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1 Resumen

Desde finales del siglo XX, cuando se empez0 a utilizar la biotecnologia para el desarrollo de
farmacos e identificacion de dianas se han encontrado una gran cantidad de tratamientos para
maltiples patologias que previamente no lo tenian, y en estos momentos esta revolucionando
el tratamiento de enfermedades oncolégicas y autoinmunes. El desarrollo de los mismos y las
técnicas utilizadas son complejas y en ellas ha habido un gran avance desde que se empez0 a
usar a esta tecnologia. Su naturaleza proteica hace que haya muchos tipos de medicamentos
biotecnoldgicos, desde hormonas como la insulina a anticuerpos monoclonales o inhibidores
especificos de enzimas. El ejemplo que se trata para explicar el desarrollo y técnicas

utilizadas es de los factores de coagulacién utilizados en el tratamiento de la hemofilia.

Palabras clave. Biotecnologia, biosimilar, anticuerpo monoclonal, hemofilia, factor de

coagulacion.

Abstract

Since late 20th century, when biotechnology began to be used in drug development and
identification of new targets, a great number of new treatments used in multiple pathologies
has been found, and currently it is transforming the treatment in oncology and autoimmune
diseases. The development of this kind of drugs and the techniques used are complex and
there has been an important breakthrough since this technology began to be used. As these
drugs are proteins there are many varieties, from hormones like insulin to monoclonal
antibodies or specific enzyme inhibitors. The example used in this essay to explain the
development and techniques used are recombinant coagulation factors used in haemophilia

treatment.
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2 Introduccion y antecedentes

Un medicamento biotecnoldgico es un producto medicinal, terapéutico, profilactico o de
diagnostico in vivo cuyo principio activo es de naturaleza bioldgica y que ha sido producido

por algun proceso biotecnologico (1), entre los que se encuentran la ingenieria genética,
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tecnologia del ADN recombinante e hibridomas, siendo necesaria en todas ellas la
participacion de organismos vivos (2).

Cabe diferenciar entre medicamento bioldégico y medicamento biotecnoldgico, un
medicamento bioldgico es aquel que es producido y extraido por un ser vivo, por este motivo
todos los medicamentos biotecnoldgicos van a ser medicamentos biologicos, pero un
medicamento bioldgico no tiene por qué ser biotecnoldgico (3).

El uso de la ingenieria genética nos permite obtener como medicamentos proteinas de alto
peso molecular y por tanto gran complejidad, lo cual supone una gran diferencia con los
medicamentos obtenidos por sintesis quimica, que, siendo mas o menos complejos, tienen un
peso molecular y un tamafio mucho menor. Por este motivo los medicamentos

biotecnologicos tienen una mayor inmunogenicidad y menor estabilidad (3).

2.1 Antecedentes, historia y actualidad

Historicamente, la biotecnologia empieza a ser usada en la década de los 80, cuando se
sintetizan las primeras vacunas, hormonas del crecimiento, anticuerpos, interferones y
péptidos. Es en 1982 cuando se aprueba el uso del primer medicamento biotecnoldgico, la
insulina, que hasta ese momento se extraia de animales. En la década de los 90, el avance
tecnoldgico permite una gran evolucién en cuanto a este tipo de medicamentos al iniciarse la
ingenieria molecular. Durante esta década algunas farmacéuticas cuya actividad estaba
centrada en los medicamentos de sintesis quimica empezaron a comprar empresas
biotecnoldgicas, de forma que actualmente algunas de ellas tienen su actividad centrada en la
biotecnologia, como es el caso de Novo Nordisk, con un 90% de ventas de productos
biotecnoldgicos, o Roche, con un 75% (4).

A partir de este momento, de los 2000 en adelante, ademas de investigarse nuevas dianas
sobre las que sOlo podrian actuar este tipo de medicamentos, los avances tecnoldgicos
permiten nuevas estrategias con los medicamentos bioldgicos ya existentes, por ejemplo se
comienzan a modificar las moléculas para mejorar su actividad, uniendo otros componentes,
como puede ser el polietilenglicol (5), de forma que conseguimos reducir la inmunogenicidad
de la molécula o cambiar su perfil farmacocinético, un ejemplo de esto es el peg-interferon
alfa, usado en la hepatitis C o el certolizumab pegol usado en artritis reumatoide; también,
gracias a la ingenieria molecular, se comienzan a utilizar péptidos en lugar de proteinas

enteras (4), siendo esta también una forma de reducir su inmunogenicidad a la par que se
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aumenta la especificidad. Previamente las agencias reguladoras (FDA, EMA, etc) ya habian
intervenido en este tipo de medicamentos, pero es durante los 2000 cuando, al aumentarse
significativamente el impacto econdémico y por tanto el numero de farmacos, las agencias
regulan méas duramente este tipo de farmacos, tanto en los ensayos clinicos, cuyo riesgo hizo
que la legislacion al respecto fuera més estricta, como en las medidas de seguridad que hay
que tener durante la produccion. También surgen en este momento los medicamentos
biosimilares.

