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Resumen

Los interferones (IFNs) comprenden a una familia de cytokinas con propiedades
biologicas definidas que incluyen efecto antiviral immunoregulador y actividad anti-
proliferativa. La utilidad clinica de los farmacos basadas en los interferones ha estado
limitada por la biodisponibilidad relativamente restringida del mismo en sangre. Durante
los ultimos afos, la tecnologia de Peguilacion (conjugacion de péptidos y proteinas a
moléculas de polientilenglicol (PEG) ha tenido grandes avances en el desarrollo de
formulaciones de acciéon prolongada. Esta tecnologia elimina muchas de las
limitaciones en el uso de proteinas terapéuticas, como por ejemplo los IFNs.

Utilizando la peguilacién se la logrado incrementar el tiempo de vida media en sangre,
mayor estabilidad y disminucién de la inmunogenicidad del IFN. En la actualidad
existen reportes en la literatura cientifica y productos de IFN alfa 2b peguilado,
disponibles comercialmente, basados en la conjugacion de moléculas de PEG de 5
000, 12 000 Da.

En este trabajo se logré la modificacion quimica de la molécula de IFN alfa 2b
utilizando un polimero de PEG ramificado de 40 KDa de peso molecular, constituyendo
el primer reporte de conjugacion del IFN alfa 2b a una molécula especifica de PEG
ramificada. Se demostré el efecto de la peguilacion sobre el incremento del tiempo de
vida media de la droga en sangre, al compararlo con la molécula de IFN no modificada,
tanto en estudios preclinicos como clinicos. El protocolo clinico se realizé acorde a la
Declaracion de Helsinki y se aprobo por el comité de ética del hospital participante, asi
como por la Agencia Nacional Reguladora de Medicamentos (CECMED).



Como parte del trabajo se disefid un proceso tecnolégico para la conjugacion,
purificacion y formulacion de la molécula de IFN a 2b - PEG. La caracterizacion
fisicoquimica y biolégica demostr6 que cumple con los pardmetros exigidos
internacionalmente para poder ser usado como producto farmacéutico en el tratamiento
de enfermedades como la hepatitis C por lo que le fue otorgado el registro Sanitario en
el afio 2009.

Este trabajo permiti6 el establecimiento de una plataforma tecnologica para la
obtencién de productos con moléculas conjugadas a PEG, en estos momentos ya se
encuentran en fase de Desarrollo tres nuevas moléculas IFN-PEG 4,48 KDa, GCSF-
PEG y EPO-PEG.

Este trabajo ademas ha sido publicado, en tres revistas internacionales
(Pharmaceutical Research, Vol. 22, No. 8, August 2005. "PEGylated Interferon- a 2b: A
Branched 40K Polyethylene Glycol Derivative™; Quim. Nova, Vol. 52, No. 6, 1426-
1431,2009. "Un método Reproducible para obtener PEG Biramificado Monofuncional de
Alta Pureza ©~ y BMC Pharmacology 2010, 10:15 http://www.biomedcentral.com/1471-
2210/10/15. “Pharmacokinetic and pharmacodynamic comparison of two “pegylated”
interferon alpha-2 formulations in healthy male volunteers: a randomized, crossover,
double-blind study”.

Comunicacion Corta

Introduccion

Como se plantea, la utilizacion de los Interferones alfa como terapéutico se ha visto
grandemente limitada por la baja biodisponibilidad de la proteina, siendo la
modificacion quimica de la proteina y, entre éstas, la conjugacion a una molécula de
Polietilenglicol (Peguilacion) una de las alternativas mas promisorias para la solucién
de los aspectos planteados.

La tecnologia de peguilacibn enmascara u oculta epitopes de la proteina lo que reduce
la eliminacién via reticuloendotelial, asi como el reconocimiento por el sistema inmune
y la degradacion por la accion de enzimas proteoliticas. También la conjugacion con
PEG provoca un incremento aparente de la talla molecular aspecto que reduce la
filtracion renal alterando la biodistribucion. Los aspectos fundamentales que influyen en
los efectos de la conjugacion son:

1- Numero de cadenas de PEG unidas a la proteina.

2- Talla molecular y estructura del PEG.
3- La posicion de la cadena de PEG en la molécula.
4- Latecnologia de conjugacion utilizada.

