sitios idénticos de enlace a antigenos en el
grupo amino terminal de la molécula, ia especificidad del sitio de enlace deriva de la
secuencia de aminoacidos de ambas cadenas ligera y pesada. Las secuencias de
aminoacidos que forman el sitio de enlace para el antigeno son altamente variables segun
los diferentes anticuerpos, mientras que el resto de la molécula tiene una secuencia de
aminoacidos que es constante en todos los anticuerpos de una clase dada (o subclase, en el
caso de IgG). El carboxilo terminal de la mitad de la molécula es el responsable para la
activacion de varios sistemas efectores biologicos para la eliminacion o destruccion del
antigeno. Hay varias subclases de IgG con diferentes propiedades biolégicas que son
derivadas de diferentes secuencias de aminoacidos de las regiones constantes de la cadena
pesada.

La molécula de la inmunoglobulina G (IgG), estd compuesta por dos cadenas
idénticas pesadas y dos cadenas ligeras idénticas. La asociacién entre estas cadenas se
mantiene por puentes disulfuros, cuya posicion esta indicada esquematicamente, y por
fuerzas no covalentes. Las regiones del carboxilo terminal de ambas cadenas pesadas y
ligeras (Cyy C L) tienen secuencias de aminodcidos relativamente constantes, cuando se
comparan las IgGs de algunas especies y subclases. Tres regiones de la secuencia del
extremo variable estan indicadas por barras negras en las regiones amino terminal (Vy y
VL) del sitio de enlace para los antigenos. Dos enzimas proteoliticas, la pepsina y papaina,
rompen la molécula para producir ambos fragmentos monocovalentes o bivalentes de
enlace para el antigeno.

Las inmunoglobulinas son sintetizadas por células especializadas llamadas
linfocitos B. Estos son producidos en la médula ésea durante toda la vida del animal, y
circulan en la sangre y en la linfa. Cada célula B estd programada pama sintetizar la
inmunoglobulina (Ig) de una sola secuencia de aminoacidos, y por lo tanto un solo enlace
especifico para el antigeno. Esto estd determinado por variaciones al azar introducidas en
Ia secuencia de aminoicidos de la region amino terminal contribuyendo al sitio de enlace
con ¢l antigeno, la llamada region hipervariable o region determinante complementaria
(CDRs), estas variaciones ocurren durante la maduracion de cada célula B. Esta célula Ig
especifica es expresada en la membrana de los linfocitos B.

La mayoria de las Igs estin destinadas a nunca encontrar un antigeno al cual se
puedan enlazar, y los linfocitos que lo hacen eventualmente moriran y se perderdn. Cuando
ocurre algin encuentro, con el antigeno, actiia como un accionador, (con asistencia de un
segundo tipo de linfocitos, las células T) que causa que se divida el linfocito B y se secrete
el anticuerpo a los fluidos del cuerpo.
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Fig. 3 Estructura de la inmunoglobulina G.

Todas las células hijas formardn anticuerpos idénticos que los hechos por la célula original
paterna y el resultado es un aumento en la concentracién de la inmunoglobulina especifica,
permitiendo finalmente la eliminacién del antigeno. Este proceso de seleccion clonal se
ilustra en el esquema de la figura 4.
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Fig. 4. Teoria de la seleccion clonal

Los anticuerpos en el suero de animales deliberadamente expuestos a antigenos
extrafios (inmunizados), son una mezcla compleja de muchas especificidades diferentes, y
solo el 10% de la Ig enlazar4 el antigeno de interés. Este 10% constituird por si mismo un
rango de enlaces afines al antigeno, clases de anticuerpos y sitios de combinaciéon
especificos, y esta heterogeneidad limita la utilidad de tal preparacion. ¢

Los anticuerpos que son producidos en animales inmunizados estan formados de
muchos clones diferentes de linfocitos B; por lo tanto, se¢ denominan anticuerpos
policlonales. Porque la colecta de sangre de estos animales, por definicion, resulta en
mezclas de anticuerpos policlonales, el suero tiene multiples epitopos (sitios de
reconocimiento) con una extensa variedad de constantes de enlace (avidez) que ademas
varia de lote a lote.

La técnica de los anticuerpos monoclonales (basada en que cada linfocito B
sintetiza y expresa solo un anticuerpo especifico) supera todas estas limitaciones y permite
la preparacién de cantidades ilimitadas de anticuerpos homogéneos. Los anticuerpos que
son producidos por lineas celulares inmortalizadas (hibridomas) derivados de una sola
célula B, estan referidos como anticuerpos monoclonales. La colecta de estos cultivos,
conduce a un anticuerpo con un epitopo de reconocimiento especifico y con una constante
de enlace homogénea. Los linfocitos B tienen una duracion de vida finita en los cultivos y
tienen que ser inmortalizados para que puedan continuar la produccién de anticuerpos
monoclonales.
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Una parte esencial de la técnica es inmortalizar la produccion de células maduras de
anticuerpos (células del plasma), para que puedan proliferar indefinidamente, es decir
alcanzar la produccion de lineas celulares hibridas estables. Las células hijas de una sola
célula secretora de anticuerpos, siendo genéticamente idéntica con el linfocito B paterno,
sintetizard y secretara inmunoglobulinas exactamente de la misma especificidad. Estas
células inmortalizadas pueden ser clonadas para producir lineas cetulares (hibridomas) que
producen anticuerpos homogéneos o monoclonales. ¢

Los anticuerpos se producen por diferenciacion de los linfocitos B. Cada linfocito
produce un anticuerpo de especificidad definida (i.e., 1a molécula de anticuerpo reconoce
un sitio especifico o epitopo en un antigeno).

La posibilidad de obtener preparaciones especificas, repetibles, e inagotables de
anticuerpos con funciones predefinidas (anticuerpos monoclonales), se hizo realidad entre
1974 y 1975, como resultado de los experimentos realizados en Cambridge, Reino Unido,
por George Kohler y Cesar Milstein, figura 5. Como en otros muchos casos, este
descubrimiento de trascendental impacto practico derivo de un estudio mas basico. Kohler
y Milstein investigaban los mecanismos del control genético de la sintesis de
inmunoglobulinas y pensaron que una forma experimental de comprobar sus ideas era
realizar fusiones entre células productoras de anticuerpos diferentes y determinar las
restricciones existentes en los hibridos para la asociacion de las cadenas ligeras y pesadas
de diferentes origenes.

Estos investigadores aprovecharon la existencia de mielomas murinos (ratones)
inducidos mediante carcinogénesis quimica, y asequibles en forma de tumores
transplantables y lineas de cultivo, asi como la posibilidad ya demostrada de que era
técnicamente posible obtener hibridos viables luego de la fusién de células en cultivo. En
sus experimentos, Kohler y Milstein realizaron fusiones entre linfocitos provenientes de
ratones BALB/c inmunizados con antigenos definidos y mielomas de la estirpe MOPC21,
cuyas inmunoglobulinas aberrantes eran ya bien conocidas. Estos experimentos
demostraron que era posible generar lineas hibridas (hibridomas) de crecimiento continuo
en cultivos y capaces de secretar una variedad de anticuerpos, resultado de las
combinaciones entre las cadenas pesadas y ligeras codificadas por cada célula parental.
Parte de estas combinaciones eran aqueilas correspondientes a anticuerpos reactivos contra
el antigeno empleado para inmunizar los ratones. Los resultados indicaban también que si
la fusién se producia entre linfocitos inmunes y mielomas mutantes (que hubieran perdido
la capacidad de secretar sus propias inmunoglobulinas aberrantes) la unica molécula
producida por el hibridoma resultante seria aquella codificada por el linfocito parental.

Los hibridomas no solo secretan los anticuerpos codificados por el genoma del
linfocito parental. También conservan varias de las caracteristicas propias de estos
mielomas.

a) Crecen indefinidamente in vitro, soportando la congelacion indefinida y la clonacién
(crecimiento a partir de una célula inicial). Esta tiltima es esencial para garantizar el
origen monoclonal de las preparaciones.

b) Inducen tumores asciticos cuando son inoculados a animales consanguineos como los
que les dieron origen, lo cual resulta de gran utilidad para los efectos de la produccion.
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Fig 5. Produccion de anticuerpos monoclonales. Las células esplénicas del raton inmunizado se
fusionan con células de mielomas adaptadas a cultivo. Los hibridomas resultantes se clonan. separandose de
esta forma lineas celulares que secretan al sobrenadante del cultivo anticuerpos monoclonales de subclase,
afinidad y especificidad idéntica.
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Gracias a las caracteristicas de la técnica de generacién de hibridomas, los anticuerpos
monoclonales resultantes no solo pueden ser seleccionados para su especificidad, sino
también para aquellas funciones efectoras deseadas, o propiedades utiles para el
investigador (isotipo, afinidad, capacidad de aglutinacion, neutralizacion, captura, etc.).

Los anticuerpos monoclonales producidos por fusion celular de linfocitos y mielomas,
han permitido obtener la especificidad, reproducibilidad e inagotabilidad imposibles de
lograr por técnicas convencionales de inmunizacion y preparacién de antisueros, y los han
convertido rapidamente en uno de los elementos basicos para el desarrollo de la
biomedicina modema. Recientemente, se han generado anticuerpos monoclonales que

catalizan reacciones enzimdticas debido a que identifican y estabilizan los productos
intermedios de estas reacciones.

5.1 ANTICUERPOS MONOCLONALES HUMANOS

E! interés por la produccién de anticuerpos monoclonales humanos tiene al menos
tres motivaciones principales:
a) La conveniencia de emplear inmnunoglobulinas monoclonales en la terapéutica de varias
enfermedades y disminuir los problemas derivados del uso de anticuerpos
monoclonales murinos para estos fines.
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b) Las limitaciones en la produccién de anticuerpos monoclonales de rata o ratéon para
algunos antigenos contra los cuales estas especies no evidencian una respuesta inmune
humoral.

c) La necesidad de conocer en mayor detalle los mecanismos de la respuesta humoral
humana y, especificamente, su relevancia en el caso del cancer, las enfermedades
autoinmunes, los procesos alérgicos y las enfermedades infecciosas.

5.2 MODIFICACION DE ANTICUERPOS POR INGENIERIA GENETICA

La extensa experiencia acumulada en los Gltimos 10 afios acerca de la estructura y
secuencia de las Igs y sus genes, y el avance impetuoso de la ingenicria genética (en
especial por el descubrimiento de la reacciéon en cadena de la polimerasa PCR), han abierto
un campo tal de posibilidades para la modificacion racional de los anticuerpos, que
amenazan con sobrepasar rapidamente el impacto producido en su momento por la rapida
difusion de tecnologia de fusion para generar hibidomas.

Entre los ejemplos de mas avanzada aplicacion de estas nuevas tecnologias esta la
produccion de anticuerpos quiméricos murino/humano. En estas construcciones se
conservan las regiones variables del anticuerpo original de ratén o rata, o incluso solo la
region determinante complementaria (CDR) y unos pocos residuos adicionales,
transplantados sobre un “contexto” totalmente humano (framework yl/o regiones
constantes). De esta forma se dota al anticuerpo de las funciones efectoras propias de las
Igs humanas, conservandose la especificidad del anticuerpo monoclonal original de origen
murino, aumentandose la eficacia terapéutica. Existe un mimero creciente de Igs quiméricas
en ensayo preclinico o clinico para problemas tan diversos como el tratamiento de la sepsis
y los procesos inflamatorios, la terapéutica de los tumores, y el control del rechazo al
transplante de 6rganos y tejidos. En la Figura 6 se muestra la produccion de fragmentos de
anticuerpos empleando microorganismos. La produccién constitutiva de anticuerpos
humanos en animales y plantas transgénicos, el desarrollo de animales quiméricos con
respuestas inmunolégicas humorales humanas y la posibilidad de producir cualquier
anticuerpo humano deseado a partir de “librerias™ génicas tnicas, son algunas de las
realidades y perspectivas de este nuevo campo. Entre los ejemplos de mas avanzada
aplicacion esta la produccién de anticuerpos quiméricos murino/humano. Gracias al clonaje
y manipulaciéon de los genes de las regiones variables (V) y constantes (C) es posible
modificar el anticuerpo de ratéon (extremo izquierdo superior) a un anticuerpo quimérico
(regiones V de ratén y C humanas), o “humanizado” (regiones CDR de ratén y FR y C
humanas). En estos dos casos se emplean como hospederos células superiores para
garantizar la glicosidacion de la molécula. Los genes que codifican para la molécula
original del anticuerpo pueden ser también para producir fragmentos Fab , Fv y Fv de
cadena simple (scFv; donde se unen las regiones V mediante un linker artificial). La fusion
de estos genes con otros para obtener toxinas, factores de crecimiento, citocinas,
modificadores de la respuesta bioldégica, o simplemente grupos que permitan la
derivatizacion, purificacion o modificaciéon posterior de la molécula, son variantes muy
empleadas en la actualidad. La produccion de pequefias moléculas que no precisan
glicosidacion pueden hacerse alternativamente en bacterias o levaduras. En la parte baja de
la figura, se esquematiza como en un futuro, a partir de la secuencia y estructuras de los
CDR, se espera derivar una generacion de moléculas sintéticas con capacidad de interactuar
con el antigeno.
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Figura 6: E]emplos de modlﬁcacmnes posibles que se rcahzan en un anticuerpo mediante técnicas
de ingenieria genética.

Otro producto atractivo de esta tecnologia son los fragmentos de anticuerpos
producidos en microorganismos. Desde hace afios se han venido empleando fragmentos de
anticuerpos tipo Fab en el radioinmunodiagndstico in vivo de tumores y otros tipos de
lesiones. No obstante, la produccion de estos reactivos a partir de la digestion bioquimica
de las Igs es un proceso dificil de escalar con la calidad requerida para el empleo de los
fragmentos en el humano.

HIBRIDOMAS POR FUSION CELULAR

La generacion de hibridomas de raton productores de anticuerpos monoclonales es
una tecnologia “noble” que funciona en laboratorios con muy diverso equipamiento,
condiciones y experiencia, siempre que los operadores se ajusten a un rigor experimental
elemental. Figura 7

La misma consta de una sucesion de etapas:

1. Seleccion de la cepa y condiciones del ratén a inmunizar.

Definicion del esquema de inmunizacion.

Desarrollo de un método analitico adecuado para el tamizaje de anticuerpos especificos.
Inmunizacidn, titulacion y seleccién de los animales donantes.

Preparacion del mieloma parental.

Fusion.

onAWN
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7. Tamizaje de los anticuerpos y seleccion de los hibridomas.
8. Clonacion de hibridomas. Retamizaje. Cultivo y congelacion de clones.
9. Caracterizacion inicial de los anticuerpos

10. Produccion y purificacion de anticuerpos para caracterizacion y aplicacion.
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Figura 7: Produccion de anticuerpos monoclonales en raton.

Las células esplénicas extraidas del bazo del raton inmunizado se fusionan mediante
polietilenglicol con los mielomas provenientes de cultivo y siembran en placas multipozos,
con medio de cultivo selectivo. A los 7 — 10 dias de realizada la fusién solo los hibridomas
han proliferado y cubierto parte de la superficie de los pozos, pueden ensayarse sus
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sobrenadantes para detectar la presencia de anticuerpos especificos. Los hibridomas
especificos identificados se clonan en placas multipozos y los cultivos resultantes se
reanalizan para la secrecion de anticuerpos especificos. Los clones especificos se expanden
en frascos de cultivo y se conservan en nitrégeno liquido. La produccion de los anticuerpos
puede realizarse a partir de los sobrenadantes del cultivo de hibridomas en los
biorreactores, o del fluido ascitico derivado del crecimiento tumoral de los hibridomas en
ratones consanguineos. En cualquiera de estos casos se puede realizar una purificacion final
de los anticucrpos mediante cromatografia.

5.4 CULTIVO DE MIELOMAS E HIBRIDOMAS

Las lincas de mielomas e hibridomas en cuitivo estan constituidas por células de
linfoblastoides, con caracteristicas particulares, entre las que estan:

a) Su caracter “inmontal” in vitro, que les permite proliferar indefinidamente, sobre la base
de un adecuado suplemento de los factores necesarios en el medio de cultivo.

b) Su capacidad para crecer en suspension, sin necesidad de “anclaje™ a un sustrato sélido
para proliferar.

c) La posibilidad de alcanzar altas densidades celulares en cultivo (alrededor de
5*10°células/ml en cultivo estacionario, 1-2*10%¢lulas/ml en frascos spinner y
biorreactores, y hasta 10%cé&lulas/ml en fibra hueca).

d) Una complejidad minima de los medios de cultivo que requieren.

Los mielomas e hibridomas son lineas celulares relativamente sencillas de mantener. La
existencia de una funcidén asociada en estos ultimos (la produccion de un anticuerpo
especifico) hace necesario que se propicien condiciones de cultivo tales que eviten un
enriquecimiento de la poblacidon con “variantes” de mas rapido crecimiento. Esta propiedad
viene frecuentemente asociada a la pérdida de la alta secrecion de las Igs, al ser estas dos
caracteristicas “excluyentes™ en las células B normales. La inestabilidad intrinseca de los
hibridomas se debe tanto a su caracter tumoral, como al propio hecho de que son células
hibridas.

Por todo ello los hibridomas deben ser cultivados atendiendo a los siguientes !)rincipios:
1. Mantener las poblaciones en crecimiento exponencial (entre las 1*10° y 5*%10°

células/ml de medio), reduciendo la posibilidad de situaciones de muy altas densidades,

donde algunas células puedan tener ventaja.

2. Trabajar los cultivos o mas cercanos posibles de su origen, lo que se logra con un
adecuado stock de células viables criopreservadas.

3. Realizar clonajes periédicos y reanalisis de la produccién de anticuerpos (para los
hibridomas), o para las propiedades necesarias en el mieloma.

4. Renovar periédicamente el frasco donde se mantienen las c€lulas, con el fin de reducir
las interacciones con la matriz extracelular producidas por las propias células (a pesar
de lo que los miclomas e hibridomas NO son dependientes de anclaje a un sustrato, las
células se adhieren a la superficie de los frascos en la mayoria de las sublineas
existentes).

Los miclomas e hibridomas proliferan in vitre describiendo una cldsica cinética

exponencial inicial, seguida de una meseta que corresponde a las densidades maximas

posibles en el volumen dado de medio de cultivo, para comenzar entonces a morir de
manera exponencial ante el agotamiento del medio.
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5.5 CARACTERIZACION BASICA DEL HIBRIDOMA

Como parte de la caracterizacién basica in virro de un hibridoma deben realizarse

los siguientes estudios:

a)

b)

c)

Determinacién del tiempo de doblaje: El tiempo de duplicaciéon o Doblaje (Td) es un
parametro sencillo muy utilizado en cultivo para caracterizar una linea celular. Se
define como el tiempo necesario para que una poblacion celular duplique su nimero de
células. Este parametro es diferente al tiempo de ciclo celular (Tc), que representa el
tiempo que toma a cada célula duplicarse. A medida que la fraccion de células en
reproduccion de una poblacion se acerca a 1, Td se asemeja mas a Tc.

Estabilidad: Se denomina estabilidad a la capacidad del hibridoma de mantener sus
niveles de producciéon de inmunoglobulinas especificas en condiciones de cultivo
continuo. La afectacion de este pardmetro estd muy relacionada con la aparicion de
variantes no productoras en la poblacion del cultivo. Es por tanto adecuado establecer
cultivos continuos a los que, con frecuencia mensual, se les mida en condiciones
semejantes la concentracion de anticuerpos monoclonales, y se clonen para estimar el
porcentaje de subclones positivos y negativos.

Otros elementos adicionales de caracterizacion in vitro pueden ser: (1) el
cariotipo de la linea y (2) la presencia de retrovirus enddgenos por microscopia
electrénica de transmision.

Medios de cultivo: Los medios de cultivo sintéticos tienen como componentes basicos:
1. Una mezcla de sales inorganicas (fisiologicas) cuyo objetivo es mantener el pH, la
osmolaridad y una adecuada concentracion de iones necesarios en el metabolismo.

En el caso de los hibridomas se acostumbra aiiadir algin tampon organico (ejemplo:

HEPES: 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetano sulfénico), especialmente para la fusion

y crecimiento inicial en las placas multipozo, con vistas a amortiguar las variaciones

de pH que se producen necesariamente durante las inspecciones de las mismas.