Solo en la década pasada, surgieron 106 nuevos productos biotecnolégicos y 59 nuevas
indicaciones para productos bioldgicos ya existentes. Actualmente se estdn aprobando y
realizando cada vez més estudios sobre medicamentos biotecnoldgicos para enfermedades
autoinmunes, crénicas y en oncologia principalmente, con la pretensién de que esta tecnologia
nos permita llegar a una medicina personalizada. (6)

Actualmente el mercado de los medicamentos biotecnoldgicos sigue en auge, habiéndose
aprobado 129 principios activos de esta indole entre 2014 y 2018. En resumen, hasta 2018
han sido aprobados un total de 374 productos biotecnologicos con 285 moléculas distintas
entre la Unién Europea y Estados Unidos. Durante todo el tiempo que llevan comercializados,
58 productos biotecnoldgicos han sido retirados del mercado, en la mayoria de los casos por
motivos comerciales, por lo que actualmente hay 316 productos biotecnoldgicos
comercializados. Todos ellos son de distinto tipo, pero en el dltimo afio se ha comercializado
el primer RNA de transferencia como farmaco en los Estados Unidos (7).

Desde 1995, la tendencia al auge en la aprobacion de nuevos productos habia sido constante,
sin embargo, en los ultimos 5 afios se han duplicado en cuanto a los periodos anteriores, no
solo por los biosimilares, si no también por una gran cantidad de nuevas moléculas, siendo la
mayoria de ellos anticuerpos monoclonales (7).

En cuanto al futuro, por los ensayos clinicos que se estan llevando a cabo ahora mismo, se
puede decir que el nmero de productos biotecnologicos que se van a aprobar va a seguir en
aumento, siendo el mayor nimero de ellos de naturaleza proteica (principalmente anticuerpos
monoclonales) y su principal diana va a seguir siendo el cancer (7). Con respecto a un futuro
mas lejano, la tecnologia de CRISPR/Cas9, que se esta desarrollando actualmente va a tener
mucho que decir. CRISPR/Cas9 es un sistema descubierto recientemente en algunas bacterias
y arqueas que usan como sistema de inmunidad adaptativa frente a algunos virus mediante el
reconocimiento de secuencias de DNA como no propias y la eliminacion y edicion de estas

secuencias, con la correcta manipulacién de las secuencias a eliminar y editar se puede
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conseguir editar genes (8), con el consiguiente avance en el tratamiento y curaciéon de una

gran cantidad de enfermedades.

2.2 Tipos de medicamentos biotecnoldgicos y obtencion

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) tiene como medicamentos bioldgicos las
vacunas, alérgenos, antigenos, hormonas, citocinas, enzimas, derivados de sangre y plasma
humano, sueros inmunes, inmunoglobulinas, anticuerpos y productos de fermentacion

obtenidos por tecnologia recombinante. (3)

Los principales grupos de medicamentos biotecnoldgicos van a ser anticuerpos monoclonales,
proteinas recombinantes y los usados en terapias avanzadas, como son la génica, celular e
ingenieria de tejidos, que incluyen enzimas recombinantes y acidos nucleicos. De tal forma, a
dia de hoy, los medicamentos biotecnoldgicos son la base del tratamiento de enfermedades de
gran impacto como son la diabetes mellitus, dado que las insulinas producidas actualmente
son en su totalidad de origen biotecnoldgico, ademas de estar revolucionando el tratamiento
de las enfermedades autoinmunes, como es el caso de la artritis reumatoide, y algunos tipos
de cancer mediante el uso de anticuerpos monoclonales. Esto ha llevado a que en el afio 2018
aproximadamente un 20% de los medicamentos comercializados a nivel europeo sean de
origen biotecnoldgico, cubriendo préacticamente todas las areas terapéuticas, como la
oncologia, diabetes, hematologia, reumatologia, etc. (7). ElI gran auge de este tipo de
medicamentos es debido a que la investigacion ha permitido la identificacion de dianas
terapéuticas proteicas muy especificas a las cuales se pueden unir una gran variedad de
anticuerpos monoclonales. Entre la gran cantidad de dianas que nos encontramos existen, por
ejemplo, factores de crecimiento sobre los que actuan farmacos como el bevacizumab, que se
une al factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), utilizado en combinacién con
otros medicamentos en terapia antineoplasica (9); inmunoglobulinas, como en el caso del
omalizumab que se une selectivamente a la IgE y se usa en enfermedades obstructivas de las
vias respiratorias como el asma (10); factores de necrosis tumoral como en el caso de
etanercept (11) u otro gran nimero de ejemplos.