Los primeros conjugados PEG-Proteinas se realizaron con los llamados PEG de
primera generacion que eran moléculas lineales de talla molecular < 12 KDa los que
tenian como inconvenientes principales la presencia de reacciones colaterales y la
formacion de enlaces débiles en la conjugacion con proteinas. Una segunda



generacion constituida por moléculas de PEG ramificadas y de una mayor talla, elimino
los principales efectos indeseados.

En el caso de los interferones han sido reportados conjugados con moléculas de PEG
de 5y 12 KDa con el IFN a 2b y PEG de 40 KDa con IFN a 2a para el que se reportan
resultados superiores comparados con los anteriores de menor talla molecular.

Desarrollo

Para el desarrollo de la molécula modificada del IFN alfa 2b por conjugacién con
polietilenglicol se consideraron los aspectos tedricos antes planteados. En la estrategia
de trabajo, como primera etapa, se disefi¢ y desarrollo la tecnologia de obtencion del
PEG de 40 KDa de dos ramas, teniendo en cuenta los avances reportados para las
moléculas de PEG de segunda generacion.
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Fig 1: Estructura del PEG 2,40 NHS (A). Reaccién de conjugacion del PEG con la molécula de IFN a2b
(B)

La molécula de PEG se hace funcional para la conjugacion, en forma de éster de
Nhidroxisucinimida. (Fig 1).

Una vez obtenida la molécula de PEG con las caracteristicas, de pureza (= 95 %) y
grado de activacion (= 60 %), requeridas para la conjugacion, se paso al desarrollo de
la tecnologia de conjugacion con el IFN alfa 2b, considerando la realizacion de la
reaccion en condiciones basicas de pH, para dirigir la union del PEG hacia los grupos
amino de las lisinas.

La reaccion desarrollada permitid obtener el producto por formacion de enlaces tipo
amida de alta fortaleza, lo que facilita la estabilidad de la molécula IFN-PEG formada
producto de la conjugacion fig 1 (B). Es de destacar que para lograr niveles de
conjugacion superiores al 40 %, fue necesario disefiar una estrategia en que se incluyo
la presencia de solventes que facilitaran las condiciones de estructura requerida
durante la reaccién de conjugacion, aspecto no reportado y que permitié un incremento
en los recobrados de proceso.

Teniendo en cuenta que el objetivo final de este trabajo fue el uso como terapéutico de
la molécula de IFN-PEG disefiada, se hace necesario, como parte fundamental de este
desarrollo, el disefio de una tecnologia que permita la obtencion de un producto con
calidad de un farmaco de uso parenteral. La tecnologia desarrollada permitié que la
molécula conjugada cumpliera con los estandares establecidos de seguridad y eficacia
de acuerdo a los requerimientos regulatorios internacionales.



Para demostrar la seguridad se disefié un estudio toxicol6gico que arrojo resultados
satisfactorios. De igual forma fueron monitoreados los niveles de pureza,
contaminantes y actividad bioldgica, por lo que fue necesario, desarrollar el conjunto de
técnicas requeridas para su control, en todos los casos los niveles de contaminantes
fueron inferiores al 5 %.

Los estudios de estabilidad demostraron tiempos superiores a los 12 meses sin
cambios en los atributos de calidad asignados de acuerdo al disefio del producto,
presentando una alta resistencia a la accién de proteasas y una marcada estabilidad
térmica.

Los estudios farmacocinéticos desarrollados demostraron un incremento significativo
de la biodisponibilidad del producto respecto a la molécula no conjugada.
Comparativamente, la formulacion peguilada muestra una mas lenta eliminacioén, visible
en el mayor rango de tiempo de medicion posible, lo cual ya indica que la formulacién
peguilada se corresponden al objetivo para el cual fue disefiada. Estas caracteristicas
se muestran en la Fig. 2. El valor de aclaramiento disminuye considerablemente,
siendo indice de ser el mecanismo central por lo cual aumenta la biodisponibilidad del
producto.
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Fig. 2.- Representacién de los registros primarios de concentracién sanguinea vs. tiempo. Valores
promedios de n=6, +/- D.E. IFN-PEG 40 KDa.

Por otra parte se demostrd la estabilidad fisico-quimica de la molécula IFN-PEG 40
KDa estabilizada en una formulacion liquida conteniendo tween 80, la sal del acido
etilendiaminotetra-acético y tamponada con tampon fosfato a pH 7,2. La formulacion de
IFN-PEG 40 KDa fue estable por 24 meses almacenada a 4°C y por 6 meses a 28°C.
Los estudios en condiciones de estrés demuestran su estabilidad fisico-quimica, aun
almacenada a altas temperaturas. La agregacion a 60°C fue identificada como la
inestabilidad que se promueve en estas condiciones. No se identifican degradaciones
de la molécula peguilada, a diferencias del IFN sin peguilar, el cual es muy inestable en
solucion.