2. Una o varias fuentes de energia, habitualmente glucosa. Por sus caracteristica
metabélicas, los hibridomas son grandes consumidores de estas fuentes de energia.

3. Un repertorio de aminodcidos, entre los que se encuentran los que habitualmente
son esenciales para las células en el cultivo. La adicién de L-glutamina por encima

del contenido base del medio es necesaria para el cultivo de hibridomas, debido a

que este aminoacido participa en la sintesis de los acidos nucleicos.

4. Un repertorio de vitaminas (coenzimas) especificamente del grupo B, para favorecer
el tiempo de duplicacién.

Es necesario, ademds, afiadir una fuente de factores de crecimiento. La fuente de
factores comunmente empleada es el suero animal, aunque este contiene muchos otros
elementos que parecen ser también necesarios, a medida que los medios sintéticos sean
méis simples. Cuando se han logrado identificar los factores necesarios para el
crecimiento de una linea celular, éstos pueden afadirse directamente al medio y se
evita el uso del suero.

Las células de cultivo requieren también elementos trazas y otras moléculas, que
intervienen en los procesos de detoxificacion y metabolismo aerébico y en la
estabilizacién de las membranas celulares.

En la actualidad existen medios “definidos” (de composicién totalmente
conocida) comerciales, libres'o no de proteinas para el cultivo de hibridomas. Por ello
es comin que se sigan empleando en las etapas iniciales de generacion de los
hibridomas los medios base adicionado con suero fetal de bovino, suero de calostros de

31




bovino, o sueros donantes de bovinos siempre analizados con anterioridad para
garantizar mejores condiciones de crecimiento de los clones hibridos.

d) Escalamiento del cultivo de hibridomas: La produccion de anticuerpos monoclonales se

puede hacer de dos formas basicas: in vitro, a partir del sobrenadante de los cultivos de
los hibridomas, e in vivo, a partir del crecimiento de los hibridomas en forma de
tumores asciticos en animales inmunocompatibles. En el primer caso, las
concentraciones de anticuerpos monocionales en el sobrenadante de los cultivos
convencionales (estacionarios y en frascos spinner) son bajas, cuando se comparan
mililitro a mililitro con el ascitis, alcanzando las primeras entre los 10 y 100
microgramos/mililitro, respecto a entre 1 y 10 microgramos/mililitro en el ascitis (con
unos 5-10 mililitros por ratén). Es por ello que el escalado de la produccion de
anticuerpos monoclonales en ratones es muy conveniente para propositos de
diagndstico in vitro, donde la cantidad de anticuerpos monoclonales por prueba es
habitualmente discreta, y no existen restricciones mayores relativas al perfil higiénico
sanitario del animal.
La produccién en animales cobra otra dimension cuantitativa y cualitativa cuando se
trata de anticuerpos monoclonales para el uso humano, y aquellos empleados en la
purificacién de inyectables (farmacéuticos o vacunas). La produccion de cientos de
gramos (y kilogramos) de anticuerpos monoclonales al afio para estos fines requiere de
instalaciones adecuadas al nimero de animales (pueden llegar a estar en el orden de las
decenas y cientos de miles por afio), y animales de una alta calidad.

Existen regulaciones internacionales muy estrictas para la produccién de anticuerpos
monoclonales de uso humano (Instituto Nacional de Salud de E.U.). En el caso de emplear
ratones, se presta una especial atenciéon a la contaminacion con un conjunto de 16 virus
murinos y con micoplasma. La detecciéon de alguno de ellos excluye automéaticamente el
uso de ascitis para fabricar cualquier producto de uso humano. Los animales deben ser por
tanto “libres de patégenos especificos” y las instalaciones para su mantenimiento y para el
procesamiento inicial y posterior del ascitis deben garantizar la exclusién de cualquier
riesgo de contaminacion.

Algunos paises han llegado al extremo de excluir toda posibilidad de empleo de
animales para la produccion de anticuerpos monoclonales en los casos de productos para
diagnéstico.

La alternativa al ascitis es el sobrenadante de los cultivos celulares. Pero es
comprensible que con las técnicas convencionales de cultivo es imposible llegar a los
niveles productivos necesarios. Para ¢l escalamiento de las producciones en cultivo se han
producido dos avances tecnolégicos muy importantes:

1. Se han diseflado sistemas de cultivos a gran escala (biorreactores), con un grado de
automatizaciéon y control considerable para la optimizaciéon de los parametros que
determinan el crecimiento celular, con el fin de propiciar no solo un mayor volumen
de crudo, sino también un incremento en las concentraciones de anticuerpos
monoclonales por volumen de cultivo.

2. Se han fabricado medios de cultivo que reducen o eliminan la necesidad del uso de
suero como aditivo, y que facilitan el proceso de purificacién, al reducir el nivel de
las otras proteinas contaminantes.

Los biorreactores son ya empleados mundialmente para la produccion a gran escala de
anticuerpos monoclonales terapéuticos. Estos sistemas se clasifican como homogéneos, i.e.,
donde las células crecen suspendidas en el medio, en el mismo “compartimento™ donde se
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encuentra el producto secretado (los anticuerpos), y los heterogéneos (donde las células han
sido “separadas” del grueso del volumen del medio, y crecen atrapadas o adheridas).

Entre los primeros tenemos los biorrcactores de burbujeo y de agitacién constante,
derivados de los clasicos fermentadores para microorganismos, donde las células se
encuentran en suspension formando agregados y en movimiento constante gracias a
impelentes mecanicos o efectos del burbujeo de gases. Existen diferentes variantes de
sistemas heterogéneos por un lado estin los biorreactores de células encapsuladas en
microperlas de agarosa, otros geles, o en particulas de matrices organicas, y por otro,
aquellos en que las células son atrapadas en “cartuchos” (ceramicas o fibra huecas). En
estos ejemplos las densidades celulares alcanzadas son mayores y por tanto superiores las
concentraciones de anticuerpos monoclonales en el medio. Un caso especial 1o constituyen
los biorreactores de fibra hueca. Esta tecnologia simula la red capilar existente en los
tejidos del organismo, con fibras semipermeables de muy pequefio didmetro. El medio de
cultivo sin factores de crecimiento circula por la fibra (espacio intracapilar), y las células se
encuentran en el exterior de la misma en un segundo compartimento del “cartucho”
(espacio extracapilar). Los biorreactores de fibra hueca, por sus ventajas operativas, facil
instalacién y calidad del producto obtenido, estan en franca difusion en el mercado.

Por ultimo, la produccion en cultivo no estd exenta de un riguroso control de calidad
especialmente cuando los anticuerpos monoclonales se van a emplear en el hombre o en el
proceso de produccion de inyectables. Los hibridomas de raton poseen retrovirus
endogenos que deben ser eliminados durante el procesamiento de los crudos hacia el
producto final. También es necesario verificar que el proceso de purificacion elimina la
posibilidad de agentes adventicios residuales. Por ultimo, en el caso de que se empleen
sueros bovinos como aditivos del medio, estos deben estar certificados para la ausencia de
varios virus de esta especie. !

En la actualidad, el procedimiento mas comin para obiener hibridomas, es la fusién
quimicamente inducida de células del bazo de raton con células de micloma de raton. La
célula hibridoma resultante, ratén-raton, hereda de la célula de mieloma la capacidad para
replicarse continuamente en el cultivo y hereda de las céiulas del bazo ta habilidad para
producir el anticuerpo monoclonal. El banco de células del hibridoma puede ser usado para
suministrar los anticuerpos monoclonales tanto in vivo (por ejemplo inyeccién en ratén y
subsecuente colecciéon de fluidos asciticos) como in vitro (técnicas convencionales de
cultivos de células).

Los avances recientes en genética molecular han ilevado al desarrollo de
transfectomas y los esquemas basados en la produccion de E. coli y bacteriéfagos pueden
ofrecer ventajas para futuras producciones de anticuerpos monoclonales.

Las consideraciones que se establecen para la validacion de procesos de
purificacion y los procedimientos analiticos para los anticuerpos monoclonales son
conceptualmente similares a los que se establecen para productos del DNA recombinante.
Esto se debe a que ambos tipos de productos son proteinas y ademds requieren de
procedimientos similares de manejo y ensayo.

Ya que los anticuerpos monoclonales son producto de lineas celulares
inmortalizadas, se debe garantizar que la contaminacién potencial con acido nucleico viral
sea efectivamente eliminada o sea inactivada por los procesos de manufactura, exigencia
comun para productos recombinantes de lineas celulares continuas.

La aplicacién comercial de los anticuerpos monoclonales incluyen tanto su uso en el
diagnostico como su uso terapéutico. En algunos casos, ios anticuerpos monoclonales estan
acoplados a otras sustancias (por ejemplo un agente oncol6gico, toxinas, radionucle6tidos),
siendo e! producto final de interés, el anticuerpo conjugado. En este caso, ambos el
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anticuerpo intermedio y el producto final requieren de procesos de desamrollo y
caracterizacion analitica perfectamente sustentados.

6. CARACTERISTICAS DE LOS PROCESOS DE PRODUCCION

La principal diferencia entre los productos derivados de la Biotecnologia y otros
productos farmacéuticos son los medios de produccidn utilizados para generar el producto.
La Biotecnologia hace uso de organismos vivos genéticamente modificados para producir
proteinas o producir péptidos. Esta aseveracion se cumple tanto para los productos
derivados de la tecnologia del DNA recombinante como para los anticuerpos monoclonales.
Los productos derivados de 1a biotecnologia deben ser diferenciados de las proteinas y/o
péptidos que han sido obtenidos por aislamiento de fuentes naturales tales como: plasma,
suero o tejido, o por sintesis quimica.

Después de los procesos de purificacion, los productos derivados de la
Biotecnologia no deben ser significativamente diferentes de otras proteinas farmacéuticas.
Asi, los requerimientos basicos para la validacién de procesos, el control ambiental, la
manufactura aséptica y los sistemas de control y aseguramiento de la calidad son
fundamentalmente los mismos para todos los productos farmacéuticos. No obstante, la
complejidad de estos sistemas es a menudo mayor para los productos derivados de la
Biotecnologia porque la produccion de tales biomoléculas generalmente requiere procesos
de propagacion de células altamente desarrollados, métodos complicados de purificacién y
controles analiticos para asegurar su identidad, homogeneidad, la consistencia lote a lote y
la seguridad.

6.1 PRODUCCION DE ADN RECOMBINANTE

Los productos del DNA recombinante son actualmente producidos en sistemas
procaridticos (bacterias) o eucaridticos (ejemplo: levaduras, cultivo de células de
mamiferos). La eleccién del organismo de produccion es generalmente una funcién directa
de la complejidad molecular de la proteina que se desea producir, asi como del costo y
eficiencia de la fermentacién o de los procesos de cultivos celulares. Los primeros
productos derivados de la Biotecnologia fueron producidos en E. coli ya que se basaron en
el mayor conocimiento de la biologia molecular de esta bacteria. Recientemente, se ha
vuelto comin el uso en escala industrial de cultivos celulares eucaridticos.

6.1.1 PRODUCCION PROCARIOTICA (BACTERIAS)

La produccidn bacteriana de productos derivados de la Biotecnologia ofrece un gran
numero de ventajas asi como ciertas desventajas. Como previamente se indico, la biologia
de 1a bacteria, E. coli, asi como su seguridad y su efectividad como organismo huésped para
la produccién ha sido bien documentada. Asi, ha sido posible y a menudo mas facil 1a
expresion de una nueva proteina en E. coli que en otros sistemas de expresion, tedricamente
mas adecuados. No obstante, esta ventaja, el hecho que E. coli generalmente produce
proteinas en un estado quimicamente reducido puede ser un inconveniente, ya que para
tener los doblamientos apropiados, estas proteinas requieren la produccién de enlaces
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disulfuros intramoieculares por oxidacion. Una segunda desventaja es que todas las
proteinas de E. coli inician sus secuencias con un residuo de N-formilmetionina que no
siempre puede ser removido por los sistemas proteoliticos de E. coli asi es probable que se
produzca un derivado metionil de la proteina natural deseada. Una tercera desventaja de la
expresion en E. coli, es el potencial de la misma, para producir productos de degradacién
debido a trazas de impurezas de proteasas. Una cuarta desventaja, es ¢l requerimiento de
remocion de endotoxinas durante la purificacion. Ain con estas limitaciones, 1a facilidad
del uso de E. coli y su alta expresion para producir mayor cantidad de proteina ha dado
como resultado el uso preferencial continuo de esta bacteria, siempre que sea factible.

Como se ha descrito, el elemento clave en la tecnologia de! DNA recombinante, es
el plasmido recombinante, que contiene el gen que codifica para la proteina de interés. Los
plasmidos son segmentos extracromosomales simples y pequeiios de DNA bacteriano, que
son aislados de una bacteria y se autorreplican. La tecnologia basica involucra la ruptura
enzimatica especifica de un plasmido usando endonucleasas, seguida de la insercién de una
nueva molécula de DNA que contiene el gen de interés El plasmido recombinante es
considerado la materia prima cruda de la tecnologia del DNA. El plasmido recombinante
es introducido dentro del organismo huésped en un proceso llamado
TRANSFORMACION, donde éste pasa la nueva informaciéon genética y resulta en la
produccién de la proteina (producto). El crecimiento a escala industrial de organismos
recombinantes se puede realizar en fermentadores comerciales en escala de mas de 100,000
litros, haciendo de este tipo de produccién extremadamente econémico. Hay sin embargo,
algunos casos en que se complican los sistemas de fermentacion con E. coli ya que la
proteina expresada puede causar toxicidad celular y/o ser extremadamente dificil de
recuperar o purificar porque puede ser secuestrada dentro de los cuerpos de inclusion de las
bacterias como grandes agregados semisolubles. Los avances recientes en la biologia
molecular de E. coli ha llevado a la habilidad de expresar proteinas dentro del espacio
periplasmético, permitiendo eliminar los grupos N-metionina terminal no deseados y
realizando mas facilmente la purificacion de proteinas,

6.1.2 PRODUCCION EUCARIOTICA
(CELULAS DE MAMIFERO Y LEVADURAS)

El desarrolio de cultivo de células eucaridticas para la produccién de vacunas ha
sido establecido en la industria farmacéutica y se ha desarrollado una amplia base de datos
para asegurar la adecuabilidad de tales proteinas en humanos. La inclusién de esta
tecnologia, para productos del DNA recombinante fue al principio una respuesta a la
limitacion del uso de E. coli, particularmente, con respecto a la produccion de proteinas
grandes o glicoproteinas. La expresion de células eucaridticas es una alternativa atractiva a
los sistemas bacterianos, porque la células cucaridticas pueden secretar proteinas que estan
adecuadamente dobladas y que son idénticas en estructura primaria, secundaria y terciara a
la proteina natural humana. Originalmente, ei aspecto econémico de este sistema de
produccién ha dificultado su desarrollo. Sin embargo, avances recientes desarrollados para
mejorar los niveles de expresién en cultivo de células a gran escala usando células de
ovario de hamster chino (CHO), y en la formulacion de mas y mejores medios de cultivos
definidos han aumentado la posibilidad del uso de sustratos de células eucariéticas. El
numero de pasajes de células requeridas para la clonacion, seleccion, amplificacion y
establecer el banco de células para la produccién, generalmente requiere del uso de lineas
cclulares inmortalizadas, porque las cepas no inmortalizadas (ejemplo; cultivos diploides)
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no pueden ser propagadas lo suficiente como para proveer en un tiempo econémicamente
util en la etapa de produccion. Inicialmente los aspectos relacionados con la seguridad de
lineas celulares inmortalizadas se han establecido tomando como referencia lo relacionado
con la contaminacion de oncogenes potencialmente virales y retrovirales.

Estas exigencias han sido minimizadas por el anlisis exhaustivo y caracterizacién
de bancos de células maestros para agentes adventicios (accidentalmente introducidos); por
estudios efectivos de la validacion de procesos y por los datos de seguridad acumulados
hasta la fecha sobre productos fabricados por este método. Como resultado de la
caracterizacion a fondo el banco de células maestro, ya se usa para la produccién a gran
escala. Otras lineas celulares eucarioticas, por ejemplo, aquellas derivadas de células de
insectos, pueden ser Atiles para conseguir muchas mas ventajas conformacionales y
postranslacionales de las que han sido descritas para los cultivos de células de mamiferos.

Se ha explorado ampliamente, el uso de algunas cepas de levaduras tales como
Saccharomyces cerevisiae para la produccién. La produccion de proteinas en levaduras
ofrece, al menos tedricamente, muchas ventajas sobre E. coli, aunque provoca que surjan
nuevas inquietudes. Como en E. coli, las levaduras pueden mantener plasmidos estables
extracromosomalmente y sin embrago es diferente de E. coli, ya que la levadura posee la
habilidad para producir glicoproteinas.

6.2 PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

Los anticuerpos monoclonales pueden ser producidos por dos rutas principales,
dependiendo, si son de origen humano o de raton. Para anticuerpos de origen de raton, los
linfocitos apropiados son seleccionados del bazo e inoculados en ratones o ratas. La célula
es entonces fusionada con una linea de células transformadas, tal como una linea celular de
mieloma, produciendo una célula hibridoma. Las células del hibridoma son seleccionadas
y usadas para producir ¢l anticuerpo monoclonal.

Para anticuerpos de origen humano, los linfocitos B pueden ser seleccionados
clonalmente por la especificidad del enlace hapteno de su anticuerpo, estas células
seleccionadas pueden ser inmortalizadas por infeccion con virus. El resultante de 1a célula
fusionada o transformada puede proliferar indefinidamente en un biorreactor, o pueden ser
inyectados en ratones en cuyos fluidos asciticos se puede obtener la proteina.

El anticuerpo producido es dirigido por la informacién genética que reside en las
células o que fue adquirido durante la fusién y es secretado dentro del medio del cual puede
ser facilmente purificado. Las células del hibridoma deben ser minuciosamente analizadas y
caracterizadas en la misma ruta general como en un banco de células de DNA
recombinante. El banco de células resultante, es usado para la fabricacion del producto a
escala industrial o por recoleccion de fluidos asciticos de ratones inoculados con células
transformadas. ©

Una vez que los cultivos de hibridomas se han seleccionado y clonado
repetidamente, es frecuente inocular un grupo de animales para evaluar, por una parte, la
eficiencia de crecimiento tumoral, y, por otra, las concentraciones de anticuerpos
monoclonales en el ascitis. Se realizan también los primeros ensayos de purificacién, y se
preparan anticuerpos en cantidad y pureza suficientes para profundizar en su
caracterizacion o evaluar su aplicacién potencial. ('¥
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6.3 FERMENTACIONES (BACTERIAS Y LEVADURAS)

Una gran cantidad de conocimientos que se han obtenidos para la produccién de
proteinas recombinantes en bacterias y levaduras, han permitido resolver el problema
principal de la fermentacién que habia sido la demostracién de la consistencia e¢n las
condiciones de fermentacion. Las fermentaciones con bacterias y levaduras usualmente son
hechas en periodos cortos bien definidos para controlar y monitorear la velocidad de
crecimiento y las condiciones de cxpresion del producto. La presencia de organismos
contaminantes puede ser detectada por efectos en la velocidad de crecimiento, la pureza del
cultivo, el perfil de acidos grasos, etc.,, y es causa suficiente para suspender la
fermentacion. La estabilidad genética de la produccién de plasmidos para bacterias puede
ser monitoreada por aislamiento y analisis de la secuencia de nucleétidos o por mapeo de
restriccion de DNA. Este resultado puede ser confirmado por el mapeo peptidico de la
proteina expresada para cada lote de producto manufacturado. Es muy importante optimizar
las condiciones de fermentacion, asi que debe limitarse o evitarse completamente la
cantidad de procesos proteoliticos, que puedan ocurrir durante el proceso. El proceso
proteolitico es a menudo un problema que se presenta en las fermentacion con E. coli y
puede provocar dificultades en la recuperacion y propiciar un rendimiento bajo del
producto. Finalmente, la conformacion de la proteina y sus efectos sobre la potencia pueden
ser dirigidos por los procesos de fermentacion.

6.3.1 CULTIVO DE CELULAS EUCARIOTAS

El origen de las técnicas de cultivos a gran escala para la produccién de productos
derivados de la Biotecnologia puede remontarse a la industria de las vacunas.