Para la obtencidn de este tipo de moléculas se llevan a cabo diferentes técnicas, la primera de
ellas, la del ADN recombinante, consiste en modificar genéticamente a una poblacion de

microorganismos para que produzca la proteina en cuestion. La introduccion del gen en la
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célula huésped se hace mediante un vector, que normalmente es un virus o un plasmido (3),
asi obtenemos un ADN recombinante formado por el ADN artificial introducido y el ADN
previo del microorganismo. Esta poblacion de microorganismos se optimiza y se cultiva a
gran escala para después purificar la proteina producida a partir de esta secuencia de ADN
que se ha introducido, que finalmente vamos a tener como solucion o liofilizado (5).

Los anticuerpos monoclonales se pueden obtener también utilizando la técnica del hibridoma,
por la que se crea una linea de células B que se ha inmortalizado fusionandola con células de
mieloma y que van a producir el anticuerpo correspondiente a esa serie de linfocitos B, siendo

este el anticuerpo concreto que queramos producir. (12)

En los Ultimos afios se esta viendo como incrementa la tendencia de utilizar lineas celulares
de mamiferos en la produccién de estos medicamentos, ademas del uso clasico de Escherichia
coli y Saccharomyces cerevisiae. Esto se debe a que hay una gran cantidad de nuevos
productos que requieren maquinaria de células de mamiferos para su correcta expresion,
como sucede con los factores de coagulacion (7). También, en los medicamentos que lo
requieren se estan utilizando lineas celulares humanas, debido a que es la unica forma de
obtener una expresion y modificaciones post traduccionales en las células idénticas a las que

se necesitan.

2.3 Biosimilares

Los medicamentos de origen biotecnoldgico nos han permitido tratar enfermedades que hasta
el momento no tenian tratamiento o cuyo tratamiento era Unicamente sintomatico, pero el
precio de éstos es significativamente mas alto que el de los medicamentos de origen quimico.
Esto se debe a varios motivos: en primer lugar estd su complejo desarrollo, hay que identificar
y aislar las proteinas responsables de la patologia, secuenciarlas e introducir la secuencia de
DNA de la proteina que queremos producir en el microorganismo o linea celular que lo va a
hacer (4), por otra parte el desarrollo de este tipo de medicamentos es inherentemente caro por
los maltiples controles de seguridad y calidad a los que estan sometidos, estos se encuentran
descritos en el documento Production and Quality Control of Medicinal Products derived by
recombinant DNA Technology y en guidelines especificas que se encuentran en la pagina de
la EMA . Otro factor que encarece estos medicamentos es que en muchos casos se destinan a

poblaciones muy pequefias, por lo que el precio elevado es una forma de asegurar el retorno
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de la inversion inicial realizada por la compafiia que lo ha desarrollado (5), provocando que
muchos de estos medicamentos sean huérfanos. Un ejemplo de esto son medicamentos que
podrian usarse en enfermedades enzimaticas metabdlicas relacionadas con un solo gen,

enfermedades infantiles muy graves, pero que afectan a grupos de personas muy pequefos

(4).

Con esta premisa, al acabar las patentes de los primeros medicamentos biotecnologicos
innovadores nace los biosimilares. Un medicamento biosimilar es un medicamento
biotecnoldgico que tiene una estructura y eficacia semejantes a las de los medicamentos
biotecnoldgicos de referencia (4). No se puede utilizar el término genérico en este contexto,
dado que un medicamento genérico utiliza el mismo principio activo (la misma molécula) que
su medicamento innovador de referencia. Debido al gran tamafio y complejidad de las
moléculas que integran los medicamentos biotecnoldgicos no se puede utilizar ni desarrollar
exactamente la misma molécula en dos medicamentos.

A pesar de que para ser comercializados requieren una gran cantidad pruebas, ensayos e
informes por se medicamentos de origen biotecnoldgicos, ademés de los necesarios para ser
considerados biosimilares, la EMA no se ha posicionado en cuanto a si un medicamento
biosimilar es intercambiable o no con su innovador, dejando la regulacion a cada estado. En
Espafia son intercambiables si previamente lo ha aprobado la comision farmacoterapéutica,
excepto en la farmacia comunitaria. (13)

El auge de estos productos es muy notorio, desde 2014 la Unién Europea ha autorizado la
venta de 48 productos biosimilares. El uso de este tipo de medicamentos ha sido monitorizado
durante todo este tiempo desde su aprobacion en la Union Europea, donde se ha comprobado
que se pueden usar de forma segura y efectiva y no se han visto diferencias relevantes en la
naturaleza, frecuencia o efectos adversos causados por éstos y sus medicamentos de
referencia. (14)

También se estd comenzando a hablar “biobetters”, término que se refiere a un medicamento
biofarmacéutico ya aprobado que ha sido modificado de alguna manera para mejorar aspectos
farmacocinéticos o farmacodindmicos, como, por ejemplo, factores de coagulacion con

mayores semividas (7).



