UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

1228

ECUATOR INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

Alternativas de los procesos productivos del interfer6n alfa humano recombinante y su

relevancia en la aplicacion clinica.

Troya Mora, Lorena Karina

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura
Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Trabajo de titulacion, previo a la obtencién del titulo de Ingeniera en Biotecnologia

Ramos Gomez, Thelvia Isabel PhD ¢

13 de septiembre del 2021



Curiginal

Document Information

Analyzed document Tabajo_Titulacion-Troya_Lorena-DOCUMENTOURKUMD . docx (D112512322)
Submitted Q/IEF202] 8:48:00 PM
Submitted by Melson Vispo
Submitter email nwispo@yachaytech.edu.ec
Similarity A%
Analysis address mwvispo.yachay@analysis.urkund.com

Sources included in the report

w URL: https://repositonc espe edu.ec/bitstreamy 21000/ 23023/ 1/ T-ESPE-044022 pdf
Fetched: B/13/2021 6:35:37 AM

URL: https:// llibrary.cov'documentfgSlwpewy-eventos-adversos-problemas-relacionados-
W  medicamentos-interferones-reportados-bogota html
Fetched: 452672021 7-02-30 AM

w URL: https://drjesusemezab. blogspot.com/2016/0L virus-sincicial_16_htrml
Fetched: 10/10/2020 11:37:35 PM

w URL: https://es wilipediaorg/wiki/InterferiC3%83n
Fetched: LA772020 3:12:49 AM

w URL: https://es muwikipedia.orgfeaki InterferkC3XB3n
Fetched: 11/4/2020 4:15:42 AM

w URL: https:/wwnw.ecured.cu/lnterferon_Gamma
Fetched: 5/28/2020 4:05:07 AM

URL: https:/fwww.cecmed. cu/sites/ default/files/adjuntos/repi/biologicos/rep_heberon_alfa_solucion
W  _2014-01-06.pdf
Fetched: 6/12/2020 9:29:51 PM

TH ELVIA Fi.rr!"la do
ISABEL  Sigiaimente peor
RAMOS RAMOS GOMES

Fecha: 2021.09.13

GOMEZ  140650-0500°

1728




ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA Y DE LA AGRICULTURA

CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

Certificacion

Certifico que el trabajo de fitulacion, “Alternativas de los procesos productivos del
interferon alfa humano recombinante y su relevancia en la aplicacion clinica” fue
realizado por la sefiorita Troya Mora Lorena Karina el mismo que fue revisado en su
totalidad, analizado en su totalidad por la herramienta de verificacion de similitud de
contenido; por lo tanto, cumple con los requisitos tedricos, cientificos, técnicos,
metodologicos y legales establecidos por la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE,

razon por la cual me pemito acreditar y autorizar para que lo sustente publicamente.

Sangolqui, 12 de septiembre de 2021

THELVIA ISABEL | e e e ez
RAMOS GOM "0‘;”‘;1071.09.13 14:06:13

Dra. Ramos Gomez Thelvia Isabel, PhD. (c)

C.C 1753960028



ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNODVACION PARA LA EXCELENCIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA Y DE LA AGRICULTURA

CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

Responsabilidad de Autoria

Yo, Troya Mora Lorena Karina, con cédula de identidad 1723433437, declaro que el
contenido, ideas y criterio del trabajo de titulacion “Alternativas de los procesos
productivos del interferon alfa humano recombinante y su relevancia en la
aplicacion clinica” es de mi autoria y responsabilidad, cumpliendo con requisitos
tedricos, cientificos, técnicos, metodologicos y legales establecidos por la Universidad de
las Fuerzas Armadas ESPE, respetando los derechos intelectuales de terceros y

referenciando las citas bibliograficas.

Sangolqui, 13 de septiembre 2021

Troya Mora Lorena Karina

C.C. 1723433437




ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA Y DE LA AGRICULTURA

CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

AUTORIZACION DE PUBLICACION

Yo Troya Mora Lorena Karina, con cédula de ciudadania n® 1723433437 autorizo a la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE publicar el trabajo de titulacion: “Alternativas
de los procesos productivos del interferén alfa humano recombinante y su relevancia
en la aplicacion clinica™ en el Repositorio Institucional, cuyo contenido, ideas y criterios

son de mi responsabilidad.

Sangolqui, 13 de septiembre 2021

Troya Mora Lorena Karina
C.C.: 1723433437




Dedicatoria

A mis padres quienes con su amor, paciencia y esfuerzo me han
permitido llegar a cumplir hoy un suefio mas.

A mi hermano por su carifio y apoyo incondicional, durante todo
este proceso, por estar conmigo en todo momento.

A toda mi familia porque con sus oraciones, consejos y apoyo
hicieron de mi una mejor persona y estén donde estén me
acompafian en todos mis suefios y metas.

Finalmente, a todos mis amigos, por apoyarme cuando los
necesito, por extender su mano en momentos dificiles y por el
aprecio que me brindan cada dia.

Lorena Karina Troya Mora



Agradecimientos

Al finalizar este trabajo quiero utilizar este espacio para agradecer a Dios por todas sus bendiciones,
a mis Padres que han sabido darme su ejemplo de trabajo y honradez y a mi familia por su apoyo y

paciencia.

También quiero agradecer a la Universidad de las Fuerzas Armadas “ESPE”, por haberme permitido
ser parte de esta gran casa de estudio. Por compartir dificultades, retos, grandes momentos y

alegrias inolvidables.

Mis agradecimientos a la Dra. Thelvia Ramos, por acogerme primero como su tesista y por su aporte

en mi desarrollo profesional y en mi formacién como ingeniera.



indice de contenido

Resultado del analisSis A€ UrKUNG .........coieiiiiiiierie ettt sttt sttt st a e st sa e be e beeea s 2
LT 1 o= Tod o ] o FOR OO PSR PPSRRUPSOURPRSRN 3
ResSpoNSabilidad A @ULOTTA......c.ccuieiieiiece ettt sttt sre e set e e aeesreessseenseesneeseeeenns 4
AULOriZacion de PUDIICACION......c.iiieiiicieecete ettt sttt et e beesb e bessaesbeeseenbesseensenns 5
[D]=To [T ox= 1o ] £ H PRSP PRO 6
Yo L= 1o =T o a a =T | o 1 PSS 7
INAICE 0@ CONTENMIAO ......oeceiveeeececeete ettt ettt ae et sen e s et es s e e e s s s aeanaes s s aeaeeesennneee 8
INAICE A@ TADIA .....eceveecceeeee ettt ettt sttt a et et esanaes et et enanaeans 11
[Fq Yo LTt e F=N 1T U 2 Y= OO RO 12
LISt B ADTEVIALUIAS ... ettt ettt ettt et e sttt e bt e sheeeabeebeesaeesabeeabeenseesaeean 13
RESUIMEBIN ...ttt et s et ettt e st e s b e e st et e st e e e sab e e ebbeesabeeesabeeennbeesnbeesabaeenaneeens 15
PAIBDIAS CIAVE ...ttt s b et b bt e st sb e e st e sb e et e sbeeatesbeebeenbesbeetesbeens 15
YN 1= 4 - Lo PRSPPI 16
KIBY WOTAS ..ottt ettt ettt et e ettt e e e teesab e e be e beesaseeabeesta e bseasbeeabeeabeassesabeenbeesseesasessbeesseesasesareas 16
(=T o X1 {01 Lo T BN 21 o Yo LU oo 1o ] o S RSSO 17
Planteamiento del ProbIEmMa ...ttt st st 17
JUSTIfICACION €I PrODIEMA.......iiiieieiie ettt st s be et b ens 19
L@ o= (1Yo 1 T OO OO OSSPSR P TS PUSRRPTPTI 22
Objetivo general del PrOYECIO ..ooo.ii ittt st be e st e e eaee e 22
ODbjJELIVOS BSPECIIICOS . uiiiiiiiieciecte ettt e et e s e s b e et e e beesbaesabeente e ssesaseenseeseennn 22
(OF= o1 (U1 Lo I | Y= T oo T =T ] oo 1 USRS 23
Breve reViSiON NISTOTICA ..oiiicciiiieieciiciese sttt sttt st s te e e sbeeseesbesbeebesteesaesteeseesbesseensesseans 23
TIPOS B INLEITEIONES ..evieieecie ettt sttt e st e st e e te e teestbe e st e essaessbessseesseesenessneas 25

T A=T L=T oY aT=TS TN 1T o Lo N PSPPSR 25
INTEIFEIONES TIPO Il ettt sb ettt et b e e sat e st e e beesaeesateebeenbeeas 27

T A=Ta =T oY aL=ESR AT Lo TN USSR 28
INEEITEION AITA ...ctiiiiee ettt bbbt et b e st e st sbe et s b e be b enee 31
Tipos de IFN-a humano recombinante .....................c..ccccoeeviiinininieneice e 33
INterferOn alfa 28 Y 2D. ..ot be e ree e 33
Interferones alfa Pegilados. ..ot 34
FarmacoCiNEtiCA AEI IFN-Q..........cccoiuirieriicieie ettt este st besteesaesbeesaesbessnensesseens 34

F N o] 1T oF= Yot o ] == USRS 36
Produccidn proteinas reCoOmMBINANTES. .......cooiiiieiiire e e 37

Produccién de IFN humano recombinante a gran escala.........cccccovvvievereeciesieceseeeesie e 40



ENSayo0s ClINICOS rEAlIZAAOS........ciiuiiiiiiiieee ettt sttt sbe bbb e 45
Capitulo lll: ReVISION MELOUOIOGICA ....cceeieiieeierie ettt sttt sttt st st ae st s besneenee e 48
Categorizacion de [ainfOrmMaCiON ........ocvoiiiiiceceee e et seee s 51
Ensamblaje de 1a infOrmMacion ...t et 52
F N = L] 1RSSR 53
SOFtWAIES ULIIZAGOS ..ottt bbbt ettt et e b b et sbeensenns 53
LT o Lo [T = O OSUR U 53
S {0 o 1o TS USSR 54
Capitulo IV: ReSUItAdOS Y HISCUSION.......iiciieiieceeeieeeestee sttt et e e se e e e sseessaesnseeseesneas 55
SIiStEMAS A€ PrOUUCCION ..ottt bttt be b sbe s et e st eseeaeebesbesbesteseneas 55
ProducCCiON €N DACTEIIAS ......oceeiiciiee ettt ettt st et estesteebesbeensesteesnantens 56
ProdUCCION N E. COli vttt sttt et b e et sbe st be e e b 56
Limitaciones de la produccCion €N E. COli cuoiiiiiiiiieiiiiciestcese et 59
Otros SIiStEMAS A EXPIESION ...ocviiiie ettt e st e e be e s b e e tbeesteestaestbeesbeesbeeseaesareenns 59
Produccion en TriChOUEIMEA FEESEI ..ottt s 59
Limitaciones de la produccion en TrichOderma reeSei. ........ccoceverenieneeieeninenenese e 61
Produccion en Yarrowia HPOIYTICA.....coiiiiiiieiciece ettt ettt aeeve e 61
Limitaciones de la produccion en Yarrowia lipolytiCa. ....ccccccvvvveceerieriniie e 62
Produccion en PiChia PASTOFIS .....ooiiiiiiieee ettt st 62
Limitaciones de la produccion en Pichia pastoriS.......ccccveciiivienienie s 63
Produccion en células de MamiferoS ..ot 63
Produccidn en células de Mieloma MUIINO ....c.coiiieiiiiieiereciese ettt 63
Limitaciones de la produccion en células de mieloma murino. ......cccccceeeveeveenee e cceesieeene. 64
Produccidn a partir de células linfoblastoides y leucocitos humanos.........ccceccveveevvenenne, 65
Limitaciones de la produccion a partir de células linfoblastoides y leucocitos humanos.
............................................................................................................................................................ 67
Produccidn en sistemas [ibres de CEIUIAS ........covirieciiiieieiecee e 67
Limitaciones de la produccion en sistemas libres de células ........ccccovvvveveniieceniicceneccenn, 68
Glicosilacién dentro de [0s procesos de produCCiON........ccecvevieiciieciesie e 68
Comparacion entre los diferentes métodos de producCiOn ........cocoeeveverieeecvencne e 71
ACTIVIAAA ANTIVIFAL ...ttt ettt et e e bt e s aee e abeebe e sbeesabeeabeebeesaeean 72
Actividad antiprolifEratiVa ......ccccecieeciiic e reennaas 75
Eficacia clinica del IFN-a y su aplicacion farmaco terapéutico.................cccccovivvieniiiecnieenennnn, 78
Efectos secundarios del USO de IFN=-Ol........cooiiiiiiiiiieiiee ettt nee e 82

INtEracCion CON OLrOS FAINMEACOS ....cocviiiei ittt e et e e e e eaa e e e e eab e e e e s ebaeeeesenaeeeeas 83



(0 1o 1 140] Fo IV A o] o Ted [0 ] 1o 1 1= S URR

Capitulo VI: RECOMENUACIONES ....c.eeviieiiiieeiieie ettt ettt sttt st ste e aeste e e e sbesseebesseenseseeenes

Capitulo VII: Bibliografia

10



11

indice de tabla

Tabla 1. Caracteristicas principales de los interferones humanos exiStentes ...........ccocceeeveecverieevennns 30
Tabla 2. Preparaciones de IFN-a terapéuticos diSPONIDIES. ..........cccccvevveiieiiieiieeiieiie s 40
Tabla 3. Cepas de E. coli disponibles comercialmente para la produccion de IFN- a y sus

(o= Tz (01 (] 1S 1ot TSRS 43
Tabla 4. Fuentes de articulos y palabras de busqueda utilizados en la investigacion...............c.......... 49
Tabla 5. Matriz de datos de |2 INVESHGACION.........ccceeveriiiieieieeie ettt eae st stesreessesreesesreeseentens 50
Tabla 6. Categorias para la organizacion de los documentos obtenidos. .........ccccccevieiiieccievic e, 52
Tabla 7. Disefio del protocolo de una revision sistematica exploratoria. ...........cccocceeveerieeceereeveesnenn 53
Tabla 8. Sistemas de expresion utilizados para la produccién de IFN-a humano recombinantes en
[ESTod =T ol o T W o o | OSSPSR 57
Tabla 9. Ventajas y desventajas de los diferentes sistemas de expresion de IFN-a recombinante.... 71
Tabla 10. Formulaciones de IFN-a existentes y su sistema de produccCion. ..............cccccouecvvevveesvencnnann. 79
Tabla 11. Eficacia del tratamiento con IFN-a humano dentro de varias enfermedades. ...................... 80

Tabla 12. Efectos secundarios reportados por formulacion de interferon. ..........ccoccovevceeveveecineeciennns 84



12

indice de figuras

Figura 1. Cinética de las respuestas inmunitarias innata y adaptativa ..........c.ccocecerenenienninncnienenenes 26
Figura 2. Receptores de [FN Y SEAAliZACION .........ccveiviiiiiiiecie ettt 30
Figura 3. Secuencia de aminoacidos del IFN-a2b Aumano. .............cccccecvevievieeiiie e 33
Figura 4. Estructura del vector de expresion Pet-22D (4)...cccccveciieviiiie e se e eve e 39
Figura 5. Esquema del proceso de produccién y posterior purificacién de los Interferones................ 45

12



Lista de Abreviaturas

AA Aminoéacidos

Ac Anticuerpos

APC Células presentadoras de antigenos
CCRM Carcinoma metastasico de células renales
EMA Agencia Europea de Medicamentos

FDA Administracion de Medicamentos y Alimentos
FL Linfoma folicular

GAS Secuencia activada por IFN-gamma

GFP Proteina verde fluorescente

H Horas

HBC Hepatitis B cronica

HBV Virus de la hepatitis B

HCC Hepatitis C cronica

HCV Virus de la hepatitis C

HLA Antigenos de histocompatibilidad

IFN Interferén

IFN-a Interferdn alfa

IFN-a2a IFN alfa 22

IFN-a2b IFN alfa 2b

IFN-y IFN gamma

IFNAR Receptor de IFN alfa

IFNGR Receptor de IFN gamma

IFNLR Receptor de IFN lambda

IFN-AR1 Receptor 1 de IFN lambda

IL-10RB Receptor 3 de interleucina-10

IL Interleucina

IRF Factor regulador de IFN

ISGF3 factor 3 del gen estimulado por IFN

ISRE Elementos de respuesta estimulados por IFN
JAK Janus Quinasa

KDa Kilo Dalton




14

L Litros

MDE Episodios depresivos mayores

LNH Linfoma no Hodgkin

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad
mL Mililitros

PDC Células dendriticas plasmocitoides

PEG Polietilenglicol

PEG-IFN Peginterferén

RSE Revision Sistematica Exploratoria

SIDA Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
STAT Transductor de sefiales y activador de la transcripcion
TGA Administracion de productos terapéuticos
TNF Factor de necrosis tumoral

Treg Células T reguladoras

TYK2 Tirosina quinasa 2

VIH Virus de inmunodeficiencia humana

VL Vasculitis leucocitoclastica

14



15

Resumen
Los interferones (IFNs), son una familia de citoquinas que actian dentro de la activacion y

regulacion de la respuesta inmune innata y adaptativa. El IFN-a pertenece a los IFN tipo | y
posee multiples aplicaciones terapéuticas en el tratamiento de diversas enfermedades
debido a su actividad antiviral, antiproliferativa e inmunorreguladora. La interrupcién del
tratamiento con IFN-a se da en al menos el 45% de los pacientes, a pesar de que su accion
sea la esperada ya que el uso continuo del farmaco tiene como consecuencia efectos
secundarios que varias desde nauseas y fatiga a secuelas psiquiatricas. Se han realizado
modificaciones a los sistemas de produccion de los interferones, asi como el desarrollo de
nuevas formulaciones con mejoramiento en el escalado productivo con el fin de disminuir la
toxicidad sin modificar la eficacia, abaratar costos y lograr un mayor tiempo de permanencia
en el organismo. El presente estudio tiene como objetivo analizar el estado actual de los
sistemas de produccion del IFN-a humano recombinante y establecer la relacion entre su
aplicacion clinica y la presencia de efectos secundarios. La busqueda de informacion se
realizé utilizando bases de datos digitales seleccionadas para este propésito. Los
resultados sefalaron a Google Scholar como la base de datos mas relevantes de donde
extraer informacion. Se mostré que la bacteria E. coli es el sistema hospedero de
preferencia para la produccién de este farmaco ya que crecer de forma rapida, tiene bajos
costos de mantenimiento y se la considera segura para la produccién a gran escala a pesar
de las desventajas que pueden presentarse, como formacion de cuerpos de inclusién y
perdidas de proteina activa. También se sefial6 que existen formulaciones como la creacion
de dendrimeros o nanoparticulas con IFN-a, que mejorarian la eficiencia del farmaco y
disminuirian la respuesta inmune del organismo en contra de este. Se concluy6 que los
farmacos producidos en células de mamiferos como leucocitos humanos o células
linfoblastoides ofrecera un mejor producto final, disminuyendo la variedad e incidencia de

los efectos secundarios.