El desarrollo de cuitivos de células en suspensidn, a gran escala, usando organismos
recombinantes que secretan la proteina deseada dentro del medio ha tenido un impacto
significativo en la Biotecnologia. Actualmente pueden producirse grandes proteinas
glicosiladas en cantidades suficientes para el mercado. El uso de cultivos de células
eucariotas, no obstante, es complicado en aspectos tales como la estabilidad genética, el
desdoblamiento de la proteina, las condiciones de cultivo celular y la velocidad de
crecimiento. Por ejemplo: la estabilidad genética del cultivo de células no puede ser
dirigido tan facilmente como la fermentacion de E. coli por técnicas como el analisis de la
secuencia de plasmidos, porque el gen que codifica para el producto es incorporado dentro
del genoma de la célula y no es facilmente recuperado. Una alternativa es el mapeo
peptidico de la proteina expresada, y se requiere una adecuada resolucion y sensibilidad
para detectar mutaciones sutiles.

Un punto critico es, poder garantizar la ausencia de organismos adventicios en
cultivos celulares. Asi como demostrar que no estian presentes bacterias, levaduras y mohos
en los cultivos celulares, la manufactura debe proveer evidencia para cada cultivo de que
hay ausencia de micoplasmas y virus adventicios. Es importante reconocer que ciertos
hibridomas usados para la produccion de anticuerpos monoclonales pueden contener
retrovirus endogenos. No obstante, debe demostrarse que si hay virus presentes en el
cultivo, éstos son removidos del producto final. Para cumplir con estas exigencias, se
requiere del desarrollo de técnicas analiticas adecuadas para asegurar la ausencia de
contaminacion por micoplasmas o virus adventicios humanos y animales.

El grado y tipo de glicosilacion puede ser importante en el disefio del cultivo celular
para la produccién de proteinas glicosiladas. El grado de glicosilacién presente puede
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afectar el tiempo de vida media del producto in vivo asi como su potencia y antigenicidad.
Aun cuando, el estado de glicosilacién del producto en el cultivo celular es dificil de
determinar, se g)uede verificar su consistencia si las condiciones del cultivo son altamente
reproducibles.

7. FARMACOS Y MEDICAMENTOS DE ORIGEN B'IOTECNOLOGICO
PROTEINAS CON APLICACIONES MEDICAS

Se considera que mas de 3,000 enfermedades humanas resultan de defectos
genéticos. Se sabe que muchas de estas son ocasionadas por mutaciones en genes
individuales que resultan en la sintesis de productos génicos defectuosos 0 completamente
no funcionales. Las anormalidades que se presentan en individuos asi como enfermedades
hereditarias tambi¢n resultan con frecuencia de deficiencias especificas de enzimas. En
principio, se podria esperar tener la capacidad de tratar estas enfermedades administrando
las enzimas faltantes si hubiera disponibilidad en cantidades adecuadas de enzimas puras.
En realidad, dadas las herramientas de la ingenieria genética, existe poca duda acerca de la
capacidad de producir grandes cantidades de cualquier enzima u otra proteina de interés
(tabla 2). Por otra parte, los suministros de enzimas no deben ser un factor importante en el
futuro ya que habrd la posibilidad de programar microorganismos recombinantes para
sintetizar grandes cantidades de cualquier proteina deseada. ('

PROTEINA USO CLIiNICO
Insulina Diabetes
Hormona de crecimiento Enanismo hipopituitario
Tejido activador de plasmindgeno Lisis de coagulos
Eritropoyetina Anemia
G — CSF (Factor de estimulacion de Quimioterapia del cancer

colonias de granulocitos)

GM — CSF (factor de estimulacién de
colonias de granulocitos macréfagos)

Transplantes de médula ésea

Factor VIII

Hemofilia

Interferén —a

Céncer, hepatitis B, leucemia

Interferon - B

Céncer, esclerosis lateral
amiclotrépica, verrugas genitales

Interferon y

Cancer, complejo relacionado con el
SIDA, ostoeporosis

Tabla 2. P

bi aprobadas
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7.1. USO TERAPEUTICO DE PROTEINAS RECOMBINANTES APROBADAS®”
7.1.1 INSULINA

La Insulina (Fig. 8) se ha usado para el tratamiento de la diabetes por varias
décadas, se ha producido durante varios aflos a partir de pancreas de porcinos y bovinos.
Sin embargo, desde 1982, se aprobé para la venta en cualquier farmacia la insulina humana
producida por bacterias recombinantes. En consecuencia, la insulina humana fue el primer
logro comercial de las nuevas tecnologias del ADN recombinante en el campo de los
productos farmacéuticos. "
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Fig. 8: Estructura del la proinsulina e insulina

Esta hormona es necesaria para que el cuerpo use correctamente los alimentos,
especialmente el azicar. La diabetes ocurre cuando el pancreas no produce suficiente
insulina. El control de la diabetes es un trabajo conjunto entre el paciente y el médico
responsable, y en algunos casos ¢l medico puede prescribir inyecciones de insulina para que
los niveles de glucosa estén cercanos a los niveles normales. La insulina €s una hormona
producida por el pancreas, en los Islotes de Langerhans, la insulina acumulada en vesiculas
secretoras como una sola cadena polipeptidica se conoce como proinsulina. El primer tercio
de 1a cadena (cadena B) y el tercio final de la cadena (cadena A) de la proinsulina se unen
por medio de puentes disulfuros, antes de la secrecion al torrente sanguineo el tercio medio
de la cadena (cadena C) de la molécula de proinsulina se corta, dejando las cadenas Ay B
unidas por los puentes disulfuro como la insulina activa. Se ha demostrado que la bacteria
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E. coli no es capaz de remover la cadena C, por lo que existen varias estrategias para
producir la insulina, una de las estrategias con mayor éxito consiste en sintetizar primero la
cadena A y la cadena B por separado y posteriormente unirlas.

La secuencia de genes determinado por la cadena A ha sido fusionado al gen de la
p-galactosidasa (lac Z) de E. coli. Toda la fusion de LacZ y la cadena A se clona dentro
del plasmido PBR322. La bacteria con el plasmido sintetiza -galactosidasa con la cadena
de insulina A y el carboxi terminal final. En el empalme de la proteina hibrida se encuentra
el residuo del aminoacido metionina que puede ser separado especificamente por
tratamiento con bromuro de cianégeno. Afortunadamente la insulina no contiene algunos
residuos de metionina asi que la cadena A de la insulina puede ser separada de la B-
galactosidasa por un simple tratamiento quimico. La cadena B se produce de la misma
manera. Después de la purificacion de las dos cadenas estas se mezclan y se oxidan,
posteriormente se reducen para que se puedan formar los puentes disulfuros para producir
la forma activa de 1a insulina. 2

7.1.2 HORMONA DE CRECIMIENTO (hHG)

La Hormona de Crecimiento es una sola cadena polipeptidica de 191 aminoacidos
de largo que se produce en la glandula hipéfisis y se requiere para el crecimiento normal.

El investigador Lin G. Wang X y colaboradores clonaron al ADN que codifica al
gen de la Hormona de Crecimiento I en peces de colores, clonando dentro del vector de
transferencia de baculovirus pSXIVVI+ X3 para probar la expresién del gen de 1a Hormona
de Crecimiento utilizando el vector TnNPV-SX+ gf GH-I 21a. Los investigadores sugieren
que el sistema de expresién en baculoviros puede ser usado para producir Hormona de
Crecimiento en diferentes especies de peces. ¥

La regién que tiene una secuencia de 134 a 150 aminodcidos en la Hormona de
Crecimiento Humana (hGH) se conoce por ser desdoblada por proteasas (plasinina y
trombina) en el plasma humano, Alam, K. S., Marimoto M. Yoshizato and H. Fujikawa,
estudiaron la primera mutagénesis dirigida del oligonucledtido que se usé para producir la
Hormona de Crecimiento Humano recombinante resistente a protedlisis efectuadas por esas
proteasas, y demostraron que la substitucion del Argl34 y Thri3S de la Hormona de
Crecimiento Humana por Aspl34 y Prol35 produce una mutante de Hormona de
Crecimiento Humana resistente a trombina, y la sustituciéon de Argl34, Thr135 y Lis140
con Aspl34, Prol35 y Ala140 hace que la hormona sea insensible a protedlisis in vitro por
plasma humano incubado por 7 dias. Estas alteraciones en los residuos de aminoacidos de
la Hormona de Crecimiento Humana no modifican su conformacién biologica y conserva
su actividad promotora de crecimiento sobre células cancerigenas de ratas Nb2 y células
cancerigenas de corazén humanas T-47D.

Usando proteasas de genes neutrales de Bacillus amyloliquefaciens (npr), Uchida H.
Naito N. Asada N. y colaboradores construyeron un sistema de expresion de Hormona de
Crecimiento de 20-kDa (20Kda hGH) en E. coli. La sefial de la regién de secrecién de npr
se modifico insertando un fragmento que codifica al grupo 2Lis-5Leu. En este sistema de
expresion se encontré que la co-expresion de la glutation reductasa incrementa
notablemente los niveles de acumulacién de 20kda hGH en el periplasma y se confirmé
que se procesé adecuadamente la 20Kda hGH. Esta 20Kda hGH se purifico y se sometié a
analisis de propiedades fisicoquimicas y actividades bioldgicas las cuales todavia no son
claras debido a la dificultad en la preparacion de muestras con la estructura original. El
producto recombinante secretado posee enlaces disulfuros reales y mostré pesos
moleculares muy cercanos a los esperados. ¢
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El sistema de Bacillus brevis ha mostrado caracteristicas de muy alta productividad
de proteinas heterélogas y muy baja actividad de proteasas extracelulares. Por lo que, se ha
observado poca degradacion de algunas proteinas. Sin embargo, la degradacién de algunas
proteinas heterologas, especialmente proteinas de mamiferos, da como resultado una baja
productividad de las mismas. Se utiliz6 una expresion mutante de niveles bajos de proteasas
y adicionando EDTA al medio, la Hormona de Crecimiento Humana se produjo
exitosamente utilizando el sistema de B. brevis. Por lo que al opnmlzar las condlcmnes del
cultivo, se alcanzé la produccién de hGH mas elevada de 240 mg/i. 7

Los pacientes con sindrome de intestino corto, normalmente tienen problemas de
desnutricion debido a que tienen problemas de absorcion de los alimentos. Ellegard L.y
Bosaeus, estudiaron los efectos de dosis bagias de rhGH encontrando que incrementa el
peso en pacientes que sufren este sindrome. ¥

Hogeveen, M. y Noordam C. Otten B. estudiaron el incremento de aitura y peso
antes y durante el tratamiento con la hormona de crecimiento humano (hHG) en pacientes
con craniofaringioma. El peso fue expresado como indice de masa del cuerpo. Los autores
Hegaron a la conclusion, de que hay una gran variacion en la desviacion estandar de la
altura y del indice de 1a masa del cuerpo en el tiempo de la presentacion inicial y también
durante el crecimicnto espontineo después del tratamiento del tumor. El crecimiento
espontaneo postratamiento estd relacionado con las concentraciones séricas de prolactina.
El tratamiento con la hormona de crecimiento incrementa significativamente la desviacién
estandar de la altura durante los pnmeros 2 afios, mientras que la desviacién estandar del
indice de la masa del cuerpo no cambié, ¢

Fazio S. y colaboradores disefiaron un estudio para evaluar la presién sistdlica y la
funcién ventricular en pacientes con trastormo en la secrecion de la hormona de
crecimiento, en un intento para elucidar el mecanismo de interaccion de la hormona de
crecimiento con el desempeiio del corazon. Se realizé el estudio en pacientes con
acromegalia activa, libres de diabetes mellitus y enfermedades en la arteria coronaria, asi
como sujetos con deficiencia congénita de hormona de crecimiento. Este estudio demostro
que la hormona de crecimiento juega un papel importante en el control de la presién
cardiaca y desarrolla un mecanismo para el crecimiento del tejido del miocardio mediado
por los efectos de la hormona. @

7.1.3 ERITROPOYETINA

La hormona que regula la produccién de células rojas en la sangre es la
eritropoyetina. La eritropoyetina es una glicoproteina con una masa molecular de
aproximadamente 30 kDa, que circula en el plasma humano. Existen dos formas, la alfa
(39% de CHO) y beta (24% CHO) que estdn disponibles para uso clinico, y no parece
haber alguna diferencia en la farmacocinética de estas dos formas de la eritropoyetina. Esta
hormona se produce principalmente en las células insterticiales de la capa peritubular
capilar de los rifiones y en los hepatocitos en mamiferos adultos. La Eritropoyetina se ha
utilizado en la clinica para el tratamiento de: anemias asociadas con enfermedades renales
en la etapa final, como agente quimioterapéutico en céncer, en pacientes infectados con
VIH (Virus de Inmunodeficiencia Humana) que reciben ATZ. Otras anemias reportadas
que responden a la templa con Eritropoyetina son la anemia prematura, artritis reumatoide y
mielodisplasia. @2

La eritropoyetina recombinante humana, se produce mediante la tecnologia del
ADN recombinante utilizando como sistema de expresion un clon de células de mamiferos
(CHO) que contiene el gen sintético que codifica a la eritropoyetina humana. @3
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Los investigadores Mittleman y colaboradores encontraron que el mieloma maltiple
(MM) esta cominmente asociado con anemia y la causa de ésta sido asociada a una
inadecuada produccién de Eritropoyetina, %

714 FACTOR VI

El factor VIII o Factor antihemofilico consta de dos componentes, un gran
componente con un peso molecular de millones de daltons y otro mas pequeifio con un
peso molecular de aproximadamente 230,000 daltons. El componente menor es mas
importante en la via intrinseca de la coagulacion y el déficit de esta parte del Factor VIII
provoca la hemofilia clasica. Otra enfermedad hemorragica con unas caracteristicas algo
diferentes, llamada enfermedad de von Willerbrand, es el resultado de la pérdida del
componente mayor. @V

El avance de la tecnologia ha permitido la produccion de proteinas recombinantes a
escala industrial lo que ha revolucionado los tratamientos de la hemofilia. Los factores de
coagulacién recombinante tienen un bajo riesgo de transmisiéon de agentes infecciosos y
sus usos podrian erradicar la amenaza de infecciones de virus tales como la Hepatitis C y
el virus de inmunodeficiencia humana. Las proteinas humanas recombinantes juegan un
papel importante en la terapia, durante estimulacion de la hematopoyesis después de la
quimioterapia. Debido a que las proteinas recombinantes son copias de las proteinas
endégenas, se puede asumir que éstas deben ser toleradas, @529

El Factor VIII se obtiene a partir de anticuerpos monoclonales murinos utilizando
ligandos de afinidad para aislar al Factor VIII. Sc prepara a partir de la insercion de cADN
que codifica para la proteina del factor VIII en cultivos de células de mamiferos (ovarios
de hamster chinos o rifién de hamster chino). El factor VIII se aisla del cultivo celular por
medio de cromatografia de afinidad usando anticuerpos monoclonales murinos contra
factor VIII con actividad especifica, ?7?®

Los cientificos Fijnvandraat y Berntor en sus investigaciones acerca de la
farmacocinética de una segunda generacion del factor VIII recombinante con dominio B
eliminado, concluyen que la delecién del dominio B del factor VIII recombinante in vivo
no influye en su actividad farmacocinética. ¢%

Courter y colaboradores presentan una comparacion de resultados de los parametros
farmacocinéticos del factor VIII derivado del ADN recombinante y el factor VIII
concentrado derivado del plasma, y evaluan la seguridad y eficacia a largo plazo del
tratamiento en casa con el factor VIII recombinante en sujetos con hemofilia A. La
respuesta al tratamiento en casa, con el factor VIII recombinante, fue categéricamente
excelente. Se observaron reacciones adversas pero ninguna fue seria. %*?  Por otro lado
los cientificos Kelly KM y Butler RB. demostraron que la infusién del factor VIII
recombinante produce significativamente una mejor respuesta y recuperacién que la
infusion de factor VIII derivado del plasma altamente purificado en nifios con hemofilia A.
La respuesta en los nifios después de la infusion del factor VIII recombinante fue similar a
la de los adultos. ¢

7.1.5 INTERFERONES (IFN)
En 1957, se descubrié que un factor soluble producido por células B expuestas a
virus inactivo, era capaz de transferir “interferencia” de la replicacion viral a células recién

obtenidas. Por lo tanto se le denominé “interferén” y desde entonces se ha descubierto que
los interferones son una gran familia de glicoproteinas secretadas que tienen actividad
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antiviral en respuesta a varios estimulos. Los interferones tienen efectos antivirales,
antiproliferativos y efectos inmunomodulatorios sobre diferentes poblaciones de células
blanco. En la actualidad, los interferones se clasifican de acuerdo a varias propiedades
bioquimicas en tres grupos designados como IFN &, IFN B e IFN y. El IFN a y el IFN B,
son estables en medio 4cido y son producidos en principio por leucocitos y fibroblastos en
respuesta a virus o RNA de doble cadena. En contraste, el IFN y es un interferon acido
14bil, producido en un principio por linfocitos T en respuesta a mitégeno o antigeno y, a
menudo, se denomina intérferon inmuge. Desde que los interferones humanos
recombinantes estan disponibles, cstos se han probado en un amplio espectro de
enfermedades. Se ha establecido el uso de interferones en el tratamiento de leucemia,
leucemia crénica mielégena y mieloma miiltiple. Sin embargo, aunque se ha documentado
actividad contra linfoma, melanoma, cancer renal celular y tumores carcindgenos, su papel
en el tratamiento de estos tumores no es muy claro. Su uso en el tratamiento de tumores
comunes so6lidos como el cancer de pulmén y cancer colorectal, el uso de interferones esta
todavia en experimentacion, @!33-39

Los cientificos Dunster C.A. y Cheeseman K.H, construyeron la linea celular
CHO0320 producida por células de ovarios de hamsters chinos resistente al estrés oxidativo
para producir interferon gama humano.

La hepatitis C cronica es una enfermedad asociada significativamente a la
morbilidad y mortalidad. Actualmente se ha aprobado el uso del interferéon alfa en las
terapias para hepatitis C cronica. La eficacia y seguridad del interfer6n obtenido en el
tratamiento de la hepatitis C cronica se evalué y sc demostré que este interferon fue bien
tolerado, por lo que los investigadores demostraron aue el interferéon es efectivo en la
terapia inicial para pacientes con hepatitis C crénica. ¢¢

Los investigadores Chung y colaboradores evaluaron el efecto del interferén alfa
humano recombinante en pacientes con hepatitis B asociada a glomérulonefritis (HBV-
GN). Los cientificos llegaron a la conclusion de que el interferon alfa no es fue efectivo en
pacientes con glomérulonefritis membrano proliferativa, y que la mejora de la proteinuria
s6lo se llevo a cabo en pacientes con glomérulonefritis <groliﬁ:rativa mesangial membranosa
sin la desaparicion de la antiginemia de la hepatitis B.

Vey N, Fossat C. y colaboradores, evaluaron los efectos de la combinacién del
interferpon gama (IFN-gama) y la interleucina-2 (IL-2), después de un transplante de
médula ésea autéloga. Los resultados obtenidos sugieren que la combinaciéon pudo haber
prolongado la activacién inmunolégica provista por la interleucina-2 y mejorar algunos
efectos colaterales de la interleucina-2 sobre la funcién de los granulocitos. Es necesario
realizar estudios controlados para evaluar el impacto de esta estrategia sobre los resultados
de la respuesta bioldgica en pacientes. ¢

Como no hay un tratamiento que sirva para sobrevivir a los efectos del carcinoma
renal avanzado, Onishi T., traté de estudiar los efectos de la prolongacion de subsistencia
en pacientes con este tipo de carcinoma renal avanzado realizando unos andlisis
comparativos entre los pacientes tratados con interferén y los pacientes que recibieron otro
tipo de tratamientos y llego a la conclusion de que el tratamiento con interferon puede
contribuir a prolongar el tlemgo de supervivencia en comparacion con pacientes quienes
recibieron otros tratamientos.