2.4 Hemofiliay su relacion con la biotecnologia

La hemofilia es una enfermedad ligada al cromosoma X en la cual hay deficiencia de los
factores de coagulacion VIII (FVIII) en el caso de la hemofilia a o factor IX (FIX) en el caso
de la hemofilia b. La deficiencia de estos factores causa problemas en la cascada de
coagulacién, por lo que la caracteristica principal de estos enfermos es el sangrado, que nos
servira, junto con los niveles de factores de coagulacion en sangre, para definir la gravedad de

la enfermedad en cada paciente tal y como se indica en la tabla 1. (15)

Gravedad Nivel de factores de | Episodios de sangrado
coagulacién
Severa <lUl/dLo<1%delo Sangrado espontaneo de articulaciones o
normal musculos.
Moderada 1-51U/dL 0 1-5% de lo Sangrado espontaneo ocasional, sangrado
normal prolongado en golpes menores o cirugia.
Leve 5-40 Ul/dL 0 5-40% de lo | Sangrado espontaneo raro. Sangrado grave
normal. con golpes mayores y cirugia.

Figura 1: relacién de sintomas, nivel de factores de coagulacién y gravedad de la hemofilia. (15)

Por la posible gravedad de esta enfermedad, los cuidados que deben recibir son exhaustivos.
Entre ellos se encuentra el tratamiento con factores de coagulacion, éstos inicialmente eran
derivados de plasma de origen animal y humana, pero con el desarrollo de la biotecnologia se
empezaron a producir factores de coagulacién recombinantes (16). Otro posible tratamiento
con el que esta relacionada la biotecnologia es la terapia génica, que se ha usado para intentar
conseguir la expresion del FIX en la hemofilia b. (17)

Para entender la importancia de la hemofilia y los factores de coagulacion es necesario
entender el funcionamiento de la cascada de coagulacion.

Los factores de coagulacion intervienen en la hemostasia, que se encarga de forman el tapon
plaquetario y coagulacién cuando se produce una lesion en el circuito cerrado del aparato
circulatorio. Cuando se ha reparado la lesion se produce la fibrindlisis o degradacion del
coagulo. En la hemostasia primaria, la activacion de las plaquetas por varias sustancias

presentes en el endotelio dafiado lleva a la formacion del tapon plaquetario.



Con la hemostasia secundaria intervienen los factores de coagulacion, ésta se divide en las
fases de iniciacion y propagacion. Los factores de coagulacion son proteinas plasméticas que
circulan inactivadas, y que al activarse actdan como serin proteasas. La actividad proteolitica
de cada factor activado provoca la activacion de otro factor, funcionando como una cascada.
La cascada de activacion que se produce queda reflejada en la figura 1. El final de esta
cascada lleva a la activacion de la protrombina (FIl) a trombina (Flla), que es la encarga de
transformar el fibrindgeno en fibrina, proteina que establece la formacion del trombo
plaquetario. A este resultado se puede llegar por dos vias, la via extrinseca o intrinseca, en
funcién del origen de los componentes que formen parte de ella. En ambos casos se termina
con la activacion del factor X a factor Xa, que activa el factor 11. (18)

Otro factor muy importante en la coagulacion es el factor de von Willebrand. El factor de von
Willebrand se sintetiza en el endotelio y tiene diversas funciones, como unir las plaquetas
unas a otras cuando se activan y al coladgeno del endotelio, aunque la principal que vamos a

tratar en este trabajo es la de actuar como Carrier del factor VIII. (19)

Fase de iniciacion Fase de propagacion
1%
Lesion Factor
tisular tisular
V+"a —F|— Xla — X ¥
h 4
|Xa
Villa 4— VIl
Va ¢4——V
X —p Xa l
Protrombina » Trombina
|

r Fibrina 4—————— Fibrinégeno

Coagulo de 4 ¢
fibrina estable A Klla Xl

Figura 2: modelo celular de la coagulacion. (18)
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3 Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es ver la aplicacion de la biotecnologia en el tratamiento
de una enfermedad, en este caso la hemofilia, usando proteinas obtenidas por tecnologia
recombinante, los problemas que se pueden encontrar, tanto en el desarrollo del mismo como

en cuanto a su seguridad.

