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RESUMEN

El cancer se considera uno de los principales problemas que afectan a la salud
humana, y puede ser causado por varios factores genéticos, ambientales, médicos y de
estilo de vida. En Ecuador segun los datos del GLOBOCAN se diagnosticaron 29.273
casos de cancer en una poblacion de 17.643.060 habitantes en el afio 2020.
Actualmente, existen terapias para combatir el cancer como la radioterapia,
quimioterapia, terapia hormonal e inmunoterapia (anticuerpos monoclonales). Esta
ltima ayuda al sistema inmune a destruir las células cancerosas, a diferencia de los

farmacos convencionales como paclitaxel, docetaxel y cisplatino.

En la presente investigacion se realiz6 una recopilacion de informacion de casas
de salud de la ciudad de Ibarra como el Hospital San Vicente de Paul (HSVP) y la
Unidad Oncoldgica Provincial SOLCA Ibarra para determinar el cancer con mayor
prevalencia. Posteriormente se realizd una revision bibliografica de las dianas
terapéuticas que intervienen en el tipo de cancer mas prevalente y asi proponer una
construccion teorica de interaccion antigeno-anticuerpo. Finalmente se propuso

parametros de produccion de mAbs y un analisis presupuestario a nivel industrial.

Se determind que el tipo de cancer con mayor prevalencia en el periodo 2019-
2020 fue el cancer de mama con prevalencias de 13,5% (HSVP) y 36,3% (SOLCA). Por
otra parte, se seleccion6 a la diana terapéutica FGFR2 (aminoéacidos 151-246) para
realizar una construccion tedrica con la Region Fab de cadena pesada y ligera del mAb
PDB:4WV1. Se obtuvo el mejor modelo de acoplamiento segun el nivel de energia (-47,
57 kc/mol). Para el bioproceso se establecieron los siguientes parametros teoricos de
produccion: gen dihidrofolato reductasa; CHO cells; biorreactor de tanque agitado;
medio de cultivo GIBCO® CD DG44 y cromatografia de afinidad de proteina A. Por
Gltimo, se estimo para la fase de Upstream, 250kg anuales de producto con un costo de
produccion de $62.784,43 y un costo de inversion de $677.280,50.

De esta manera, el estudio proporciona un panorama teérico general del proceso
de produccidn de anticuerpos monoclonales, desde la seleccion de una diana terapéutica
hasta la estimacion econdmica de una planta de produccion, con un alcance

experimental en futuras investigaciones relacionadas con otros tipos de cancer.

Palabras clave: anticuerpos monoclonales, diana terapeutica, céancer,
bioproceso, acoplamiento molecular.
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ABSTRACT
Cancer is considered one of the main problems affecting human health, and can
be caused by several genetic, environmental, medical and lifestyle factors. In Ecuador,
according to GLOBOCAN data, 29,273 cases of cancer were diagnosed in a population
of 17,643,060 inhabitants in 2020. Currently, there are therapies to fight cancer such as
radiotherapy, chemotherapy, hormonal therapy and immunotherapy (monoclonal
antibodies). The latter helps the immune system to destroy cancer cells, unlike

conventional drugs such as paclitaxel, docetaxel and cisplatin.

In the present research, a compilation of information from health centers in the
city of Ibarra such as the HSVP and the Provincial Oncology Unit SOLCA lbarra was
carried out to determine the most prevalent cancer. Subsequently, a bibliographic
review of the therapeutic targets involved in the most prevalent type of cancer was
carried out in order to propose a theoretical construction of antigen-antibody interaction.
Finally, mAbs production parameters and a budget analysis at industrial level were

proposed.

It was determined that the type of cancer with the highest prevalence in 2019-
2020 was breast cancer with prevalences of 13.5% (HSVP) and 36.3% (SOLCA).
Moreover, the therapeutic target FGFR2 (amino acids 151-246) was selected to perform
a theoretical construction with the heavy and light chain Fab Region of the mAb
PDB:4WV1. The best docking model was obtained according to the energy level (-47,
57 kc/mol). The following theoretical production parameters were established for the
bioprocess: dihydrofolate reductase gene; CHO cells; stirred tank bioreactor; GIBCO®
CD DG44 culture medium and protein A affinity chromatography. Finally, it was
estimated for the upstream phase, 250 kg of product per year with a production cost of
$62,784.43 and an investment cost of $677,280.50.

Thus, the study provides a general theoretical overview of the production
process of monoclonal antibodies, from the selection of a therapeutic target to the
economic estimation of a production plant, with an experimental scope in future

research related to other types of cancer.

Keywords: monoclonal antibodies, therapeutic target, cancer, bioprocess,

molecular docking.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

El cancer se considera como un grupo de enfermedades que se caracterizan por
un crecimiento descontrolado de células, dando paso a la progresion, expansién e
invasién de dichas células en distintos 6rganos del cuerpo lo que se conoce como
metéstasis (Vispo, 2016). Es considerado la primera causa de muerte en personas
mayores a 70 afios, en 183 paises analizados por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en el afio 2019. Por otra parte, la Agencia Internacional para la Investigacion del
Céancer junto con el Global Céancer Observatory (GLOBOCAN) reportaron que en el
afio 2020 hubieron 19,3 millones de casos nuevos y 10 millones de muertes por cancer

en todo el mundo (Bray et al., 2020).