Palabras clave
e INTERFERON
e PRODUCCION
e EFECTO SECUNDARIO

15



16

Abstract
Interferons (IFNs) are a family of important cytokines in the activation and regulation of the
innate and adaptive immune response. IFN-a belongs to the type | IFNs and has multiple
therapeutic applications in the treatment of various diseases due to its antiviral,
antiproliferative and immunoregulatory activity. Discontinuation of IFN-a treatment occurs in
at least 45% of patients, despite its action being as expected, since continued use of the
drug results in adverse effects ranging from nausea and fatigue to psychiatric sequelae.
Maodifications have been made to the interferon production systems, as well as the
development of new formulations with improvements in the production scale in order to
reduce toxicity without modifying efficacy, reduce costs and achieve a longer permanence
time in the organism. The present study aims to analyze the current status of recombinant
human IFN-a production systems and to establish the relationship between its clinical
application and the presence of side effects. The search for information was performed
using digital databases selected for this purpose. The results pointed to Google Scholar as
the most relevant database from which to extract information. It was shown that E. coli
bacteria is the preferred host system for the production of this drug since it grows rapidly,
has low maintenance costs and is considered safe for large-scale production despite the
disadvantages that may occur, such as formation of inclusion bodies and loss of active
protein. It was also pointed out that there are formulations such as the creation of
dendrimers or nanoparticles with IFN-a, which would improve the efficiency of the drug and
decrease the body's immune response against it. It was concluded that drugs produced in
cells of higher organisms such as human leukocytes or lymphoblastoid cells will offer a

better final product, decreasing the variety and incidence of side effects.

Key words
e INTERFERON
e PRODUCTION
o SIDE EFFECTS
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Capitulo I: Introduccion

Planteamiento del Problema

Los interferones son moléculas producidas por células del sistema inmune, que se
generan durante las primeras fases de una infeccion (Ramos-Bello & Ramos-Niembro,
2008). Después de su descubrimiento en 1957 y la importancia de este suceso se ha
llegado a comparar al descubrimiento de los antibiéticos, ya que poseen actividad
antiproliferativa (IFN Tipo I), antiviral (IFN Tipo | y Ill), e inmunorreguladora (IFN Tipo |y II).
El estudio de su capacidad para actuar como un posible compuesto terapéutico ha
generado interés para la industria farmacéutica (J Aronson, 2016; Gonzalez et al., 2017;

Marin-Sanchez et al., 2019; Schaber et al., 1994; Zhang, 2017).

Los interferones se han vuelto lideres del mercado en la terapia contra
enfermedades como cancer, tuberculosis, hepatitis, enfermedad granulomatosa cronica,
osteopetrosis, entre otras ademas de jugar un papel importante en la presentacion de
antigenos y aumento en la expresién de moléculas coestimuladoras. (Couture et al., 2019;
Liechtenstein et al., 2012; Miller et al., 2009; Overall et al., 2017). El tratamiento de estas
afecciones tema de gran importancia econémica a nivel mundial, por esto, el producir esta
molécula a escala industrial, de forma rapida, eficiente y con costos bajos ha sido siempre
un tema de interés (JK Aronson, 2016; Baron et al., 1991; El-Baky & Redwan, 2015; Kartal
et al., 2007). El desarrollo de las aplicaciones clinicas del IFN sufrié un retraso debido a
métodos ineficientes de produccion, ya que, durante varios afios los investigadores solo
pudieron verificar la existencia y funcion de la molécula, pero no obtener cantidades

suficientes para realizar investigaciones mas exhaustivas (El-Baky & Redwan, 2015).

A mediados de la década de 1970, se logré disponer de cantidades suficientes de
IFN-a humano para llevar a cabo diversas investigaciones. Este se obtuvo de

preparaciones purificadas a partir de leucocitos, con el fin de realizar experimentos en la
17
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prevencién de resfriado comun y el tratamiento de infecciones por virus (Cantell et al., 1981;
El-Baky & Redwan, 2015; Friedman, 2008; Lesage et al., 2021). Después de 29 afios de su
descubrimiento, el desarrollo de la ingenieria genética permitié la produccion de grandes
cantidades de IFNs con alto nivel de pureza, lo que abrié paso tanto a su aplicacion en
entornos clinicos como a la investigacion de sus propiedades, marcando el comienzo de
una nueva era para estas citoquinas (Borden et al., 2007). Gracias a la posibilidad de
producir IFNs en grandes cantidades, los estudios de investigacion se centraron en el
proceso de induccion de IFNs y las subsiguientes vias de sefializacién intracelular, los
mecanismos de defensa celular y la capacidad de los virus y las células tumorales para
evadir la respuesta a los interferones (El-Baky & Redwan, 2015; McNab et al., 2015; Zadeh

etal., 2019).

La produccion de esta proteina se realiza en una variedad de sistemas de expresion
con factibilidad econdmica y facil multiplicacién en sus requerimientos por lo cual se han
desarrollado varios protocolos (El-Baky & Redwan, 2015; Lara, 2011). Sin embargo, la
aplicacion clinica utilizando diversos sistemas de expresion han provocado que se
presenten en los individuos efectos secundarios que van desde ligeras molestias similares
a una infeccién viral hasta sintomatologias mas complejas, ya sea por diferencias sutiles de
la molécula al provenir de organismos distintos o al grado de pureza del producto,
causando pérdidas econdémicas, lo que genera interés para la industria farmacéutica

(Pestka et al., 2004; Sleijfer et al., 2005).

18
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Justificacion del Problema

Antes del desarrollo de la tecnologia de ADN recombinante para la sintesis de
proteinas en diversos tipos de células, solo se disponia de cantidades limitadas de IFNs
(Ishii & Tang, 2014). El interferén alfa (IFN-a), por ejemplo, se produce de forma natural en
las células dendriticas plasmocitoides (PDC) a razén de 10° moléculas de IFN por célula en
las 24h siguientes a la activacion, una cantidad muy baja en comparacion a requerimientos

industriales (JK Aronson, 2016; Mendelsohn & Gray, 2014).

La produccion de proteinas recombinantes solubles y funcionales es uno de los
principales objetivos en el campo biotecnolégico, ya que con esto podemos obtener
proteinas terapéuticas que pueden utilizarse como agentes terapéuticos, vacunas y
reactivos de diagndéstico para el tratamiento de enfermedades a gran escala en millones de
personas (Freudl, 2018; Kunert & Reinhart, 2016; Tripathi & Shrivastava, 2019). Se han
sugerido estrategias para desarrollar esta nueva tecnologia a nivel industrial (Billiau et al.,
1977). Gracias a los sistemas de produccion a gran escala de los interferones se han
logrado obtener hasta 1,9x10° a 1,3x10° unidades de IFN-a por cada 15 mL de extracto

bacteriano en el que se produce (Edge et al., 2013).

Para la produccién de proteinas se toma en cuenta caracteristicas que sistema
hospedero debe cumplir como: las células deben tener una vida util finita en cultivo,
requerimientos de produccion econdmicos, ser cepas con niveles de produccion mas altos
en comparacion con sus semejantes, y que no liberen compuestos que sean perjudiciales
para el ser humano (Billiau et al., 1977; Geng et al., 2004; Katla & Sivaprakasam, 2019;
Sinskey et al., 1981). Es importante sefialar que en condiciones de estrés térmico u
oxidativo, hipoxia o falta de nutrientes en el medio, la maquinaria de produccién puede
saturarse promoviendo un mal plegado de la molécula y, en consecuencia, su mal
funcionamiento (Burnett & Burnett, 2020; Garcia-Fruités, 2015; Peebo & Neubauer, 2018).
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Las caracteristicas y funcionalidad de la proteina de interés determinan los pardmetros de
seleccion del organismo hospedero y las condiciones de crecimiento para su produccion
con el fin de minimizar la formacion de proteinas insolubles (Ferrer-Miralles et al., 2015;

Kunert & Reinhart, 2016).

Dependiendo del método de produccion se presentan diferentes limitaciones, ya sea
el costo, la complejidad de la molécula, los requerimientos celulares o la necesidad de
numerosos procesos de purificacion, debido a esto se pueden presentar diversos eventos
adversos y puede haber variacion sobre su efectividad clinica y la dosis necesaria para su
aplicacion (S. K. Gupta & Shukla, 2017; Oliver Ingold et al., 2016; Yoo et al., 2018). El uso
de métodos recombinantes para la generacion de proteinas sigue siendo el mejor enfoque
para la produccioén industrial debido a la demanda cada vez mayor, ya sea cualitativa o
cuantitativa, en donde se toman en cuenta aspectos como la productividad, la bioactividad,
el propoésito y las caracteristicas fisicoquimicas de la molécula de interés (Burnett & Burnett,
2020; R. Chen, 2012; Gomes et al., 2016; Yuan He et al., 2014; Owczarek et al., 2019).
También se han considerado nuevas estrategias terapéuticas con IFN-a para obtener
productos superiores en cuanto al tiempo de vida media circulatoria, como la pegilacién
(Milton Harris et al., 2001). Proceso que se basa en la conjugacién bioquimica de moléculas
bioactivas con polietilenglicol (PEG) para aumentar la persistencia de una proteina en el
cuerpo humano sin afectar el perfil de actividad original (V. Gupta et al., 2019; Pfister et al.,

2016).

Debido a las limitaciones mencionadas, efectos secundarios y corto tiempo de vida
en el organismo, se presenta el constante desafio de mejorar y optimizar los sistemas de
expresion existentes, y también de desarrollar enfoques novedosos para hacer frente a las
demandas de produccion de proteinas complejas (fosfoproteinas y glicoproteinas), asi
como el incremento de la pureza del biofarmaco dentro del escalado productivo (Burnett &
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Burnett, 2020; R. Chen, 2012; Gomes et al., 2016; Yuan He et al., 2014; Owczarek et al.,
2019). El IFN-a tiene potencial tanto industrial como farmacéutico, por esta razén el andlisis
bibliogréfico y la comparacion de los métodos de produccién aportara conocimientos sobre
los beneficios e impedimentos de cada proceso y sobre sus efectos en la salud de los que
lo consumen, ademas de las posibilidades de mejorar o maodificar un proceso para evitar los

efectos desfavorables que estos puedan presentar.
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Objetivos
Objetivo general del proyecto
Describir los tipos de procesos productivos que se han utilizado para la obtencion

del interferdn alfa humano recombinante y su relevancia en la aplicacion clinica.

Objetivos especificos
Establecer los diferentes procesos productivos que se han utilizado para la

obtencidn del interferén alfa humano recombinante.

Relacionar los procesos productivos a escala industrial para la obtencién del
interferén alfa humano recombinante contra los efectos toxicoldégicos descritos para estos

farmacos.
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Capitulo Il: Marco Teérico

Breve revisiéon historica

Los interferones (IFNs) son una gran familia de citoquinas relacionadas identificadas
por primera vez por su capacidad para conferir resistencia a las infecciones virales
(Chevaliez et al., 2009). Estas moléculas son componentes del sistema inmunoldgico y
brindan una proteccién rapida contra una amplia variedad de patégenos invasores
(Nicholson, 2016). Los IFNs son glicoproteinas naturales producidas por las células de la
mayoria de los vertebrados en respuesta al desafio de agentes extrafios, como organismos
infecciosos como virus, bacterias, hongos y parasitos y por células tumorales. Estas
glicoproteinas pueden ser producidos por células del sistemas inmunes innatos y
adaptativos y por células no inmunes como los fibroblastos y células epiteliales (Chevaliez

et al., 2009; Garcia-Garcia et al., 2016; Skinner, 2018).

En 1957, Isaacs y Lindenmann, mientras estudiaban los fendmenos de respuesta
entre virus y células hospederas, notaron por primera vez un efecto de interferencia
causado por un material bioactivo, aislado de cultivos de células de pollo infectadas con el
virus de la influenza (Aamir et al., 2008; El-Baky & Redwan, 2015). Este descubrimiento se
dio por un proceso de incubacion de células de embrién de pollo en un medio de cultivo con
virus de la influenza inactivado, en el que se observé que las células liberaban al medio un
producto desconocido que, cuando se afiadia a células frescas de embriones de pollo,
guedaban protegidas en su totalidad contra la infeccion (El-Baky & Redwan, 2015;
Federacién Bioguimica de la Provincia de Buenos Aires, 2001; Sotoca, 1999). Isaacs y
Lindenmann asignaron el término "interfer6n" para describir a este compuesto y, mas
adelante, varios informes demostraron que las células sométicas de diferentes especies
animales, incluidos los humanos, eran capaces de producir IFNs, eficaces contra multiples

tipos de virus (El-Baky & Redwan, 2015). Este descubrimiento desperto el interés de la

23



24

comunidad cientifica, que comenz6 a interesarse por la nueva molécula (Federaciéon
Bioguimica de la Provincia de Buenos Aires, 2001). Se realizaron varias investigaciones y
se descubrié que los IFNs no eran una sustancia Unica, sino que se trataba de hecho de
una familia de proteinas sintetizadas por células eucariotas (M. M. H. Li et al., 2015; J.
Lopez, 2015). Estas citoquinas reciben su nombre debido a su capacidad para interferir en
la replicaciéon de los virus en las células hospedadoras ya que se unen a receptores en la
superficie de las células infectadas, activando diferentes vias de sefializacion en las que
participan diversas proteinas antivirales (como la PKR), para impedir la replicacion de una

amplia variedad de virus de ARN y ADN (EI-Baky & Redwan, 2015; J. Lopez, 2015).

Los IFNs ejercen acciones auto y paracrinas en respuesta a una infeccion viral
(Chevaliez et al., 2009). Estimulan las redes intracelulares e intercelulares para regular
tanto la inmunidad innata como la adquirida, la resistencia a las infecciones virales, la
supervivencia y la muerte de las células normales y tumorales (Skinner, 2018). A través de
receptores de superficie celular de alta afinidad, estimulan genes empleando moléculas de
sefalizacién también utilizadas en parte por otras citoquinas identificadas por primera vez a
través de estudios de IFNs (Clemens, 2003; Fensterl et al., 2015; Mendelsohn & Gray,

2014; Skinner & Jegou, 2018).

El descubrimiento de las propiedades esenciales de los IFNs: antivirica,
antiproliferativa e inmunorreguladora, produjo un enorme interés por su posible aplicacién
clinica (J Bekisz et al., 2010). Los IFNs, ha sido sujeto de numerosos ensayos clinicos y ha
probado su eficacia en diversos estudios sobre tumores asi como en ciertas infecciones
virales (J Bekisz et al., 2010; Fresno, 2018; Garcia-Sesma, 2017). El primero en ser
aprobado como inmunoterapia contra el cancer por la FDA en 1986 fue el IFN-a (Mulvey,

2015). Més de veinte genes y proteinas de IFNs han sido identificados en animales, entre
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ellos humanos, que han sido clasificados en tres tipos: Tipo I, Tipo Il y tipo Il (Chevaliez et

al., 2009; Ferreira et al., 2019; Sekulic et al., 2012).

Tipos de interferones

Interferones Tipo I.

Los interferones de tipo | son polipéptidos secretados por células que han sido
infectadas y tienen tres funciones principales: primero, inducen estados antimicrobianos
intrinsecos en las células infectadas y vecinas que limitan la propagacién del agente
infeccioso. Segundo, modulan las respuestas inmunitarias innatas y promueve la
presentacion de antigenos y las funciones de las células asesinas naturales (NK) al tempo
gue restringen la condicién proinflamatoria y la produccién de citoquinas (Figura 1). Tercero
activan el sistema inmunoldgico adaptativo, promoviendo el desarrollo de células Ty B
especificas con antigenos de alta afinidad y con memoria inmunoldgica (lvashkiv & Donlin,
2014; Page et al., 2000; Trinchieri, 2010).

Los interferones de tipo | tienen un aproximado de 20 subtipos: IFN-a, IFN-B, IFN-E,
IFN-K, IFN-T, IFN-C e IFN-w. El IFN-a posee alrededor de 13 subtipos diferentes
denominados IFN-a1, -02, -a4, -a5, -a6, -a7, -a8, -a10, -a13, -a14, -a16, - a17 y -a21
mientras que del IFN- B se conocen solo dos subtipos IFN-B1, -3 (Ferreira et al., 2019;
Malmgaard, 2004; Page et al., 2000; Yoon & Won, 2021). La mayoria de los mamiferos
placentarios son capaces de codificar los genes funcionales IFN-€ y IFN-k, solo los
rumiantes y cerdos codifican IFN-T y IFN-C de forma respectiva, sin tener sus homdélogos en

humanos (Lenis et al., 2010; Nallar & Kalvakolanu, 2014; Nardelli et al., 2002).
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Figura 1.
Cinética de las respuestas inmunitarias innata y adaptativa
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Nota. Representacion de respuesta inmune innata y adaptativa frente a un virus. Obtenido

de Inmunologia celular y molecular (p.349) por (Abbas et al., 2015).