Raffa S. Albani y colaboradores desarrollaron un trabajo de analisis sobre el uso de
interferones en la hepatitis cronica correlacionada con virus y presentan una revisién
bibliografica sobre: virus causantes de la hepatitis cronica, tipo y duracién del tratamiento,
criterios para escoger a los pacientes observados, efectos clinicos, efectos sobre los virus y
efectos sobre la situacion histopatoldgica. Los resultados confirman que la eficacia del
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interferén contra la hepatitis B crénica correlacionada con virus es mas grande que la
eficacia contra la hepatitis C crénica. ¢9

7.1.6 INTERLEUCINAS

Las citocinas son proteinas similares a hormonas que son producidas por células
inmunitarias y otras células que regulan la funcién del sistema inmunitario, por lo general,
son péptidos o glicoproteinas sintetizadas o secretadas, con pesos moleculares de 6,000 a
60,000 daltones. Incluyen linfocinas y monocinas, que son producidas por linfocitos y
monocitos, respectivamente. La tecnologia del ADN recombinante, ha proporcionado
cantidades ilimitadas de citocinas muy purificadas, lo que permite 1a evaluacion clinica de
estas sustancias en ausencia de contaminantes biolégicamente activos. La mayor parte de
las citocinas se ha utilizado en estudios de fase I para determinar su seguridad y
farmacologia, y estdn en estudios de fase 11 para determinar su actividad
inmunomoduladora en situaciones clinicas especificas y definir regimenes de tratamientos.

Las interleucinas son citocinas producidas por células del sistema inmunitario que
regulan la respuesta inmunitaria, asi como la hematopoyesis y el metabolismo. Hasta ahora
de todas las interleucinas solo la interleucina 2 (IL-2) ha sido evaluada clinicamente. La
observacion de que IL-2 puede llevar a cabo la proliferaciéon y la activacién de células
asesinas activadas por la linfocina (LAK), capaces de lisar selectivamente células
tumoral?sz,) ha estimulado estudios clinicos de IL-2 mas células LAK para el tratamiento del
cincer.

Las citocinas, estin involucradas en la regulacion del crecimiento celular,
diferenciacion y activacion. La interleucina-2 es reconocida por sus efectos antitumorales y
tiene una aceptada terapia para un gran niumero de tumores malignos. La interleucina-1 y la
interleucina-11 son importantes como factores trombopoyéticos mientras que la
interleucina-6 ha sido introducida en tratamientos clinicos como factor de crecimiento de
plaquetas y como un agente antitumoral. La interleucina-4 ha mostrado efectos inhibitorios
de crecimiento contra muchas lineas célulares tumorales solidas in vitro pero su efecto
directo sobre tumores humanos in vivo ain debe ser explorado. La interleucina-12 juega un
papel importante en la activacion antitumoral de la inmunidad celular. Cuando se da un
tumor asociado a antigenos, la interleucina—12 provee efectividad contra muchas formas de
tumores solidos metastdsicos. Las inmunotoxinas parecen ser prometedoras, aunque es
necesario resolver los problemas relacionados con la antigenicidad de la molécula y
desarrollo del anticuerpo. “V

Koterman A. y colaboradores construyeron una cepa de E. coli K12 para obtener
una expresion eficiente de interleucina—8 humana recombinante biolégicamente activa. El
desarrollo de los procesos de fermentacion y purificacién del laboratorio para 1a produccién
a gran escala, incluye un control automatizado para el paso inicial de la cromatografia de
afinidad y que cumple con las Buenas Practicas de Fabricacion (GMP). “?

El receptor antagonista de la interleucina—1 (IL-1ra) descubierta recientemente por
los cientificos Zanete D. Dundon y colaboradores es una citocina que inhibe
especificamente las actividades pro-inflamatorias de la interleucina—1 en varias condiciones
experimentales. Este receptor se obtuvo de acuerdo a un proceso de purificacion que se
desarrollé para la forma soluble de la proteina usando la cromatografia de intercambio
catiénico en un lecho de adsorcién seguido por una separacion por cromatografia de
intercambio anioénico. Con los resultados obtenidos y sin ningin proceso de
desnaturalizacién/renaturalizacion, se verificé la pureza e identidad del producto final. %
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Cha HIJ., Dalal NG trabajaron con una fusién de proteinas, interleucina—12 humana
(hIL-2) y proteina verde fluorescente (GFP) que se expresd en células de insectos Sf-9
infectados con baculovirus recombinante derivado del virus nuclear poliedrosis de
Autographa californica (AcNPV). Los resultados demostraron que la GFP es un efectivo
marcador no invasivo para la expresion y purificacién de proteinas heterdlogas en células
de insecto utilizando un sistema de expresion de baculovirus. ¢

Por otro lado la infeccién por VIH (Virus de Inmunodeficiencia Humana) se
caracteriza por una variedad de problemas en la regulacion de 1a expresion de citocinas.
Estos problemas incluyen una disminucién general en la expresion de citocinas tipo 1 T-
cooperadoras, un incremento en la expresion de citocinas pro-inflamatorias, un posible
incremento en la citocinas tipo 2 cooperadoras, y un aumento en la expresion de
interferones antivirales y TGF-beta. Estas perturbaciones pueden contribuir a la patogénesis
de la enfermedad del VIH para dafiar 1a respuesta de la inmunidad celular y las células
pierden sus caracteristicas por la infeccion del VIH y el SIDA por la aceleracién de la
replicacién del VIH-1. El tratamiento utiliza citocinas y sus inhibidores pueden proveer
una utilidad adjunta en el manejo de la enfermedad del VIH-1, y al mismo tiempo, estos
estudios pueden ser disefiados para ayudar a aclarar el papel de la citocina en la
desregulacion de la patogénesis de la enfermedad del VIH-1. Sin embargo, el poder de la
combinacion de farmacos antiretrovirales puede reducir los niveles en plasma del VIH por
debajo de los limites de deteccion, ain ne esta claro si la reconstitucion inmunoldgica es
una consecuencia de estas intervenciones. Los tratamientos con terapias basadas en la
inmunidad, incluyen tratamientos de citocinas y sus inhibidores. Se proponen nuevos
tratamientos con las investigaciones necesarias asociadas. ¢

7.1.7 TEJIDO ACTIVADOR DE PLASMINOGENO (TPA)

El tejido activador de plasmindgeno es una glicoproteina de 527 aminoacidos, es
sintetizado por una linea celular de mieloma de humano usando tecnologia del ADN
recombinante. Esta enzima enlaza a la fibrina en un trombo, causando una conversién de
plasminogeno a plasmina. Esta conversién resulta en una fibrinolisis local y un decremento
del fibrinégeno circulante. Después de terminada la infusién, con el producto comersial
(Alteplase), el 80% de éste se ha eliminado del plasma por ¢l higado. La actividad de la
enzima de Alteplase es de 580,000 Unidades Internacionales/miligramo. @4

El tgjido activador de plasminégeno se produce utilizando la tecnologia del ADN
recombinante, es sintetizado usando ADN complementario del tejido activador de
plasminégeno humano obtenido de una linea celular de melanoma humano, utilizando una
linea celular de mamifero (células de ovario de hamster chino) dentro de la cual el ADN
(cz%mplementario para el tejido activador de plasminégeno ha sido genéticamente insertado.

En los Estados Unidos de Norteamérica, en el afio de 1996, el tejido activador de
plasminégeno se aprobé para el tratamiento de ataque isquémico agudo. Su uso fue
recientemente aprobado en Canadd, ya que se habia evaluado la seguridad, viabilidad y
eficacia del tratamiento en un Hospital de Canad4. La seguridad y los datos obtenidos de
los pacientes se compararon favorablemente con los obtenidos de la fase IV del Instituto
Nacional de Desordenes Neurologicos y Ataques. Esta revision ha im_'foulsado a cambios en
la comunidad canadiense para mejorar la eficiencia del tratamiento.

La trombolisis intravenosa que se obticne con tejido activador de plasmindgeno
recombinante mejora los resultados en pacientes con ataques isquémicos, quienes pueden
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ser tratados dentro de 3 horas de iniciados los sintomas. Los investigadores Chapman y
Woolfendeng demostraron la eficacia de la trombolisis intravenosa a pesar de un
incremento en el riesgo de alteraciones hemorragicas severas en pacientes tratados con
tejido activador de plasmindgeno recombinante. Los investigadores desarrollaron un
andlisis de factor de riesgo para alteraciones hemorrdgicas severas. Este anélisis confirmé
la importancia de la prolongacion de hipoatenuacion como un factor de riesgo para estas
alteraciones. Los resultados también sugieren que pacientes viejos y aquellos quienes han
usado aspirina antes del ataque presentan un riesgo mas alto de una alteracién hemorragica
severa sobre el tejido activador de plasminégeno recombinante. “®

En los casos de una obstruccion trombética de una protesis de valvula cardiaca
mecanica se requiere de terapia urgente. Serpi M y colaboradores reportaron sobre el
tratamiento de la prétesis de valvula trombética con tejido activador de plasmindgeno
recombinante en nifios a quienes se les ha colocado una valvula atrioventricular. La terapia
fue un éxito, pero en algunos casos la prétesis tenia que ser reemplazada. ¢

E! uso de tejido activador de plasminodgeno recombinante ha sido recomendado en
el tratamiento contra la formacion de la membrana fibrinosa postquirirgica, en la cirugia de
cataratas en adultos. Su uso en casos pediatricos esta bien documentado, por lo que se
puede concluir que el tejido activador de plasminégeno recombinante puede ser usado con
seguridad y eficiencia para tratamientos severos de membranas fibrosas como resultado de
una extraccion de cataratas pediatricas. Este tratamiento ayuda a recuperar la vista a los
nifios y también permite un reducido régimen dc terapia topica esteroidal para ser usada
después de la operacion.

7.1.8 FACTOR DE ESTIMULACION DE COLONIAS DE GRANULOCITOS
(G -CSF)

Los factores de estimulacion de colonias de granulocitos (CFS) son citocinas que
estimulan un namero limitado de células madres pluripotenciales, presentes
predominantemente en !a médula Gsea, para producir grandes cantidades de plaquetas,
eritrocitos, neutr6filos, monocitos, eosinédfilos y baséfilos. El factor de estimulacion de
colonias de granulocitos tiene un peso molecular entre 18,000 y 22,000 daltons, es
producido principalmente por los monocitos y sus efectos principales son: la generacion de
neutr6filos, ademas estimula las actividades funcionales de los neutréfilos maduros al
incrementar la produccién del anién superéxido, fagocitosis, citoxicidad celular mediada
por anticuerpos y por ser un mediador central de respuesta endégena a infecciones e
inflamacion, por lo que se ha aprobado para su uso en la prevencién de infecciones
relacionadas a complicaciones en pacientes con cdncer maligno no mieloide, durante la
terapia antineopldsica que se asocia con un alto riesgo de neutropenia severa. La
administraciéon del factor de estimulaciéon de colonias de granulocitos proporciona el
mejoramiento de las defensas del huésped con efectos antinflamatorios. Existe evidencia de
estudios en animales y clinicos que la administracion del factor de estimulaciéon de
colonias de granulocitos puede ser benéfico en infecciones no neutropénicas &>

Este producto se obtiene" utilizando la tecnologia del ADN recombinante, se usa
como sistema de expresiéon un clon de E. coli, que contiene un gen del factor de
estimulacién de colonias de granulocitos humano. ¢

El factor de estimulacion de colonias de granulocitos puede ser administrado a
donadores sanos para inmovilizar a las células CD34+ progenitoras de sangre periférica
para transplantes de algun 6rgano. Por lo que se desarrollé un estudio de la modulacién de
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las células T, en modelos de animales y humanos recibiendo el factor de estimulacién de
colonias de granulocitos. La evidencia experimental obtenida se caracteriza por una
poderosa accion inmunoreguladora ejercida por el factor de estimulacion de colonias de
granulocitos, y consiste de: (1) incremento en las citocinas insolubles inmunoreguladoras,
(2) inhibicién de la proliferacion de linfocitos, y (3) induccion de activacién parcial de los
linfocitos después del reto mitogénico. ¢?

Estudios efectuados por Altunbas H, Yazicioglu G y colaboradores en un paciente
gravemente enfermo y qué desarrollé agranulocitosis debido a la  terapia con
propiltiouracilo, después de interrumpido el tratamiento con dicho farmaco, se inicié6 un
régimen de antibidtico de amplio espectro mas el factor de estimulacién de colonias de
granulocitos recombinante y un factor humano de crecimiento hematopoyético y se
encontré que la cantidad de granulocitos en el paciente volvié a su estado normal, por lo
que estos investigadores llegaron a la conclusién de que el factor de estimulacién de
colonias de granulocitos reduce el riesgo y la severidad de la infeccion en pacientes con
agranulocitosis inducida por spropiltiouracilo, y éste tratamiento podria ser aceptado como
parte de la terapia estandar. ©%

Los estudios sobre el papel que representa el factor de estimulaciéon de colonias de
granulocitos endégenos en la defensa del huésped indican que, en adicién, a su papel de
agente anti-infeccioso, sus citocinas tienen una funcién inmunorreguladora y también
aumentan la eficacia de los antibidticos. Los tratamientos clinicos y preclinicos con el
producto comercial Filgrastim, factor de estimulacién de colonias de granulocitos humano
metionil recombinante, en infecciones neutropénicas y no neutropénicas demuestran una
reduccion en la morbilidad y mortalidad. Esto se atribuye a la habilidad del Filgrastim para
controlar las complicaciones infecciosas y a que permite la continuacién de terapias
inmunosupresivas, ©*

Las principales reacciones adversas de fairmacos anti-tiroideos; son hematolégicos;
{a anemia aplasica es una de las mas raras y mas severas complicaciones. El uso del factor
de estimulacion hematopoyético humano recombinante fue reportado como benéfico en
pacientes quienes desarrollaron agranulocitosis, sin embargo existe todavia alguna duda
con respecto a la eficacia en la anemia aplasica. El cientifico Mezquita P, presentoé un caso
de una paciente con una enfermedad grave que desarrollé anemia aplasica por exposicion
a metamizol. El retiro del metamizol y una temprana dosis del factor de estimulacién de
colonias de granulocitos humano recombinante, permitié una favorable recuperacion de la
cantidad de células rojas periféricas. Por lo que concluye que el uso de factores de
estimulacion hematopoyéticos podria ser un medio adecuado para llevar a cabo la
correccion de severas reacciones adversas hematoldgicas inducidas por la tionamida. ¢

A. Ventura y colaboradores estudiaron a un paciente afectado por el Sindrome de
Shwachman quien present6 severa neutropenia y frecuentes infecciones supurativas, al cual
trataron exitosamente con el factor de estimulacion de colonias de granulocitos. Por lo que
concluyeron que el factor de estimulacion de colonias de granulocitos humano
recombinante puede ser un util a&ente terapéutico en pacientes con neutropenia sintomatica
en el Sindrome de Shwachman,

El factor de estimulaciéon de colonias de granulocitos ha demostrado que mejora el
estado de neutropenia en pacientes con dafio en la médula 6sea. Scagni P; Saracco P, y
colaboradores estudiaron los efectos a largo plazo en pacientes con anemia de Fanconi y
severa neutropenia. El uso del factor de estimulaciéon de colonias de granulocitos resulté en
una mejora del estado clinico, pero a largo plazo de administracion puede causar reacciones
adversas por lo que requiere un monitoreo hematologico. Gn

47




Estudios realizados por De Lalla F y colaboradores en pacientes adultos con
meningitis no neutropénicos y que recibieron el factor de estimulacién de colonias de
granulocitos, combinando la terapia con cefotaxime y dexametasona. Los investigadores
reportan que después de recibido el tratamiento los pacientes se recuperaron sin secuelas en
todos los casos. Por lo que los investigadores con este estudio demuestran que la
administracion del factor de estimulacion de colonias de granulocitos parece ser seguro y
efectivo en estos casos, ©® ~

El factor de estimulacién de colonias de granulocitos recombinante humano es
actualmente usado para el tratamiento de varios tipos de neutropenia, tratamientos de
anemia aplasica, movilizacion de células progenitoras de sangre periférica. Sin embargo el
factor de estimulacién de colonias de granulocitos recombinante humano no es sélo un
factor de crecimiento para el linaje mieloide, pues también actia como un modulador de la
conducta de los ncutréfilos. El tratamiento con el factor de estimulacion de colonias de
granulocitos recombinante humano causa un aumento de funciones tales como fagocitosis,
generacién de anidn superéxido, quimoluminescencia ast como muerte bacteriana. ¢

7.1.9 FACTOR DE ESTIMULACION DE COLONIAS DE GRANULOCITOS
MACROFAGOS (GM - CSF)

El factor de estimulacién de colonias de granulocitos macrofagos tiene un peso
molecular entre 14,000 y 38,000 daltons, las principales células productoras son las células
T y su efecto principal es la mielopoyesis.

El factor de estimulacion de colonias de granulocitos macrofagos se produce
mediante tecnologia del ADN recombinante, utilizando como sistema de expresién un clon
de E. coli que contiene un plasmido hibridizado con ¢l gen oligosintético que codifica para
el GM-CSF humano. También se puede obtener con la técnica de ADN recombinante
utilizando un sistema de expresion en levaduras (S. cerevisiae) @27

La célula CD14 es una diferenciacion en la etapa de enlace del glucosil-fosfatidil-
inositol ligado a glicoproteina sobre monocitos en sangre periférica humana y tejido de
macréfagos, que funciona como receptor para los lipopolisacéridos. Los efectos del factor
de estimulacion de colonias de granulocitos-macrofagos en citocinas son la proliferacion y
diferenciacion, induciendo propiedades a las lineas celulares mieloides. El factor de
estimulacion de colonias de granulocitos-macréfagos descendentemente regula la expresion
sobre los neutrofilos. El factor de estimulacion de colonias de granulocitos-macréfagos
también disminuye la espontinea liberacién de CD14 en cultivos de monocitos.

El cancer asociado con neutrofilia marcada es relativamente raro. Los
investigadores Sato T y colaboradores reportaron dos casos de carcinoma tiroideo
anaplasico asociado con neutrofilia. Los investigadores midieron la concentracién del
factor de estimulacion de colonias de granulocitos, factor de estimulaciéon de colonias de
macréfagos, interleucina-alfa, interleucina-beta, interleucina-6 y el factor de necrosis
tumoral en suero, en efisién pleural, fluido ascitico de la region del carcinoma tiroide. La
ineterleucina-6, el factor de estimulacion de colonias de granulocitos y el factor de
estimulacion de colonias de macrofagos parecieron jugar el papel principal en uno de los
casos de neutrofilia, y los elevados niveles de interleucina-6 y el factor de estimulacién de
colonia de macréfagos parecieron contribuir principalmente a la neutrofilia en el otro caso.
Este es el primer reporte que describe la contribucién del factor de estimulacién de colonias
de macrofagos a la neutrofilia en pacientes con carcinoma en tiroides. ©"
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El proposito de las investigaciones de los cientificos Saarinen-Pihkala y
colaboradores, fue probar el efecto del incremento de la dosis de quimioterapia y reducir
los dias con fiebre neutropénica en nifios con alto riesgo de leucemia aguda linfoblastica
por el uso sistematico del factor de estimulacion de colonias de granulocitos-macrofagos.
El uso sistematico del factor de estimulacion de colonias de granulocitos-macréfagos
mejor6 la intensidad de dosis por el acortamiento del tratamiento intensivo. El uso del
factor de estimulacion de colonias de granulocitos-macréfagos redujo los dias de
antibiéticos por paciente, en -alrededor de una semana, obteniéndose una reduccion en el
costo del tratamiento. ¢

El PIXY321 es una nueva fusién de proteinas del factor de estimulacion de colonias
de granulocitos-macrofagos recombinante humano e interleucina-3, que inhibe el efecto
biolégico en citocinas paternas in vitro y en estudios pre-clinicos. Vadhan-Raj y
colaboradores evaluaron pruebas de la seguridad clinica y los efectos hematopoyéticos de
este hibrido de citocina. El tratamiento se asocid con incrementos significativos de células
blancas en sangre, neutréfilos, plaquetas y cuenta de reticulocitos. El tratamiento fue
tolerado, aunque se presentaron unicamente los efectos adversos mas comunes en el sitio de
la inyeccion. Los resultados de este estudio demuestran la actividad biolégica y clinica de
una molécula genéticamente fusionada por bioingenieria de dos citocinas hematopoyéticas
en humanos con funcién hematopoyética. %

Los determinantes del complejo Principal de Histocompatibilidad clase 11 (MHC)
scon los elementos de restriccion involucrados en la activacion especifica del antigeno de los
linfocitos T-cooperadores y en la interaccion con moléculas CD4. Estos se expresan sobre
un numero limitado de células tipo, principalmente dotadas de capacidad de presentacion
de antigeno. Los cientificos Spagnoli G.C. y colaboradores reportaron que la expresion del
determinante MHC clase 1I es detectable in vivo en granulocitos de sangre periférica en
pacientes politraumatizados, debido a administracién intravenosa del factor de estimulacién
de colonias de granulocitos-macréfagos humano recombinante. Asi este tratamiento podria
incrementar el nimero de células potenclalmente capaces de presentar antigenos
restringidos a la clase 11 en estos pacientes. %

7.2 MEDICAMENTOS BIOTECNOLOGICOS

ALTEPLASE: Tejido activador de plasminégeno recombinante
Nombres comerciales: Actilyse@, Activase®
Clasificacién: Fibrinolitico.