Segun la investigacion de Sung et al., (2021) en el afio 2020 a nivel mundial los
canceres diagnosticados con mayor indice de casos se detallan en el siguiente orden:
cancer de mama (11,7% del total de casos), cancer de pulmoén (11,4%), cancer
colorrectal (10%), cancer de prostata (7,3%) y cancer de estdmago (5,6%). En hombres
el cancer de pulmon presenta mayor numero de muertes, seguido del cancer de prostata,
mientras que en mujeres corresponde el cancer de mama, seguido del cancer colorrectal
y de pulmén. Por con siguiente, se conoce que las ciudades como Quito y Guayaquil
presentan tasas de incidencia mas altas de cancer de mama, seguido de la ciudad de
Cuenca (Caballero, 2021). Asi como lo mencionaron Ruales & Checa,(2018), se espera
que el sistema de salud tanto de Ecuador y América Latina aprovechen todos los
recursos del estado para mejorar el acceso a la atencién médica y mejorar los servicios

de diagndstico y tratamiento para pacientes oncolégicos.

En cuanto al proceso de desarrollo de un céncer, existen diferentes factores
como: factores genéticos del individuo y la exposicion a agentes ambientales; tales
agentes convierten a las células normales en cancerosas (Mendelsohn et al., 2014).
Dentro de las caracteristicas que intervienen en el crecimiento tumoral y progresion
metastasica se encuentran las siguientes: a) Mantenimiento de la sefializacion

proliferativa; b) Evasion de los supresores del crecimiento; ¢c) Activacion de la invasion
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y metastasis; d) Habilitar la inmortalidad replicativa; e) Induccién de angiogénesis y f)

Resistencia a la muerte celular (Hanahan y Weinberg, 2011).

Para tratar esta patologia se toma en cuenta ciertos aspectos como su ubicacion,
gravedad, factores de riesgo y tipo de tumor, para asi aplicar algunos de los siguientes
tratamientos mas frecuentes: radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal e
inmunoterapia (Korgaonkar y Yadav, 2019). Segun Mello et al., (2015) este altimo
tratamiento tiene como objetivo estimular al sistema inmunitario frente al cancer,
emplea sustancias producidas por el organismo o en el laboratorio para destruir a las
células cancerosas. Dentro de las inmunoterapias se encuentran los anticuerpos
monoclonales, que son un medio eficaz como terapia contra el cancer debido a su
accién farmacoldgica especifica que emplea ciertos mecanismos de accion para destruir

a las células malignas (Steinitz, 2019; Simpson y Caballero, 2014).

Asi pues, los anticuerpos se pueden aislar mediante la técnica de hibridoma
como lo menciona Meibohm, (2006), que consiste en inmunizar a un ratén con un
antigeno especifico. Estos anticuerpos se producen en células B especializadas y
reaccionan frente al antigeno, estos se acumulan en el bazo, produciéndose de esta
manera anticuerpos monoclonales (mAbs) terapéuticos. Tales anticuerpos tienen
eficacia, seguridad y confiabilidad, que pueden beneficiar a los pacientes en el
tratamiento y diagnostico de ciertos problemas de salud, enfermedades autoinmunes y

cancer principalmente (Ziegelbauer y Light, 2008).

Segun Shukla y Thémmes, (2010) con esta nueva tecnologia, se han desarrollado
avances en la ingenieria de proteinas como son los anticuerpos monoclonales
terapéuticos, que se pueden producir a nivel industrial. Este proceso inicia con el disefio
computacional in silico del acoplamiento molecular de proteinas para analizar
alternativas de union entre antigeno-anticuerpo y de esta forma conocer el grado de
afinidad entre dichas proteinas (King, 2005). Asi como lo menciona Tiller y Tessier,
(2015) una de las propiedades mas importantes de los anticuerpos es su capacidad para
reconocer objetivos con alta afinidad y especificidad. Es por eso que el acoplamiento
molecular es Gtil para identificar el sitio de unién del ligando en la proteina mediante
estructuras cristalinas que permiten visualizar la union entre las moléculas (Madej et al.,
2014).
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Se conoce que las grandes industrias biofarmacéuticas se encuentran en una
mejora continua en cuanto a procesos de produccion de biofarmacos, en las que se toma
en cuenta etapas de produccion, fermentacion y obtencion del producto (Marissen,
2014). Por tanto, la primera etapa del desarrollo de anticuerpos monoclonales
corresponde a la seleccion de sistemas de expresion que permitan la transcripcién
eficiente de genes de anticuerpos. La siguiente etapa consiste en el proceso denominado
upstream en el cual la produccidn se realiza a pequefia escala mediante un cultivo en
suspension y por ultimo el proceso downstream que permite la recoleccion del producto,

caracterizacion y control de calidad (Gaughan, 2016; Birch y Racher, 2006).

Finalmente para determinar los costos de produccion de proteinas terapéuticas,
se emplean algunas estimaciones factoriales que permitan analizar los costos de
inversion y de produccion en una planta de desarrollo de biofarmacos (Farid, 2007).
Ademas, como lo menciona Breedveld, (2000) se espera que los costos de produccion y
ensayos clinicos con mAbs disminuyan en comparacion con los costos de atencién
medica de las terapias actuales, para que sea accesible en la préactica clinica y mejorar
los procesos de produccion para tener mayor eficiencia y calidad en el producto. Por
ualtimo, la capacidad de disefiar nuevas funcionalidades mediante el uso de nuevas
estrategias de desarrollo de anticuerpos permitira la expansién en el mercado de
biofarmacos en la industria (Ziegelbauer y Light, 2008).
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1.2 Planteamiento del problema

A nivel mundial el cancer es considerado como una de las principales amenazas
para la salud humana (Chen, 2019). Se estima que 15 de cada 100 muertes es debido a
esta patologia, donde el 70% de estas ocurren especialmente en paises subdesarrollados
(Ruales y Checa, 2018). En el Ecuador segun datos del afio 2020 se han diagnosticado
29.273 casos de cancer considerando ambos sexos y todas las edades en un total de
17.643.060 habitantes (Global Cancer Observatory, 2020). Asi mismo, se registra una
incidencia de cancer de 157,2 casos por 100.000 habitantes segin la Agencia
Internacional para la Investigacion en Céancer (IARC). Ademaés, cerca de 28.000
personas son diagnosticadas con la enfermedad cada afio segin datos de la Sociedad

Ecuatoriana de Oncologia (Haro Salvatierra et al., 2019).