Hay 17 genes de IFNs de tipo | humanos, todos agrupados en el cromosoma 9, estos
no tienen intrones y codifican secuencias de péptidos con sefial secretoria que son escindidos
de forma proteolitica antes de la secrecion de la célula (Chevaliez et al., 2009). Los IFNs de
tipo | estan muy relacionados de forma genética y estructural entre ellos; varian en longitud
de 161 a 208 aminoacidos y tienen aparentes pesos moleculares de 15-24 kDa (J. Chen et
al., 2004; Marin-Sanchez et al., 2020). Los diferentes subtipos de IFN-a humano tienen un
aproximado de 50% de identidad de secuencia de aminoécidos, mientras que El IFN-a
comparte alrededor del 22% de identidad de aminoacidos con el IFN-B humano y el 37% con
IFN-w humano (Borden et al., 2007; Chevaliez et al., 2009; Marcocci & Rocchi, 2004; Page
et al., 2000). Estas moléculas pueden inducir una variedad de efectos biol6gicos sobre otras
células como: la activacion y diferenciacion de células B, células T y DC (Encalada-Garcia,

2017).
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La ruta de sefalizacion se inicia tras la union con el receptor de IFN, IFNAR, este
receptor es un complejo receptor que consta de 2 proteinas de transmembrana, que junto a
la unién con 2 tirosina-quinasas citoplasmaticas, Janus quinasa (JAK 1) y tirosina quinasa
(TYK2), permite la fosforilacién de las proteinas transductoras de sefial y activadoras de
transcripcion (STAT 1y 2). Sumado a ello, el factor de regulacién de interferon (IRF) forma
en conjunto el llamado complejo del factor de transcripcion ISGF3 (factor 3 del gen
estimulado por IFN), este se une a secuencias especificas de nucleétidos llamadas
elementos de respuesta estimulados por IFN (ISRES) en los promotores de ciertos genes,
conocidos como genes estimulados por IFN (ISGs). Por ultimo, se estimula en el nicleo, a
los factores genéticos para la formacién de nuevos IFNs como se puede apreciar en la
Figura 2 (Abbas et al., 2015; Aillot et al., 2018; Del Rosario & Garcia, 2001; Encalada-

Garcia, 2017; Marin-Sanchez et al., 2019).

Los ISGs actluan en diferentes etapas del ciclo de vida viral, desde la entrada y la
replicacion hasta el ensamblaje y la liberacion (Wong & Chen, 2014). Para infectar
productivamente al huésped y multiplicarse, los virus utilizan la maquinaria de traduccién
del huésped para producir proteinas virales (Embarc-Buh et al., 2021). La inhibicion
traslacional es un mecanismo comun utilizado por los ISG para mediar los efectos
antivirales (Platanitis et al., 2019). Algunos de los ISG mejor estudiados son: la proteina
quinasa RNA activada (PKR), la 2'-5'-oligoadenilato sintetasa (OAS) y la RNAsa Latente
(RNAsa L) que funcionan para bloquear la traduccién y limitar la replicacién del virus (Feng

etal., 2018; M. M. H. Li et al., 2015).

Interferones Tipo Il.

Solo hay un IFN de tipo Il conocido, IFN-y, descubierto en 1965, este es producido
de forma exclusiva por células inmunes, como las células T derivadas del timo activadas y

las células asesinas naturales (NK). La produccién de esta molécula en el organismo se da
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después de la estimulacion por antigenos extrafios 0 mitbgenos en las primeras etapas de
la respuesta inmunitaria innata (Boehm et al., 1997; Green et al., 2017). La principal accion
de este tipo de IFN consiste en actuar como una linfocina, es decir, como una molécula
capaz de activar otras células del sistema inmune, como son las células NK, los
macrofagos, y los linfocitos B. Este puede influir sobre la clase de anticuerpo que es
producido por los linfocitos B en el marco de una respuesta inmune (Instituto
Latinoamericano de Comunicacién Educativa, 2006; Tang et al., 2018). EI IFN-y es un
homodimero no covalente compuesto por dos cadenas polipeptidicas idénticas de 17 kDa
de 166 residuos de longitud cuyo gen se mapea en el cromosoma 12. La secuencia sefial
hidr6foba de 23 residuos se elimina mediante escisidn proteolitica antes de la secrecion de

la célula (Boehm et al., 1997; Chevaliez et al., 2009; Green et al., 2017).

La ruta de sefializacion se inicia tras la union con el receptor de IFN, IFNGR, este
receptor es un complejo que consta de 4 proteinas transmembrana, a diferencia del
complejo anterior que constaba de 2, que junto a la unién con 2 tirosina-quinasas
citoplasmaticas, Janus quinasa 1y 2 (JAK 1/2) permite la fosforilacidn de la proteina
transductora de sefal y activadoras de transcripcion STAT 1. El complejo formado, se une a
secuencias especificas de nucleétidos llamadas secuencia activada por IFN-gamma (GAS)
lo que, por ultimo, estimula en el nicleo, a los factores genéticos para la formacién de
nuevos IFNs (Abbas et al., 2015; Del Rosario & Garcia, 2001; Encalada-Garcia, 2017,

Marin-Sanchez et al., 2019), este proceso puede ser apreciado en la Figura 2.

Interferones tipo lll.

En los ultimos afios se ha identificado una nueva clase de IFNs humanos de tipo I,
denominada IFN-A1 o IL-29, IFN-A2 (IL-28A) e IFN-A3 (IL-28B) (Dumoutier et al., 2003). El

IFN-A regula la diferenciacion de las células dendriticas (DC) de los monocitos a través de
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la configuracion del complejo receptor de IFN-A y la estimulacién a través de este receptor
induce de forma especifica la proliferacién de células T reguladoras (Treg), lo que resulta
en la generacion de DC tolerogénicas que puede suprimir las funciones de IFNs
(Mennechet & Uzé, 2006; Zhou et al., 2018). Sin embargo, aunque se ha descrito que esta
molécula tiene un mecanismo de accién similar a los IFNs de tipo I, se ha vuelto cada vez
mas claro que los de tipo Il también tienen funciones distintas (Hemann et al., 2017; Page
et al., 2000). A diferencia de los de tipo |, cuyo receptor se expresa de forma ubicua, los de
tipo 11l se producen en gran medida en las células de las superficies epiteliales de barrera,
como los tractos respiratorio y gastrointestinal, asi como en la barrera hematoencefalica

(Hemann et al., 2017; Schijns, 2017; Syedbasha & Egli, 2017).

Los IFNs de tipo I, se describieron por primera vez mediante predicciones
computacionales de acuerdo con datos genémicos (Kotenko et al., 2003). Los tres genes de
IFN-A se agrupan en el cromosoma humano 19 y comprenden 5 exones para IFN-A1 y 6
para IFN-A2 e IFN-A3; estos codifican proteinas monoméricas secretadas de 20 a 22 kDa de
196 a 200 aminoacidos (Chevaliez et al., 2009; Marcocci & Rocchi, 2004). La ruta de
sefalizacién de este tipo de IFN es muy similar a la ruta del tipo I, pero en este caso los
receptores son: el receptor 1 de IFN lambda (IFN-AR1) y el receptor B de interleucina-10 (IL-

10Rp). Estos receptores forman el complejo IFNLR, este se une con 2 tirosina-quinasas

citoplasmaticas, Janus quinasa 1 (JAK 1) y tirosina quinasa (TYK2), lo que permite una vez
mas la fosforilacion de las STAT 1y 2; donde al afadir el IRF, forman el complejo del factor
de transcripcion ISGF3, que se une a secuencias de nucleétidos que estimulan a los
factores genéticos en el nlcleo, para la formacion de IFNs (Abbas et al., 2015; Del Rosario
& Garcia, 2001; Encalada-Garcia, 2017; Marin-Sanchez et al., 2019), todo este proceso se

puede apreciar de una forma detallada en la Figura 2.
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ISGF3

Figura 2.
Receptores de IFN y sefalizacion
IFNTIPO |
IFN TIPO Il IFN 1,2,4,5,6,7,8,10,13,14,16,17,21 IFN TIPOII
IFNA 1-4 IFNB, IFNE, IFNw, IFNK 1Ny
IL-10RB W e IFNAR1 IFNAR2 nGR1 | O IENGR2
2T | Ak 2Tk Akl LUAKE | Jak2ls
( m | o | ( D | & | ( o | € )
STAT2 —" )« -STATL STAT2 4( )—* STAT1 STAT? —6 ,);v -STAT1

|
|
|

‘ Ndcleo

) | !
(ESRET 0000000000000 ESASTX0000000000
Nota. Receptores de IFN y sefalizacién. Los interferones se clasifican en tres tipos, que se
unen a distintos receptores. Esto induce la activacion de vias superpuestas que dan como

resultado la expresion de diferentes genes. Obtenido de: SLE: one key to unlocking the

mystery of the disease Lupus (Rénnblom & Leonard, 2019).

Se presenta la Tabla 1 en donde se pueden ver de forma resumida las

caracteristicas principales de los IFNs humanos mencionados.

Tabla 1.

Caracteristicas principales de los interferones humanos existentes

o N° Células o .

Caracteristica o Principal actividad
aminoécidos productoras

Células o o
» Actividad antiviral,

_ hematopoyéticas o _
Tipo | IFN-a 165-166 ) antiproliferativa y

(leucocitos), PDC, _
) antitumoral.
macrofagos
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o N° Células o o
Caracteristica o Principal actividad
aminoacidos productoras
Fibroblastos y Actividad antiviral y
IFN-B 166 ] o o _
células epiteliales antiproliferativa
o Inhibe la replicacion
IFN-K 207 Queratinocitos _
viral
Células Actividad antiviral,
IFN-w 172 hematopoyéticas antiproliferativa y
(leucocitos) antitumoral.
Células inmunitarias Actividad
Tioo Il IFN-Y 143 (células T y células inmunorreguladora
ipo
NK) superior, accion
antitumoral
IEN-A1 ] o respuesta inmune
células epiteliales, o
_ antiviral en las
_ hepatocitos, o o
Tipo 1l 196-200 _ superficies epiteliales
IEN-A2/3 melanocitos y

) en las primeras
células neuronales _ .
etapas de la infeccién

Nota. Elaborado en base a: (Abbas et al., 2015; J Aronson, 2016; Chevaliez et al., 2009;
Gonzalez et al., 2017; Yongquan He et al., 2020; Ishii & Tang, 2014; S. fang Li et al., 2017,
Marin-Sanchez et al., 2020; Quintero & Ruiz, 2018; Schijns, 2017; Zhou et al., 2018).

Interferon alfa

El IFN-a humano fue el primero en ser descubierto (Pelaz et al., 2017). Esta
representado por una familia de proteinas homélogas, que estan codificadas por 13 genes
sin intrones agrupados en el cromosoma 9, mientras que el genoma del IFN-a murino esta
compuesto por 14 genes ubicados en el cromosoma 4 (Gibbert et al., 2013; Schijns, 2017,
Taylor, 2014). Estos comparten una estructura de a hélice con, un aproximado de un 80%
de 166 aminoacidos, conservados (Cha et al., 2014; Chapman et al., 1991; Ramos-Bello &

Ramos-Niembro, 2008).
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Esta citoquina es producida por el sistema inmunoldgico que posee propiedades
antiviricas, antiproliferativas e inmunomoduladoras (Avendafio Sola, 2006). Este IFN tiene
mas de 20 subtipos diferentes ya que, las tecnologias de recombinacion de ADN han
agregado mas diversidad a las variantes naturales ya existentes. Se han creado nuevas
moléculas de IFNs recombinantes a partir varios segmentos de las secuencias parentales,
asi como los procesos de conjugacion a los que se lo somete (EI-Baky & Redwan, 2015;

Ramon et al., 2009).

El IFN-a posee un efecto inmunomodulador, que incluye la estimulacion de la
actividad litica de las células NK, células T citotéxicas especificas y de macréfagos sobre
células tumorales, la modificacion de produccién de Ac por linfocitos B y la regulacion de
antigenos de histocompatibilidad (HLA) en las membranas celulares (Battcock et al., 2020;
Leyva et al., 2017; Medrano et al., 2017). La accién directa antitumoral incluye efectos
antiploriferativos, y la unién de antigenos de superficies sobre la célula tumoral, mientras
gue la accioén indirecta, activacion del macréfago, células T, células NK y modulacién de la

produccién de anticuerpos (Battcock et al., 2020; Moredo et al., 2004).

Esta molécula se ha explorado debido a su eficacia en diversas enfermedades y se
utiliza como tratamiento estdndar en varias de ellas como: el tratamiento de la leucemia de
células pilosas (Bohn et al., 2016), melanoma maligno (Lens & Dawes, 2016), linfoma
folicular (Cox et al., 2018), sarcoma de Kaposi causado por el SIDA (Hernandez &
Comegna, 2017), ciertos tipos de verrugas genitales (Yuan et al., 2018), en el tratamiento
de la hepatitis B o C crénica en los adultos (Chalasani et al., 2015) y para la hepatitis B
crénica en los nifios de al menos 1 afio (Muir et al., 2014; Yoo et al., 2018). Sin embargo, su
uso va acompafiado de una amplia variedad de posibles efectos secundarios que pueden
dificultar el alcance y el mantenimiento de la dosis necesaria para un efecto terapéutico
maximo superando el beneficio clinico del tratamiento (EI-Baky & Redwan, 2015; Sleijfer et
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al., 2005). Se han obtenido diferentes formas de IFN-a para el tratamiento de ciertas
enfermedades, incluidos IFN-a2a e IFN-a2b (Chevaliez et al., 2009). Se espera que estos
hibridos de IFNs recombinantes con propiedades novedosas tengan aplicaciones

terapéuticas potenciales (Blatt et al., 1996).
Tipos de IFN-a humano recombinante

Interferén alfa 2ay 2b.

Estos dos IFNs difieren por un Unico aminoacido, el 2a con una lisina en la posicion
23 mientras que el 2b posee una arginina en esta posicion. Son glicoproteinas constan de
166 aminoacidos con treonina O-glicosilada en la posicion 106 (Figura 3) (Ningrum &
Asmana Ningrum, 2014). Estas proteinas se producen mediante tecnologia de ADN
recombinante y se asemejan al secretado por los leucocitos. Se utilizan ampliamente como
agente antivirico o antineoplasico (JK Aronson, 2016; Dafny & Lincoln, 2016; Ningrum &

Asmana Ningrum, 2014).

Figura 3.

Secuencia de aminoacidos del IFN-a2b humano.

M ,,ALTFALLVALLVLSCKSSCSVGC,DLPQTHSLGSR
RTLMLLAQMRRISLFSC,,LKDRHDFGFPQEEFGNQF
QKAETIPVLHEMIQQIFNLFSTKDSSAAWDETLLDKF
YTELYQQLNDLEAC,,VIQGVGVT,,;ETPLMKEDSILA
VRKYFQRITLYLKEKKYSPC,,,AWEVVRAEIMRSFSL
STNLQESLRSKE, s

Nota: El péptido-sefial esta subrayado. Los dos puentes disulfuro intramoleculares son C1-
C98 y C29-C138. La treonina ligada a glicanos se encuentra en la posicién 106 (Thr106).
Recordar que el IFN- a2 tiene una lisina en la posicion 23. Obtenido de Stable high
volumetric production of glycosylated human recombinant IFNalpha2b in HEK293 cells
(Loignon et al., 2008).
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Interferones alfa pegilados.

Los peginterferones, por otro lado, son moléculas de IFNs que han pasado por el
proceso de pegilacién, que consiste en la modificacién de una molécula bioldgica,
conjugandola mediante enlace covalente con polietilenglicol (PEG),un polimero hidrosoluble
(Alvarado Lopez, 2015). En el caso del IFN-a existen dos tipos: el IFN pegilado alfa-2a y el
IFN pegilado alfa-2b (Mazana, 2013). Ambas moléculas estan unidos a moléculas de
polietilenglicol distintas; el IFN-a2a esta unido a una molécula de PEG de 40 kDa y el IFN-

a2b, lo estad a una molécula de 12 kDa (Buti, 2008; Olivier et al., 2002).

Farmacocinética del IFN-a

A pesar de las similitudes entre los tipos de IFNs, cada uno de estos compuestos
actua de forma diferente en el organismo. La farmacocinética de los IFNs es se da de la
siguiente manera: la disminucion de las concentraciones séricas es rapida después de la
administracién intravenosa, se ha visto que el volumen de distribucién se aproxima del 20 al
60% del peso corporal (Garcia-Garcia et al., 2016). De acuerdo a estudios in vivo
realizados en especies animales, se sugiere que el catabolismo de los IFNs se da dentro
del manejo natural de las proteinas en el organismo. Sus valores de aclaramiento varian de
4,8 a 48 L/h y reflejan la digestién interna natural y el recambio de estas proteinas (Wills,

1990; Zhao et al., 2017).

El mecanismo de eliminacion del IFN-a sin pegilar se da por un aclaramiento renal
gue supone la eliminacién de un aproximado del 30% de la dosis y un metabolismo extra
renal, en parte hepatico (Avendafio Sola, 2006). El peginterferén alfa-2a de 40 kDa tiene
una reduccién de méas de 100 veces en el aclaramiento renal en comparacion con el
interferén alfa convencional y el aclaramiento del peginterferén alfa-2b es aproximadamente
una décima parte del interferén alfa sin modificar (Lange & Zeuzem, 2013; Noureddin &

Ghany, 2010). Considerando el tamafio de la molécula de IFN-q; la absorcion sistémica al
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administrarlo por via intramuscular y subcutdnea se absorbe bien, con un porcentaje mayor
al 80%. Ademas estas rutas exhiben una absorcion prolongada, lo que da como resultado
concentraciones maximas en suero o plasma que ocurren después de 1 a 8 horas,
seguidas de concentraciones medibles durante 4 a 24 horas después de la aplicacion

(Quintero & Ruiz, 2018; Wills, 1990).