4 Metodologia

Este trabajo ha sido realizado mediante la busqueda de revisiones y articulos cientificos en las
plataformas de PubMed, Google Scholar, y la base de datos de CIMA de la AEMPS para
obtener informacion de las fichas técnicas de medicamentos ya comercializados. Las palabras
utilizadas han sido biotecnologia, medicamentos biotecnoldgicos, biosimilar, hemofilia,
factor VIII recombinante, factor 11X recombinante y seguridad de medicamentos
biotecnologicos, tanto en castellano como en inglés. Se han utilizado revisiones dada su
elevada evidencia y publicaciones de revistas de referencia en el campo de la hematologia y

biotecnologia y se descartaron aquellos cuyo rigor era dudoso.

5 Resultados y discusion

Con el auge de la biotecnologia surgen equipos de investigacion que comienzan a desarrollar
factores de coagulacion recombinantes. Este proceso, entre otros motivos, se vio favorecido
por el alto namero de pacientes enfermos con hemofilia que contrajeron VIH al administrarles
factores de coagulacion derivados de plasma de pacientes enfermos de VIH, VHB o VHC.
Este problema también sirvié para aumentar los controles realizados a los donantes. De esta
manera, en 1984 ya se habia aislado el gen de los factores VIl e 1X, clonado y producido por
primera vez el FVIII recombinante (17), que posteriormente se optimizaria para su uso en
clinica.

También debe de tenerse en cuenta que diferentes sistemas de expresion producen diferentes
modificaciones, y por tanto diferentes proteinas, desde la misma cadena de aminoacidos (20).
Por la complejidad de estas proteinas, no es s6lo necesaria la produccion de estas proteinas, si
no que también se necesitaban las modificaciones postraduccionales que se producen en las
células humanas, como es, por ejemplo, la adicion de carbohidratos complejos cuando éstas se
sintetizan, por este motivo, para su produccion era necesario desarrollar todo este proceso en
células de mamifero capaces de llevarlas a cabo. Por otra parte, estas células elegidas para la

produccién deben de tener una actividad proteolitica baja para que las proteinas producidas
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guedasen intactas. Para esto se escogieron, y se siguen usando en la actualidad, las células de
ovario de hamster chino, en los dltimos afios se han desarrollado también factores
recombinantes a partir de células humanas que han supuesto una nueva mejora en este &mbito.
Ademas, para que la produccion de proteinas por parte de estas células fuera Optima éstas
necesitaban estar suplementadas con suero bovino (21), ya que este proporciona una gran
cantidad de moléculas que las células utilizan con sustrato en la sintesis. Este suero bovino
podia ser portador de virus resistentes a los diferentes procesos de purificacion por lo que se
optimizé la produccién para prescindir del mismo, en primer lugar porque era inaceptable por
motivos regulatorios y segundo lugar por su elevado precio, insostenible para la produccion

industrial a gran escala.

5.1 Desarrollo del factor VIII recombinante

Todo el proceso relacionado con el factor VIII recombinante (rFVIII) fue uno de los mas
complejos y revolucionarios para la industria en su momento, tanto en desarrollo, escalado
como en autorizacion por las autoridades para su comercializacion y uso. Este se vio
impulsado porque en ese momento estaba en auge la corriente que queria la eliminacion de
aditivos proteicos de origen animal de las preparaciones, debido a los posibles patégenos y el
impacto de aquel momento de enfermedades prionicas, especialmente en pacientes con
hemofilia, ya que previamente los factores que recibian eran de origen animal, aunque el

control de estos era exhaustivo.

Figura 3: Estructura del factor VIII (22)
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En primer lugar, tras su secuenciacion e introduccion en las celulas de ovario de hamster
chino del ADN recombinante se consiguié una correcta sintesis y produccion del factor VIII,
sin embargo, tras la eliminacion del suero bovino del proceso surgio un problema. Al no
contar con éste, la proteina se quedaba adherida a las membranas de las células de ovario de
hamster chino, sin salir al exterior de la célula, por lo que era degradado por las proteasas de
la propia célula y no se podia aislar y purificar la proteina obtenida. La solucién a este
problema pas6 por hacer que estas células también produjesen factor de von Willebrand
recombinante. Se escoge éste porque una de sus maltiples funciones es ir unido de manera
natural en la sangre al factor VIII mientras éste esta inactivo, de esta manera, al ser producido
por las células de ovario de hdmster chino, el factor VIII se une con mayor afinidad al factor
de von Willebrand que a la membrana de las células, saliendo de ellas y siendo expresado con
éxito, pudiendo, ahora si, aislarse y purificarse para su uso posterior. Por supuesto, este factor
de von Willebrand recombinante no s6lo ha sido utilizado para esto, sino también en el
tratamiento de otras enfermedades relacionadas con la hemostasia como la enfermedad de von
Willebrand.

En el afio 2000, la Agencia Europea del Medicamento aprueba Refacto ®, que es el primer
factor de coagulacién recombinante que cuenta que todos los avances explicados.

Los estudios clinicos se hicieron sobre pacientes tratados previamente y pacientes no tratados
previamente, en profilaxis de episodios de sangrado o en episodios agudos de sangrado. En

todos ellos, algunos de ellos con duracion de varios afios, los resultados fueron sido 6ptimos.