Es un producto liofilizado estéril que se administra por via intravenosa después de
reconstituirlo con agua estéril para inyeccion. Su potencia biolégica se determina in vitro
por prueba de lisis de codgulos y se expresa en unidades internacionales. La actividad
especifica del Activase es de 580,000 Ul/mg. @7

ReoPRO: Tejido activador de plasmindgeno recombinante. Es efectivo en la inhibicién de
coagulos de sangre por inhibicién de la agregacion de plaquetas. Es usado para tratamientos
de enfermedades cardiovasculares. ReoPro esta actualmente a la venta en numerosos paises
como: Estados Unidos, Canada, Alemania, Reino Unido, Francia Suiza, Grecia, Australia,
Suecia y Espafia.
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RETEVASE: (Reteplase) Es un potente fibrinolitico. Es administrado para el tratamiento
de infarto agudo al miocardio. RETEVASE es una activador de plasminégeno no
glicosilado recombinante que convierte al plasminégeno en plasmina una enzima que ayuda
a romper los coagulos que bloquean a las arterias coronarias. Este producto se encuentra a
la venta en Estados Unidos a desde 1997.

REMICADE: Es un anticuerpo monoclonal quimérico que enlaza al factor de necrosis
tumoral alfa, que se cree es critico en reacciones del cuerpo humano a la inflamacién.
REMICADE es utilizado primeramente para tratamientos de enfermedades inflamatorias
del intestino tales como la enfermedad de Cronh y para artritis reumatoide. La FDA aprobd
el REMICADE en agosto de 1994 para el tratamiento de la enfermedad de Cronh.

PANOREX: Adyuvante en la terapia de cancer colorrectal; (solo disponible en el mercado
aleman). Es el primer anticuerpo monoclonal aprobado para el cancer. &

BIOYETIN: Es la primera eritropoyetina recombinante humana desarrollada con
tecnologia mexicana. BIOYETIN estd indicado para promover la recuperaciéon de la
féormula roja en las anemias asociadas a deficiencias de eritropoyetina, en pacientes con:
insuficiencia renal cronica: sintomatica o dependiente de transfusion, infeccién por VIH y
en condiciones malignas; neoplasias.

Bioyetin es un polvo liofilizado para solucién inyectable. Su presentacién comercial
consiste en un frasco ampula con polvo liofilizado que contiene: 1,000 Ul, 2,000 Ul y
4,000 Ul por frasco.

GRAMAL: (Molgramostim thUGM-CSF). Es una citocina que apoya la supervivencia,
expansion y diferenciacion de las células progenitoras de la médula ésea. La administraciéon
del GM-CSF produce en la médula ésea: 1) rapido aumento de la celularidad y 2)
desplazamiento de la relacién celular eritroide/granulocitos; lo cual indica un aumento en la
proliferacién de lineas celulares granulocitos-macrofagos. GRAMAL esta indicado para
promover y acelerar la recuperacion de la médula dsea en pacientes: en tratamiento con
quimioterapia citotoxica, en tratarniento con radioterapia, en transplante de médula dsea,
con defectos de la hematopoyesis, con infeccion y neutropenia.

La presentacion comercial de Gramal consiste en un frasco ampula con polvo
liofilizado para inyeccién que contiene Molgramostin (fHuGM-CSF) 150ug, 300pug y
400pg por cada frasco.

PROQUIFERON: (Interferén alfa-2a). Es una proteina soluble en agua altamente

purificada, compuesta por 165 aminoacidos, con un peso molecular aproximado de 19,000

daltons. Es producido mediante la técnica del ADN recombinante usando una cepa de E.

coli; el interferén ailfa-2a recombinante, al igual que el interferéon alfa endégeno,

producido principalmente por los leucocitos, tiene efectos antivirales, antitumorales e

inmunomoduladores. En clinica se utiliza en los siguientes padecimientos:

a) Hematologicos: Leucemia de células velludas, leucemia mieloide crénica, mieloma
muiltiple.

b) Oncoldgicos: Sarcoma de Kaposi asociado a SIDA, melanoma maligno.

¢) Viroldgicos: Hepatitis cronica B, hepatitis crénica C.
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Proquiferon polvo para inyeccion, se suministra en forma de polvo liofilizado que
puede ser reconstituido para inyectarse. Cada frasco ampula contiene 3, 4.5, y 9 Millones
dc Ul de interfer6n alfa-2a recombinante.

URIFRON: (Interfer6n alfa-2b). Es una proteina recombinante humana de 165
aminoacidos con un peso molecular de 19.3 kDa. URIFRON tiene propiedades antivirales,
antitumorales e inmunomoduladoras bien establecidas. Potencializa la accién de farmacos
utilizados en la terapia contra el cancer y el SIDA. Esta indicado como agente unico o
asociado a quimioterapia en los siguientes padecimiento: hepatitis cronica activada por
virus tipo B y C, condiloma acuminado, leucemia de células velludas, mieloma multiple,
mieloma maligno y sarcoma de Kaposi asociado a SIDA.

Urifron polvo para inyeccion, se suministra en forma de polvo liofilizado que debe
ser reconstituido para inyectarse. Cada frasco ampula contiene 3, 5 y 10 Millones de Ul de
interferon alfa-2b recombinante. ¥

PROLEUKIN: (Interleucina-2; aldesleukin). Es una interleucina-2 recombinante humana,
que se produce mediante ingenieria genética por recombinacion del ADN en cepas de E.
coli, Proleukin tiene propiedades inmunorreguladoras, las propiedades de Proleukin
incluyen: incremento de la mitogénesis de los linfocitos, incremento de la citotoxicidad de
los linfocitos, induccion de la actividad de las células NK (Natural Killer) e induccién de la
producciéon del interferén gama. Proleukin estd indicado en el tratamiento del cancer
metastisico, del melanoma maligno avanzado, de la leucemia aguda megaloblastica en
recaida y transplante de médula osea. @67

FILGRASTIM: (Factor de estimulacion de colonias de granulocitos). Se produce
utilizando la tecnologia del ADN recombinante en E. coli. El factor de estimulacién de
colonia de granulocitos regula la produccién de neutréfilos. Su uso ests relacionado con
anemia, anemia aplasica, transplante de médula 0sea y enfermedades relacionadas con el
SIDA. Este producto atin no esta aprobado por la FDA.

SARGRAMOSTIN: (Factor de estimulacién de colonias de granulocitos-macréfagos). Se
produce utilizando tecnologia del ADN recombinante utilizando como sistema de expresiéon
una levadura (S. cerevisiae). Sargramostin estd indicado en enfermedades relacionadas con
el SID(ZA7,) anemia, transplante de médula ésea. Este producto todavia no esta aprobado por la
FDA.

ONTAK: Es una fusién de proteinas, consistente de fragmentos de toxina diftérica
genéticamente fusionada a interleucina —2. El blanco del ONTAK son los receptores de la
interleucina-2 de superficie de células malignas y algunos linfocitos normales. La FDA ha
aprobado el ONTAK para el tratamiento de pacientes con linfomas cutancos persistentes o

recurrentes quienes las células malignas expresan el componente CD25 del receptor de la
interleucina-2. 49

CORSEVIN MTM: (antitrombina Mab). (No disponible en el mercado) es un antifactor
VIl anticuerpo monoclonal quimérico, producto que intenta ser usado como un
anticoagulante. El factor VIII es uno de los factores primario que juegan un papel en el
proceso de coagulacion de la sangre. La compaiiia biotecnoldgica norteamericana Centocor
ha completado la fase I del tratamiento clinico y estd evaluando los protocolos para
tratamientos clinicos adicionales.
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GeneVax®: (No disponible en el mercado). Centocor esta desarrollando una vacuna
gendticamente basada en el empleo de métodos directos de inyectar ADN al sitio blanco.
Centocor espera desarrollar vacunas para el cincer de prostata, seno y colorectal. En 1997,
se inicid el estudio clinico de la fase 1 del tratamiento para evaluar la vacuna para el cancer
colorectal y en 1998 se inicié la fase I del tratamiento para cancer de prostata y pulmon, ¢

8. CONTROLES DE LOS PROCESOS DE
FERMENTACION Y DE LOS CULTIVOS CELULARES

Debido a que en los procesos de produccion se utilizan sistemas vivos, se deben
revisar cuidadosamente todos los aspectos relacionados directamente con los procesos
biotecnologicos. Se debe exigir el cumplimiento de las consideraciones relacionadas con la
produccién de proteinas en bactedas, por ejemplo, fundamentalmente: sistemas para el
aseguramiento de la estabilidad genética, consistencia en el rendimiento del producto y
evidencia de la ausencia de contaminaciéon de organismos adventicios. Estas mismas
consideraciones se aplican a cultivo de células eucaridticas a gran escala donde, como ya se
indic6, hay también consideraciones significativas relacionadas con el uso de lineas
celulares inmortalizadas asf como la probable presencia de DNA/RNA oncogénico e
impurezas de proteinas del medio.

8.1 PROCESOS PARA RECUPERACION Y PURIFICACION

La recuperacién de proteinas obtenidas tanto de fermentacién como de cultivos
celulares estd generalmente basada en técnicas eficientes de separacion, como las
siguientes:

8.1.1 METODOS DE SEPARACION CROMATOGRAFICA PARA PRODUCTOS
DERIVADOS DE LA BIOTECNOLOGIA

< Cromatografia de Enfoque isoeléctrico

% Cromatografia de Interaccion Hidrof6bica

«» Cromatografia de Transferencia de Carga

<+ Cromatografia de Exclusién (Por tamaiio)

< Cromatografia de Intercambio I6nico (Catidnico y Aniénico)

« Cromatografia de Afinidad (Quimicos, Anticuerpos monoclonales, Receptores
celulares, Colorante/ligando, Quelatos con metales)

Los procesos de recuperacién se inician con el aislamiento de la proteina deseada
del medio de fermentacién o del medio de cultivo celular, a menudo impuro. La ventaja del
cultivo celular y de los productos derivados de levaduras es que muchas de estas proteinas
son secretadas directamente dentro del medio, asi solo requicren la separacion de las células
para obtener una purificacion significativa. Para productos derivados de E. coli, es a
menudo necesaria 1a lisis de 1a bacteria para recuperar la proteina deseada. Es importante en
cada caso llevar a cabo una purificacién de la protcina desecada ya que las proteasas
liberadas, por el organismo lisado, pueden romperla. Las trazas de proteasas son un
problema mayor en la purificacion de productos derivados de la Biotecnologia porque

52



pueden ser muy dificiles de eliminar y complicar los procesos de purificaciéon y pueden
afectar significativamente la estabilidad del producto final.

Los procesos de recuperacion estin disefiados para purificar el producto final a
altos niveles. El requerimiento de pureza para un producto depende de muchos factores, sin
embargo, el uso cronico de estos productos obliga a requerir una pureza mayor que la de
aquellos propuestos para uso unico. Los productos de la Biotecnologia contienen ciertas
impurezas y los procesos de recuperacion estan especificamente disefiados para eliminarlos
o minimizarlos. Estas impurezas (tabla 3) incluyen trazas de DNA, factores de crecimiento,
proteinas residuales del huésped, endotoxinas y proteinas residuales de célutas del medio.
Las impurezas mas comunes y los métodos de ensayo adecuados para detectarios son los
siguientes:

8.1.2 IMPUREZAS POTENCIALES Y CONTAMINANTES EN LOS PRODUCTOS
DERIVADOS DE LA BIOTECNOLOGIA

IMPUREZAS O CONTAMINANTES METODOS DE DETECCION
Impurezas

Endotoxinas < Prueba de endotoxina bacteriana. Prueba de
pirégenos.

Proteina de la célula huésped. + SDS-PAGE®-inmunoensayos

Otras impurezas de proteinas + SDS-PAGE, HPLC®, inmunoensayos

DNA < Hibridacion del DNA, espectrofotometria UV,
enlace de proteinas

Proteinas mutantes + Mapeo de péptidos HPLC, IEF®, MS@

Formilmetionina 3 Mapeo de péptidos HPLC, MS

Metioninas oxidadas < Mapeo de péptidos, anilisis de aminoacidos,
HPLC, anélisis de degradacion de Edman, MS

Ruptura proteolitica -+ IEF, SDS-PAGE(reducido), analisis de
degradaciéon de Edman

Agregado de proteinas » SDS-PAGE, HPSEC®

Desamidacion < IEF, HPLC, MS, andlisis de degradacién de

Contaminantes Edman

Microbianos (bacterias, hongos y

levaduras) % Prueba de limite microbiano, prueba de

Micoplasmas esterilidad, pruebas microbiolégicas.

Virus (endogenos o adventicios) + M¢étodo modificado 21 CFR®, DNAF®

2 CEP® y Had®(solo virus exégenos) actividad de
la transcriptasa reversa, MAP‘%
Tabla 3: Impr 0 i y los métodos de d ion

* Docecil sulfato de sodio- electroforesis en gel de poliacrilamida
® Cromatografia Liquida de Alta Resolucién

° Enfoque Isoeléctrico

4 Espectroscopia de Masas

° Cromatografia de Exclusién de Tamafio de Alta Resolucion

f Guias del Cédigo Federal de Regulaciones, titulo 21
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& Enlace DNA-fluorocromo

" Efecto citopatico

' Hemadsorcion

} Produccién de anticuerpos de raton,

El cromatoenfoque y la cromatografia en fase reversa son métodos de purificacién
que usan sustancias quimicas tanto en la fase estacionaria como en la fase moévil y éstas
pueden llegar a ser impurezas en el prodicto final. Como cualquier nueva tecnologia, el
costo de la validacion (demostrar que se eliminan sustancias quimicas potencialmente
nocivas) le incumbe al productor. La validacion es necesaria cuando es aislado el
anticuerpo monoclonal como producto final y/o al usar alguna técnica en algun paso de la
purificacion del anticuerpo monoclonal. El proceso debe demostrar que logra remover del
filtrado anticuerpos o fragmentos de anticuerpos. Es necesario asegurar la ausencia de
agentes adventicios tales como virus y micoplasmas en la linea celular que es la fuente de
los anticuerpos monoclonales. El principal problema es la posibilidad de contaminacién del
producto con una sustancia antigénica cuya administracion podria causar detrimento de los
pacientes. Es necesario el monitoreo continuo de los procesos para evitar o eliminar tales
contaminaciones. Este problema de la antigenicidad relacionada con la actividad, asi como
con las proteinas del huésped se presenta solo en los productos derivados de la
Biotecnologia, en contraste a los farmacéuticos tradicionales. En los métodos de
manufactura que utilizan ciertos disolventes deberd monitorearse si estos disolventes son
capaces de causar rearreglos quimicos, que puedan alterar el perfil antigénico del fArmaco.
E! productor también esta obligado a producir evidencias con respecto al funcionamiento
consistente de cualquier nueva columna cromatografica. Las consideraciones para los
productos de dosis simple como vacunas, pueden diferir ya que no son administradas
continuamente y en este caso, la antigenicidad es deseable. Por otro lado, es necesario
validar la eliminacion de proteinas extraflas. A diferencia de los farmacos derivados de
fuentes naturales, en los productos derivados de la Biotecnologia se debe requerir la
validacién para la eliminacién de acidos nucleicos durante la purificacién.

Por consiguiente, la seguridad de los consumidores y pacientes ha llegado a ser uno
de los pre-requisitos para el desarrollo de productos biofarmacéuticos, su produccion y
comercializaciéon. La habilidad para proveer un producto efectivo, puro y seguro es un
factor primario para determinar el éxito de un producto, @

8.2 DETERMINACIONES PARA PRODUCTOS BIOTECNOLOGICOS

Existen numerosas razones que justifican que las regulaciones sean tan estrictas;
puede haber problemas de adulteraciéon, la produccion de nuevos farmacos con un
incremento de la complejidad de la produccién tecnolégica, la potencia, estabilidad de los
productos biofarmacéuticos y la politica relacionada con los impactos ambientales de los
procesos biotecnologicos. Los riesgos involucrados estdn basados en factores reales,
accidentales o incidentales, tales como la contaminacién de productos de la sangre con
virus e infecciones subsecuentes de pacientes; en otros casos, tales como la eliminacion del
ADN recombinante.

Existe un especial interés en este contexto, para asegurar que un fairmaco cumpla
con los requerimientos de seguridad, identidad y potencia y cumpla con las caracteristicas
de pureza( 7%') calidad realizindole a cada materia prima o producto fabricado los siguientes
analisis:
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Empaque y almacenaje 257"

Identificacion: Utlhzando métodos quimicos y fisicos.
Mapeo de péptidos™
Endotoxinas bacterianas®’"

Pureza cromatogréﬁca‘”

Contenido de proteinas®

Pruebas de Potencua biologica®™
Etiquetado

Constltuclén cla solucion @

10 Seguridad ©7

11 Estenlldad(g'za)

12 Umformndad de dosis por unidad 2%

(9.28,71)

VNN E&WN—

14 Contemdo de agua®
15 Contenido de una sola cadena®™
16 Porcentaje de monémeros™
17 Descripcion®®
18 Pir6genos @®
19 Proteinas totales
20 Variacion de volumen
21 Hermeticidad “®
22 Proteinas derivadas de la célula huésped.
23 DNA derivado de la célula huésped o vector
24 Proteinas relacionadas 7V
25 Enfoque isoeléctrico 7V

Otras deternminaciones especificas para férmacos como:
26 Radioinmunoensayo para eritropoyetina (EPO) ®®
27 Impurezas de masas moleculares diferentes del interferén alfa-27"

(28)
28)

8)
(28)

9. ASEGURAMIENTO DE CALIDAD

En general, los sistemas de aseguramiento de calidad para los productos derivados
de la Biotecnologia son muy similares a aquellos sistemas de aseguramiento de calidad
empleados rutinariamente para los productos farmacéuticos tradicionales, es decir, se
trabaja a nivel de materias primas, de pruebas para producto intermedio y de liberacion
para el producto terminado, la documentacion de los procesos de manufactura y control de
procesos y en procesos asépticos. Los sistemas de control de calidad para los productos
derivados de la Biotecnologia incorporan algunas de las mismas filosofias aplicadas a los
productos farmacéuticos de bajo peso molecular. Esto incluye el uso de estdndares de
referencia quimicos (certificados) para evaluar un amplio espectro del producto y/o
impurezas potenciales conocidas y productos de degradacion. Los sistemas de control de
calidad para los productos derivados de 1a Biotecnologia, son generalmente anilogos a
aquellos establecidos para los productos bioldgicos tradicionales con respecto a determinar
la esterilidad del producto, 1a seguridad del producto en animales de experimentacién y la
potencia del producto. Estos productos deben cumplir con los requerimientos oficiales
sefialados para inyectables por ejemplo, pH, ausencia de particulas, prueba de endotoxina
bacteriana (pirégenos) e impurezas en productos oficiales.
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La diferencia fundamental entre los sistemas de aseguramiento de calidad para los
productos derivados de la Biotecnologia y los productos farmacéuticos tradicionales esta en
el tipo de métodos que se usan para determinar la identidad del producto, la potencia, la
pureza y los perfiles de impurezas. Ademis en el aseguramiento de calidad de productos
derivados de la Biotecnologia es necesario frecuentemente utilizar una combinacién del
control del producto final y las pruebas de validacion del proceso, para asegurar la
eliminacién de impurezas reales o impurezas potenciales a los niveles sugeridos por las
agencias regulatorias. Los productos derivados de la Biotecnologia generalmente requieren
una detallada caracterizacién de los organis®.os de produccion (células) una evaluacién
completa e inequivoca de los medios de crecimiento y propagacion de las células y del
proceso de recuperacion del producto final.