Por lo descrito, el cancer es un problema de salud publica tanto a nivel nacional
como internacional (Haro Salvatierra et al., 2019). Se estima que para el afio 2030 el
nimero de casos aumentara en un 70%, probablemente por un elevado crecimiento
demogréafico y un acelerado envejecimiento de la poblacion (Paredes et al., 2017). Entre
los principales factores que causan esta enfermedad se consideran: la obesidad,
disminucion de actividad fisica, antecedentes genéticos familiares, exceso de drogas y

alcohol, entre otros (Bansal y Balas, 2020).

Debido al creciente nimero de casos, se han planteado terapias para tratarlo
como las quimioterapias, radioterapias y terapia hormonal, que estdn enfocadas a la
destruccion de las células cancerosas (Hafeez, Gan, y Scott, 2018). Estos tratamientos
han sido exitosos en los Gltimos afios. Sin embargo, presentan ciertas complicaciones ya
que los farmacos para quimio y radioterapias afectan tanto a células sanas como a
células cancerigenas, por lo que no se dirigen especificamente hacia las células
malignas para destruirlas (Baxevanis, Perez, y Papamichail, 2009). Se ha evidenciado
que las quimio y radioterapias presentan efectos secundarios complejos causando dafios
a largo plazo al corazon, pulmones, rifiones y 6rganos genitales, debido al uso de los
farmacos comunmente empleados en estos tratamientos como son paclitaxel, docetaxel
y cisplatino que ocasionan la caida de cabello, nduseas, anemia, estrefiimiento, entre
otros, lo que afecta a la calidad de vida del paciente debido a un sistema inmunolégico
debilitado (Baxevanis et al., 2009; Dicato y Cutsem, 2013).
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Es por eso, que se han desarrollado nuevos tratamientos contra el cancer que
estimulan las defensas naturales del organismo para combatirlo, debido a mayor
especificidad para destruir a las células cancerosas, estas terapias se conocen como
inmunoterapias en las cuales se encuentran los anticuerpos monoclonales. (Chu et al.,
2019). Sin embargo, en el Ecuador no es comun el uso de estas terapias en las casas de
salud publica ya que todavia no cuentan con los equipos y presupuestos necesarios para
importar biofarmacos, Unicamente se conoce que en el pais pocas empresas
farmacéuticas han incursionado en la produccion y desarrollo de bioterapéuticos, debido

a altos costos de produccion e importacion (Cazar y Urquizo, 2017).

Actualmente existen clinicas y farmacéuticas en el pais que proporcionan
tratamientos como quimioterapias, hormonoterapias, inmunoterapias y anticuerpos
monoclonales como Trastuzumab y Pertuzumab disefiados con la mas alta tecnologia
(Coello, 2019); (Best Treatment, 2008). Sin embargo, muchos pacientes no cuentan con
los recursos econdmicos para acceder a los mencionados tratamientos. Por lo que deben
acceder a la atencion puablica donde la disponibilidad de estos tratamientos es limitada
(Primicias, 2022).

Es asi como, en algunas casas de salud aln se sigue administrando terapias
convencionales especialmente en las instituciones pablicas donde existe poca inversion
en investigacion. En este sentido, el Hospital de Especialidades Eugenio Espejo ha
realizado un analisis presupuestario de implementacion de Pertuzumab y Trastuzumab
para tratar a uno de los tipos de cancer con mayor numero de casos, el cancer de mama
HER2+ (Irigoyen et al., 2018).

Adicionalmente, en Ibarra son escasos estos estudios y Unicamente las
instituciones privadas son quienes involucran a sus pacientes con biofarmacos. Por esta
razén, se necesita incursionar en esta alternativa del uso de inmunoterapias que ha
presentado buenos resultados. Por lo tanto, la construccion tedrica de anticuerpos
monoclonales es una buena propuesta para impulsar la implementacién y produccion a
futuro de biofarmacos en las instituciones de salud publica de la ciudad de Ibarra, y asi

contribuir en mejorar la calidad de vida de los pacientes.
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1.3 Justificacion

Frente al elevado nimero de casos de cancer en Ecuador, el estudio de
inmunoterapias como son los anticuerpos monoclonales (mAbs) resultan una buena
alternativa para tratar diferentes patologias como el cancer (Weiner et al., 2009). Tales
moléculas son especificas para marcar y destruir a las células cancerosas (Ghaderi et al.,
2018). También, se encargan de brindar proteccion al sistema inmunitario y a detener el
crecimientos o diseminacion de las células cancerosas en otras partes del cuerpo, a

diferencia de las terapias convencionales (Milling et al., 2017).

Tales anticuerpos monoclonales tienen la capacidad de generar respuestas
inmunitarias concretas frente a un antigeno tumoral (Taefehshokr et al., 2020; Weiner et
al., 2009). En varios casos se combinan quimioterapias con anticuerpos monoclonales
para alcanzar respuestas inmunes mas altas a comparacion de tratamientos
convencionales que destruyen a las células malignas pero también a células sanas (Chu
et al., 2019). Por eso, se han disefiado y aprobado a nivel mundial varios anticuerpos
monoclonales para interactuar con blancos especificos y tratar una variedad de canceres
(Instituto Nacional del Céncer, 2019).