Se realizé un estudio clinico en voluntarios sanos que demostroé la bioequivalencia de la
molécula de IFN a2b, conjugada con el PEG 40 KDa, con el Pegasys (IFN alfa 2a- PEG
40 KDa), que es el biosimilar que se encuentra actualmente en el mercado. Los
resultados mostraron de igual forma el incremento del tiempo de vida media del
producto en sangre, comparado con la molécula de IFN alfa 2b no conjugada con el
PEG. El protocolo clinico se realizé acorde a la Declaracion de Helsinki y se aprobo por
el comité de ética del hospital participante, asi como por la Agencia Nacional
Reguladora de Medicamentos (CECMED).

La obtencion del registro sanitario permitio la introduccion de este producto en la
practica médica con resultados satisfactorios al ser comparados con el IFN no
conjugado.

La disponibilidad del PEG-Heberon® ofrece a la poblacidon cubana una alternativa
terapéutica que incrementa, como minimo, un 9% la expectativa de respuesta
viroldgica sostenida respecto a la variante interferon alfa convencional y ribavirina
anteriormente disponible en el pais y representa un 27% de incremento en beneficio
para el control de la hepatitis C cronica, comparado con los 23 afios transcurridos
desde la descripcién por primera vez del genoma del virus de la hepatitis C en el afio
1991 y los tratamientos con el interferén alfa convencional en monoterapia.

Tales resultados en la poblacidon cubana de pacientes con hepatitis C cronica,
mayoritariamente compuesta por genotipos 1b (el mas opuesto a la respuesta de IFN
alfa) han sido considerados como excelentes por los gastroenterélogos vinculados a la
prescripcién del PEG-Heberon®. Los porcentajes de respuesta viroldgica en todos los
momentos evaluados han estado en el rango reportado por los productos similares
existentes en el mercado farmacéutico internacional.

Tomando en cuenta el nimero de pacientes tratados, el significativo porcentaje de
eficacia terapéutica alcanzado, el apropiado balance de eventos adversos demostrado
y la cantidad de viales de PEG-Heberon® empleados sin que haya ocurrido ningun
evento adverso grave, podemos concluir que la formulacion disefiada por el Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia y comercializada por la empresa Heber Biotec S.A.
cuenta con eficacia terapéutica y adecuado perfil de seguridad.

Los resultados obtenidos avalan que la conjugacion de la molécula de IFN alfa 2b con
la molécula de PEG de 40 KDa, permite la obtencién de un conjugado estable. El
producto obtenido resulta seguro cuando se administra por via parenteral e incrementa
el tiempo de vida medio de la droga en sangre, aumentando su biodisponibilidad lo que
permite la reduccién del nimero de administraciones necesarias para lograr el efecto
terapéutico deseado. También se reporta un incremento del efecto terapéutico de la
molécula conjugada en comparacion con el IFN no modificado.



Conclusiones:

Se logré la modificacion quimica de la molécula de IFN alfa 2b utilizando un polimero
de PEG ramificado de 40 KDa, constituyendo el primer reporte de conjugacion del
IFN alfa 2b a moléculas especificas de PEG ramificadas.

Se demostr6 el efecto de la peguilacién sobre el incremento del tiempo de vida
media de la droga en sangre, al compararlo con la molécula de IFN no modificada.

Se disefid un proceso tecnoldgico para la conjugacion y purificacion del conjugado
de IFN a 2b -PEG. La caracterizacion fisicoquimica y biolégica demostrdé que cumple
con los parametros exigidos internacionalmente para poder ser usado como
producto farmacéutico en el tratamiento de enfermedades como la hepatitis C.

Los estudios clinicos demostraron la bioequivalencia de la molécula de IFN a2b
conjugada con el PEG 40 KDa con el Pegasys (IFN alfa 2a- PEG 40 KDa), que es el
biosimilar que se encuentra actualmente en el mercado y el incremento del tiempo
de vida medio en sangre del farmaco.

La introduccién de este producto en la practica médica ha demostrado la eficacia del
producto en el tratamiento de entidades virales como la Hepatitis C.
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