Se ha comprobado que el IFN-a2b pegilado se absorbe de forma rapida por
administracion subcuténea, se distribuye por los tejidos y su eliminacion del organismo es
rapida de igual forma, con una semivida de eliminacion de entre 2 a 4 horas alcanzando su
concentracion maxima a las 48-72 horas desde su administracién (Avedafio-Alvarado,
2008; Quintero & Ruiz, 2018). IFN-a2a pegilado tiene una absorcion mucho mas lenta que
los mencionados con anterioridad y no alcanza sus concentraciones maximas hasta las 72-
96 horas después de su administracion en dosis Unica, aunque posee un tiempo de
semivida de 5,1 horas (Avedafo-Alvarado, 2008; Mazana, 2013; Quintero & Ruiz, 2018). En
estudios in vivo en especies animales y en fases clinicas iniciales con voluntarios sanos se
determiné que, si se administra IFN-a por via intravenosa, la actividad antiviral circulante se
mantiene por un periodo corto y luego disminuye alcanzando valores indetectables en 4h
con el IFN-a2b y 5 h con el IFN-a2a después de la administracion (Mazana, 2013; Quintero
& Ruiz, 2018; Shechter et al., 2001). Esta diferencia se debe a que PEG-IFN-a2b tiene una
cadena PEG lineal de 12 kDa unida a la histidina-34 mediante un enlace uretano inestable
gue estéa sujeto a hidrdlisis una vez inyectado, liberando IFN-a2b nativo y la cadena PEG
ramificada de 40 kDa del PEG-IFN-a2a esta unida covalentemente mediante enlaces amida
estables a residuos de lisina y circula como una molécula intacta (Dimova & Talal, 2010;
Foster, 2012). En consecuencia, el PEG-IFN-a2a tiene un volumen de distribucion muy
restringido, una vida media mas larga y un aclaramiento reducido en comparacion con el

interferén-a-2b (Foster, 2012).
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El catabolismo del IFN-a, incluyendo sus subtipos, ha sido el mas estudiado
(Garcia-Garcia et al., 2016; Wills, 1990). En general, los IFN-a se filtran a través de los
glomérulos del riibn mediante endocitosis luminal seguida de reabsorcién tubular proximal
(Eshbach & Weisz, 2017). Durante la reabsorcién, estas moléculas experimentan una
degradacion proteolitica por enzimas lisosomales, por lo que ciertas cantidades

insignificantes se excretan en la orina intactas (Van et al., 2020).

Varios estudios han evaluado el efecto de la nefrectomia en la farmacocinética de
IFN-a vy, de acuerdo con los hallazgos anteriores, se ha demostrado que el higado juega su
papel en el catabolismo de esta molécula (Natalia Ceaglio et al., 2016; Vestergaard, 2016;
Wills, 1990). Los trabajos realizados hasta ahora sugieren que el catabolismo hepatico es la
via predominante de eliminacion del IFN-a, aunque se han sugerido otros 6rganos, como
los pulmones y los musculos, como posibles sitios catabodlicos (Cruzat et al., 2018; Nallar &
Kalvakolanu, 2014). En el estudio realizado por Nishio y colaboradores (2021) se obtuvo
gue el aclaramiento de PEG-IFN-02a y PEG-IFN-a2b se da principalmente en el higado
debido al secuestro mediado por anticuerpos pues se detectaron grandes cantidades de
inmunoglobulina M (IgM) especifica de PEG y complejos inmunes con PEG-IFN-a. Esta
informacién se ha obtenido gracias a los estudios realizados sobre las aplicaciones clinicas
del IFN y la respuesta del organismo a este farmaco (L. S. Castro et al., 2021; Nishio et al.,

2021).

Aplicaciones

El IFN-a y sus formas pegiladas se han utilizado para el tratamiento de diversas
afecciones como se mencion6 en apartados anteriores. En las infecciones virales agudas
existe una respuesta rapida de IFNs con aparicion a veces de grandes cantidades de IFN-a
en la sangre; sin embargo, esta respuesta es de corta duracion y la molécula desaparece

de la circulacion en unas pocas horas o dias (Yu et al., 2016).En las infecciones virales
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crénicas puede haber una respuesta de IFN persistente, como por ejemplo, en la infeccion
por el virus de la inmunodeficiencia humana VIH, el IFN-a se puede demostrar de forma
sencilla, en el suero en las dltimas etapas de la enfermedad a niveles que aumentan con la
progresion de la enfermedad (Chalasani et al., 2015; Okajima et al., 2015; Strannegard,

1999).

Los IFN-a representan las citoquinas que exhiben el historial de uso mas prolongado
en oncologia clinica para el tratamiento de mas de una docena de tipos de cancer, incluidas
algunas neoplasias hematolégicas y tumores sélidos (Pasquali & Mocellin, 2012). Tanto los
efectos directos como indirectos de la accién antitumoral del IFN-a se originan a partir de la
activacion de la via JAK-STAT y la induccion de los genes estimulados por IFN (ISG). La
actividad de esta molécula estd mediada, en esencia, por la capacidad de estos de influir en
la inhibicion del crecimiento de las células tumorales y por la induccién de la apoptosis de
estas (muerte celular programada) (McGlynn & London, 2011; Mocellin et al., 2013).
También puede modular indirectamente las respuestas inmunomoduladoras y
antiangiogénicas en el organismo al promover la diferenciacién y la actividad de las células
inmunitarias del huésped. (Ferrantini et al., 2007; Gonzalez et al., 2017). Por otro lado,
estos IFNs también inducen una regulacién positiva del MHC de clase 1 en las células
tumorales, lo que puede mejorar la respuesta efectora de las células T CD8 antitumorales

en el microambiente del tumor (Guo et al., 2019; Wang et al., 2012).

Produccion proteinas recombinantes

Las proteinas empleadas como farmacos, en métodos de diagndstico o en diversos
segmentos industriales, asi como para fines de investigacién son producidas como
proteinas recombinantes (Ferrer-Miralles et al., 2015). Una proteina recombinante es
aquella que es producida en un sistema de expresién que ha sido sujeto a modificacion

genética y que, por lo general, es diferente a las que se producen en las células de forma
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natural (Guerrero, 2017). Las estrategias tradicionales para la expresion de estas moléculas
implican transfectar células con un vector de ADN que contenga los elementos genéticos
necesarios para la expresion del gen de interés como marcadores de seleccién, origen de
replicacion, promotor, terminador, etc. (Figura 5) y luego cultivarlas para que transcriban y
traduzcan el producto deseado (Casablancas et al., 2018; Tripathi & Shrivastava, 2019;
Uhoraningoga et al., 2018). Con frecuencia, cuando la generacion se da de forma
intracelular, las células se lisan para extraer la proteina expresada para su posterior
purificacion. Si la produccion es extracelular solo se recupera la molécula del medio, por lo
gue se pueden utilizar sistemas de expresion de células procariotas como

eucariotas (Casablancas et al., 2018; Lotfi et al., 2018).

Los sistemas de expresion se utilizan en gran medida en la industria, sin embargo
la seleccion de este depende del tipo de proteina, los requisitos de actividad funcional y el
rendimiento deseado (Tripathi & Shrivastava, 2019). Hoy en dia existe una gran variedad de
sistemas de expresion en los que destacan organismos como Escherichia coli, que es la
bacteria estandar en donde se realizan estos procesos a pesar del gran desarrollo
alcanzado por los sistemas de expresion eucariotas (Alvarado-Madrigal et al., 2019; Ferrer-
Miralles et al., 2015). También se usan levaduras (eje. Pichia pastoris) y diferentes células
de mamiferos, que han sido utilizadas para la produccién de IFNs. Sin embargo, vale la
pena mencionar que el sistema de expresion procariota plantea, en muchos casos, severas
restricciones para una produccién exitosa de proteinas heterdlogas (Peebo & Neubauer,

2018; Serrano-Rivero et al., 2016).
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Figura 4.
Estructura del vector de expresion Pet-22b (+).
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Nota. Vector de expresion utilizado con la cepa de E. coli Shuffle® T7. AmpR como
marcador de seleccion (resistencia a antibiético), f1 y pBR3 como origen de replicacion,
promotor y terminador T7, RBS sitio de union al ribosoma, operon Lac, His tag etiqueta de
polihistidina, sitios de restricciébn desde Nco | a Xho | para insertar el gen de interés.
Obtenido de GenScript https://www.genscript.com/gsfiles/vector-map/bacteria/pET-22b.pdf

Cada sistema cuenta con sus ventajas y desventajas, ya que se deben manejar
factores como inactividad de las proteinas, la velocidad de crecimiento del hospedero y la
formacion de cuerpos de inclusién (Uhoraningoga et al., 2018). Todos estos parametros son
siempre considerados antes de comenzar cualquier proceso productivo debido a que todos
estos métodos son de cultivo continuo. Los procesos para la produccion de proteinas han
sido desarrollados con el Gnico fin de hacer crecer células que expresan un compuesto de
interés en un entorno constante y se han utilizado durante décadas para estudiar la

fisiologia microbiana bésica de una manera controlada y reproducible (Alvarado-Madrigal et

al., 2019; Peebo & Neubauer, 2018).
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Produccion de IFN humano recombinante a gran escala

Para utilizar el IFN-a con fines terapéuticos, se requieren métodos para producir
grandes cantidades de la sustancia y con un alto nivel de pureza (Kamionka, 2011). Estos
IFNs pueden producirse mediante estimulacion viral de células de mamiferos o generadas a
partir de microorganismos genéticamente modificados (Quintero & Ruiz, 2018). Los
primeros ensayos con | IFN-a utilizaron preparaciones semipurificadas de esta molécula
obtenidas de cultivos humanos de leucocitos que habian sido estimulados con un
paramixovirus (virus Sendai). Después de la clonacion de genes de IFN, fue posible utilizar
técnicas de ADN recombinante para producir grandes cantidades del producto purificado de
manera economica (Angel Galvan-Morales et al., 2013; Strannegéard, 1999). Utilizando otra
linea de investigacion, se demostré que ciertas lineas de células linfoblastoides producian,
de forma constitutiva, grandes cantidades de IFN-a, de modo que, podian usarse para la

produccion a gran escala (Léseke et al., 2002).

En la actualidad, existen diversos tipos principales de preparaciones comerciales de

IFN-a que estan disponibles como se puede ver en la Tabla 2.

Tabla 2.

Preparaciones de IFN-a terapéuticos disponibles.

Nombre y casa Ingred!en.te Sistema de
Comercial farmac_eutlco produccién Estado Fuente
activo
® (Chemocare,
o ﬁri‘;;er:ffaARoche IFN-a2a E. coli En uso 2013; Ryff &
Pestka, 2013)
(L. S. Castro
Pegasys® . gt al., 2021;
Hoffmann—La Roche PEG-IFN-a2a E. coli En uso Silva & Lobo,
2019; Walsh,
2018)
Intron A®, Alfatronol® (European
Merck Sharp IFNa-2b E. coli En uso Medicines
& Dohme Corp. Agency, 2010;
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Nombre y casa Ingred!en_te Sistema de
Comercial farmac_eutlco produccion Estado Fuente
activo
Sedano &
Serra, 2003)
(L. S. Castro
Rebetron® Schering- o . etal., 2021;
Plough Corporation ribavirin/IFNa-2b E. coli En uso Ryff & Pestka,
2013)
(Center for
Pegintron® Drug
Schering-Plough PEG-IFN-a2b E. coli En uso Evaluation
Corporation and Research,
2014)
(Food and
Sylatron™ _ Drugs
Merck & Co., Inc. PEG-IFN-02b E. col En uso Administgration,
2011b)
(AIM
. ImmunoTech,
Alferon N® IEN-0n3 Leucocitos En uso 2015
AIM ImmunoTech humanos
Yonezawa et
al., 2003)
. Células (L. S. Castro
Wellferon IFN-anl linfoblastoides En uso etal, 2031;
Glaxo Wellcome humanas Strannegard,
1999)
Viraferon® (; ;' (;gsztf
Schering-Plough IFNa-2b E. coli Descontinuado o '
Corporation. Silva & Lobo,
2019)
ViraferonPeg® Si(:guhngf 4
Merck Sharp & PEG-IFN-a2b E. coli Descontinuado ' '
Dohme Corp. Ryff & Pestka,
2013)
. ® (Noureddin &
Albln'ilir\i(;:zziggséiron IFN-a2b E. coli Descontinuado  Ghany, 2010;
Walsh, 2018)
(Kumar &
Berofor® Boehrlnger IFNa-2¢ E. coli Descontinuado Singh, 2014;
Ingelheim, Lda. Schaefer et
al., 2002)
Infergen® Three Rivers IFNa/Ribavirin E. coli Descontinuado (Noureddin &

Pharmaceuticals.

Ghany, 2010)

Nota. Elaborado por Troya, L.
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El proceso completo para la obtencion de IFNs tiene cuatro etapas principales: el
desarrollo, donde se aisla el gen de interés, se clona en un plasmido y se introduce en el
anfitrion seleccionado; la produccion aguas arriba, que es la eleccién de un sistema de
expresion particular y establecer las condiciones de cultivo; la etapa aguas abajo, donde se
recuperay se purifica la proteina con diferentes técnicas cromatograficas como: SEC:
cromatografia de exclusién por tamafio (Mayolo-Deloisa et al., 2012), HIC: cromatografia de
interaccion hidrofébica (Some et al., 2019), IEX: cromatografia de intercambio ionico (L. S.
Castro et al., 2021), AC: cromatografia de afinidad (Chaiken, 2018), RP: cromatografia de
fase inversa (T. Y. Huang et al., 2018) y el acabado, donde se desarrolla el producto final
de acuerdo con el método de administracion (Biopharmaceuticals from Microorganisms:
From Production to Purification, 2016; Rosano & Ceccarelli, 2014). El proceso debe
asegurar que la estabilidad y actividad biolégica del biofarmacos se mantenga (L. S. Castro

et al., 2021).

Se ha realizado un esfuerzo considerable en la ingenieria genética para disefiar
sistemas de expresion a partir de cepas de levadura, E. coli, y células de mamiferos para la
expresion funcional de las proteinas humanas que incluyan vias de plegado, ensamblaje y
procesamiento particularmente complejas (Standfuss et al., 2013; Xiao et al., 2013, 2015).
Sin embargo, en muchos casos hay informacion limitada sobre los factores que afectan la
expresion de cualquier proteina en particular, por lo que la actualidad las estrategias a
menudo son fragmentadas y se centran solo en el mejoramiento de uno o dos aspectos del

proceso de produccion de proteinas (Gruswitz et al., 2010; Xiao et al., 2015).

Hoy en dia el uso de Escherichia coli es el método de produccion mas utilizado de la
gue se obtiene una proteina en forma insoluble como cuerpos de inclusion, que luego se
solubilizan y replegan (Arif et al., 2015). Se han realizado diversas modificaciones este

sistema de expresion (Tabla 3) para hacerlo mas eficientes con el fin de minimizar la
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degradacion proteolitica, la acumulacion o mal plegamientos de las proteinas
recombinantes que se producen, ahora estas mejoras forman la base para una gama de
plataformas de produccion de IFN-a para su aplicacion biofarmacéutica (Selas Castifieiras

et al., 2018).

Tabla 3.

Cepas de E. coli disponibles comercialmente para la produccién de IFN- a 'y sus
caracteristicas.

Cepade E. coli Caracteristicas

Albergan copias adicionales de los genes de ARNt argU, ileY y
leuWw, que reconocen los codones raros AGA / AGG (arginina), AUA
BL21(DE3) (isoleucina) y CUA (leucina), respectivamente.
Lleva una copia adicional de proL tRNA
Mejora la expresion de proteinas heterélogas.
Se usa para la expresion de alto nivel de genes clonados en
vectores para la expresion de la secuencia cadena abajo del
JM109(DE3) promotor T7.
Contiene un gen inducible por IPTG para la ARN polimerasa T7.

Requiere un sitio de unién ribosomal con secuencia clonada.

Expresar constitutivamente isomerasa de enlace disulfuro (DsbC).
Shuffle™ T7 Promueve el plegamiento adecuado de proteinas recombinantes.

Deficiente en proteasas Lon y OmpT.

Células adecuadas para la expresion de proteinas.
TG1 Eficiencia con la electroporacion.

Cepa de E. coli de crecimiento rapido.
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Cepade E. coli Caracteristicas

Regulacién estricta de vectores de expresion que contienen un
promotor de E. coli bajo el control de un promotor lac.
Cepa tipo salvaje de E. coli K12.
W3110 Crecimiento mas rapido que BL21(DE3).

Tolerancia al choque térmico y a los productos quimicos toxicos.

Células competentes deficientes en todos los sistemas de restriccion
conocidos de E. coli K12 (McrA—, McrCB—, McrF—, Mrr—, HsdR-).
Posible clonar ADN metilado.
XL2-Blue MRF Clonacion de alta eficiencia.
Deficiente en endonucleasas (endA), mejora la calidad de ADN.
Deficiente en recombinacién (recA), garantizar la estabilidad del
inserto.
Nota. Elaborado por Troya, L. Obtenido de (Baeshen et al., 2015; Baumgaértner et al., 2013;7
Breitling et al., 1989; Chai et al., 2020; S. H. Chen et al., 2013; El-Baky et al., 2021; Ting et

al., 2020; Yeom et al., 2016).

Los IFNs derivados de bacterias se purifican hasta la homogeneidad usando un
proceso iterativo que implica una variedad de pasos de purificacion como se presenta en la
Figura 5 (Babaeipour et al., 2013; Quintero & Ruiz, 2018). Estos pasos, correspondientes a
la parte mas cara de todo el procedimiento, son de importancia critica para la produccion
de proteinas humanas en los diferentes microorganismos utilizados, cualquier
contaminacién originada por elementos propios de la célula, causaria reacciones de
defensa inmunol6gica en seres humanos y esto pondria en peligro la vida del consumidor y
la aplicabilidad del producto en el futuro (Bodo et al., 1991; L. S. Castro et al., 2021; Ramon

et al., 2009).
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La eliminacién de contaminantes apenas presenta problemas y los métodos
analiticos en extremo sensibles ahora disponibles detectan las endotoxinas bacterianas en
concentraciones muy pequefias. También en el campo de la investigacion del IFN, se han
desarrollado métodos de purificacion con los que se pueden obtener preparaciones de IFN
gue en realidad son libres de endotoxinas (Dullah & Ongkudon, 2017; Havell et al., 1980;

Wingfield, 2015).

Figura 5.