La complejidad de los sistemas de control de calidad de los productos derivados de
la Biotecnologia esti relacionada con caracteristicas tanto de tamafio y estructura del
producto como con los procesos de manufactura. En general, los sistemas de control de
calidad para productos producidos en células procariotas son menos complejos que los
sistemas requeridos para los productos producidos en células eucariotas. Los sistemas de
control de calidad para los organismos procariéticos usualmente incluyen documentacion
del origen de la cepa productora y abarca las pruebas tradicionales para los organismos
adventicios, cariotipo, fenotipo y resistencia a antibidticos. Adicionalmente, pueden ser
utiles algunas de las nuevas técnicas tales como mapeo de restriccion de DNA, secuencia
de analisis de DNA y monitoreo rutinario que puede incluir la medicién de los niveles de
RNA mensajero y plasmidos de DNA.

E\ control de calidad para el patron de células y el banco de células de trabajo para
la produccion de organismos eucariotas generalmente incluye pruebas para organismos
adventicios, cariotipo, identidad y monitoreo de estabilidad. Todas las lineas celulares
eucaridticas (excepto levaduras) son generalmente probadas para la presencia de retrovirus,
marcadores de actividad retroviral y tumorigenicidad, sin embargo, muchas de estas
pruebas pueden ser de valor limitado.

9.1 FORMULACION DEL PRODUCTO

Los productos derivados de la Biotecnologia son proteinas y péptidos, los cuales son
moléculas relativamente inestables comparadas con otros productos farmacéuticos
organicos. La mayoria de los procesos biotecnolégicos incluyen en el proceso de
purificacion la transferencia de proteinas de un buffer estabilizante o solubilizante a otro.
Finalmente, la proteina se coloca dentro de su solucién final dosificada donde se logra la
estabilidad a largo plazo. De hecho, estos productos a menudo requieren liofilizacion para
alcanzar este tipo de estabilidad, debido al potencial de degradacién por una gran variedad
de mecanismos incluyendo desaminacién, agregacion, oxidacion y posibles proteélisis por
niveles trazas de proteasas de la célula huésped. La forma final dosificada de la proteina
generalmente contiene compuestos estabilizadores que proporcionan el pH éptimo y las
condiciones de solucion necesarias para la estabilidad a largo plazo y/o las propiedades del
producto para su administracion comrecta (tonicidad). Entre estos compuestos se incluyen
proteinas, alcoholes polihidricos, aminodcidos, carbohidratos, agentes para dar volumen,
sales inorgdnicas y surfactantes no anidnicos. De hecho, estos excipientes en ocasiones se
requieren para contribuir a la formacion estable del liofilizado. Algunos de los
requerimientos especiales para los productos liofilizados, por ejemplo, el control de los
niveles de humedad, que generalmente estin definidos en la monografia individual del
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producto en la USP, son muy importantes para la estabilidad del producto.
Significativamente, la evaluacion de la estabilidad de la proteina usualmente requiere el uso
de multiples métodos analiticos, cada uno puede ser usado para evaluar un mecanismo
especifico de degradacion de las proteinas.

Los estudios de estabilidad acelerada para predecir el tiempo de vida de las
formulaciones de proteinas son a menudo complicados, por los efectos de la temperatura en
la conformacion de las proteinas, resultando en un comportamiento no-Arrenhius. Por lo
tanto, para establecer la fecha de caducidad, de los productos derivados dec la Biotecnologia,
se requiere frecuentemente de estudios de establhdad en condiciones reales de
almacenamiento.

9.2 METODOLOGIA ANALITICA

La evaluacion analitica de los productos derivados de la Biotecnologia se apoya
fundamentalmente en el uso de métodos analiticos sofisticados, que permiten demostrar la
identidad estructural y la homogeneidad de las proteinas, ademas de ser utiles para evaluar
el tiempo de vida de anaquel o la estabilidad de estos productos.

Es necesario contar con informacién sobre: la exactitud, precision, y aplicabilidad
general de los métodos mas utilizados. Algunos métodos, tales como las pruebas de
impurezas de la célula huésped y los procedimientos para la determinacion de DNA
residual, pueden ser procesos particulares para productos especificos por lo que deben ser
incluidos en la monografia individual del producto.

9.3 CONSIDERACIONES SOBRE LOS ESTANDARES DE REFERENCIA

El uso de estandares de referencia y/o materiales de referencia adecuados es
extremadamente importante en el andlisis de los productos derivados de la Biotecnologia.
Estos estandares pueden ser de 2 tipos: materiales naturales o proteinas producidas por
Ingenieria Genética. Muchos productos derivados de la Biotecnologia requieren la
disponibilidad de estindares de referencia exactamente caracterizados de fuentes
internacionales reconocidas tales como: USP, OMS, NIH y FDA. Actualmente, estan
disponibles provenientes de estas fuentes, para algunos productos biolégicos los estandares
de referencia con unidades de actividad definida. Estos estandares son usados por los
fabricantes para realizar las pruebas o para calibrar estAndares secundarios que son
utilizados en muchos de los ensayos descritos en la seccion de andlisis de la USP. El valor
de la potencia de los estindares de referencia se obtiene directamente de estudios en
colaboracién cuando son evaluados estadisticamente, y estos datos son usados para
determinar el dltimo valor de potencia que se asigna al estdndar de referencia. El estAndar
secundario puede ser usado para determinar la cantidad etiquetada del producto. Asi, los
estindares de referencia/material de referencia para los productos derivados de la
Biotecnologia que son usados para los propdsitos analiticos descritos en la monografia
especifica de 1a USP deben ser aprobados por la USP y adquirirse de la USP. Idealmente,
estos estandares de referencia deben ser de uso internacional y siempre deben ser calibrados
contra los estandares USP que son depositados por los fabricantes en la FDA, para su uso
en productos autorizados por la misma. Esto permite asegurar la exactitud y la consistencia
en la determinacién de la actividad (potencia) y pureza de estos productos. Debido al
numero de caracteristicas unicas de los productos derivados de la Biotecnologia, como son
los procesos particulares de fabricacion y 1a especificidad del producto, pueden requerirse
estandares de referencias diferentes para productos similares. Ademas, el manejo adecuado
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de la recalibracion de los estandares de referencia y/o el reemplazo de estandares agotados
o expirados realizados por la USP permiten asegurar que la cantidad etiquetada del
producto no cambie. Una advertencia en la asignacion de la potencia de un estandar
primario, a través de estudios de colaboracion, es que las unidades de actividad definidas
solamente tienen sentido cuando se compara en la valoracién que estd descrita. En la
comparacion de valores de actividad, aun de ensayos subsecuentes diferentes, puede
obtenerse una gran variacion de resultados.

9.4 METODOLOG{A TRADICIONAL

Existe un nimero de métodos analiticos especificos que se aplican a los productos
derivados de la Biotecnologia. Muchos de los ensayos y pruebas descritos pueden ser
desarrollados en forma diferente, ya que algunos de éstos pueden ser para productos
especificos, se deben establecer las guias sobre la aplicaciéon de métodos especificos en
situaciones particulares.

9.4.1 CONTENIDO DE PROTEINAS

Las pruebas de contenido de protefnas se utilizan para determinar cuantitativamente
la cantidad de proteinas en un producto determinado derivado de la Biotecnologia. La
determinacion del contenido de proteinas es a menudo una de las mediciones mas dificiles
y ademés requieren una confirmacion independiente por métodos alternativos. Cuando es
aplicable la determinacién de la cantidad absoluta de proteina, independientemente del uso
de estandares de referencia, se pueden emplear métodos como: la espectrofotometria UV
con una absortividad conocida y el analisis de nitrégeno por Kjeldahl. Por otro lado, otros
métodos como: el método de Lowry para proteinas, el de Biuret y el andlisis cuantitativo
de aminoécidos, que requieren de estandares de referencia, también producen valores
exactos. La valoracién del contenido de proteinas esta entre los métodos mas importantes
utilizados para estos productos, porque los resultados de otro tipo de valoraciones, tales
como la potencia depende de ellos.

Hay varias pruebas, usadas comunmente, para la determinacién del contenido de
proteinas. Estos ensayos pueden utilizarse en diferentes puntos del proceso de fabricacion
de los productos derivados de la Biotecnologia. Para proteinas de alta pureza, el mas
sencillo de los métodos para determinar el contenido de proteinas estd basado en la
determinacion espectrofotométrica de la absorbancia en el ultravioleta de una solucién de
proteinas. Se determina la absorbancia en el mdaximo de absorcién y se calcula la
concentracion de proteinas, con el uso de una absortividad determinada empiricamente.
Esta técnica es aplicable a proteinas que conticnen residuos de aminoicidos aromaticos
como: triptofano, tirosina y/o fenilalanina. La longitud de onda de absorcién utilizada a
menudo es a 280 nm. El coeficiente de extincion o absortividad molar, debe ser
determinado en el mismo disolvente que es utilizado para la medicién de las muestras. Si
es necesario el producto puede ser diluido antes del anilisis para obtener una solucién con
un valor de absorbancia en el rango lineal de la deteccién. Los agregados de alto peso
molecular o particulas pueden elevar los efectos de la dispersién de 1a luz, 1o que provoca
valores de absorbancia artificialmente altos. Los componentes (excipientes) que tienen una
absorbancia significativa en 280 nm también interferirin en esta prueba. la
espectrofotometria UV es la Gnica, entre 1a amplia variedad de métodos para determinar el
contenido de proteinas, que es una medida absoluta de concentraciéon de una proteina
especifica y que no requiere calibracion con estdndares.
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Un método general comunmente utilizado para la determinacién del contenido de
proteinas es el método de Lowry, que esta basado cn la reaccion de biuret de las proteinas
con cobre (II) en una solucién alcalina y la reduccién del 4cido Folin-Ciocalteu
fosfomolibdico-fosfotingstico que se reduce a azul de hetero-polimolibdeno, por la
oxidacion catalizada con cobre de los aminoicidos aromiticos, tirosina, triptofano y
fenilalanina, de la proteina. Los productos de la reacciéon son azules y se cuantifican
espectrofotométricamente en la region visible entre 540 y 560 nm. Esta reaccidn es lineal
en niveles de microgramos de proteinas. La prueba, no obstante, estd propensa a
interferencias de cierto nimero de sustancias tales como: alcoholes, azicares y detergentes.
En algunos casos, las sustancias o productos interferentes pueden ser eliminados antes del
analisis por ¢jemplo por precipitacion. También, se puede corregir la presencia de
sustancias interferentes por la preparacion de controles que contengan las sustancias
interferentes que estan en el producto, ain cuando generalmente se ha usado albamina
sérica bovina es conocido que diferentes proteinas reaccionan con diferente intensidad, por
lo que el mismo producto debe usarse como material de referencia para la calibracién. La
prueba usando el acido benciconinico (BCA) es una alternativa practica para el método de
Lowry porque es menos sensible a sustancias interferentes. El reactivo de trabajo es una
solucién BCA - cobre (I1).El complejo cobre (II) es reducido a cobre (I) en presencia de la
proteina y el color parpura puede ser cuantificado por espectrofotometria
aproximadamente a 560 nm.

También se han usado otros ensayos colorimétricos. El método de Bradford, por
ejemplo, emplea el enlace del colorante azul brillante de Coomassie a la proteina en un
medio 4cido y se determina la concentracion de la proteina en la solucién por comparacion
de la absorbancia a 595 nm con una curva estandar de un material de referencia.

Los métodos de fluorescencia utilizados normalmente emplean fluorescamina u o-
flaldialdehido (OPA). La principal ventaja de estas pruebas es que se incrementa la
sensibilidad. Otra ventaja es su uso con proteinas hidrofébicas. La fluorescamina y el OPA
reaccionan ambas con aminas primarias en el nitrogeno terminal del polipéptido y con
aminoacidos con cadenas laterales, como por ejemplo, lisina.

Con el método de Kjeldahl, para la determinacion de nitrégeno se obtienen
resultados exactos y precisos de la concentracién de proteinas, este dato es a menudo
utilizado en la determinacion de las absortividades de proteinas en UV. El ensayo se ha
desarrollado en dos etapas: primero se descompone la muestra con écido sulfarico para
producir sulfato de amonio, biéxido de carbono y agua. La descomposicion completa se
alcanza en el punto de ebullicién del acido sulfiirico (se realiza en un matraz de cuello largo
en forma de pera). Este matraz, sirve para condensar el vapor de agua y prevenir la pérdida
de material. Dependiendo de la eficiencia, en la descomposicién, se pueden adicionar
varias sales por ejemplo, Sulfato de potasio, para aumentar el punto de ebullicion del acido
sulfirico. Algunos agentes oxidantes como, el 4cido perclérico o permanganato de-potasio
han sido utilizados para mejorar la descomposicién. La segunda etapa de la prueba
involucra la determinacién directa de amoniaco. En muchas macrodeterminaciones, el
amoniaco es destilado, de la mezcla, con vapor después de alcalinizar con hidréxido de
sodio. E1 amoniaco se destila cuantitativamente fuera de la mezcla, en 5 a 20 minutos y es
absorbido cuantitativamente dentro de una solucidon acida estandarizada de volumen y
normalidad conocida. Este exceso de &cido es entonces titulado por retroceso con una base
estandarizada. Para determinaciones de proteina cruda, el valor del amoniaco y por lo tanto
el contenido de nitrégeno, es multiplicado por un factor de 6.25mg de proteina por
miligramo de nitrogeno, el cual corresponde a un contenido de nitrégeno del 16%. El valor
de 1a proteina asi obtenido se ha validado para la mayoria de las proteinas. Si se requiere un
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valor mas exacto, para una determinaciéon de absortividad, entonces, el factor de conversion
debe ser calculado por el contenido de nitrogeno de la proteina pura individual a partir de 1a
composicién conocida de amino4cidos. Para glicoproteinas que contienen grupos de amino
azucares, el valor del calculo es sesgado por lo que debe aplicarse una correccion.

Los analisis de aminoacidos se han usado en la determinacién de fa absortividad
apropiada de la proteina y también pueden utilizarse para la determinacion cuantitativa del
contenido de proteinas. Este procedimiento sin embargo, es méas complicado que los ya
descritos, aunque también se obtienen resultados exactos y reproducibles.

9.4.2 ANALISIS DE AMINOACIDOS

El anilisis de aminoacidos es un método quimico clasico para la determinacién de la
composicion de los aminoacidos de proteinas y péptidos. El método consiste en la hidrolisis
completa de una proteina o péptido en sus componentes; aminoacidos, los cuales se separan
cromatograficamente y se cuantifican. El anilisis de aminoacidos, ademas, puede ser usado
para determinar tanto la composicién de aminoacidos de un producto (por ejemplo; pruebas
de identidad) como para determinar la cantidad total de proteina presente. El método tiene
algunas dificultades inherentes, tales como: la posible destrucciéon completa o parcial de
algunos aminodcidos, que puede ser evitado al desarrollar la metodologia analitica
apropiada. El aminoicido triptofano es destruido por hidrélisis con acido clorhidrico 6N y
asi, cuando esté presente este aminodcido deben emplearse condiciones alternas de
hidrétisis. Los aminoacidos treonina y serina pueden ser parcialmente destruidos bajo estas
misma condiciones, mientras que los péptidos enlazados entre residuos hidrofébicos
voluminosos tales como valina e isoluecina pueden ser mas resistentes a la hidrélisis, en
ambos casos, se producen valores menores que los reales. Por consiguiente, debe
establecerse ¢l andlisis de los tiempos adecuados de hidrdlisis para compensar estos
factores. La cisteina y la metionina pueden requerir pre-oxidacion a édcido cistéico y
sulfona-metionina respectivamente, para su exacta cuantificacion. Cada proteina especifica
puede requerir un procedimiento particular respecto a condiciones de hidrélisis, las cuales
deben ser optimizadas para el anilisis de sus aminoacidos para obtener resultados
confiables.

El andlisis de aminodacidos se desarrolla en dos etapas: la primera etapa involucra la
hidrélisis de la proteina en sus componentes. Esta hidrdlisis se realiza normalmente con
acido clorhidrico 6N a una temperatura de alrededor 110°C por 24 horas. Algunas proteinas
pueden requerir condiciones de hidrélisis por mas tiempo o en condiciones mas severas. La
segunda etapa es la separacién y cuantificacion de los aminoicidos individuales por alguna
forma de cromatografia que puede ser desarrollada con derivatizacién pre o post columna.
Un gran nimero de procedimientos de derivatizacion de pre-columna estan disponibles
tales como: OPA, fenilisotiocianato (PITC) y fluorenilmetoxi-carbonil(FMOC). Estos
derivados son entonces separados por HPLC en fase reversa y cuantificados por deteccién
con UV o fluorescencia. Los métodos de derivatizacién post-columna involucran la
separaciéon de los aminoicidos componentes por cromatografia de intercambio iénico de
alta eficiencia (HPIEC) seguida por reaccién post-columna con un croméforo tal como
ninhidrina y 1a siguiente cuantificacién por deteccién por UV/visible. Todos estos métodos
son adecuados para desarrollar el andlisis de los aminoicidos y cada uno tiene sus ventajas
y desventajas inherentes. Los derivados OPA son muy simples de preparar y son sensibles,
requiriendo solo una pequefia cantidad de muestra, pero ya que son inestables tienen que
ser analizados por cromatografia inmediatamente después de la preparacién. Por otro lado,
los derivados feniltiocarbamil (PTC), son relativamente mds estables. La derivatizaciéon
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post- columna con ninhidrina se desarrolla, generalmente, sin necesidad de presion y tiene
la ventaja de la estabilidad del hidrolizado de aminoacido. Sus desventajas son que es
necesario una doble deteccion, en 440nm y 570 nm.

9.4.3 SECUENCIACION DE PROTEINAS

La secuenciacion de. proteinas es util en el control de calidad de proteinas
biolégicas porque pueden proveer informacién de la estructura primaria, por ejemplo:
estructura del amino terminal y/o carboxi terminal. Para derivados biolégicos del DNA
recombinante, esta metodologia tiene el proposito adicional de confirmar, la prediccion de
la secuencia de aminoacidos del DNA complementario (cDNA), la homogeneidad de las
proteinas y el potencial del corte proteolitico. Para anticuerpos monoclonales, esta técnica
es usada para determinar la homogeneidad de la proteina. La secuenciacion de proteinas
tiene varias aplicaciones ya sea para procedimientos de secuenciacion del amino terminal
como para carboxi terminal.

SECUENCIACION DEL AMINO TERMINAL. El anilisis de secuenciacion del amino
terminal es una técnica quimica para proteinas que produce informacién significativa
acerca de la estructura primaria (secuencia), la homogenecidad y sobre la presencia de
rupturas conocidas y/o desconocidas en el polipéptido. Para el andlisis de secuenciacién del
N- terminal se han desarrollado un gran niimero de secuenciadores de péptidos automaticos
que estan disponibles comercialmente. El método estd basado en la reaccién de
acoplamiento del residuo amino terminal de una proteina o péptido con fenilisotiocianato
(PITC). El derivado resultante PITC-aminoacido es separado de la proteina por un acido
organico perfluoridatado  (generalmente acido trifluoroacético o acido
heptafluorobutirico) el cual deja expuesto el aminoicido adyacente. El siguiente
aminoacido sirve como un nuevo N-terminal y es derivatizado en el subsecuente ciclo de
acoplamiento y ruptura. Este proceso se repite hasta que es removido un nimero apropiado
de aminoacidos normalmente de 8 a 10. E! residuo de aminoacidos modificado resultante
del ciclo de ruptura [anilinotiazolina (ATZ)], es generalmente convertido en presencia de
acido y calor al aminoacido feniltiohidantoina (PTH-AA). El PTH-AA puede ser
determinado siguiendo el analisis de HPLC en fase reversa. Cualquier ruptura intracadena
asi como la heterogencidad del N-terminal (ejemplo N-terminal de mectionina) en los
polipéptidos, podran ser también secuenciados simultineamente. Estos altimos producen
picos mas pequefios en ¢l cromatograma y es posible la relativa cuantificacion de la
cantidad del N-terminal, asi como la identificacién de ia localizacion del sitio de separacién
en el polipéptido. Este procedimiento para el andlisis de secuenciacion de proteinas puede
también desarroilarse manualmente. Algunas limitaciones del método de secuenciacion
PITC son que el método es semicuantitativo (por ejemplo la cantidad del N-terminal solo
puede ser estimada) y el PTH derivativo de serina y treonina pueden ser severamente
degradados, haciendo dificil su determinacion. Para determinar los residuos de cisteina
éstos deben ser primero modificados por alquilaciéon. Por otro lado, los aminoacidos
glicina y prolina son lentos de rearreglar, de lo que resulta una menor dificultad en su
determinacién.