Estas serian las primeras generaciones de factor VIII recombinante, la primera que usaba
células de origen animal y albumina sérica bovina para su correcta produccion y la que
elimina la albumina sérica bovina. La ultima generacién de factor VIII recombinante es el
desarrollado en células humanas. El primero de ellos ha sido aprobado por la EMA en 2014 y
su nombre comercial es Nuwig®(23). Para la obtencion de esta proteina se usan células
embridnicas de rifion humano. De esta manera, las proteinas que se van a obtener van a tener
todas las modificaciones postraduccionales necesarias, y los glicanos que contienen van a ser
en su totalidad de origen humano. Esto confiere dos ventajas, en primer lugar, la afinidad de
la union al factor de von Willebrand es mucho mayor, por lo que se aumenta mucho la
estabilidad en comparacién a los producidos en células de ovario de hamster chino. En

segundo lugar, la procedencia humana hace mucho mas dificil que se formen los antigenos
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inhibidores, ya que no hay presencia de epitopos no humanos (20). Ninguna de estas
modificaciones es afiadida quimicamente de manera posterior, y no se usa ningun tipo de
aditivos animales (23).

La obtencion de factores cuya procedencia fueran células humanas tenia tres objetivos:
reducir la respuesta inmune, mejorar las propiedades funcionales (como la unién al factor de
von Willebrand humano) y tener una mayor seguridad tedrica ante patdégenos potenciales
presentes en células de origen no humano (20).

Se han llevado a cabo varios estudios que han determinado que el uso del factor VIII
recombinante de origen humano es seguro y efectivo tanto en adultos como en adolescentes,
en tratamiento profilactico y bajo demanda en funcion de las necesidades. Estos estudios
también se han llevado a cabo en nifios de diferentes grupos de edad con resultados positivos
en todos ellos, tanto en la eficacia para evitar sangrados espontaneos en profilaxis y llegando
a la hemostasia en sangrados que ya se habian producido, como en la formaciéon de

inhibidores, ya que éstos son potencialmente menos inmunogenicos.

5.2 Desarrollo del factor IX recombinante.

Por su parte, el factor IX, aunque mas pequefio que el VIII, también tiene importantes
modificaciones postraduccionales que son imprescindibles para su funcionamiento, entre ellas
la gamma-carboxilacion por parte de una enzima hepatica dependiente de vitamina K de 12
residuos de glutdmico y posterior escision de varios residuos por parte de una serin proteasa
(furina) del aparato de Golgi.
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Figura 4: (A) Estructura en 3D y (B) secuencia de aminodcidos del factor 1X humano. (24)
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De esta forma, la expresion del factor 1X sin modificar era buena, pero la del factor IX
carboxilado era baja debido a que la furina de las células de ovario de hdmster chino se veia
saturada. Este problema se solucion6 de forma similar al que se presentaba con el factor VIII,
haciendo que las células de ovario de hamster chino produjeran también esta enzima.
Ademas, se optimizo la gamma-carboxilacion afiadiendo vitamina K al medio.

Otras modificaciones postraduccionales de menor importancia para su funcionalidad y que
solo se conseguian en proporciones muy bajas de manera recombinante han hecho que,
aunque la coagulacion utilizando estos productos sea correcta, su semivida es mucho menor
en comparacion a los derivados de suero animal, lo cual hizo cambiar la dosificacion. A pesar
de eso demostro ser seguro y totalmente eficiente en los ensayos clinicos, tanto en poblacion
adulta como pediétrica.

El primer medicamento con factor IX recombinante comercializado fue BeneFIX® en 1998.

5.3 Otros factores recombinantes y terapias biotecnolégicas

Siendo estos dos los factores de coagulacién recombinantes mas importantes, hay otros que
estan empezando a tener peso en el tratamiento de otras enfermedades relacionadas con el
sangrado, tal y como se ha comentado con el factor de von Willebrand, que fue desarrollado
para la produccion de factor VIII pero también se usa en solitario para tratar la enfermedad de
von Willebrand, o los factores Vlla y XIII.

Otra forma de aumentar la disponibilidad en la produccion de los factores de coagulacion ha
sido asociar los genes de éstos a zonas de control transcripcional de otros genes altamente
expresados de las células de ovario de hamster chino.