Esquema del proceso de produccién y posterior purificacion de los Interferones.
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Ensayos clinicos realizados

Para que se apruebe el uso de estas proteinas como agentes terapéuticos es
necesario que primero pasen por diversos fases de desarrollo hasta culminar con los

ensayos clinicos, que tienen como objetivo evaluar una intervencién médica, quirargica o
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conductual de un nuevo farmaco (Molina & Ochoa, 2014). Estos estudios son la principal
forma en que los investigadores averiguan si un nuevo tratamiento, como un nuevo
medicamento, dieta o dispositivo médico es seguro y eficaz para las personas (Govani &
Higgins, 2012). Los ensayos clinicos se llevan a cabo en fases que se complementan entre
si; cada una esta disefiada para responder a determinadas preguntas por lo que saber la
fase en la que se encuentra un ensayo ayudaria a dar una idea de cuanto se conoce sobre

el tratamiento o farmaco que se esta estudiando (Mayo et al., 2017; Piantadosi, 2017).

Se han realizado ensayos clinicos sobre el uso del IFN-a en diversas enfermedades
como hepatitis, melanomas, linfomas entre otros y se ha visto que el uso terapéutico de
este producto ha acumulado un elevado niumero de investigaciones realizadas a nivel
internacional (Friedman, 2008; Mayo et al., 2017). El andlisis de los efectos toxicologicos
del IFN-qa, para la elaboracion de un analisis de su perfil de seguridad, ha sido uno de los
temas centrales de estas investigaciones puesto que, la sensibilidad que los pacientes
tienen al IFN en ciertos tratamientos médicos, se ha vuelto un factor determinante para el
éxito o fracaso de la terapia (Lange & Zeuzem, 2013; Weiling et al., 2017). Se han descrito
diversos efectos secundarios debidos al IFN-alfa en casi todos los estudios farmacolégicos
realizados, estos efectos secundarios dependen claramente de la dosis (Davoodi et al.,
2018; Sleijfer et al., 2005). En conjunto, la aparicion de sintomas similares a los de la gripe,
la toxicidad hematoldgica, las transaminasas elevadas, las nduseas, la fatiga y las secuelas
psiquiatricas son las mas frecuentes (Mesripour et al., 2020). Las pautas sobre el
tratamiento de estas secuelas adversas se basan principalmente en la experiencia clinica,
mientras que muchos efectos secundarios solo pueden manejarse adecuadamente
ajustando la dosis o interrumpiendo el tratamiento (How & Hobbs, 2020; Malhotra, 2016).
En un estudio realizado por Nordase y Lopez (2017) se revisaron 28 afios de reportes de
eventos adversos en 5806 individuos, tanto nifios como adultos, provenientes de 147
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ensayos clinicos o asistencias saludables utilizando Heberon® Alfa R. En este se
informaron eventos adversos en el 84% de los pacientes, sin embargo el 60% de los
pacientes tratados obtuvieron una respuesta terapéutica relevante por lo que se considera
una relacién de beneficio/riesgo favorable (Berlin et al., 2008; Nodarse-Cuni & Lépez-

Saura, 2017).
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Capitulo lll: Revisién Metodoldgica

El presente estudio fue realizado con la finalidad de describir los tipos de procesos
productivos que se han utilizado para la obtencién del IFN-a humano recombinante y su
relevancia en la aplicacion clinica. Para el trabajo metodolégico se recopild informacion
bibliogréfica de varias bases de datos que proveyeron tesis, capitulos de libros y articulos
cientificos sobre la produccion de IFN-a ademas de sus usos como farmaco. De estos
documentos se escogieron los que eran de interés para la investigacion en base a los
criterios explicados en los siguientes apartados y se realizé un analisis bibliométrico de
estos. Por ultimo, se procedié al analisis conceptual de la informacion recopilada para

realizar el escrito final.

Busqueda de informacion

La busqueda de fuentes bibliograficas para la elaboraciéon de la investigacion se
llevé a cabo con el fin de reconocer la literatura mas relevante, pertinente y confiable
mediante una perspectiva ordenada y enfocada en el &rea de interés. Se recopild
informacién de las bases de datos digitales, en este caso, repositorios de universidades,
conferencias y articulos de investigacién enfocados en la produccién y usos clinicos del

IFN-a (Moncada-Hernandez, 2014).

La busqueda de los articulos cientificos se realizé en la red social europea para
cientificos e investigadores ResearchGate o en el buscador de literatura académica Google
Scholar y otras bases de datos como PubMed, ScienceDirect o SCiIELO ya que estas son
bases de datos de caracter multidisciplinar mas destacadas a nivel internacional (Garcia et
al., 2012). La revision de los documentos se realizé tanto en inglés como espafiol,
enfocandose en los mas recientes (los ultimos 5 afios). En la busqueda se consideraron

documentos a nivel nacional e internacional con el afan de no limitar la obtencion de la
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informacién. Las palabras de blUsqueda usadas se concentraron en titulo y las frases clave
relacionadas con el tema de investigacion como se detalla en la Tabla 4.

Tabla 4.

Fuentes de articulos y palabras de busqueda utilizados en la investigacion.

SciELO
Google Scholar
Fuentes de informacion PubMed
ScienceDirect
ResearchGate
IFN-a
PEG-IFN
Proceso de produccion
Aplicacién clinica
Toxicidad
Ensayos clinicos

Palabras de busqueda

Nota. Tabla elaborada por Troya, L.

Como se puede apreciar en la Tabla 4, se emplearon seis frases de blsqueda,
teniendo entre diferentes resultados de busqueda para realizar una recopilacion de
informacion completa, ademas se consideraron siete diferentes fuentes de informacion ya
es importante considerar la mayor cantidad de fuentes para obtener resultados que se

relacionen con la tematica de estudio para evitar la pérdida de informacion.

Basandose en el titulo de los articulos obtenidos y el resumen de los mismos, los
documentos se clasificaron de acuerdo a los criterios de aceptacion y rechazo de la

literatura cientifica.
Seleccidn, clasificacion y organizaciéon de los datos

Debido a la gran cantidad de documentos encontrados, estos fueron clasificados,
como “aceptado, no disponible, de acceso restringido y rechazado”, a partir de la

informacién extraida del titulo y del resumen del documento. Esta clasificacion fue el primer
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filtro para la seleccién de los documentos que se incluyeron en la revision sistematica.
También se aplicaron criterios de selectividad para identificar los mas relevantes y
organizarlos utilizando el programa MENDELEY tanto para el manejo de informacién como
para la elaboracién de las citas bibliograficas, la Tabla 5 presenta la matriz de datos
utilizada para facilitar la mayor cantidad de informacion posible, garantizando un registro

mas completo en de las bases de datos.
Tabla 5.

Matriz de datos de la investigacion

Seccibn Categoria
IFN-a
PEG-IFN
Proceso de produccion
Aplicacién clinica
Toxicidad
Ensayos clinicos
Tesis de pregrado
Tesis de posgrado (maestria o doctorado)
Tipo de documento Libros
Informe de congreso o0 seminarios
Articulos cientificos
Inglés
Espaiiol
SciELO
Google Scholar
Fuentes de informacion PubMed
ScienceDirect
ResearchGate
Aceptado
No disponible
Acceso Restringido
Rechazado

Palabras claves

Idioma

Proceso de verificacion

Nota. Elaborado por Troya, L

A partir de este proceso de blsqueda, se logré recopilar una gran variedad de

informacién sobre el tema de investigacion, sin embargo, no toda la informacién obtenida

50



51
fue relevante, por lo que se realizd una nueva depuracién tomando en cuenta diferentes
criterios.

Criterios de seleccion de los estudios relevantes

Los criterios de aceptacion de los articulos a analizar fueron los siguientes:

Relevancia o aporte de la informacién para el trabajo a realizar

e Naturaleza del contenido

e Proposito del estudio realizado

¢ Idioma (inglés/espafiol)

e Origen y confiabilidad (Personal/Institucional)

e Autenticidad del contenido

¢ Nivel de especializacién

e Accesibilidad a la informacién

e Tipo de fuente de la informacién

En base a estos criterios se verifico que toda la informacién seleccionada fuera acorde
con la pertinencia y aportes al objeto de esta investigacion. Los documentos seleccionados

se analizaron mediante una revision sisteméatica exploratoria (RSE).
Categorizacién de la informacién

Los documentos seleccionados fueron agrupados en cuatro categorias o temas de
interés para su posterior analisis. En la Tabla 6 se describe cada una de las categorias de

basqueda.
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Tabla 6.

Categorias para la organizacién de los documentos obtenidos.

Categoria Descripcion
Concepto
IFN-a y sus tipos Tipos de IFN-a

Formulaciones de IFN-a

Produccién en bacterias
i . Otros sistemas de expresion
Métodos de produccion . ] ]
Produccién en células de mamiferos

Produccién sistema libre de células

Antiviral
Aplicacion Antiproliferativa

Tratamientos en los que se utiliza IFN-a

o Efectos secundarios
Limitaciones del uso de IFN-a » )
Interaccion con otros farmacos

Nota. Elaborado por Troya, L.
Ensamblaje de la informacién

Se realiz6 un analisis sobre los principales documentos con las ideas mas
relevantes y los aspectos importantes para el tema a tratar, mediante la lectura de los
resimenes y conclusiones de dichos articulos. Mas adelante se procedié a identificar los
articulos de mayor interés mediante una revision sistemética exploratoria, cuyos principales
objetivos son evaluar la calidad y metodologia empleadas en las investigaciones realizadas,
sintetizar la evidencia cientifica y ser de utilidad en la toma de decisiones mediante una
serie de pasos ordenados como se describen en la Tabla 7 (Manchado Garabito et al.,
2009). Este tipo de investigacion permitio sintetizar la evidencia existente respecto al tema,
con el fin de establecer una idea de qué se ha hecho y de qué manera, permitiendo
identificar aquellos aspectos que pueden ser estudiados con méas detalle (Fernandez-

Sanchez et al., 2020).
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Tabla 7.

Disefio del protocolo de una revision sistematica exploratoria.

Seccidon Elementos

., Pregunta de estudio
Introduccion o
Objetivos

Criterios de inclusién
Identificar las fuentes de informacién

Establecer la estrategia de busqueda

Metodologia
Seleccién y clasificacion de los estudios obtenidos.
Definicion de variables de estudio
Extraccion de datos
Resumen del nimero de articulos obtenidos en cada fase
Resultados Andlisis de la extraccion de datos
Analisis bibliométrico
Conclusiones y De acuerdo con los objetivos enunciados y la informacién
recomendaciones obtenida en el proceso de revision.

Nota. Informacion obtenida de Revisiones Sistematicas Exploratorias. Scoping review por

(Manchado Garabito et al., 2009).
Analisis

Toda la informacion fue procesada en tablas que resumen la informacién y en caso
de ser necesario el uso de graficas de analisis de datos, estas se realizaron en el software

estadistico RStudio, caso contrario se realizaron las tablas utilizando las herramientas de

Word.
Softwares Utilizados

Mendeley

MENDELEY es un gestor bibliografico que combina una plataforma web con una

version de escritorio, que permite gestionar y compartir referencias bibliograficas y
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documentos de investigacion, encontrar nuevos datos lo que permite la creacion y
organizacion de una base de datos de referencias bibliograficas, la insercién de citas y la
creacion de bibliografias en mdltiples estilos bibliograficos (D. Ruiz, 2016; Universidad de

Zaragoza, 2020).

RStudio

RStudio es un entorno de desarrollo integrado para el lenguaje de programacion R,
gue fue disefiado para realizar analisis estadisticos y graficas, ademas es software libre,

por lo que su uso es gratuito (Busotz, 2020; E. Ruiz, 2019).
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Capitulo IV: Resultados y discusién

Este trabajo estuvo orientado a la recopilacién y analisis de los procesos de
produccién del IFN-a humano recombinante, usos y efectos dentro de la aplicacion clinica.
Su desarrollo se basé en dos ejes principales. El primero fue la recopilacion de informacion,
para ello se realiz6 una investigacion sistematica exploratoria (RSE) en la que se
recopilaron 315 documentos con la informacion necesaria para ser analizados. El segundo
eje fue el ensamblaje y andlisis de la informacidn obtenida de estos documentos de manera

ordenada para establecer todos los puntos mencionados con anterioridad.

Sistemas de produccién

En los ultimos afios el desarrollo de la ingenieria genética permitié la produccién de
grandes cantidades de este IFN de alta calidad (Borden et al., 2007). Ya que los IFNs se
producen de forma natural en cantidades demasiado pequefias en el organismo, los
protocolos de produccién a gran escala son cruciales para poder elaborar esta molécula y
ser capaz de purificarla para su caracterizacion fisicoquimica, y para su estudio dentro de
nuevos ensayos clinicos (Casablancas et al., 2018; El-Baky & Redwan, 2015). Hoy en dia,
existen moléculas bioterapéuticas elaboradas en varios tipos de organismos hospederos,
estas se manufacturan con frecuencia tras un proceso de manipulacién genética del
organismo hospedador usando tecnologia de ADN recombinante (Aps et al., 2016;

Casablancas et al., 2018).

Los sistemas mas usados para la produccion del IFN son: la bacteria Escherichia
coli, ciertas levaduras y células de mamiferos (S. Fischer et al., 2015). La eleccién del
organismo hospedador determinado para la expresion de una proteina terapéutica se basa
en varios criterios como: la aplicacion final del producto, la complejidad del mismo, los

requisitos de calidad del producto, la productividad, el rendimiento econémico y la
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tecnologia disponible (Casablancas et al., 2018; Biopharmaceuticals from Microorganisms:

From Production to Purification, 2016).

Produccion en bacterias
Produccion en E. coli

El sistema de expresion de proteinas recombinantes de E. coli ha sido, y todavia es,
el sistema de eleccion para la produccion de IFNs ya que sus genes no tienen intrones y los
productos proteicos en general no estan glicosilados (El-Baky & Redwan, 2015). Ademas,
E. coli puede crecer de forma rapida a altas densidades celulares y las cepas usadas para
la produccion de proteinas recombinantes se han modificado genéticamente de modo que,
por lo regular, se las considera seguras para la produccion a gran escala (Algirdas, 2011;

Dias et al., 2018).

Se han probado varios sistemas de promotores en E. coli con el fin de lograr altos
niveles de expresion de la proteina como se puede apreciar en la Tabla 8 (El-Baky &
Redwan, 2015). Los procesos convencionales se basan en la sobrexpresion citoplasmatica
de la proteina, en la que el IFN expresado esta presente en la célula en forma insoluble
(cuerpos de inclusién) o se encuentra en la fraccion soluble después de que la pared celular

ha sido permeabilizada o lisada (Hautpman et al., 1998).
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Tabla 8.

Sistemas de expresion utilizados para la produccion de IFN-a humano recombinantes en Escherichia coli.

Cantidad de
. » IFN-a total
Cepa Vector Promotor Antibiotico Inductor Expresion _ Fuente
producida
(mg/L)
. (Platis &
BL21(DE3) pGEM-T T7 lac Ampicilina IPTG IC (CI) 70
Foster, 2006)
(Shin et al.,
JM109(DE3) pET-9 T7 Kanamicina IPTG IC (CI) 500 2001; Valente
et al., 2006)
(L. S. Castro
pPET o etal., 2021,
Shuffle™ T7 T7 lac Kanamicina IPTG IC (soluble) 50 ,
SUMO Peciak et al.,
2014)
L (Breitling et
TG1 puUC19 LacZ Ampicilina IPTG IC (soluble) 300
al., 1989)
o Deficiencia (Hautpman et
W3110 pAT153 Poa Tetraciclina IC (soluble) 340
fosfato al., 1998)
Ampicilina ) (Lenis et al.,
XL2-Blue MRF TOPO BAD o L-Arabinosa IC (CI) 182
Kanamicina 2010)

Nota. Elaborado por Troya. IC: intracecular, Cl: Cuerpos de inclusion, IPTG: sopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido
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Con frecuencia el proceso de produccion en E. coli se da mediante la expresion
intracelular de una secuencia de ADN que codifica el IFN en la bacteria modificada para
luego recuperar la proteina en forma no nativa de los cuerpos de inclusién en los que se
encuentra. Después pasa por un proceso cromatografico sobre una resina con un
intercambiador cationico fuerte, una posterior renaturalizacion, y un ultimo paso de
purificacion de la proteina replegada mediante una nueva cromatografia (Baralle &
Tisminetzky, 2003). Con esto se obtiene un rendimiento de 1,0 mg /g de masa celular

himeda y una proteina estable con una pureza mayor al 99% (Petrov et al., 2010).

Una forma de sortear este proceso es mediante el uso de la cepa de E. coli SHuffle
T7 competentes (SHuffle® T7), que esta dedicada a producir proteinas activas con enlaces
disulfuro correctos con altos rendimientos dentro de su citoplasma (Lobstein et al., 2012;
Robinson et al., 2015). Ademas, es utilizada cuando se quieren realizar procesos
adicionales como dimerizacion y conjugacion de IFNs con otras moléculas como se

menciona en los parrafos anteriores (Herrington-Symes et al., 2017).

Esta variedad se basa en la cepa de E. coli K12 mutante adecuada para la
expresion de la proteina T7 con capacidad mejorada para plegar correctamente proteinas
en el citoplasma. Esta cepa tiene deleciones de la tioredoxina reductasa (trxB), glutatién
reductasa (gor) y sobreexpresion de la proteina de intercambio disulfuro (DsbC), lo que da
como resultado la reduccion de sus vias reductoras citoplasmaticas, lo permite la formacion
de enlaces disulfuro en el citoplasma (Lara, 2011; Lobstein et al., 2012; Selas Castifieiras et
al., 2018). Con el uso de esta cepa se puede dar la optimizacién de la expresioén de
proteinas, ya que se dara la coexpresion de varias proteinas auxiliares lo que ayudara a
gue la proteina de interés se exprese de forma eficiente y este plegada de forma correcta

(Fathi-Roudsari et al., 2016; Peciak et al., 2014; Robinson et al., 2015).
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Limitaciones de la produccién en E. coli

Con frecuencia, la sobreexpresion de las proteinas del IFN-a humano en E. coli
conduce a la acumulacién de proteina en cuerpos de inclusion (El-Baky & Redwan, 2015).
Las proteinas expresadas en forma de los cuerpos de inclusion suelen estar mal doblados y
en ocasiones pierden su actividad por lo que solo un porcentaje de las moléculas
producidas en realidad podran ser utilizadas (Singh et al., 2015). En el caso de la cepa
SHuffle® T7, es necesario tener un control estricto del proceso a cada momento ya que una
variacion de los parametros como temperatura y nutrientes provocan un fallo en la
maquinaria de la célula dando como resultado cuerpos de inclusién y un bajo rendimiento

(Correa, 2017).