En cuanto a los efectos secundarios, se estima que estos son mas controlables
como la reaccion alérgica y sintomas pseudogripales que generalmente son poco
frecuentes en los pacientes (Hafeez et al., 2018). Las principales ventajas que han
demostrado son mayor homogeneidad, reproducibilidad y escalabilidad debido a que se
puede producir a nivel industrial y a un costo razonable. Ademas, es posible obtener
productos de anticuerpos biosimilares que no tienen diferencias clinicamente
significativas con el producto de referencia y permiten reducir los costos, asi brindar el
acceso de un mayor numero de pacientes a tratamientos bioldgicos de calidad (Ecker et
al., 2015).

De esta manera, es necesario el uso de herramientas bioinformaticas como
método Util en el descubrimiento de nuevos farmacos por medio del analisis de fuerzas
de interaccién ligando-receptor, para proponer varias predicciones moleculares para el
establecimiento de terapias basadas en anticuerpos monoclonales (Prieto-Martinez et al.,

2018a). También, es importante el disefio de un bioproceso capaz de crear un ambiente
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de crecimiento o uso Optimo del material celular para produccion de proteinas

terapéuticas a nivel industrial (Ortega Quintana et al., 2017).

Debido a esto, la presente investigacion propone el establecimiento de un
bioproceso tedrico para la produccion de anticuerpos monoclonales. Se toma en cuenta
los procesos que conllevan al desarrollo de mAbs, la seleccion de una diana terapéutica,
el proceso de acoplamiento molecular y analisis presupuestario para determinar la

inversion y produccion de anticuerpos monoclonales (Bhambure et al., 2011).

En consecuencia, la importancia de realizar una revision y estimacion
econdémica de estos medicamentos biotecnologicos puede complementar el tratamiento
del cancer en pacientes diagnosticados bajo esta patologia y a la vez ser un referente

para futuras investigaciones experimentales en la ciudad de Ibarra.

1.4 Pregunta directriz

¢Es posible disefiar mediante un estudio tedrico, un bioproceso para la
produccién de anticuerpos monoclonales contra un cancer prevalente en la ciudad de

Ibarra?
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1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo General

Establecer un bioproceso para el desarrollo de anticuerpos monoclonales como

inmunoterapia para pacientes oncoldgicos en la ciudad de Ibarra.

1.5.2 Objetivos especificos

1. Determinar el tipo de cancer con mayor prevalencia en la ciudad de Ibarra

mediante recopilacion de datos de instituciones de salud publica del Ecuador.

2. Disefar el anticuerpo monoclonal especifico para una diana terapéutica a través

del analisis de bases de datos de secuencias.

3. Elaborar un disefio de un bioproceso para la produccion de anticuerpos

monoclonales.
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CAPITULO Il

2. MARCO TEORICO

2.1 Cancer

2.1.1 Aspectos generales

El cancer es el crecimiento anormal de las células debido a cambios en la
expresion génica que conduce a un proceso de proliferacion y muerte celular, lo que
puede provocar la invasion de tejidos sanos y causar metastasis en diferentes 6rganos
debido a la migracion de las células a través de los vasos sanguineos donde iniciaran un

nuevo desarrollo tumoral (Haberkorn, 2007).

2.1.2 Caracteristicas distintivas

Existen 6 caracteristicas distintivas del cancer a nivel biologico (Figura 1) que
comprenden todas las capacidades complementarias para el crecimiento tumoral y
progresion metastasica (Hanahan y Weinberg, 2011). Estas caracteristicas constituyen la
base para la basgqueda de inhibidores de macromoléculas, dianas terapéuticas esenciales
y asi encontrar un enfoque para la selectividad y descubrimiento de farmacos (Moriarty
et al., 2007).

Mantenimiento de la
senalizacion proliferativa

Evadir los supresores del
crecimiento

Induccion de
angiogenesis

Activacion de la invasion y|
metastasis

Habilitar la inmortalidad
replicativa

Figura 1. Marcas o caracteristicas distintivas del cancer. Tomado de Hanahan y Weinberg,

2011.
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2.1.3 Biologia del cancer

El cancer es el resultado de ciclos repetidos de mutacion y seleccion natural en
una poblacién de células somaticas (Figura 2). Por lo tanto, un clon original es capaz de
evolucionar para adquirir varias mutaciones y diferentes clones pueden tener otras
caracteristicas y fenotipos que contribuyen a la diversidad celular como punto

importante en la evolucion (Roberts, 2019).

Evolucidn clonal

(aXoroolalo
OCCIO0N

9 Célulanormal
\ Proliferacion (9 Mutacion
4 oJo) celular (® 2 Mutaciones Mutacion
/ i Mutscion -OLO_ ' 89191@* ®{ 3 Mutaciones dena
Seleccion [N (8% 3+1 Mutacion 5
natural ) {® 3+ Mutacion g,f:;g:ar:

n’b
e 5
iﬁ’] 3+ Mutacion

Figura 2. Origen clonal del cancer. Tomado de Roberts, 2019.
El proceso de desarrollo del cancer se divide en 3 etapas como se detalla a continuacion:

Iniciacion: Es la irreversible interaccion de un carcindgeno con el ADN tisular.
Este dafio en el ADN es necesario, pero no suficiente, para un proceso el desarrollo
tumoral (tumorogénesis). Es impulsado por una serie de enzimas presentes en varios
tejidos humanos, donde los eventos iniciadores implican una accién directa sobre el
genoma (Ruddon, 2007a). La respuesta celular frente a un dafio del ADN es compleja y
puede generar la reparacion del dafio, muerte celular por apoptosis o continuar con la

proliferacion celular (Merrill, 2002).