En cuanto a la terapia génica, que también se estd empezando a utilizar en pacientes con
hemofilia, se incluyen entrega in vivo de los genes de expresion del factor VIl y el factor IX
utilizando vectores virales e introduccion del gen ex vivo en las células para luego devolverlas

al cuerpo, pero sin éxito todavia. (16)

5.4 Seguridad de los factores de coagulacion recombinantes

La seguridad de los nuevos factores de coagulacion recombinantes se basa en tres principales
inconvenientes asociados a éstos: el problema con los virus, con los inhibidores y con las
nuevas formulaciones que han ido afiadiendo polietilenglicol (PEG) para diversas mejoras

farmacodinamicas con respecto a los factores previos.
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Los virus de origen animal son algo a tener en cuenta en todos los medicamentos
biotecnologicos que se producen en células animales o con algun tipo de complemento
procedente de éstos como es el caso de la albumina sérica. Esto es problematico porque
algunos de estos virus son resistentes a los métodos de purificacion que se les aplica. En
general, se han detectado en ocasiones excepcionales contaminaciones de producto por este
tipo de virus, pero no ha existido ninguna infeccion en algun paciente tratado con ningdn

medicamento biotecnoldgico (25).

Con las posteriores generaciones, en las cuales se han usado células animales, pero no
albumina sérica, no ha habido casos de contaminacién en humanos por virus animales, debido
a los eficientes procesos de inactivacion y nanofiltracion, pero sin embargo existe la
posibilidad (25). También se llevan a cabo todos estos procesos de purificacion en los factores
recombinantes de origen humano, de forma que se quita del producto final cualquier sustancia
no deseada (23).

El problema de los inhibidores es un problema de caracter inmunoldgico. Se llama
inhibidores a anticuerpos anti-factores de coagulacion que surgen durante el tratamiento con
los factores y reducen la efectividad de este, debido a que se unen a la proteina inactivandola
y haciendo que pierda su eficacia, la inhibicion serd en mayor o menor medida en funcion del
titulo de anticuerpos.

Esto sucede en alrededor del 30% de los pacientes con hemofilia A que son tratados con
factores de coagulacion recombinantes y no han sido previamente tratados con factores
derivados de plasma y el 2-3% de los pacientes con hemofilia B (tratados previamente con
factor 1X) (25).

Hay muchos factores implicados en la formacion de inhibidores, pudiendo ser genéticos o no
genéticos. Dentro de los no genéticos estan incluidos los que se intentan mejorar, como la
estructura primaria del producto y las modificaciones postraduccionales. Las modificaciones
postraduccionales son diferentes en funcién del tipo de célula que lleve a cabo la traduccién,
cuanto mas cercana esté esta de la humana mas afin sera y menos problemas de
inmunogenicidad tendra (20), por tanto las diversas mejoras que se han ido haciendo en el
proceso de obtencion de los factores de coagulacion se han ido acercando a esto, por ejemplo

empezando a usar células de mamifero (hamster) y por Gltimo a células humanas.
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Las modificaciones postraduccionales més importantes en este caso son la glicosilacion y la
sulfatacion. Para la funcionalidad del factor VIII es necesario que estén sulfatados los seis
sitios de la tirosina 1680, ya que en caso de no ser asi éstas no se van a unir al factor de von
Willebrand. Estas sulfataciones también son necesarias para la union con la trombina del
factor VIII. También es importante que haya una glicosilacion correcta, esta glicosilacion va
a ser de tipo manosa y tiene, entre otras, la funcion de “esconder” ciertas regiones de la
cadena proteica (20). Una correcta glicosilacion esta directamente relacionada con que ciertos
epitopos estén al descubierto o no, de tal forma que pueda evitar la formacion de inhibidores.
Esto es lo que sucede con el factor VIII obtenido de células de ovario de hdmster chino, que
su glicosilacion ligeramente diferente a la humana da lugar a la exposicion de ciertos epitopos

susceptibles de ser inmunogeénicos (26).

Estos inhibidores ya habian surgido previamente en pacientes tratados con derivados de
plasma sanguineo, y ha habido una gran cantidad de estudios comparando la aparicion de
inhibidores en pacientes tratados con un tipo de factores de coagulacion u otros, dando en
muchos casos resultados contradictorios. También hay multiples disparidades entra la
formacion de inhibidores en funcion de la generacion del factor recombinante, es decir, de si
ha sido obtenido a partir de células humanas o animales (26). EI mas importante de estos
estudios y que por fin dio lugar a una conclusion fue el estudio SIPPET (Survey of Inhibitors
in Plasma-Products Exposed Toddlers), cuyos resultados se publicaron en 2016. En este
estudio se analizaron a 250 pacientes, administrandose a 125 de ellos factores recombinantes
y a 125 factores derivados de plasma. Como resultado un 44,5% de los tratados con factor
VIII recombinante desarrollaron inhibidores frente a un 26,8% en los derivados de plasma
(25). La hipotesis de esta diferencia es que los derivados de plasma se administran ya unidos
al factor de von Willebrand (26), de tal forma que algunos de los epitopos que dan lugar a la
inmunogenicidad no se encuentran al descubierto, por lo que este complejo FVIII-fvW no es
reconocido por las células dendriticas que se encargan de la presentacion de estos antigenos
para la formacion de sus respectivos anticuerpos.