La expresion de proteinas fuera de su contexto original es otra limitacion, ya que
pueden contener codones que rara vez se utilizan en el huésped deseado o contener
elementos reguladores que limitan la expresion dentro de su secuencia de codificacion
(Quaresma et al., 2019). En el caso de los IFNs, esto es importante para su expresion ya
que la presencia de los clusters AGG=AGA, CUA, AUA, GGA o codones CCC en genes
heterélogos pueden disminuir la cantidad y calidad de la proteina (ElI-Baky & Redwan,
2015). Vu y colaboradores (2016) demostraron que al eliminar el sesgo de codones
mientras se utilizan versiones optimizadas de codones de genes diana para su expresion
en E. coli, se aumenta con éxito la produccion de IFN solubles (L. S. Castro et al., 2021; Vu

et al., 2016).

Otros sistemas de expresién

Produccion en Trichoderma reesei

Trichoderma reesei es un organismo de produccién de proteinas establecido con

alta capacidad natural para secretar enzimas (Katla & Sivaprakasam, 2019; Rantasalo et
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al., 2019). Este hongo filamentoso tiene una tremenda capacidad para secretar mas de 100
g/ L de esta molécula y, por consiguiente, es un excelente sistema huésped para la
produccién de altos niveles de proteinas terapéuticas a bajo costo. Ademas, T. reesei es un
organismo reconocido por lo regular como seguro (GRAS) por la Administracion de Drogas
y Alimentos de los Estados Unidos (Dellas et al., 2021; Landowski et al., 2016; Legastelois

et al., 2016).

Hoy por hoy, T. reesei se ha propuesto como una plataforma de produccion de bajo
costo para proporcionar productos biofarmacéuticos, en este caso, IFN-a (A. J. Fischer et
al., 2021; Rantasalo et al., 2019). Segun Landowski, et al. (2016) el mejor método de
produccion es realizando la delecion de proteasa aspartica pep5 y luego en este
microorganismo modificado construir una cepa de produccion de IFN-a2b, este proceso
presenta mejores niveles de produccion de proteina en comparacion con otras 15
deleciones también realizadas en este estudio (Katla & Sivaprakasam, 2019; Landowski et

al., 2016).

Para construir el vector de expresidn de IFN-a2b, se realizé una optimizacién de
codones que codifica esta proteina para la expresion en T. reesei y esta dirigida por el
promotor cbhl y terminada con el terminador cbhl. El IFN-a2b se expresa como una
proteina de fusidn escindible con CBHI. Después este vector de expresion, denominado
pTTv173 (IFN-a2b), se ensambldé mediante el método de clonacion por recombinacion (Fitz
et al., 2018; Landowski et al., 2016; Rantasalo et al., 2019). Las células se mantuvieron en
crecimiento en biorreactores de volumen variable y al cabo del 4-5 dia se centrifugd para
recolectar el sobrenadante y purificar la proteina de interés utilizando columnas de afinidad

(Landowski et al., 2016).
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Limitaciones de la produccién en Trichoderma reesei.

La produccion de proteasas fungicas se ha identificado durante mucho tiempo como
una barrera importante para lograr altos niveles de produccién de proteinas heterélogas por
lo cual, para reducir el problema de la proteasa se requiere un paso previo de eliminacion
de multiples genes de proteasa o la obtencién de cepas especificas con esta modificacion

(Fitz et al., 2018; Katla & Sivaprakasam, 2019; Landowski et al., 2016).

Produccion en Yarrowia lipolytica

La levadura no convencional Yarrowia lipolytica ha despertado un fuerte interés
industrial por la produccién de proteinas heterdlogas (Gasmi, Ayed, Ammar, et al., 2011;
Katla & Sivaprakasam, 2019; Legastelois et al., 2016). Al igual que se da en las células
eucariotas superiores, en los primeros pasos de la secrecidn de proteinas, se sigue la ruta
de co-traduccion lo cual ofrece una serie de ventajas como: la formacion de enlaces
disulfuro, la glicosilacion y el plegamiento de proteinas, ademas, las proteinas pueden
secretarse de forma directa en el medio de cultivo (Gasmi, Fudalej, et al., 2011; Katla &

Sivaprakasam, 2019; Vandermies & Fickers, 2019).

De acuerdo a estudios realizados en esta levadura, especificamente en la cepa
JMY1852p, se ha visto que la producciéon de IFN-a2b humano en Y. lipolytica se mejoré
mediante el control del promotor POX2 inducible por acido oleico (OA) (Gasmi, Fudalej, et
al., 2011; Walia, 2020). La viabilidad celular y la produccién de proteinas heterélogas se
mejoraron mediante la utilizacion del medio definido como SM4 (elaborado por Invitrogen
para la produccién heteréloga en Pichia pastoris) (Cos et al., 2006; Vandermies & Fickers,
2019), que fue el mas adecuado con la modificacién de una alimentacién exponencial de
glucosa, para generar biomasa antes de la induccion de OA (Gasmi, Ayed, Nicaud, et al.,

2011). De esta manera, mediante las modificaciones mencionadas junto con la alimentacion
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continua con OA en una proporcién de 0.02 g por g de peso de células secas se aumentd la
produccion de IFN-a2b en un factor de 1.88 (425 mgL™) respecto a la produccién normal,
disminuyé el tiempo de induccion en un factor de 2,6 (21 h) y produjo un IFN 19 veces mas

activo (26,2x107 IUmg ) (Gasmi, Ayed, Ammar, et al., 2011; Katla & Sivaprakasam, 2019).
Limitaciones de la produccién en Yarrowia lipolytica.

No se conoce a profundidad comportamiento de esta levadura en grandes
biorreactores y la mayoria de los estudios que describen la produccion de proteinas
recombinantes por esta levadura se basan en el uso de medios complejos, que no son
convenientes para la produccién a gran escala, sobre todo para productos destinados a
aplicaciones farmacéuticas (Gasmi, Ayed, Nicaud, et al., 2011; H. He et al., 2019; Katla &
Sivaprakasam, 2019). Por otro lado, la composicion del medio también puede afectar el
rendimiento de produccién (Gasmi, Ayed, Ammar, et al., 2011; Gasmi, Ayed, Nicaud, et al.,
2011). En consecuencia, se requiere el establecimiento de condiciones de induccién
adecuadas para maximizar la produccién de proteina recombinante bajo el control de estos
promotores (Gasmi, Ayed, Ammar, et al., 2011; Katla & Sivaprakasam, 2019; Yabin et al.,

2016).

Produccién en Pichia pastoris

Hoy en dia P. pastoris es una de las herramientas estandar utilizadas en biologia
molecular para la generacion de proteinas recombinantes pues esta levadura ha
demostrado su éxito como herramienta de produccion a gran escala mediante procesos de
fermentacion (Cregg et al., 2000; Ping et al., 2016). Por otro lado, la levadura metilotréfica
Pichia pastoris es insensible a la actividad inhibidora de crecimiento que posee el IFN-a por
lo cual su uso como hospedero no seria un problema (Durocher Yves et al., 2009;

Legastelois et al., 2016; Ping et al., 2016).
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Uno de los estudios que se han realizado ha empleado una estrategia de
glicoingenieria para construir un IFN-a (2b en este caso) con un sitio potencial de N-
glicosilacion para evitar inconvenientes utilizando una cepa llamada SuperMan5 de Pichia
pastoris (GlycoSwitch®) para producir IFNs con N-glicanos de tipo humano (Katla et al.,
2019; RCT, 2012; Yabin et al., 2016). La cepa recombinante SuperMan5 expresé IFN-a2b
N-glicosilado de manera homogénea dando como resultado una molécula que fue

biol6gicamente activa (Katla et al., 2019).

En estos casos con frecuencia se utilizan “vectores AOX1”, que poseen el promotor,
alcohol oxidasa (AOX), el mas utilizado para la expresion de proteinas recombinantes ya
gue usa metanol como inductor (Cos et al., 2006; H. He et al., 2019; Lohray et al., 2006).
Este tipo de vectores, como el vector pPICZa, que posee un gen de resistencia a la zeocina
y es utilizado por su capacidad de expresion de proteinas heterélogas que se secretan en
el medio de cultivo, son compatibles con estas levaduras (L. S. Castro et al., 2021;

Karbalaei et al., 2020; Yabin et al., 2016).
Limitaciones de la produccion en Pichia pastoris.

P. pastoris también es capaz de realizar la O-glicosilacion de las proteinas
secretadas pero este patrén es diferente al de los mamiferos, sin embargo, al intentar usar
un inhibidor o un inactivador para frenar este proceso, esto desembocoé en la produccion de
células no viables a pesar de su mejora en la glicosilacién (H. He et al., 2019; Serrano-

Rivero et al., 2016; Yabin et al., 2016).

Produccion en células de mamiferos

Produccion en células de mieloma murino

Las células de mieloma murino con frecuencia provienen de ratones BALB/c ya que

esta cepa es mucho més susceptible (70-80%) a la induccién de tumores mediante agentes
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proinflamatorios (Castellanos Esparza & Jiménez Zamudio, 2010). De acuerdo a resultados
anteriores en la produccion de IFN-a, se ha visto que la glicosilacién se puede producir en
otros tipos de células, pero esta es del tipo inmunogénico por lo cual se sugiere a las
células de mamiferos como huéspedes preferidos para la produccion de IFN glicosilado

(Durocher Yves et al., 2009; Fulcher & Fulcher, 2012).

Se han utilizado células NSo de mieloma murino para la produccion de varios IFNs
recombinantes humanos ya que de esta manera se puede producir IFN-a glicosilado y
biologicamente activo (Durocher Yves et al., 2009). En el estudio realizado por Rossman et
al. (1996) se vio la produccién de 20 ug/10°células/24h (en total 120mg/mL) de IFN-02b en
una linea celular de mieloma de ratén utilizando el plasmido pEE12.IFNa2b que contenia la
secuencia del IFN, un promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano y el gen
de la glutamina sintetasa como marcador seleccionable. Estas células crecieron en medio
DMEM vy el interferon fue recogido del medio para finalmente ser purificado eficazmente en
una columna de anticuerpos especificos de IFN-a antihumano bovino (L. S. Castro et al.,

2021; Duguet et al., 2021; Rossmann et al., 1996).
Limitaciones de la produccion en células de mieloma murino.

La expresion de IFN-a humano en lineas celulares de mamiferos suele dar como
resultado una heterogeneidad importante en los restos de glucano, la calidad del producto
suele ser inconsistente y con un alto costo de produccion (Katla et al., 2019). Ademas la
productividad volumétrica de las células para determinadas proteinas como las citoquinas,
en este caso para IFN-a, es a menudo menor en comparacion con otros métodos (Durocher

Yves et al., 2009).
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Produccion a partir de células linfoblastoides y leucocitos humanos

Se han realizados varios estudios donde se sostiene que los IFNs derivados de
fuentes naturales, como los de células linfoblastoides humano y los de leucocitos de sangre
periférica humana estdn compuestos de multiples especies, cada una con diferente
actividad estructural y biologica (S. F. Li et al., 2018; Stankovic et al., 2011). Por esto,
algunos investigadores consideran que estos IFNs "naturales" proporcionan una eficacia
terapéutica mejor que el recombinante (H. Li et al., 2020; Testa et al., 1993). En este caso,
se proporciona una nueva composiciéon mejorada de IFN-a caracterizada por una alta
actividad especifica, una pureza superior al 95% y que, tras su uso en humanos, se
caracteriza ademas por una reduccion sustancial de los efectos secundarios que se suelen

asociar con las composiciones de IFN-a (Testa et al., 1993).

Para poder realizar este proceso se debe realizar la induccion de produccién del
IFN-aN3 a partir de suspensiones de leucocitos de sangre periférica humana (PBL)
infectados con el virus Sendai (Bassily et al., 1998; Testa et al., 1993). De acuerdo con este
proceso de induccién, la sangre se extrae de donantes humanos sanos y los PBL se
preparan mediante la recoleccion de capas leucociticas y la lisis de glébulos rojos con
cloruro de amonio (Bassily et al., 1998). Posterior a esto los leucocitos se suspenden en un
medio de induccién a una densidad celular 6ptima de 4x10° células/mL y se deja los
cultivos en incubacién durante 15-16 horas a 36°C. Por ultimo, se centrifugan o filtran estos
cultivos a través de sistemas de filtros de cartucho de tamafio de poro de 0,1 p y el
sobrenadante de IFN-a bruto resultante se concentra luego entre 10 y 100 veces, usando

un sistema de filtro de flujo tangencial (Testa et al., 1993).

Para la obtencion de IFN-aN1 a partir de células linfoblastoides se parte de la linea
celular Cellosaurus Namalwa de linfoma de Burkitt humano (CVCL_0067) (Zoon et al.,

1978). En este proceso se utiliza el medio RPMI1640 con 25mM de Hepes (4cido N-2-
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hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfénico) complementado con suero fetal bovino (FBS)
inactivado por calor (56°C, 30 minutos) al 10% (Ahmad et al., 2018). También se afiade
penicilina (100U/ml) y estreptomicina (100 g/ml) al medio. Los cultivos celulares se
establecen en una concentracion inicial de 2x10° a 3x10° células/mL de medio y los cultivos
se incubaron a 37°C (De Maeyer et al., 1982; M. D. Johnston, 1981). Posterior a esto se
infectaron las células con el virus de Sendai para inducir la produccion de IFN. Se
recogieron los fluidos de cultivo y se eliminaron las células de Namalwa mediante
centrifugacion a 1250xg durante 10 min (Lazar et al., 1981; Zoon et al., 1978). El fluido
sobrenadante se ajust6 a pH 2 mediante la adicion de &cido clorhidrico y se mantuvo a 4°C
durante la noche. Este procedimiento destruyé la infectividad viral residual, asi como la

capacidad del virus para inducir interferén (Finter, 1986; M. D. Johnston, 1981).

El IFN-a concentrado crudo obtenido de las etapas mencionadas con anterioridad se
pasa a través de una primera cromatografia en columna (una columna de afinidad de
anticuerpos NK2), a partir de la cual se eluye el producto a pH 2 después de un lavado
extenso (Testa et al., 1993). Esta cromatografia de afinidad de anticuerpos se realiza para
eliminar la mayoria de las proteinas del suero humano y otras impurezas; la molécula se
purifica 8.000 veces a partir de este paso (Bassily et al., 1998). La pureza final del IFN
suele ser mayor al 90% (Bassily et al., 1998) y la ventaja mas significativa de usar este IFN
natural como agente terapéutico es su baja inmunogenicidad en pacientes que lo reciben
como tratamiento (Testa et al., 1993). Este proceso se mantuvo hasta finales del siglo 20
cuando se empezaron a usar procesos iterativos de técnicas cromatograficas con diferentes
principios de separacion aplicadas para el aislamiento y purificacién de IFNs (L. S. Castro et

al., 2021).

66



67

Limitaciones de la produccién a partir de células linfoblastoides y leucocitos

humanos.

Una de las limitaciones de este proceso de produccion es la necesidad de mantener
un riguroso control sobre los principales factores que afectan de forma significativa la
cantidad de IFN-a leucocitario producido a partir de los PBL. Estos son: la densidad de las
células durante la induccion, la concentracion de bicarbonato de sodio y la composicion del
medio, la concentracion de suero, el volumen de los cultivos en matraces, la velocidad de
agitacion, la temperatura y la concentracion y caracteristicas del virus Sendai utilizado

(Bassily et al., 1998; Testa et al., 1993).

Otro inconveniente en el proceso de obtencion de IFN-a a partir de PBL es la
obtencion de la sangre suficiente para llevar a cabo la produccién a gran escala. La
cantidad de sangre que se puede extraer de un donante alcanza para la preparacion de
entre 80 a 150 ml de IFN crudo, lo cual es una cantidad muy baja. Ademas el nimero
limitado de donantes y las infecciones existentes hoy en dia en la poblacion por virus
hematogénicos (virus de hepatitis B, C, E, VIH, etc.) limita la cantidad de IFN-a natural que
se podria producir (Bassily et al., 1998). En el caso especifico del IFN-a lifoblastoide se
debe tomar en cuenta la concentracién celular y del virus, la "edad" de las células
inducidas, por su efecto sobre la fluctuacién de los rendimientos de IFN y la concentracion
de FBS, que se espera sea minima para facilitar la purificacién (L. S. Castro et al., 2021,

Lazar et al., 1981).

Produccion en sistemas libres de células

El sistema de sintesis de proteinas sin células (CFPS) es una herramienta simple,
rapida y sensible que carece de barreras unidas a la membrana, pero que contiene todos

los sustratos necesarios, las biomoléculas y toda la maquinaria necesaria para la sintesis
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de una proteina de interés (Herrera-Sepulveda, 2008; Khambhati et al., 2019). En el estudio
realizado por EI-Baky y colaboradores (2011), se plante6 como objetivo sintetizar el IFN-a
de consenso humano (clFN-a) en un sistema de expresion de proteinas libres de células
utilizando los componentes de lisados celulares crudos de Escherichia coli (EI-Baky et al.,
2011; Khambhati et al., 2019). Se cloné utilizé el gen de cIFN-a en el vector pET101/D-
TOPO que contiene: una secuencia Shine-Dalgarno (SD), el gen de interés y el promotor
T7; ademas el sistema se comprobd usando una construccion estandar con el gen de la
proteina verde fluorescente (GFP) en el vector pIVEX2.3; también bajo el control
transcripcional del promotor T7. Para recuperar la proteina se utilizé un sistema de
purificacion en resina de acido niquel-nitrilotriacetato (Ni-NTA) obteniendo un clFN-a
biol6gicamente activo con un rendimiento de 400 pg/mL de solucion de reaccion sin células,
cabe mencionar que el clIFN-a resultante es biolégicamente activo (El-Baky et al., 2011; EL-

Baky et al., 2015).
Limitaciones de la produccién en sistemas libres de células

A pesar de que los sistemas libres de células provenientes de la maquinaria de E.
coli son sencillos de preparar, se siguen presentando dificultades similares a las del sistema
de expresion en las propias células. Este sistema de producciéon no posee ningln sistema
de glicosilacion natural y puede ser dificil plegar de forma adecuada proteinas complejas de
mamiferos para lo cual se requeriria optimizar las condiciones para cada uno de los

productos por separado (Zawada, 2011; Zemella et al., 2015).
Glicosilacion dentro de los procesos de produccion

La glicosilacién es un proceso enzimatico postraduccional que se basa en la adicion
de carbohidratos a una proteina cuyo destino es ser secretada o formar parte de la
superficie celular (Khambhati et al., 2019; Pérez-Cerda et al., 2015). Este proceso se lleva a

cabo en el sistema del Reticulo Endoplasmico y Aparato de Golgi. La glicosilacién influye
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en los procesos de solubilidad, estabilidad, actividad biol6gica y vida media en plasma, el
plegamiento de proteinas, el destino de esta en los compartimentos intracelulares y en las
interacciones entre las células (Del Carmen Jiménez Martinez et al., 2002; R. Lopez et al.,
2008). Dentro de la produccion de proteinas recombinantes, dependiendo del sistema de
expresion que se utilice se podra o no obtener una proteina glicosilada ya en levaduras y
células de mamiferos, los procesos postraduccionales se pueden llevar a cabo, aunque no
sean iguales a los humanos, mientras que en células como bacterias esto no es posible

(Farmaceéutica Mexicana et al., 2006).