Promocion: es un proceso reversible que facilita la expresion de las células y
conlleva al desarrollo de tumores benignos y malignos. Esta fase se conoce como la
etapa de la proliferacion celular y expansion clonal inducida por estimulos miogénicos
(Ruddon, 2007a). Los productos quimicos del proceso no intervienen con el ADN y los
agentes que interacttan con los receptores de la membrana celular afectan a la expresion

génica mediante proceso de transduccion de sefiales (Merrill, 2002).
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Progresion: es el proceso en que un tumor benigno se convierte en maligno y
evoluciona aun mas con un aumento de malignidad. El analisis molecular en varias
etapas de progresion ha demostrado que las alteraciones en los genes supresores de
tumores y los oncogenes se acumulan durante la progresion tumoral y metéastasis, lo que

se relaciona con la agresividad del tumor (Merrill, 2002).

2.1.4 Mutaciones en cancer

Las alteraciones genéticas pueden incluir mutaciones puntuales, cromosomicas,
translocaciones, deleciones de genes, pérdida de heterocigosidad e impronta genética.
Todos estos problemas se deben a una inestabilidad genética que genera defectos en la
replicacion celular y disminucién para reparar el ADN (Ruddon, 2007a).

Las células del cancer tienen la habilidad de evadir la muerte celular programada
a través de proteinas antiapoptéticas como BCL-2, asi como también mutaciones
inactivantes del gen p53 inducido por radiacién y estrés oxidativo que produce radicales
libres causantes del envejecimiento celular y aparicion de enfermedades como el cancer
(Weinberg, 2014).

2.1.5 Factores de riesgo y causas del cancer

El riesgo de cancer se debe a ciertas implicaciones entre la genética del
individuo y la exposicion a agentes ambientales, tales agentes causante del céncer
convierten las células normales en cancerosas, este proceso Sse conoce Como

carcinogenesis y los agentes se denominan carcindgenos (Mendelsohn et al., 2014).

Esta patologia se puede considerar como una enfermedad de envejecimiento,
donde se evidencia que las mutaciones generadas en el ADN pueden deberse a la
presencia de problemas genéticos, infecciones virales, bacterianas o parasitarias,
radiaciones y agentes quimicos que desembocan en el desarrollo de la enfermedad
(Ruddon, 2007b).

2.1.6 Tratamientos para el cancer
Para tratar el cancer se toma en cuenta aspectos como su ubicacion, gravedad,
factores de riesgo y el tipo de tumor. De acuerdo a las caracteristicas antes mencionadas

se puede utilizar alguno de los siguientes métodos: extirpacion quirdrgica del tumor,
28



radioterapia con rayos de alta energia para tratar de destruir a la células cancerosa y
reducir el tumor, quimioterapia que usa compuestos toxicos que dificultan la replicacion
del ADN en la célula, terapia hormonal que usa farmacos para bloguear hormonas y
evitar la formacion del tumor, blogueo de angiogénesis la cual puede bloquear el
desarrollo de capilares eliminando el suministro de sangre, y terapia molecular en el que
se incluyen las inmunoterapias que emplean farmacos o sustancias dirigidas a moléculas
especificas que participan en el crecimiento y diseminacion de las células cancerosas
(Korgaonkar y Yadav, 2019).

2.1.7 El cancer en Ecuador

En la Figura 3 se puede evidenciar los tipos de cancer con mayor nimero de
casos reportados en Ecuador en el afio 2020. EIl tipo de cancer con mayor nimero de
casos corresponde al cAncer de mama con un 12,2 %, seguido del cancer de prdstata con

11.1 %y céancer de colon con un 8,5 %. (Global Cancer Observatory, 2020)

Total casos: 29 273
Mama
Prostata
Colon
Estomago 8,4%
Tiroides —15,8%

Otros canceres —| 54, 1%

l | l I f I I
0 2,000 4,000 6,000 8,000 10,000 12,000 14,000

Figura 3. NUimero de casos de cancer en 2020, ambos sexos, todas las edades. Adaptado de
Global Cancer Observatory, 2020.

El sistema de salud publica que posee el Ecuador y los paises de América Latina
buscan aprovechar los recursos disponibles para el acceso a la atencion y servicios
médicos en cuanto a la lucha contra el cancer. Por lo tanto, la Estrategia Nacional para
la Atencion Integral del Cancer en el pais esta encargada de implementar propuestas

como la implementacion de atencion oncoldgica en todas las instituciones del Sistema
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Nacional de Salud tanto pablico como privado mediante afiliacion al seguro social para

una mayor atencion frente a esta situacion. (Ruales y Checa, 2018).

2.2 Terapias dirigidas en el tratamiento del cancer

2.2.1 Funcion

Son un tipo de agente terapéutico que se dirige a una diana molecular especifica
para generar el efecto terapéutico deseado. Para ello se emplean dianas farmacoldgicas
como: proteinas, polisacéridos, lipidos y acidos nucleicos caracteristicos de algun tipo

de cancer, que permiten a estas terapias marcar a las células cancerosas para que sea

mas facil que el sistema inmunitario las encuentre y las destruya (Mello et al., 2015).

2.2.2 Tipos de terapias dirigidas contra el cancer

En la Tabla 1 se presentan algunas terapias dirigidas aprobadas con el objetivo

de evitar el crecimiento y supervivencia de las células cancerosas.

Tabla 1. Terapias dirigidas mas importantes empleadas para combatir el cancer. Adaptado de
Wagener et al., 2017; Comité de Comercio del Senado EE.UU, 2022.