En cuanto al futuro, se estan tratando de estudiar los factores genéticos que estan relacionados
con la formacién de inhibidores para poder actuar sobre ellos en algin momento. Para ello se
esta llevando a cabo el “transcriptoma”, que analiza las secuencias de RNA que se transcriben

tras la exposicién a determinado producto, siendo en nuestro caso al FVI11 (20).
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El ultimo problema en cuanto a seguridad de los factores de coagulacion recombinantes son
los posibles problemas derivados de la pegilacion. La pegilacién consiste en unir de manera
no covalente a la proteina moléculas de polietilenglicol (PEG). La molécula de PEG es
altamente hidrofilica y afadirla a los farmacos es una técnica muy utilizada en la industria
farmacéutica recientemente y que tiene diversas funciones, como por ejemplo incrementar la
solubilidad, estabilidad a diferentes temperaturas y pHs o proteccion frente a proteasas (25).
Tanto por esto Ultimo como por su modificacién de la hidrodinamia de la molécula, va a

influir en su vida media (27), como se puede observar en la figura 5.
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Figura 5: concentraciones plasmaticas in vivo frente al tiempo de factor 1X glicopegilado y no
glicopegilado. (28)

El PEG es quimicamente inerte y por ello tedricamente tiene poca toxicidad, pero hay que
tener en cuenta los efectos adversos que puede favorecer de las moléculas a las que
acompafa, aumentar la vida media de estas moléculas supone aumentar la repercusion de
estos efectos adversos. También hay que tener en cuenta el tamafio del polimero en relacion
con su eliminacion, ya que los mas pequefios (<20kDa) se van a eliminar principalmente por
via renal mientras que segun va aumentando en tamafio (20-50kDa) va a ir aumentando la
eliminacién hepatica, hasta que aquellos méas grandes (>50kDa) se van a eliminar
exclusivamente por via hepatobiliar (25), hay que tener consideracion esto en relacion con los
pacientes con problemas hepaticos que no podran eliminar correctamente estos productos.
El peso molecular del PEG también va a estar relacionado con dénde se van acumular estos
compuestos, aunque lo hagan durante poco tiempo, ya que en funcion de su tamafio van a
penetrar en unos tejidos u otros. Uno de los tipos de acumulacion del PEG es formando
vacuolas en algunos tipos de células, como por ejemplo macréfagos, estas vacuolas no causan
ningln dafio y son una manera natural de eliminacion de sustancias ajenas al organismo (25).

La vacuolacion es mayor en polimeros de PEG que se eliminan minoritariamente por via
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renal. La vacuolacion de las células de segun qué tejidos podria suponer un deterioro en su
funcion (29), pero actualmente no se tienen estudios sobre ello, y debe de ser algo a tener en
cuenta en el futuro dado que los pacientes tratados con factores de coagulacion recombinantes
asociados a polietilenglicol van a recibir este tratamiento durante toda su vida.

Teoricamente, la presencia de PEG podria disminuir la exposicion de las proteinas a los
anticuerpos que se han formado contra ellas, disminuyendo la inhibicion de los factores de
coagulacién y aumentando su vida media, sin embargo, se estan empezado a reportar casos de
presencia o de aumento de la presencia de los anticuerpos anti PEG, disminuyendo también la
eficacia de la molécula pegilada. La aparicion de estos anticuerpos solo esté relacionada con
la disminucion de la eficacia del farmaco, no con un aumento de las alergias al medicamento,
ya que son siempre las mismas en el principio activo pegilado y sin pegilar. La aparicién de
estos anticuerpos no tiene por qué estar estrictamente relacionada con la administracion de
medicamentos pegilados, ya que también se encuentra presente en otros productos, como

cosmeéticos o comida.

6 Conclusiones

El proceso de desarrollo de un medicamento siempre es complejo y surgen gran cantidad de
problemas durante el mismo que tienen que ser solventado para que este sea seguro y eficaz
antes de su comercializacion y uso. Esto es asi en cualquier tipo de medicamento, pero desde
luego lo es aln mas en los medicamentos de origen biotecnolégico, tanto por su gran peso
molecular como por su compleja farmacologia. A esto se une su complejo desarrollo y
produccién.

Por otra parte, se ha demostrado con creces la capacidad de resolucion de estos problemas,
obteniendo productos seguros, eficaces, y de viable produccion a gran escala en la industria.
La hemofilia fue una de las primeras enfermedades que se empezaron a tratar con
medicamentos de origen biotecnoldgico, sin embargo, esta siendo utilizada en la investigacién
de farmacos de muchas enfermedades y revolucionando cada campo que toca obtenido

grandes resultados.
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