En el IFN-a nativo se da el proceso de glicosilacion mientras que en el IFN-a
humano recombinante y sus pegilados no (Del Rosario & Garcia, 2001; GEMA Biotech,
2017). En los diversos sistemas de expresion existentes no es posible lograr una
glicosilacion igual a la que se da en células humanas. Esto se debe a que el repertorio de
glucanos que una célula es capaz de sintetizar depende en gran medida de las enzimas
glucosiltransferasa y glucosidasa que es capaz de expresar y de su actividad relativa, asi
como de la disponibilidad de otros requisitos (Brooks, 2004). En las células humanas, las
proteinas se glicosilan de manera diferente bajo distintas condiciones durante el desarrollo,
la diferenciacién y en estados patolégicos (Losev et al., 2020). La glicosilacion de células en
cultivo puede diferir significativamente de la situacion in vivo, no todos los sitios de
glicosilacion potenciales en el esqueleto polipeptidico de una proteina estan glicosilados y
una variedad de estructuras de glucanos diferentes se pueden unir al mismo sitio para
moléculas de glucoproteina por lo demas idénticas (Brooks, 2004; Riccetti et al., 2019).
Ademads, en cualquier momento, un organismo puede sintetizar una variedad de versiones
glicosiladas de manera diferente, denominadas glicoformas, de la misma glicoproteina

(Khan et al., 2016; Zacchi & Schulz, 2015).
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Las células de muchas especies no humanas glucosilan proteinas de forma muy
diferente o no realizan este proceso pues no poseen la maquinaria necesaria para la
glicosilacion de tipo humano: glicosidasas especificas, glicosil transferasas, donantes de
azucar o en el caso de las células procaritticas, el RE y el aparato de Golgi (Everest-Dass
et al., 2018; Kizuka & Taniguchi, 2016; Schjoldager et al., 2020). Otras unen sus proteinas
con glucanos que contienen grupos quimicos, monosacaridos o enlaces entre
monosacaridos nunca vistos en conjugados humanos y, estos son altamente
inmunogénicos y se eliminan rapidamente del organismo (Brooks, 2004; Ravcheev &

Thiele, 2017; Serrano-Rivero et al., 2016).

En el caso del IFN-q, la glicosilacion no es imprescindible para la que la proteina
realice su accion farmacoldgica ya que se ha demostrado que, aun sin glicosilar, esta
mantiene su actividad (Consejo General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos, 2018). En
la investigacioén realizada por Johnston, et al. (2011), que en la evaluacién de la estabilidad
térmica de IFN-a2b e IFN-a2b glicosilado, se revel6 que el IFN no glicosilado era méas
estable a las variaciones térmicas que la variante glicosilada. Ademas, luego de la
desglicosilacién enzimatica del IFN-a2b este mostré una estabilidad térmica mejorada
demostrando que la glicosilaciéon disminuye la estabilidad térmica de IFN-a2b en
comparacion con la otra variante (M. J. W. Johnston et al., 2011). Esto es importante ya que
la estabilidad térmica se considera como una indicacién del correcto pliegue proteico y la
estabilidad conformacional de la proteina lo que nos ayuda a establecer su actividad
biolégica (Balchin et al., 2016; M. J. W. Johnston et al., 2011). Hoy en dia se utiliza la
pegilacién como un “método a prueba de fallos” ya que, con esto se le adjudican al IFN
propiedades como: retardar su tiempo de eliminacion en el organismo, incrementar su
solubilidad y reducir su inmunogenicidad y su agregacion (agrupacion de proteinas) (N

Ceaglio et al., 2008; R. Lépez et al., 2008; Xu et al., 2018).
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A continuacion, en la Tabla 9, se presentard de manera resumida una comparacion

entre los métodos de produccién de IFN-a recombinante descritos con anterioridad.

Tabla 9.

Ventajas y desventajas de los diferentes sistemas de expresion de IFN-a recombinante

Sistemas de expresion

Ventajas

Desventajas

E. coli

o Tasa rapida de
crecimiento.
¢ Costo bajo de produccion.
e Alto rendimiento.
e Segura para procesos de
fermentacion

e Faciles de aislar.

¢ No son posibles

modificaciones
postraduccionales.
¢ Se dan cuerpos de

inclusion.

T. reesei

Y. lipolytica
Otros

sistemas

P. pastoris

e Alta capacidad de

producir proteinas.
¢ Realizan modificaciones
postraduccionales.
e Alta viabilidad celular.

¢ Insensible a accion
inhibidora del IFN.

e Crecimiento celular

rapido.

¢ Posible produccion de
proteasas fungicas.
¢ Necesidad de sistemas
avanzados de cultivo.
e Puede darse

hiperglicosilacion.

células de
mieloma

murino

Células de
. Células
mamiferos
linfoblastoides

Leucocitos

Humanos

¢ Buen plegamiento de
proteinas.
¢ Se da la glicosilacion.
¢ Alto rendimiento de
expresion de proteinas.
¢ Proteinas mas estables.
¢ Secrecion extracelular de

proteinas.

¢ Dificultad al obtener la
materia prima.
e Costo de produccion muy
elevado.
e Técnicas de cultivo
complejas.
e Obtencién de cepas

especificas es complejo.
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¢ Productos obtenidos de

“buena calidad”.

e Permite controlar el
microambiente de

reaccion para promover el

plegamiento. e Poseen las limitaciones a
¢ Mejora la solubilidad de nivel postraduccional de
las proteinas las células de la que
Sistemas libres de ¢ Maximiza el rendimiento provengan.
células proteico. e Estos sistemas de
¢ Purificacién en un solo expresion no se han
paso. optimizado
¢ Funcionalidad exceptuando E. coli.

preservada, con
proteinas de longitud
completa.

Nota. Obtenido de (Algirdas, 2011; Baghban et al., 2019; BaSsin et al., 1998; Casablancas
et al., 2018; Durocher Yves et al., 2009; EI-Baky et al., 2011; EI-Baky & Redwan, 2015;
Farmacéutica Mexicana et al., 2006; Fitz et al., 2018; Gasmi, Ayed, Ammar, et al., 2011,
Khambhati et al., 2019; Landowski et al., 2016; Rantasalo et al., 2019; Singh et al., 2015;

Testa et al., 1993; Zemella et al., 2015)

Actividad Antiviral

El IFN-a juega un papel fundamental en la respuesta inmune innata contra las
infecciones virales al inducir mecanismos moleculares de restriccion viral y al limitar la
propagacion de la infeccion, pero también al orquestar las fases iniciales de la respuesta
inmune adaptativa e influir en la calidad de la inmunidad de las células T (J Bekisz et al.,
2010; Boasso, 2013). Una vez secretado, el IFN-a empieza una cascada de sefial como se
menciond en apartados anteriores (IFN Tipo |) para formar el factor 3 del gen estimulado
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por IFN, que a su vez se une a los elementos de respuesta estimulados por esta molécula
para activar la transcripcioén génica (Samuel, 2001). Entre los genes inducibles por IFN, la
proteina quinasa activada por ARN (PKR), las 2 ', 5'-oligoadenilato sintetasas y las
proteinas Mx se han estudiado particularmente bien con respecto a sus actividades

antivirales (Battcock et al., 2020).

PKR es una quinasa dependiente de ARN, que se autofosforila después de unirse al
ARN bicatenario (ARNdc) generado durante la infeccion viral (Cesaro et al., 2021). La PKR
activada puede fosforilar directamente proteinas celulares seleccionadas, como la
subunidad a del factor 2 de iniciacién de la traduccién eucariota (elF2a), lo que conduce a
la inhibicion de la sintesis de proteinas viricas (Chang et al., 2017; Tang et al.,
2018). Similar a PKR, la 2 ', 5"-oligoadenilato sintetasa también es activada por dsRNA y
genera 2 ', 5"-oligoadenilatos (2-5A). Las moléculas 2-5A, a su vez, se unen y activan la
RNAsa latente, RNAsa L, lo que resulta en la degradacion del ARN y la inhibicién de la

replicacion del virus (Babaeipour et al., 2013; Chang et al., 2017).

Las proteinas Mx inducidas por IFNs, identificadas por primera vez como proteinas
contra el virus de la influenza, son miembros de la superfamilia de guanosina trifosfatasas
similares a dinamina (GTPasas) (Haller & Kochs, 2019). El mecanismo antivirico de estas
es poco conocido, sin embargo, la mayor parte de la evidencia experimental hasta la fecha
apoya un modelo en el que las proteinas Mx bloquean el transporte de la nucleocapside
viral o la sintesis de ARN viral, segun su localizacién (Battcock et al., 2020; Haller & Kochs,

2019; Verhelst et al., 2013).

Se ha utilizado el IFN-a como el tratamiento antiviral preferido para los nifios con
hepatitis B cronica (HBC) mayores de 1 afio (Hu et al., 2019). De acuerdo a estimaciones
de la OMS, 257 millones de personas padecian infeccion cronica por este virus en 2015

(Organizacién Mundial de la Salud & OMS, 2020) por lo que el tratamiento con IFN es
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recomendado en varios paises. Se ha visto que la monoterapia antiviral, usando ya sea
IFN-a2b o PEG-IFN-a2a, en nifios con HBC es bien tolerada y eficaz, lo que se asocia con
tasas mas altas de seroconversiont y aclaramiento del antigeno de virus de la Hepatitis B
(VHB) (Fan et al., 2019; Hu et al., 2019). Hoy en dia los Unicos medicamentos que pueden
usarse en la actualidad para el tratamiento antiviral del VHB en nifios son el IFN-aq, incluido
el IFN-a unido al el polietilenglicol (PEG-IFN-a) y algunos analogos de nucleésidos (Sokal et

al., 2013).

Para dar por concluido las aplicaciones antivirales del IFN-a, esta molécula se aplica
en el tratamiento de la infeccién causada por el virus de la hepatitis C (VHC), infeccién que
el 3% de la poblacién mundial padece y de los que, un aproximado de un 70-80%,
terminaran por desarrollar una infeccién crénica y presentan el riesgo de desarrollar cirrosis
hepatica o carcinoma hepatocelular, puesto que se ha demostrado el poder oncogénico de
este virus en seres humanos (Jaspe et al., 2016; Ringelhan et al., 2017). El IFN es uno de
los pocos farmacos que ha demostrado cierta eficacia en la detencién de la actividad
replicativa virica y de la progresién clinica e histolégica de la infeccion crénica por VHC
(Arus Soler et al., 2000), ya sea como monoterapia o como terapia combinada entre el IFN-
a pegilado (PEG-IFN) y la ribavirina (RBV) (Jaspe et al., 2016). Ademas, gracias al
tratamiento con IFN-q, se ha logrado mejorar los sintomas de afecciones secundarias que
se presentan durante esta infeccion (Ortega Garcia & Ortega Gonzalez, 2016), un ejemplo
de esto es la vasculitis leucocitoclastica (VL), también conocida por vasculitis por
hipersensibilidad, en la que se presenta inflamacion de pequefios vasos sanguineos, en

extremidades inferiores, y cuyos sintomas se han visto disminuidos en pacientes que han

! La seroconversidn es la transicién desde el inicio de la infeccidn viral hasta la presencia detectable de
anticuerpos contra ese virus en la sangre (Fan et al., 2019).
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recibido tratamiento con IFN-a (Hernandez-Lo6pez et al., 2019; Ortega Garcia & Ortega

Gonzalez, 2016).

Actividad antiproliferativa

El IFN-a puede promover multiples efectos bioldgicos, incluida la induccién de la
apoptosis y la inhibicion del crecimiento celular. Ademas, esta citoquina promueve la
diferenciacion y actividad de las células inmunitarias del organismo (P et al., 2010; Pogue et
al., 2017). Entre las vias celulares y moleculares identificadas hasta ahora, el IFN-a es uno
de los componentes criticos para la respuesta inmune del huésped en contra de células
tumorales, mas especificamente para la activacion de células dendriticas (DC) (Gardner &
Ruffell, 2016; Veglia & Gabrilovich, 2017). Las DC son células presentadoras de antigenos
(APC) que actuan como reguladores centrales del ciclo inmunolégico antitumoral ya cuando
estas se activan y migran a los ganglios linfaticos de drenaje (LN), adquieren un fenotipo
completamente maduro (es decir, una alta expresion de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad MHC) (Durai & Murphy, 2016; Murphy et al., 2016). Las DC luego
transmitiran el mensaje recibido en el microambiente donde se encontr6 el antigeno,
entregando sefiales tanto antigénicas (a través de MHC-I y MHC-II, debido a su capacidad
de presentacion cruzada) como coestimuladoras, a través de la membrana y moléculas
secretadas, como CD80, CD86 e IL-12, respectivamente, para cebar células T virgenes
(Roberts et al., 2016; Saadeh et al., 2016; Salmon et al., 2016). Se ha demostrado que las
respuestas inmunitarias espontaneas a las células tumorales dependen de la activacion de

las DC por los IFNs (Keirsse et al., 2017; Medrano et al., 2017).

Los IFNs se han investigado en gran medida para el tratamiento de diversos tipos de
cancer; uno de ellos es el carcinoma metastasico de células renales (CCRM), una
neoplasia maligna para el que el tratamiento con IFN-a recombinante ha sido el mas

utilizado (Joshi et al., 2018; Miyake et al., 2009). Hoy en dia se estén realizando estudios
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del uso combinado de bevacizumab (BEV) mas IFN-a2a como una opcién para el
tratamiento de primera linea del carcinoma metastasico de células renales por lo cual se
estan llevando a cabo ensayos clinicos Fase Il para comparar su efectividad frente al uso

de una monoterapia con IFN-a (Miyake et al., 2009; Schultze-Seemann et al., 2019).

Siguiendo la misma linea, el IFN-a esta aprobado por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA) para el tratamiento del linfoma folicular (FL) en estadio
avanzado. Este es el segundo linfoma no Hodgkin (LNH) mas comun en los paises
occidentales y representa un aproximado del 20% de los casos de LNH a nivel mundial
(Casulo et al., 2017; Gribben, 2018). Para el tratamiento de esta condicién médica se aplica
en IFN-a en combinacién con quimioterapia basada en antraciclinas, ya que con esta
propuesta se ha visto una mejora en la supervivencia de los pacientes en comparacion a

los tratamientos donde solo se realiza quimioterapia (P. Baldo et al., 2010; Gribben, 2018).

Otro uso de las propiedades antiproliferativas del IFN-a es en el tratamiento del
melanoma maligno. Este se administra a pacientes con melanoma maligno metastasico y a
aquellos que estan en riesgo de recurrencia después de una cirugia por lesiones de alto
riesgo (Badgwell et al., 2004). El uso del IFN-a dio como resultado una mejora en la
supervivencia libre de enfermedad y menor indice en casos de reincidencia (Long et al.,
2017). Y, aunque se demostré un beneficio de supervivencia para los pacientes tratados
con IFNs, realizando un analisis de los resultados de diversos ensayos clinicos, se encontrd
gue la administracion de IFNs, después de una extraccion quirdrgica del tumor primario y
en ausencia de metastasis, mejora la supervivencia de los pacientes con melanoma

(Mocellin et al., 2013).

El cancer de ovarios es otro tipo de cancer que en el que se utiliza el IFN-a (El-Baky
& Redwan, 2015). Esta afeccion con frecuencia se detecta cuando ya se ha expandido a la

pelvis y el abdomen por lo que se vuelve més dificil tratar que si estuviera en un estadio
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temprano, donde los tratamientos tienen mas probabilidades de ser exitosos (Matulonis et
al., 2016). La inmunoterapia con citoquinas como el IFN-a (IFN-a) e IFN gamma (IFN-y) se
ha utilizado de forma predominante por via intraperitoneal en el cAncer de ovario, con

resultados prometedores en lugar del tratamiento convencional con cirugia y quimioterapia

(Green et al., 2016).

Por ultimo, se tiene al Sarcoma de Kaposi, un tipo de cancer asociado a la infeccion
por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH). Este es muy agresivo y se manifiesta con
manchas y nodulos dispersos en miembros inferiores y térax acompafado de edema; sin
embargo, también puede extenderse al tracto gastrointestinal, ganglios, pulmén, conjuntiva
ocular, higado y bazo (Navarrete-Dechent et al., 2015). El IFN-a es utilizado de forma
habitual como un farmaco de tercera linea? después de haber usado doxorrubicina

liposomal (DL) y paclitaxel (Herndndez & Comegna, 2017).