Terapias dirigidas

Funcién

Terapias hormonales

Inhibidores de la transduccion de

sefiales

Moduladores de expresion génica

Inductores de apoptosis

Inhibidores de angiogénesis

Inmunoterapias

Detienen el crecimiento de tumores sensibles a hormonas
producidas por el cuerpo.

Bloquean las actividades de moléculas que intervienen en la
transduccion de sefiales

Modifican la funcion de las proteinas que participan en la
expresion génica

Permiten que las células cancerosas sufran un proceso de
muerte celular.

Bloquean el crecimiento de nuevos vasos sanguineos y asi
evitar el crecimiento de un tumor.

Activan al sistema inmune para destruir a las células
cancerosas, como los anticuerpos monoclonales que reconocen

antigenos en la superficie celular.
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2.2.3 Medicamentos bioterapéuticos

Son moléculas complejas que se obtienen de organismos Vivos y su principio
activo se adquiere de proteinas, insulina, hormonas, anticuerpos, entre otras. Estos
medicamentos emplean técnicas como: acido desoxirribonucleico recombinante
(ADNr), reaccién en cadena de polimerasa (PCR), procesos de produccion de
medicamentes que incluyen extraccion de tejidos biologicos, técnicas de hibridoma y

propagacion de microorganismos en embriones o animales (Cazar y Urquizo, 2017)

2.3 Anticuerpos monoclonales

2.3.1 Aspectos generales

Los anticuerpos son proteinas producidas por el sistema inmune cuando detecta
sustancias extrafias llamadas antigenos. Los anticuerpos son clave en la inmunidad
humoral ya que tiene la capacidad de unirse a agentes externos con alta afinidad y
especificidad. Existen 5 clases de anticuerpos: inmunoglobulina IgA, IgD, IgE, IgG e
IgM (Tiller y Tessier, 2015).

Las IgG tienen alta afinidad debido a que se diferencian en células de memoria
de larga duracion y se almacenan en tejidos y ganglios linfaticos para una respuesta
rapida frente a una infeccion. Esta subclase es una de las mas comunes ya que
representa el 75% de inmunoglobulinas en el cuerpo y es la mas empleada para la

produccion biotecnoldgica (Hanack et al., 2016).

Por otra parte, un anticuerpo monoclonal tiene la capacidad de unirse a dos
epitopos en el mismo o en distintos antigenos, pueden emplearse como mediadores para
dirigir a las células efectoras inmunes como NK y linfocitos T a las células tumorales

con el fin de destruirlas (Carvajal et al., 2019).

2.3.2 Estructura

Los anticuerpos son proteinas heterodiméricas compuestas por dos cadenas
pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) conectadas por puentes disulfuro (Figura 4). Las
dos cadenas ligeras contienen una region variable (VL) y una region constante (CL),
mientras que las cadenas pesadas contienen una region variable (VH) y hasta tres
distintas regiones constantes (CH1, CH2 y CH3) (Mendelsohn et al., 2014). El
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fragmento de union al antigeno (Fab) se localiza en el lugar donde se unen las cadenas
H y L mediante uniones covalentes y no covalentes y al final de esa parte existe una

region en ambas cadenas L llamada regidn variable (Fv) (Garcia Merino, 2011)

Regioén
variable

Unién a antigeno Union a antigeno

Bisagra

Activacion de
complemento

Union a células

COOH

Figura 4. Estructura de un anticuerpo. Tomado de Garcia Merino, 2011.

La forma de los anticuerpos se relaciona con la letra “Y” debido a los puentes
disulfuro formados entre las 2 cadenas pesadas y ligeras, esta union tiende a cristalizarse
por eso se le conoce como “fragmento cristalizable” (Fc) la cual es responsable de: a)
union al receptor de células inmunes citotoxicas; b) activacion del sistema de

complemento; c) catabolismo del anticuerpo (Meibohm, 2006).

La Figura 5 muestra la estructura cristalina de un anticuerpo monoclonal 1gG1,
donde se encuentra el fragmento de union a antigenos Fab (PDB: 3NZ8) y el fragmento
cristalizable Fc (1E4K) tomando en cuenta los dominios y regiones constantes y

variables de la arquitectura molecular de un mAb.
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Cadena pesada
CDRs

Figura 5. Arquitectura molecular de un anticuerpo de inmunoglobulina G1 (IgG1). Una IgG
consiste en dos cadenas pesadas (azul) y dos cadenas ligeras (rosa). ElI Fab es compuesto por
cadenas pesadas (VH) y ligeras (VL) y 2 dominios constantes (CH1 y CL). Los CDR en el
dominio VH se denotan como H1, H2 y H3 (azul); los CDR en el dominio VL se denotan como
L1, L2 y L3 (rosa). El Fc consta de dominios (CH2 y CH3) y glicanos en el Dominio CH2
(verde). Tomado de Tiller y Tessier, 2015.

2.3.3 Anticuerpos monoclonales terapeuticos

2.3.3.1 Obtencion de anticuerpos monoclonales

Cesar Milstein y Georges Kohler fueron los primeros en aislar a los anticuerpos
monoclonales mediante la técnica de hibridoma que consiste en inmunizar a un ratén
con un antigeno especifico, produciendo una reaccion inmune para generar linfocitos
que secretan anticuerpos, los cuales reaccionan con un antigeno y se acumulan en el
bazo (Figura 6). Posteriormente, los linfocitos B se aislan y se fusionan con una célula
de mieloma resultando una “célula hibridoma” que produce un anticuerpo dirigido

contra un antigeno (Hanack et al., 2016).
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Figura 6. Técnica de hibridoma para la obtencion de mAbs. Tomado de Carrasco-Yalan, 2021.