SECUENCIACION DEL CARBOXI TERMINAL. La secuenciaciéon de las proteinas
desde el carboxi terminal también produce informacion de la estructura primaria, asi como
posibles rupturas del C-terminal. La degradacion secuencial de una proteina en el C-
terminal puede ser desarrollada por métodos quimicos o enzimaticos. Pueden utilizarse
las reacciones de la hidrazina, el tiocianato de amonio o el bromuro de cianogeno con las
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proteinas para degradar secuencialmente la proteina en/o cerca del C-terminal. La reaccién
con tiocianato de amonio es ampliamente usada en proteinas acopladas a soportes solidos.
El C-terminal del aminoicido puede ser secuenciado por ruptura enzimatica con
exopeptidasas tales como carboxipeptidasas. Las limitaciones de uso de peptidasas son la
contaminacion potencial que pueden tener con endopeptidasas y la dificultad inherente e
impredecible de 1a secuenciacion. Se puede usar la espectrometria de masas directamente
sobre digeridos de proteinas o en conjuncién con mapeo de péptidos con HPLC para
identificar el C-terminal de la proteiha. Sin embargo, estos métodos son solo
semicuantitativos.

9.4.4 MAPEO DE PEPTIDOS POR HPLC

Para proteinas farmacéuticas, el mapeo de péptidos tiene dos propositos primarios:
como un método de identidad altamente especifico y, en ¢l caso de los productos derivados
de la Biotecnologia, pueden servir como una confirmacion de la estabilidad genética. Este
método cs usado para comparar la estructura de la proteina de un lote especifico de
material con un material de referencia y/o estandar de referencia adecuado, o en lotes
previos para confirmar la exactitud de la estructura primaria y confirmar la consistencia
lote a lote (dentro de los limites de esta técnica). A menudo pueden ser separados e
identificados los péptidos con grupos amino y carboxi terminales y péptidos conteniendo
carbohidratos. Esta Gltima aplicacion es una herramienta valiosa en el mapeo de péptidos de
proteinas glicosiladas como son los anticuerpos monoclonales. E1 mapeo de péptidos es un
método que puede usarse para determinar la presencia de uno o multiples aminoécidos
incorrectos, que sean resultado de eventos tales como: una mutacién de un solo punto o la
fragmentacion de la secuencia del DNA codificado.

El procedimiento involucra la fragmentacion selectiva de 1a proteina en un niimero
discreto de péptidos que son resueltos por algunas técnicas cromatograficas. La
fragmentacion se realiza con endoproteasas tales como: tripsina, quimotripsina, termolisina
o proteasa V8 o por degradacion quimica selectiva con bromuro de ciandgeno que separa
en sitios especificos de 1a molécula. La seleccion de la endoproteasa apropiada es dirigida
por la secuencia primaria de la proteina. La tripsina rompe en lado C-terminal del residuo
basico de lisina y arginina; la quimotripsina rompe después del residuo aromitico del
aminodcido fenilalanina, tirosina y triptofano; la termolisina rompe después de los residuos
hidrofébicos leucina, isoluecina y valina; proteasa V8 rompe después de residuos acidos
como acido glutamico y acido aspartico, y el bromuro de cianégeno rompe en residuos
metionil. También pueden utilizarse otras enzimas como clostripaina (arginina) y
endoproteinasas lis-C (lisina), y algunos métodos quimicos, como acido 2-nitro-5-
tiocianobenzoico (cisteina). Cada uno de estos métodos tiene sus propias ventajas y
desventajas establecidas. Una desventaja comin de todas estas técnicas es el grado de corte
no especifico. Es importante que los péptidos generados de la digestion sean lo
suficientemente grandes para proveer informacién estructural acerca de la proteina, y
suficientemente pequefios para permitir su analisis y separacién por una técnica como RP-
HPLC. Por esta razén, y el hecho de que la ruptura con estas enzimas es casi cuantitativa, la
tripsina es la enzima con la aplicabilidad mas general para la mayoria de Ias proteinas. Para
proteinas de pesos mayores que 60,000 daltons (alrededor de 520 aminoacidos), la ruptura
con tripsina puede resultar en muchos fragmentos que dificultan el analisis, por lo que
deben escogerse otras endoproteasas. Se utiliza la tripsina tratada con L-TPCK (tosil-L-
fenilalanina-clorometil-cetona) ya que la TPCK inhibe la accién de la quimotripsina, un
contaminante presente en muchas preparaciones de tripsina. Por otro lado, la reaccién con
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bromuro de ciandégeno rompe en residuos metionil a las proteinas que no contienen muchos
de estos residuos; se obtienen, relativamente, pocos péptidos y éstos son generaimente
demasiado largos o hidrofoébicos para la separacién por HPLC.

Una vez que la digestion esta completa, los péptidos son generalmente separados
por RP-HPLC y/o HPIEC. La seleccion de la columna apropiada es empirica y variara para
diferentes proteinas. Para RP-HPLC, los soportes de tamarfio de poro de 100A y de 300A
funcionan bien y la selecciéon del soporte de silica puede ser un criterio importante para
lograr una éptima separacion. Para péptidos mas pequeilos generados por estas digestiones,
se ha encontrado que generalmente las fases estacionarias C8 y C18 son mas eficientes que
soportes de C4. Los disolventes cominmente mas utilizados para las separaciones en fase
reversa son agua y acetonitrilo conteniendo una cantidad importante de acido
trifluoroacético (~0.1%). El buffer de la fase madvil contiene fosfato y ofrece excelente
selectividad dependiendo del pH. La seleccién por efecto del pH en el rango 3.0 y 5.0 causa
una alteracion de péptidos que contiencn residuo acido, por ejemplo, acido glutamico y
acido aspartico. Se cuenta con menos informacion, para separaciones de intercambio
ionico, sin embargo se informa que se han utilizado con éxito soportes con silica y soportes
poliméricos como soportes estacionarios de intercambio idnico débiles o fuertes. Ya que
muchos de los péptidos son poco hidrofobicos, puede ser necesaria la adicion de pocas
cantidades de solventes organicos en la fase movil, por ejemplo metanol o acetonitrilo del 5
al 10%. Una desventaja potencial del analisis HPIEC de mezcla de péptidos es que algunos
péptidos neutros o péptidos que tienen la misma carga que ¢l soporte no pueden ser
retenidos en 1a columna y asi no pueden ser separados o identificados por este método.”

Es importante mencionar que ya se encuentran a la venta equipos que realizan el
mapeo de péptidos de manera rapida y eficaz. @2

9.4.5 INMUNOENSAYOS

Los inmunoensayos son usados tanto como métodos para identificar y cuantificar la
proteina de interés o como método para detectar el perfil de impurezas y cuantificar como
impurezas las proteinas de la célula huésped. Ya que estas impurezas de proteinas pueden
representar un gran numero de impurezas potenciales, los inmunoensayos deben ser
sensibles y selectivos para detectar tantas impurezas como sea posible.

El inmunoensayo desarrollado para proteinas de £. coli (EcP) y para proteinas de
ovario de hamster chino (CHO) pueden medir estas impurezas a muy bajos niveles. Los
inmunoensayos adicionalmente pueden servir como ensayos de potencia para anticuerpos
monoclonales, utilizando un antigeno apropiado.

Los inmunoensayos consisten de un grupo de pruebas que dependen de la gran
afinidad especifica de interacciones antigeno-anticuerpo. Estas pruebas incluyen analisis de
radioinmunoensayos (RIAs) y ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Los
RIAs son realizados en fase liquida o solida usando un anticuerpo directo no marcado
contra la proteina de interés radiomarcada. El principio del RIA es que la inhibicion del
enlace del antigeno marcado con el anticuerpo no marcado, se compara con la inhibicion
por estandares conocidos, permitiendo asi la cuantificacion de la proteina de interés.

El ensayo inmunoradiométrico (IRMAs) o RIA sandwich emplea 2 preparaciones
de anticuerpos que son usados para intercalar la proteina de interés. El primer anticuerpo
no estd marcado y es especifico para la proteina de interés, y el segundo anticuerpo esta
radiomarcado y puede ser especifico para la proteina o para el primer anticuerpo. El
complejo antigeno-anticuerpo es aislado y se determina la cantidad de radioactividad y por
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lo tanto de la proteina de interés. El desarrollo de un RIA o TRMA para un producto
derivado de la Biatecnologia requiere atencion cuidadosa para la preparacion del antisuero,
para la preparacion del anticuerpo marcado y fa preparacion de un estandar de referencia
adecuado y métodos para la separacion del antigeno libre del antigeno combinado (unido).

El formato ELISA comiinmente usado para el anilisis de trazas de impurezas es el
sandwich quc usa 2 preparaciones de anticuerpos como el IRMA, pero sin radiomarcajes.
El primer anticuerpo no esta marcado y el segundo anticuerpo tiene conjugada una enzima
peroxidasa (HRP) o fosfatasa alcalina. Basicamente, el método ELISA consiste en la
aplicacion de una capa de anticuerpos purificados contra la proteina de la célula huésped en
una placa de microtitulacion seguido por la proteina (producto). Se adiciona el conjugado
enzima anticuerpo y se permite que se ligue el anticuerpo enlazado a proteinas de la célula
huésped. Se adiciona un substrato apropiado para desarrollar color, que es analizado en una
placa espectrofotométrica. Las pruebas ELISA como un multiantigeno requieren de
preparaciones del estandar de referencia que sea representativo de las impurezas apropiadas
de la célula huésped, para servir como inmunégenos para la preparacion de los anticuerpos
usados en las pruebas. Esta preparacion de los estandares de referencia es usualmente
elaborada en el proceso de produccion, considerando las proteinas de la célula huésped de
toda la corrida productiva excepto las del producto.

Es necesaria la total ausencia del producto (proteina de interés) en esta preparacion
para evitar la producciéon de anticuerpos para el producto en si mismo cuando se pesa el
estindar de referencia como inmundgeno. Debido a las afinidades variables de los
anticuerpos policlonales, no se puede garantizar la exactitud absoluta de los métodos
multiantigenos ni [a habilidad del método para detectar cada antigeno potencial.

9.4.6 ELECTROFORESIS

Las pruebas electroforéticas, estan entre las mas comunes y poderosas de las
pruebas usadas para evaluar la pureza y homogeneidad de la proteina. Son valiosas no
solamente para la evaluacidn inicial y liberacion de los productos derivados de la
Biotecnologia, sino también como métodos indicadores de estabilidad para detectar
cambios moleculares o quimicos en las moléculas como resultado de desnaturalizacion,
agregacion, oxidacion, deaminacion, etc. El uso de estos métodos se facilita por su
simplicidad y sus requerimientos, de pequeilas cantidades de la muestra (microgramos).
Los 2 tipos de ensayos electroforéticos usado a menudo para productos derivados de la
Biotecnologia son la electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) y enfoque electroforético isoelétrico (IEF). ¥

E! método SDS-PAGE separa proteinas primero por su peso molecular porque en
la presencia del detergente anidnico SDS se forma un complejo proteina-SDS cargado
negativamente. La muestra es primero desnaturalizada en el detergente que rompe los
enlaces no covalentes € intermoleculares que mantienen a las proteinas juntas y entonces es
directamente electroforizado en el soporte de gel de poliacrilamida. La migracion de las
proteinas a través del gel es proporcional a su tamafio, asi que las proteinas pequeiias
migraran mas rapido que las mas grandes. Las muestras son a menudo electroforizadas bajo
condiciones reducidas y no reducidas para determinar si estan presentes impurezas del
mismo peso molecular o si hay rupturas proteoliticas intramoleculares de la proteina de
interés. Aun cuando el SDS-PAGE no reducido es usado comunmente para estimar el
estado de agregacion y/o oligomerizacion de la proteina de interés, este método solo
permitird la observacién de agregados u oligomeros que son estables en la presencia de
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SDS y las condiciones usadas para la preparacion de la muestra y la electroforesis. En
proteinas que contienen miltiples cadenas unidas por enlaces disulfuros, éstos son rotos y
separados en sus cadenas individuales de polipéptidos. La deteccion de la muestra después
de la electroforesis puede ser cualitativa o cuantitativa con la aplicacion de analisis
densitométricos con el colorante azul brillante de Coomasie, y la sensibilidad se ve
incrementada en el rango de nanogramos. El SDS-PAGE acoplado con el colorante azul
britlante de Coomasie es usado para determinar cuantitativamente la pureza de la muestra
con respecto a dimeros y grandes agregados covalentes y fragmentos. Cuando ¢l método se
combina con la técnica del colorante de plata se puede asegurar la presencia de bajos
niveles o trazas de una nuecva impureza, esto se realiza por la comparacion directa de la
muestra electroforizada con el material de referencia y/o estandar de referencia
clectroforizado bajo condiciones reducidas y no reducidas. Generalmente el método del
colorante de plata, se usa cualitativamente porque es relativamente inconsistente el
potencial de variacion del enlace de la plata proteina a proteina.

Se puede obtener una estimacion de la cantidad de una impureza por clectroforesis
de una cantidad conocida de un estandar interno, como la albumina de suero de bovino o
diluciones menores de las proteinas de interés aplicados en otros carriles del mismo gel. La
separacion SDS-PAGE de una proteina puede combinarse con un método inmunolégico,
por ejemplo: inmunoblotting. El resultante western blot es usado para determinar la
identidad de una banda electroforética (por ejemplo, productos relacionados o proteinas de
la célula huésped como impurezas). Después de la electroforesis, las proteinas separadas
son transferidas dentro de una membrana de nitrocelulosa o PVDF (polivinilideno
diftuoruro) y se someten a reaccion con el anticuerpo de interés. La visualizaciéon del
complejo se hace con anticuerpos enzimaticamente marcados o radiomarcados.

El método IEF separa las proteinas basandose en sus cargas en un campo eléctrico.
Las cargas en una proteina se originan de varias fuentes, debido a su composiciéon de
aminoacidos, como aminos protonados, grupos carboxilos o residuos de tirosina, residuos
de cisteina oxidados y residuos deamidados. Sin embargo, para cada proteina hay un pH en
el cual la proteina es isoeléctrica y unas cargas cancelan a otras, siendo la carga neta
efectiva cero. El IEF se ejecuta generalmente en un soporte de poro suelto de
poliacrilamida o gel de agarosa conteniendo anfolitos (iones de bajo peso molecular
anfotéricos) que proporcionan un gradiente de pH y su migracion dentro de la matriz
cuando se aplica un campo eléctrico. Simultineamente, en la presencia de un campo
eléctrico, las proteinas cargadas positivamente migraran hacia el catodo y las proteinas
cargadas negativamente migraran hacia el dnodo. La migracién se detiene cuando cada
proteina alcanza el valor de pH en el gradiente del soporte, donde su carga neta es cero.
Esto es el punto aparente o punto isoeléctrico (PI) de la proteina. Ya que la migracion de
una proteina es dependiente de su composicion de aminoacidos, las formas alteradas de esta
proteina y otras proteinas como impurezas migraran en diferentes puntos del soporte. Los
geles de IEF pueden ser coloreados con azul brillante de Comassie o colorante de plata para
visualizar la proteina. La IEF es empleada como una herramienta para determinar la
identidad o asegurar la homogeneidad de una proteina (por ejemplo anticuerpos
monoclonales) con un patron de bandas con el rango correcto del punto isoeléctrico. El
método también puede ser usado para evaluar la estabilidad de un producto bioldgico. La
deaminacién de proteinas (por ejemplo; residuos de la deaminacion de glutamina o
asparagina) durante los inicios de la produccion dardn un nuevo grupo acido carboxilico y
resultarain moléculas con un Pl mas dcido. El IEF puede proveer informacion sobre el
estado de glicosilacion de glicoproteinas como los anticuerpos monoclonales, los cuales
pueden aparecer en muchas bandas por los cambios en la carga aparente en la molécula de
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la proteina como resultado del residuo del icido sialico. Los patrones de gel de IEF son
usualmente mas complicados de interpretar que los de SDS-PAGE y pueden requerir
muchas suposiciones o juicios subjetivos para interpretarlos.

Los avances recientes de la tecnologia han permitido el desarrollo de la
electroforesis capilar de alta resolucién (HPCE), que ofrece las ventajas potenciales de una
muy alta resolucion de proteinas.

9.4.7 METODOS CROMATOGRAFICOS

Los métodos cromatogrificos han sido ampliamente estudiados para la
determinacion de la pureza de moléculas organicas y proteinas como por ejemplo, insulina
y en la determinaciéon de la concentracién del ingrediente activo y/o concentracion de
excipientes de los productos farmacéuticos. Los métodos cromatogréficos son también muy
efectivos en la determinacién de la pureza de productos farmacéuticos obtenidos por
técnicas recombinantes. Sin embargo, la cromatografia de proteinas es mucho mas dificil
debido a las muiltiples interacciones de tamaiio, forma, carga e hidrofobicidad de las
mismas. Los métodos cromatograficos cominmente utilizados para el perfil de proteinas
recombinantes son: cromatografia de liquidos en fase reversa RP-HPLC, cromatografia de
exclusion de tamafio (HPSEC), cromatografia de interaccion hidrofébica (HPC). Estos
métodos involucran la separacion de proteinas y son usados para determinar la pureza de
las sustancias (farmacos) asi como los niveles de impurezas conocidas o productos de
degradacién. Una complicacion que se presenta en todos los métodos cromatograficos de
columna, es la determinacion del balance de masas entre la columna de carga y la columna
elutora. Sin embrago, las técnicas HPLC son valiosas para determinar la pureza y la
potencia de las proteinas farmacéuticas. Los andlisis mds comunes RP-HPLC son
ejecutados sobre columnas conteniendo como fase estacionaria soporte de silica gel C4 y
un C8. Las fases estacionarias C18 también se han usado pero mas a menudo, se han
utilizado para péptidos mas pequeiios, como una aplicacion en el mapeo de péptidos. Los
soportes con tamaiio de poro de al menos 300A se recomiendan para proteinas de gran peso
molecular, alrededor de 10,000 daltons. Para la mayoria de los anélisis por RP-HPLC, las
proteinas son eluidas con gradientes acuosos de acetonitrilo y de acido trifluoroacético que
se mantiene a concentracion constante en 0.1%. Se han usado otros buffers tales como
fosfato o Tris [tris (hidroximetil)aminometano], en los cuales se puede ajustar el pH para
aumentar la selectividad y llevar a cabo una éptima separacion.

El HPIEC, es un método importante para la determinacion de la pureza del
producto. Estas separaciones estan basadas en cambios en las cargas de las moléculas y son
itiles tanto para la identificacion como la cuantificacion de impurezas comunes en
proteinas farmacéuticas, ya sea por oxidacién (metionina oxidada) o por formas
deaminadas (glutamina y asparagina) y/o formas fragmentadas. Pueden utilizarse lds fases
estacionarias de intercambio idnico (fuertes o débiles) sobre cualquicra de los siguientes
soportes: soporte de silica o soporte polimérico. La cromatografia de intercambio catiénico
puede ser realizada sobre resinas tipo sulfopropilo y son efectivas para distinguir productos
de oxidacion y deamidacién. Las proteinas estan tipicamente cargadas dentro de una
columna equilibrada con agua o un buffer débil y eluye con un gradiente de sal, por
ejemplo NaCl de 0 a 1M.