Un caso Unico, en donde se yuxtaponen las actividades del IFN- a es en el
tratamiento de la enfermedad causada por el Virus de Papiloma Humano (VPH) , este es
uno de los principales virus transmitidos por via sexual y cada uno de subtipos es capaz de
infectar a las células epiteliales del tracto genital humano y otras areas como la conjuntiva,
la piel de manos y pies, la boca, y la orofaringea, ademas de ser la primera causa de
cancer de cervix (Baladrén et al., 2012; Joseph Bekisz et al., 2003; Maunsell & Bellomo-
Brandao, 2017). Aunque la mayoria de las infecciones por VPH se resuelven dentro de un
término menor de 2 afos, algunos tipos virales, en particular el VPH16, pueden persistir por
décadas y originar diferentes tipos de cancer, siendo el cervical el mas comun (Paez B et
al., 2016; Toro-Montoya & Tapia-Vela, 2021). Una variedad de tratamientos se encuentran

disponibles para esta afeccién como el uso del IFN-a2b Humano recombinante y la

2 Son terapias aprovechadas cuando el tratamiento aceptado como de primera y segunda linea ha fracasado
ya sea por la terapia misma o por eventualidades en el paciente que imposibilitan su empleo (Hernandez &
Comegna, 2017).
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podofilina que han demostrado su efectividad y seguridad a través de ensayos clinicos
aleatorizados y controlados con placebo (Baladrén et al., 2012). Hoy en dia se recomienda
el uso del IFN-an3 para tratar las verrugas que ocurren en el exterior del cuerpo en

personas que tienen al menos 18 afios (AIM ImmunoTech, 2015).

Eficacia clinica del IFN-a y su aplicacion farmaco terapéutico

Dentro de la industria farmacéutica, el significativo efecto antiviral que presenta el
IFN-a junto con su potencial actividad antitumoral condujo a su fabricacion a gran escala
para ensayos clinicos y su evaluacion en enfermedades de este tipo, como se presenta en
la Tabla 10 (Dejucq et al., 1995; El-Baky & Redwan, 2015). Hoy en dia, el uso de IFN-a
esta aprobado para el tratamiento de afecciones que van desde infecciones virales a
diversos tipos de cancer (El-Baky & Redwan, 2015; Eto et al., 2013). Existen solo seis
formulaciones de IFN-a aprobadas por la FDA para el tratamiento de las enfermedades
mencionadas (Food and Drug Administration, 2006). Todos estos, a excepcién del Alferon
N que proviene de suspensiones de leucocitos humano, son formulaciones realizadas en de
la fermentacion bacteriana de cepas de Escherichia coli genéticamente modificadas. Se
tienen dos formulaciones de IFN-a no aprobadas por la FDA (Welferon y Heberon Alfa)
también utilizadas como tratamiento de varias enfermedades como se detalla en la Tabla
11. Es comun que estos farmacos se administren por via subcutdnea o intramuscular
aungue dependiendo de la recomendacion del médico pueden utilizarse otras vias como se

detalla en la Tabla 10 (Joseph Bekisz et al., 2003).
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Tabla 10.

Formulaciones de IFN-a existentes y su sistema de produccion.
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Nombre de Via de
IFN Sistema de produccion

farmaco administracion

Alferon N IFN-aN3 I Leucocitos Humanos
Intron-A IFN-a2b im, sc, iv, il Escherichia coli
Roferon IFN-02a im, sc Escherichia coli
Pegasys PEG-IFN-a2a Sc Escherichia coli
Pegintron PEG-IFN-a2b Sc Escherichia coli
Sylatron PEG-IFN-a2b Sc Escherichia coli
Welferon IFN-aN1 Im Células linfoblastoides

Heberon Alfa IFN-02b im, iv, sc, il Escherichia coli

Nota. il intralesional, sc subcutanea, im intramuscular, iv intravenosa. Informacién obtenida

de (Joseph Bekisz et al., 2003; Center for Drug Evaluation and Research, 2014; Food and

Drugs Administration, 2011b, 2011a; Hoffmann- La Roche, 2014; Testa et al., 1993).

Se realiz6 una comparacion de todas las aplicaciones mencionadas con anterioridad de

acuerdo al IFN utilizado y su tasa de respuesta por tratamiento como se presenta a

continuacién. Se puede apreciar la mejora en estas afecciones mediante el uso de IFN-a

como farmaco de eleccion.
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Tabla 11.

Eficacia del tratamiento con IFN-a humano dentro de varias enfermedades.
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) Farmaco Dosis recomendada Tasa de respuesta al
Funcién Enfermedad )
recomendado tratamiento con IFN-a
Intron-A 5 MUI SC/IM 3 veces/semana
durante 20 semanas ) ]
- . 88,9%, de los pacientes dieron
Hepatitis B crénica (HBC) Roferon 3 MUI SC 3 veces/semana _
negativo para VHB.
Welferon 3 MUI SC/IM 3 veces/semana
Pegasys 3 MUI SC 3 veces/semana
Intron-A 3 MUI SC/IM 3 veces/semana
E durante 16 semanas )
> 57,9% de los pacientes
= - o Roferon 3 MUI SC 3 veces por semana )
< Hepatitis C crénica respondieron de forma
Welferon 3 MUI SC/IM 3 veces/semana ]
favorable al tratamiento.
Pegasys 6 MUI SC 3 veces/semana
Pegintron 3 MUI SC 3 veces/semana
5 MUI 2 veces/semana Respuesta favorable al
] ) Alferon N )
Virus del Papiloma Humano 10 MUI IM 2 veces/semana tratamiento en el 81,5 % de los
Heberon Alfa ]
pacientes.
) o 3-18 MUI 3 veces/semana 13,8% de los pacientes
© carcinoma metastasico de )
= ] Roferon tuvieron una respuesta
IS células renales (CCRM). )
) favorable al tratamiento.
§ 5 MUI 3 veces/semana. 50% pacientes mostraron
o
b= Linfoma folicular Intron-A mejoria y 37,5% alcanzaron la
<

remisién completa (en
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y Farmaco Dosis recomendada Tasa de respuesta al
Funcion Enfermedad )
recomendado tratamiento con IFN-a
tratamiento combinado con
quimioterapia).
5 MUI 3 veces/semana. 53% tuvieron una respuesta
Carcinoma de ovario Intron-A favorable (remisién completa o
parcial)
20 MUI/ m2 IV durante 20 min, 60% de los pacientes
) 5 dias/semana durante 4 presentaron una mejoria
Melanoma maligno Sylatron o . )
semanas. significativa en la supervivencia
libre de enfermedad.
Intron-A 30 MUI IM/SC 3 veces/semana
durante 16 semanas 100% de los pacientes
Sarcoma de Kaposi Roferon 3-54 MUI SC diarias presentaron una estabilidad de

la enfermedad.

Nota. Elaborado por Troya, L. MUI: Millones de unidades de Interferén; IM: intramuscular; SC: subcutaneo; IV: intravenoso. Obtenido de:
(Arus Soler et al., 2000; Baladroén et al., 2012; Joseph Bekisz et al., 2003; Cox et al., 2018; Eto et al., 2013; Food and Drugs
Administration, 2011b; Hernandez & Comegna, 2017; Hoffmann- La Roche, 2014; Hu et al., 2019; Mocellin et al., 2013; Willemse et

al., 1990).
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Efectos secundarios del uso de IFN-a

Se cree que muchos de los sintomas asociados con las infecciones virales agudas
son causados por interferones que se producen en grandes cantidades durante la infeccion,
por otro lado, los sintomas pueden reproducirse después de la administracion parenteral de
IFN exdgeno (Strannegard, 1999). Los efectos secundarios mas comunes (cerca del 30%
de los pacientes) del tratamiento con IFNs suelen ser sintomas "similares a la influenza"
como: fiebre, escalofrios, nauseas, fatiga, mialgia y pérdida de apetito. Estos son eventos
esperados que ocurren en la mayoria de los sujetos, con una gravedad que depende de la
dosis utilizada, sin embargo, estos efectos secundarios suelen mostrar una tendencia a ser
menos graves con el tiempo y suelen ser tolerables (Gill et al., 2018; Miyake et al., 2009;

Sleijfer et al., 2005).

Otros efectos secundarios incluyen depresion mental, alopecia y pérdida de peso lo
gue provoca la interrupcion del tratamiento con IFNs por el bienestar del sujeto
(Chemocare, 2012). Se ha visto que en un estudio realizado por Su, et al. (2019), que el
uso de IFN-a viene asociado con un riesgo significativo de episodios depresivos mayores
(MDE o depresion inducida por IFN-a); puesto que se asocié de forma significativa la
depresion inducida por IFN-a con mas sintomas somaticos y menos sintomas de estado de
animo, ansiedad y cognicion negativa. Ademas, se encontraron también sintomas
somaticos en aquellos que se deprimieron en la etapa inicial de la terapia con IFN-a (El-

Baky & Redwan, 2015; Gill et al., 2018; Schau et al., 2019; Su et al., 2019).

Las respuestas exageradas del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) se han asociado
con la depresion durante la terapia con IFN-a, lo que sugiere que las respuestas
neuroendocrinas sensibilizadas, incluida la hormona liberadora de corticotropina (CRH),
pueden representar una via vulnerable a los sintomas neuropsiquiatricos inducidos por IFN-

alfa (Fonseca et al., 2020; Zahiu & Rimbas, 2014). Por otro lado, el IFN-a es un potente
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activador de la red de citocinas inflamatorias (Gohier et al., 2009; Pestka et al.,

2004). Ademas, estimula la expresion de interleucina 1 (IL1), interleucina 6 (IL6) y factor de
necrosis tumoral alfa (il-a) (Wachholz et al., 2016). Todas estas son citocinas
proinflamatorias (IFN-a, IL1, IL6 y TNF-a) y también han demostrado modular el estado de
animo, el comportamiento y el ciclo de suefio-vigilia, dando respuesta a los diversos

resultados adversos que se presentan en el tratamiento con IFN-a (Davies et al., 2020).

Se sabe que cuanto mayor sea la dosis, mayor sera la incidencia y la fuerza con la
gue se presentan estos efectos secundarios (Joseph Bekisz et al., 2003). Aunque se ha
visto que en comparacion de los interferones producidos en E.coli, los interferones
producidos en células de organismos superiores, las cuales tiene una maquinaria celular
similar a los mamiferos, presentan una menor intensidad en la respuesta inmunogénica al
aplicar la misma dosis del IFN como se muestra en la Tabla 12 (El-Baky et al., 2015; Testa

et al., 1993).

Interaccion con otros farmacos

A pesar de que no se han evaluado de manera plena las posibles interacciones
entre los IFNs y otros medicamentos se recomienda tener precaucion en la administraciéon
de esta molécula en combinacién con otros agentes con que actien como mielosupresores
ya que los IFNs pueden afectar los procesos metabélicos oxidativos (Agencia Europea de
Medicamentos, 2010; Quintero & Ruiz, 2018). Esto debera tenerse en cuenta durante el
tratamiento concomitante con medicamentos que se metabolicen por esta via, como los
derivados de la xantina, teofilina o aminofilina (Asociacion Espafiola de Pediatria, 2018;

Quintero & Ruiz, 2018).
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Tabla 12.

Efectos secundarios reportados por formulacion de interferén.

Formulacion Muy comun Comun Poco comun Fuente
Mas del 10% Del 1 al 10% 0,1al 1%
Enfermedad tipo gripal Trastornos de la piel
. . .. (Ma, 2012; Mancano,
Trastornos gastrointestinales Trastornos neuroldgicos /
Alferon N . L 2013; Shrestha et al.,
Leucopenia psiquiatricos 1995)
Cefalea Trombocitopenia
Trastornos neuroldégicos / psiquiatricos
Cefalea (European Medicines
Intron-A Enfermedad tipo gripal Agency, 2006, 2010;
Trastornos de la piel Sedano & Serra, 2003)
Trastornos gastrointestinales
Enfermedad tipo gripal
Trastornos neuroldégicos / psiquiatricos (Czerwionka-Szaflarska
Cefalea . et al., 2000; HPRA &
Roferon ) Neutropenia
Trastornos de la piel Roche, 2015; Roche &
Trastornos gastrointestinales PSUR, 2012)
Pérdida de peso
Enfermedad tipo gripal
pognp Neutropenia
Cefalea .
. Anemia
Fatiga
Pérdida de peso (European Medicines
Pegasys . .
Trastornos gastrointestinales Agency, 2005)
Trastornos neuroldégicos / psiquiatricos
Trastornos de la piel
Depresién
Enfermedad tipo gripal
. pogrnp Neutropenia : : (B. A. Baldo, 2014;
Pegintron Cefalea Trombocitopenia

L . o CHMP & EMA, 2010;
Trastornos neurolégicos / psiquiatricos
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- Muy comun Comadn Poco comun
Formulacién ) Fuente
Mas del 10% Del 1 al 10% 0,1al 1%
Trastornos de la piel European Medicines
Anemia Agency, 2005)
Enfermedad tipo gripal
Cefalea
. . (Green et al., 2018; J.
Sylatron Trastornos gastrointestinales
- Huang et al., 2019)
Depresion

Pérdida de peso

Enf dad ti ipal
niermedad fipo gripa (Czerwionka-Szaflarska
Cefalea

Welferon Trombocitopenia et al., 2000; Reichman
b etal., 1988)

Trastornos gastrointestinales
Enfermedad tipo gripal

Leucopenia
Cefalea .
i Trastornos de la piel i
Escalofrios . . (Nodarse-Cuni &
Heberon Alfa . . Pérdida de peso Neutropenia )
Trastornos gastrointestinales Lopez-Saura, 2017)
Anemia

Trastornos neurolégicos / psiquiatricos

Nota. Elaborado por Troya, L. Enfermedad tipo gripal: fiebre, rinitis, tos, cansancio y malestar general; Trastornos neurologicos /
psiquiatricos: irritabilidad, depresion, somnolencia, insomnio; Trastornos de la piel: alopecia, manchas en la piel, salpullido, prurito;
Trastornos gastrointestinales: nauseas, vomito, diarrea, anorexia.
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Los farmacos narcéticos, hipnéticos o sedantes deberan administrarse con
precaucién en su empleo concomitante con los interferones (Asociacién Espafiola de
Pediatria, 2018). En pacientes tratados con IFN-a, incluidos los pacientes tratados con
Intron-A, se han observado en raras ocasiones infiltrados pulmonares, neumonitis y
neumonia, a veces con resultado fatal (Agencia Europea de Medicamentos, 2010). Por otro
lado, se ha visto que la administracion de Interferones en combinacion con otros agentes
quimioterapéuticos (por ejemplo, Ara-C, ciclofosfamida, doxorrubicina, tenipésido) puede
conducir a incrementar el riesgo de toxicidad (Agencia Europea de Medicamentos, 2010; 1.

Castro et al., 2003; Quintero & Ruiz, 2018).

Con todo esto, se puede afirmar que los efectos secundarios del interferén alfa son
dosis-dependientes (Arnaud, 2002; Dusheiko, 2003), sin embargo el uso de sistemas de
expresion en células de organismos superiores dio como resultado menor incidencia y
variedad en los efectos secundarios, en base a esto se puede concluir que el sistema de
expresion juega un papel importante en la generacién de efectos secundarios. Las
moléculas producidas en bacterias deberian pasar por un procedimiento de optimizaciéon de
codones para generar una molécula similar al IFN nativo (Vu et al., 2016), ademas esta
molécula luego debe pasar por un proceso de conjugacién quimica con PEG para mejorar
el tiempo de vida media y disminuir el aclaramiento renal (Asmuth et al., 2010; C. Castro,
2018; QOlivier et al., 2002). Si bien esto es una ventaja se ha establecido al inicio del articulo
gue PEG es inmunogénico pues, en numerosos estudios durante la Ultima década se ha
demostrado que la presencia de PEG provoca reducciones significativas en la
administracion de farmacos, incluida una unién mejorada a proteinas séricas, una captacion
reducida por las células diana y la activacion de una respuesta inmunitaria que facilita la
eliminacion in vivo (Lin & Young, 2014; Verhoef & Anchordoquy, 2013). Ademas, el enlace
entre IFN-a2b y PEG puede sufrir hidrdlisis, lo que deja a la molécula de IFN libre y pasa
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por un el proceso de eliminacion natural al poco tiempo de haber ingresado al organismo
(Quintero & Ruiz, 2018). También se sabe que los interferones actdan con lentitud, sobre
todo en infecciones virales agudas, y no son es sitio-especificos por lo cual es necesaria
una mayor cantidad de interferon para conseguir el efecto deseado en el tratamiento
(Chapman et al., 1991; Costa et al., 2018; Gull et al., 2019). Por ultimo, en el estudio
realizado por Dusheiko (2003) se vio que las grandes cantidades de IFN empleadas en los
tratamientos (dosis de méas 5 millones de unidades tres veces por semana) causan tasas
mas altas de eventos adversos que con dosis menores 0 en los casos que se aplica una

sola.
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Capitulo V: Conclusiones
La bacteria E. coli es la plataforma de produccién para proteinas recombinantes mas
utilizada debido a sus bajos requerimientos en el proceso de produccion, el IFN-a no

necesita modificaciones postraduccionales.

E. coli aumenta con éxito la produccién de IFN-a soluble al eliminar el sesgo de

codones mientras se utilizan versiones optimizadas de codones de genes diana

La cepa de mayor produccién descrita hasta la fecha es la IM109(DE3) con el
vector pET-9 y promotor T7 que expresa la mayor cantidad de IFN-a total producida

de 500 mg/L.

Los efectos secundarios durante un tratamiento con IFNs son dependientes de la

dosis y del sistema de produccion del que proviene.

Los IFNs producidos en leucocitos humanos y células linfoblastoides presentan una
menor intensidad en la respuesta inmunogénica que los producidos en E. coli, no

obstante, esta es la cepa que mas se utiliza para la produccion de esta molécula.

La glicosilaciéon no es imprescindible para la accién farmacolégica de la proteina

porque no tiene un rol funcional
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Capitulo VI: Recomendaciones
Disminuir los costos de produccion en sistemas de expresién como levaduras o
células de mamiferos, ya que esto disminuiria los efectos secundarios que el
farmaco produce, disminuyendo el porcentaje de abandono del tratamiento.
Realizar nuevas revisiones sisteméaticas enfocadas a los procesos moleculares
utilizados para la produccion de IFN-a, relacionando la aplicacion clinica y la

farmacovigilancia.
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