Finalmente, se realiza una prueba de sobrenadante para la union de antigenos
mediante ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA), ademas de una
prueba funcional para la seleccion y expansion de esos hibridomas producidos por los
anticuerpos con las caracteristicas deseadas (Meibohm et al., 2019). El anticuerpo
obtenido se conoce como “mAbs” porque se deriva de un linfocito B original y por lo
tanto todos son idénticos (clones), de esta manera el epitopo del antigeno se selecciona

de varias lineas celulares de hibridomas (Meibohm, 2006).

2.3.3.2 Tipos de anticuerpos monoclonales
En la Figura 7 se muestran los tipos de anticuerpos monoclonales empleados

para la aplicacion terapéutica y en la Tabla 2 las caracteristicas mas relevantes de uno

TYYY

mAb Murino mAb Quimerico mAb Humanizado mab Humano

de ellos:

Figura 7. Tipos de anticuerpos monoclonales terapéuticos. Tomado de Guzman y Feuerstein,
2013.
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Tabla 2. Tipos de anticuerpos monoclonales terapéuticos. Adaptado de Guzman y Feuerstein,

2013.

Tipos de mAbs

Caracteristicas

Murinos

Primeros mAbs terapéuticos producidos por hibridomas y la aplicacion
terapéutica puede generar la formacion de anticuerpos anti- ratén humanos
(HAMA) contra los mAbs murinos, ocasionando una respuesta inmune con

sintomas similares a la gripe.

Quiméricos

Contienen regiones constantes humanas y regiones variables de raton y las
regiones marco son los responsables de la respuesta inmune. Los
anticuerpos producidos contra el mAb quimérico se conoce como

anticuerpos humanos antiquiméricos (HACA).

Humanizados

Contienen partes de secuencia humana excepto los CDR que siguen siendo
de origen murino. El sistema inmune puede producir anticuerpos humanos
antihumanos (HAHA) que influyen en la farmacocinética y aclaramiento de
los mADbs.

Humanos

Se emplean bibliotecas de ADNc de linfocitos B y visualizacion de fagos
para producir mAbs completamente humanos, todavia se siguen realizando

modificaciones para aumentar la afinidad con el antigeno.

2.3.3.3 Mecanismo de accion

Los anticuerpos monoclonales ejercen su accién farmacoldgica mediante su

interaccion especifica entre antigeno-anticuerpo. Pueden ejercer su funcién de agonista,

antagonista o modulador. Los anticuerpos monoclonales emplean mecanismos para

modulacion del antigeno diana, apoptosis, liberacion de inmunotoxinas para la

activacion de células T mediante moléculas bioespecificas (Meibohm et al., 2019). En la

Tabla 3 se muestran las cuatro funciones efectoras mas importantes de los anticuerpos

monoclonales en la terapia contra el cancer.
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Tabla 3. Funciones efectoras de anticuerpos monoclonales. Adaptado de Steinitz, 2019;

Simpson y Caballero, 2014.

Mecanismo de accion Caracteristicas

) o Las células inmunes atacan a las células objetivo como las
Citotoxicidad celular ) ) ] ]
) ) células cancerosas induciendo apoptosis y sefiales de
dependiente de anticuerpo

crecimiento negativas, aqui los macrofagos son capaces de
(ADCC)

opsonizar las células unidas a anticuerpos.

El sistema de complemento conlleva a la lisis de las células
presentadoras de antigenos induciendo reacciones de
Citotoxicidad dependiente inflamacion para eliminar a las células cancerosas. La
de complemento glicoproteina C1q del sistema del complemento se une a las
regiones Fc de 2 anticuerpos que deben haber formado

previamente un dimero Fc.

) ) Los fragmentos de anticuerpos muestran varios
Bloqueo de la interaccion ) ) ) )

) mecanismos de accion como el bloqueo entre la interaccion
entre la sustancia ) )
o o receptor-ligando para una regulacion del antigeno,
fisiopatologica y el o o o

) modificacion del crecimiento celular, inhibicion de
antigeno . ]
angiogénesis y apoptosis.

Los mAbs se conjugan con un farmaco citotdxico para

) ) ejercer su aplicacion terapéutica. Ademas, se unen a las
mADbs conjugados sin ] o ) L
) células objetivo con el antigeno en la superficie (ej. células
etiquetar ] L ) )
tumorales), y asi la sustancia citotoxica conjugada s6lo se

administra a estas células.

2.3.3.4 Aplicaciones de anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales han tenido mayor crecimiento en areas terapéuticas y
en técnicas de diagnostico como la histopatologia, técnicas de laboratorio como la
citometria de flujo y tratamiento para diversas patologias humanas como se detallan a

continuacion:

Oncologia: los anticuerpos monoclonales terapéuticos se han empleado para tratar

el cancer de mama principalmente, seguido de varios tumores, linfomas y leucemias.
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Enfermedades autoinmunes: se han utilizado mAbs para tratar la artritis
reumatoide, enfermedad inflamatoria intestinal, esclerosis multiple, lupus, rechazo a

trasplantes.

Otras patologias: enfermedades virales y tratamiento de intoxicacion por farmacos
(Garcia Merino, 2011; Hollevoet y Declerck, 2017; Garcia Ramos et al., 2011).

2.3.4 Disefio computacional

2.3.4.1 Interaccion antigeno-anticuerpo

La interaccién antigeno-anticuerpo es primordial para comparar la fuerza de
unién y ver el grado de afinidad, tomando en cuenta la suma de todas las interacciones
involucradas entre los enlaces no covalentes del anticuerpo y el antigeno. Puede haber
casos donde los mAbs tengan mas de un sitio de union y los antigenos contengan mas
de un sitio antigénico en una superficie celular y, sin embargo, la unién multivalente

puede ser posible (King, 2005).