El HPSEC es una técnica que puede proveer informacion sobre los niveles de
agregacion y fragmentacion de una proteina farmacéutica. Dependiendo de la informacién
que se necesite, la fase mévil puede ser comin conteniendo un buffer acuoso tal como
fosfato 100 mM, pH = 7 o puede estar desnaturalizado conteniendo un bajo nivel de un
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detergente tal como SDS al 0.1%. Los analisis se realizan isocraticamente con deteccion
generalmente entre 210nm y 220nm  dependiendo del buffer utilizado. Puede hacerse la
deteccion a 280 nm pero con menor sensibilidad. La cromatografia clasica de exclusion de
tamafio se ha realizado sobre soportes poliméricos blandos como dextranas entrecruzadas,
poliacrilamida o agarosa. Estos, sin embargo, son mas adecuados para aplicaciones a baja
presién. Debido a esto, se ha desarrollado un gran nimero de soportes con fuerza mecanica
incrementada, que estan disponibles comercialmente. La HPSEC es también util para la
determinacion de formas fragmentadas de proteinas. Las cadenas fragmentadas a menudo
permanecen ligadas directamente a los enlaces disulfuros de los residuos de cisteina. El
tratamiento de la muestra con un agente reductor como el ditiotreitol o mercaptoetanol
pueden romper los enlaces disulfuro y separar las cadenas. Las cadenas fragmentadas
pueden entonces ser resueltas de las formas no fragmentadas por HPSEC.

El HIC, provee separacién de proteinas basado en diferencias de hidrofobicidades
bajo condiciones suaves de absorcion y elucion que generalmente previene la
desnaturalizacion y subsecuente pérdida de actividad biolégica. Se usa una fase estacionaria
que es débilmente hidrofébica con un buffer acuoso en la fase mévil y una concentracién
de sal inicialmente alta para absorber la proteina, que entonces es selectivamente eluida
usando un gradiente decreciente de sal. Las interacciones ocurren entre los residuos de
aminoacidos no polares que estan expuestos en la superficie de la proteina y los grupos
hidrofébicos que estin presentes en la matriz cromatografica. Se han desarmroliado un
nimero de soportes basados en silica y soportes poliméricos combinados con ligandos
débiles hidrofobicos tales como; poliéteres, feniléteres o cadenas de alquilos cortas para
usar en HIC. Esta técnica puede ser usada en el analisis, purificacion y caracterizacién de
muchas proteinas hidrofébicas labiles. La retencion de proteinas y la selectividad pueden
ser modificadas por el control de variables tales como: ¢l tipo y la concentracion de las
sales, pH, y efectos del ion selectivo, temperatura y disefio del gradiente asi como por la
seleccion cuidadosa de 1a fase estacionaria.

9.4.8 PRUEBAS CUANTITATIVAS

Ensayos biomiméticos (ensayos que imitan el efecto bioldgico de los productos),
son de principal importancia en la discusién de ensayos para los productos derivados de la
Biotecnologia. Estas pruebas miden la actividad de los productos y aseguran que sean
eficaces. Esencialmente, existen 3 principales tipos de ensayos cuantitativos: ensayos en
modelos de animales, ensayos basados en cultivo de células y pruebas in vitro
(fisicoquimicas). Cada uno de estos ensayos tiene su aplicacion en el control de productos
biolégicos. Independientemente del tipo de ensayo cuantitativo empleado, es deseable y en
algunos casos, necesario el uso de un ensayo biomimético.

ENSAYOS EN MODELOS DE ANIMALES: El ensayo biomimético en modelos de
animales ha sido desarrollado para uso de rutina. A pesar de que estos ensayos tienen una
relativa larga historia de uso, que presentan varias desventajas importantes como el gran
numero de animales y la destreza en el manejo apropiado de los mismos que se requiere, el
alto costo de analisis, el tiempo de analisis (por varios dias o semanas) y la pobre
reproducibilidad de los resultados. Sin embargo, sigue siendo el método de eleccion en los
casos en que los ensayos basados en cultivos celulares in vitro no han sido desarrollados
y/o no han demostrado que son de igual o mayor valor. Un ejemplo de esto es el ensayo que
se usd para evaluar la actividad de la Hormona Humana de Crecimiento (somatrem y
somatripina). La Hormona Humana de Crecimiento es determinada con un bioensayo
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basado en la ganancia de peso en ratas. Las ratas hembras hipofisectomizadas son
monitoreadas por la ganancia de peso durante un periodo de 11 dias después de inyecciones
diarias con la Hormona Humana de Crecimiento. La potencia relativa de la muestra en
prueba es obtenida por comparacion estadistica de la actividad de la muestra con un
estandar de referencia o material de referencia. Los modelos de animales pueden ser usados
como pruebas de bioidentidad siempre y cuando sc¢ cuenten con ensayos bioldgicos
desarrollados in vitro y/o fisicoquimicos para medir la potencia del producto.

ENSAYOS BASADOS EN CULTIVOS CELULARES: Este grupo de ensayos es
comparativamente mas facil de realizar, da resultados mas rapidos (1 a 3 dias) y es
considerablemente menos caro y necesita menos recursos que el ensayo con modelos de
animales. Los biocnsayos basados en cultivos celulares proveen informacion sobre el efecto
de un producto biolégico en un sistema vivo, son imprecisos como una consecuencia de las
variables caracteristicas de las ¢élulas vivas, sin embargo pueden ser menos imprecisos que
los ensayos en modelos animales. Estas pruebas pueden ser automatizadas y por lo tanto
pueden ser repetidas suficientemente para proveer una relativa reproducibilidad y
resultados exactos. Un ejemplo de este tipo de ensayos es la medicion de la actividad
antiviral del Interferon-o-Humano, en una linea celular humana de carcinoma pulmonar.
(A549). Este ensayo es realizado en placas de microtitulacion por incubacion de células
con Interferon- y el subsecuente reto con virus de la encefalomiocarditis. Las células que
sobreviven son detectadas por su enlace a un colorante y se calcula la dilucién del
Interferon-o¢ donde ocurre una proteccion al 50% de la monocapa.

ENSAYOS IN VITRO (FISICOQUIMICOS): Este grupo de prucbas no depende de un
modelo vivo, pero esta usualmente basado en la accion quimica de un producto bioldgico.
Estos métodos son comparativamente simples, rapidos, precisos y exactos. La actividad del
Plasminogeno Activador de Tejidos (Alteplase), por ejemplo, puede ser determinada con un
ensayo in vitro de la lisis del coagulo que puede ser automatizado y puede proveer los
resultados requeridos en unas horas. Un codgulo sintético de fibrina es formado en la
presencia de plasminégeno como resultado de la accion de la enzima trombina sobre
fibrinégeno. Cuando se afiade el Alteplase, el plasminégeno se convierte en la enzima
activa plasmina, que entonces lisa al coagulo sintético. El punto final del ensayo es seguido
espectrofotométricamente o visualmente por observacion de la liberacion de burbujas de
aire atrapado, otra ventaja de este tipo de ensayos, debido a su precision y exactitud, es que
pueden ser usados para proveer estimaciones confiables de la estabilidad del producto. Se
han desarroliado ejemplos in vitro basados en Anticuerpos: antigeno y proteina; ligando
(receptor) para aplicaciones especificas. Este tipo de ensayos ofrece muchas ventajas en sus
aplicaciones para determinar la potencia de anticuerpos monoclonales u otras proteinas con
ligandos altamente especificos cuya reactividad incluye un paso de enlazamiento.

9.4.9 DETERMINACION DE ADN

El ADN residual de la célula huésped es una impureza potencial del proceso de
manufactura de los productos derivados de la biotecnologia. El ADN residual es uinico para
cada producto porque es dependiente del organismo huésped y del procedimiento de
recuperacion usado en fabricacion del producto. Aun cuando no han sido reportados los
efectos adversos en la salud debido al contenido de ADN en bioldgicos, las agencias
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regulatorias han pedido a los fabricantes asegurar que los niveles de ADN en los productos
derivados de la Biotecnologia se reduzcan a bajos niveles.

La técnica de hibridacién del ADN es la mas sensibles de las pruebas de rutina
disponibles para determinar ¢l contenido de ADN en el producto. Es necesario realizar un
ensayo del proceso de purificacion para demostrar que se han alcanzado bajos niveles de
ADN desde las etapas tempranas en los procesos de fabricacion. El método depende de la
hibridacion del ADN celular de la muestra con cualquier marcador especifico, por ejemplo
32p o quimicamente modificado.

El analisis es desarrollado en primer lugar por el aislamiento de cualquier ADN
residual en la muestra por una técnica que puede incluir hidrélisis de la proteina,
cromatografia, extracciones organicas y precipitaciones alcohdlicas. El ADN aislado es
desnaturalizado y es entonces aplicado a lo largo de una membrana de nitrocelulosa o nylon
con un set de estandares diluidos del ADN huésped. Los controles del ADN positivos y
negativos son también aplicados y la membrana puede ser secada a aproximadamente 80
grados o colocada bajo luz UV para asegurar ¢l enlace del ADN a la membrana.

E! ADN dc prueba se prepara por traslacion, primero por sintesis al azar o por
modificacién quimica de un extracto de ADN de la célula huésped. El ADN de prueba es
purificado y finalmente desnaturalizado térmicamente a 95 grados. Se afiade a la membrana
tratada por secado o luz UV y se permite la hibridaciéon con ¢l ADN de la muestra a
aproximadamente 42 grados en presencia de formamida por 24 a 48 horas. La membrana es
colocada subsecuentemente entre 2 peliculas de rayos X y expuesta para producir una
autorradiografia o es desarrollada por medios inmunoquimicos utilizando un sistema de
enzimas conjugadas/substrato similar a ELISA y/o Western/blot.

El ADN de la muestra ¢s estimado por comparacion visual de la intensidad del
punto de la muestra con los estindares de ADN diluidos. El autorradiograma puede ser
también escaneado por densitometria Optica

La sensibilidad de los ensayos por ejemplo de 10 a 250 picogramos es determinada
por el limite de deteccion visual por arriba del origen de los estandares de ADN en serie.

Se han desarrollado otros métodos para determinacion de ADN usando la tecnologia
de biosensores. Esta metodologia comunmente determina las impurezas totales de los
acidos nucleicos/ADN, mas bien que del ADN especifico de la célula huésped. Esta
tecnologia puede llegar a ser totalmente valiosa en el futuro, especialmente cuando se
desarrollen mas métodos de enlace de ADN especificos. Finalmente, el desarrollo reciente
de la tecnologia de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) que involucra ja
amplificacion del ADN, puede proveer informacién ftil para la deteccién e identificacién
del ADN contaminante. Sin embargo, el uso cuantitativo de esta tecnologia requerira de
mayor desarrollo.

9.4.10 DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS

Una de las posibles modificaciones postranslacionales que ocurren en las proteinas
es el ataque a las cadenas covalentes de oligosacaridos. La glicosilacion es una
caracteristica de proteinas recombinantes que son expresadas de lineas celulares
cucaridticas. Sin embargo, la cadena de polipéptidos de una glicoproteina es sintetizada
bajo el control directo del codigo genético, los oligosacaridos que no son productos
genéticos primarios, son sintetizados por enzimas conocidas como glicosiltransferasas. Esta
sintesis resulta en una microheterogeneidad de la cadena de carbohidratos. También la
glicosilacion es dependiente de la linea celular, asi las glicoproteinas con cadenas idénticas
de péptidos hechas en diferentes lineas celulares pueden tener considerables diferencias en
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la estructura de los carbohidratos. Los azicares cominmente encontrados en las
glicoproteinas  incluye azicares neutros (D-galactosa, D-manosa y D-fucosa),
aminoazicares (N-acetilglucosamina y N-acetilgalactosamina) y azicares dcidos (acido
sialico).

Hay dos principales posibilidades para determinar el aziicar covalentemente unido a
la glicoproteina, que puede ser desarrollada por varios métodos. La primera es que los
azucares neutros y el dcido sidlico pueden ser determinados por simples pruebas
colorimétricas. El total de aziicares neutros puede determinarse siguiendo reacciones con
fenol y acido sulfurico y midiendo la absorbancia de 1a solucién a aproximadamente 550
nm y puede compararse con una curva estandar. Los azicares necutros individuales se
pueden determinar a través de una hidrélisis acida por varios métodos. No derivatizados, se
pueden separar por HPIEC a pH alto y cuantificarlos por deteccion de pulso amperimétrico.
También pueden ser convertidos a peracetatos de aditol, con anhidrido acético, con acetatos
de aldonitrilos, con clorhidrato de hidroxilamina y piridina, previa a la peracetilacion el
derivado se separa por cromatografia de gases.

La segunda posibilidad para la determinacion de la composicion de carbohidratos es
la liberacién y separacion  de estructuras individuales de oligosacaridos unidos
covalentemente a la glicoproteina. Esto requierc una comprension de las estructuras
atacadas. El ataque de los azhcares de las proteinas puede ocurrir en dos rutas principales: a
través de un enlace O-glicosidico que involucra el grupo hidroxilo de la serina, treonina o
aminodcidos modificados, tales como hidroxilisina o hidroxiprolina a través del enlace N-
glicosidico de asparagina. El enlazado o-oligosacarido puede ser liberado quimicamente
por hidrazindlisis o enzimiticamente por una variedad de glucosidasas especificas, por
ejemplo: endo H, endo F o péptido N-glicanasa. Los oligosacaridos pueden ser separados
por HIPIEC a pH alto y cuantificarlos con deteccion de pulso amperimétrico. Esto resulta
en un mapa analogo al de oligosacaridos o carbohidratos de péptidos para la proteina.

9.4.11 DETECCION DE AGENTES ADVENTICIOS Y ENDOGENOS

Los ensayos especificos de la Biotecnologia se enfocan sobre la deteccion de
bacterias, hongos, micoplasmas y virus. Esto refleja la posible contaminacién que pueda
ocurrir en ambas, la fermentacién bacteriana y el cultivo de células de mamiferos. El
control es ejercido en una variedad de rutas incluyendo la caracterizacion del banco
maestro de semillas y el banco de células de trabajo, para asegurar que estan libres de estos
contaminantes, la evaluacion de las materias primas, el disefio y la operacion de los
sistemas de manufacturas cerrados, las pruebas de lotes de produccion y validacion de
procesos especificos de manufactura para asegurar que los contaminantes son inactivados o
la ausencia de bacterias y hongos es evaluada por la prueba de esterilidad. Las pruebas de
micoplasma son desarrolladas por métodos de cultivo estindar empleando incubacién
aerdbica y anaerdbica en placas sdlidas y semisolidas, caldo en tubos y debe cumplir con lo
que establece el Cdodigo Federal de Regulaciones (21 CFR 610.12). Adicionalmente, los
micoplasmas no cultivados son detectados microscépicamente usando el método de tincién
de Hoechs bis-benzimida.

Entre los métodos que se usan para la deteccién de contaminacion de virus
adventicios en lineas celulares se incluyen: la inoculacién de indicadores de lineas celulares
seleccionadas por su habilidad para soportar 1a replicacién de un extenso rango de virus y
posterior monitoreo con marcadores para infecciones de virus, tales como citopatologia,
hemoadsorcion, hemoaglutinacién e inmonofluorescencia. La inoculacion de animales
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intactos y el monitoreo por enfermedad y muerte; la inoculacion de animales y después de 4
semanas, coleccion y evaluacion del suero para anticuerpos a virus especificos de interés y
ensayos inmunologicos especificos o pruebas de exploracion genética para algunos virus de
interés que no pueden ser detectados por los otros métodos enlistados.

La expresion de genes de retrovirus endogenos es altamente variable entre
diferentes células de mamiferos y lineas celulares. La naturaleza no predecible de su
expresion y la diversidad de sus propiedades bioquimicas y bioldgicas impide el uso de una
<nla prueba y en su lugar requiere una estrategia de pruebas integradas. Los métodos de
prueba, generalmente usados incluyen microscopia de transmision electronica de células
obtenidas del banco de células maestro y pellets ultracentrifugados libres de células y
cosecha de cultivo de células; varios ensayos por infecciones por retrovirus que usan
indicadores susceptibles de retrovirus en lineas celulares, la actividad de la transcriptasa
reversa; y la induccion de retrovirus en células del banco maestro de células con reactivos
quimicos conocidos por inducir los retrovirus. En adicion a los métodos clasicos
virolégicos, se han comenzado a utilizar nuevas técnicas, tales como exploraciéon molecular
de hibridacion para realizar estas evaluaciones.
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10. DISCUSION

) La Biotecnologia representa una nueva oportunidad en el desarrollo tecnologico
para la resolucion de problemas tales como la cura, el diagnéstico y tratamiento de
enfermedades, ecologia, alimentacion, etc. mediante el uso de estrategias cientifico
tecnologicas. ~

En general la Biotecnologia puede:

v" Producir proteinas humanas de reemplazo a gran escala.

v Desarrollar nuevos fairmacos que no pueden obtenerse de otra manera.

v Contribuir al desarrollo de medicamentos mas especificos, eficaces y con menores
efectos colaterales.

v En los medicamentos que tradicionalmente se han obtenido de animales, al utilizar las
técnicas biotecnoldgicas se elimina el riesgo de la contaminacién con patégenos.

Debido que la salud publica es y seguird siendo una gran preocupacion social y
politica, es evidente que el desarrollo futuro del pais enfrentaria importantes retos que tendra
que superar si quiere mantener un crecimiento sano de la poblacion como parte de una
politica de desarrollo y de respeto a la naturaleza y al medio ambiente. El uso de la
Biotecnologia apoyara para la solucion de estos problemas.

En Meéxico, practicamente toda la investigacion en el campo de la Biotecnologia
para la generacién de vacunas, métodos de diagnostico, terapia génica, evaluacion de
enfermedades en humanos utilizando animales transgénicos, en la produccion de proteinas
recombinantes para el tratamicento del cancer, hemofilia, SIDA, etc. se desarrolla en centros
¢ institutos gubernamentales o dependientes de las universidades, para que no se limite el
desarrollo de la Biotecnologia es necesario que se involucre al sector privado.

Por lo que se requiere que la investigacion nacional contribuya a la instrumentacién
y generacion de nuevas tecnologias en esta drea, con el propésito de iniciar y consolidar la
produccion de insumos que sustituyan a los que actualmente importamos.

Actualmente la tendencia en esta area estd dirigida fundamentalmente a terapias con
tres segmentos de mercado:

v" Enfermedades infecciosas (terapias de inmunoglobulinas, choque séptico y SIDA).

v" Céncer (de colon, células sanguineas, de ovario, pulmén, mama y mieloma).

v Problemas de adhesidn celular (enfermedades autoinmunes, transplantes alergias y
coagulos sanguineos).

Es muy importante ampliar el esquema regulatorio para el acceso y
aprovechamiento de recursos biologicos y genéticos, y evaluar el costo beneficio de su
utilizacion en la practica médica.

El impacto de la Biotecnologia moderna en las areas estratégicas no es solo
tecnologico, sino que contribuye a mejorar de manera sustancial muchos de los
medicamentos o procedimientos establecidos, lo cual aportard soluciones a problemas
complejos como los asociados al desarrollo de algian tipo de cancer.

Asi mismo, debemos estar conscientes de las desventajas que puedan presentarse al
usar la Biotecnologia como son: las patentes de organismos vivos que afectara a los paises
con menor desarrollo cientifico y tecnoldgico, la posible pérdida de la autonomia
académica en los centros de investigacion por intromision de la industria, los conflictos
éticos que puede generar el mal uso de esta nueva tecnologia, problemas ambientales y el
costo ecolégico y econdmico por una falta de compromiso con el medio ambiente.
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11. CONCLUSIONES

La Biotecnologia es una actividad multidisciplinaria que se sustenta en las técnicas
y conocimientos de otras disciplinas y ofrece enormes posibilidades para influir
positivamente en la salud y por ende en la calidad de vida de las personas, al ofrecer nuevas
y mejores oportunidades de intervencion en el diagndstico, prevencion y tratamiento de las
enfermedades, asi como la rehabilitacién de los enfermos.

El control y aseguramiento de calidad son herramientas necesarias para asegurar la
pureza, potencia, inocuidad y seguridad de los farmacos y medicamentos biotecnolégico.

Los profesionales de la Quimica en sus diferentes ramas (Q.F.B,, Q., 1L.Q. y Q.A))
tienen un gran campo de trabajo si se preparan para abordar los diferentes aspectos que
engloba la Biotecnologia, fundamentalmente las areas de produccion y analisis de
medicamentos biotecnologicos, representan un reto para el Q.F.B., que debera
desempeiiarse con conocimiento, capacidad, competencia y calidad.

Las instituciones de educacién superior deben incluir dentro de sus planes de

estudios la formacion en esta area, para que los egresados estén capacitados para poder
desempeiiarse adecuadamente en la misma.
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