Avances recientes en disefios computacionales permiten analizar si los ligandos
que interactan con el receptor se encuentran en el sitio de union, en base a analisis de
interaccion hidrofdbica, electrostatica, interaccion entre hidrogenos y energias de
solvatacion para que la union ligando-receptor entre las moléculas se lleve a cabo
(Sisodiya et al., 2012).

2.3.4.2 Especificidad

La especificidad permite reconocer en un anticuerpo pequeiias diferencias
antigénicas, las porciones inmunogeénicas de la Ig se relacionan con la porcion constante
de la molécula en particular a la region Fc (Carvajal et al., 2019). La propiedad mas
importante de los anticuerpos es su capacidad para reconocer objetivos con alta afinidad
y especificidad. Algunos de los métodos de disefio han utilizado injertos para imitar las
interacciones naturales de proteinas, y enfoques de evolucion dirigida para lograr

especificidades para antigenos dificiles de atacar (Tiller y Tessier, 2015).
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2.3.4.3 Modelamiento molecular

El modelamiento computacional es un método informatico para predecir la
interaccion entre 2 moléculas generadas a través de un modelo de unién. El
acoplamiento se lleva a cabo con una molécula pequefia (ligando) y una molécula

grande (receptor) (Prieto-Martinez et al., 2018a).

El primer paso para el acoplamiento molecular consiste en identificar el sitio de
unién del ligando en la proteina, de esta manera se puede identificar el sitio activo a
través de las estructuras cristalinas del receptor unido a otros ligandos. EI mayor
nimero de secuencias estructurales y datos sobre anticuerpos es de dominio publico, lo
que permite obtener informacion necesaria sobre métodos computacionales para disefio
de anticuerpos monoclonales logrando obtener los mejores modelos de prediccién
(Norman et al., 2020).

2.4 Produccion de anticuerpos monoclonales

2.4.1 Aspectos generales

Nuevos avances en la ingenieria de proteinas han permitido el desarrollo de
anticuerpos monoclonales con mejor eficacia terapéutica, debido a esto ha sido
necesario establecer nuevos procesos de produccion para obtener grandes cantidades de
mADbs, para lo cual se ha tomado en cuenta propiedades bioquimicas y cromatograficas

de un bioproceso (Shukla y Thémmes, 2010).

2.4.2 Proceso de produccién

2.4.2.1 Sistemas de expresion

Las primeras etapas del desarrollo de bioprocesos tienen que ver con la genética,
es decir la manipulacion del organismo huésped, de esta manera se puede llevar a cabo
una transcripcion eficiente de los genes de anticuerpos mediante el uso de vectores
adecuados como sistemas de expresion (Birch y Racher, 2006). Posteriormente, es
importante seleccionar una linea celular capaz de traducir de forma eficiente los ARNm

de los anticuerpos para tener la suficiente capacidad de ensamblar al anticuerpo
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tomando en cuenta los sitios de clonacion para la expresion de mAbs y asi mejorar la

capacidad de la linea celular y mejorar la productividad (Marissen, 2014).

2.4.2.2 Fase upstream

Consiste en la eleccion y cultivo de células de mamiferos para produccion a
pequefa escala en un cultivo en suspension con condiciones controladas. El cultivo se
lleva a cabo usando volimenes pequefios y cuando llega la etapa de escalado las células
se transfieren a recipientes mas grandes con mayor volumen de medio de cultivo
(Gaughan, 2016).

En esta etapa se toma en cuenta ciertas caracteristicas para la composicion del
medio de cultivo y fermentacion como: el pH, temperatura, concentracion de oxigeno
disuelto y parametros del biorreactor que permitan un crecimiento y una productividad
Optima (Figura 8). Ademas, se establecen parametros para determinar la velocidad de
crecimiento como la tasa de crecimiento celular, la productividad especifica y el
rendimiento del producto que se utilizan para describir el rendimiento del organismo
(Doran, 2013).

2.4.2.3 Fase downstream

Constituye el proceso final de produccién, para la recoleccion del producto,
caracterizacion y control de calidad. Por lo tanto, constituye la etapa de produccién a
gran escala que estard determinada por la demanda en el mercado al que va destinado el
farmaco (Gaughan, 2016).

Es importante mencionar que previo al proceso de escalado, se realiza un estudio
que permita determinar caracteristicas de: fermentacion, métodos de aireacion y perdida
de producto; si se completa esta fase se inicia el desarrollo del bioproceso a nivel

industrial para el cultivo y purificacién del producto (Doran, 2013).

Para obtener el producto, se aisla el anticuerpo monoclonal para ser sometido a
procesos de filtracion y purificacidn considerandose un paso importante en la economia
global del proceso en funcion al rendimiento obtenido, pues cuanto mayor sea el
producto mayor serd el costo. En la Figura 8 se indican los pasos que conllevan al
proceso de recuperacion y obtencion del producto. (Colin y Bj@rn, 2006)
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Figura 8. Proceso basico de upstream y downstream para la produccion de anticuerpos

monoclonales. Tomado de Badr et al., 2021.

2.4.3 Estimacion econdémica de bioprocesos

Para determinar los costos de produccion de proteinas terapéuticas como los
anticuerpos monoclonales, se emplean estimaciones factoriales en el analisis de costos
de proyectos anteriores y se relaciona con el costo del capital y costo del equipo de la
planta. Ademas de los costos de validacion y regulacion en la industria biofarmacéutica,
asi como los costos de lotes, tiempos y procesos en base a la demanda del producto
(Farid, 2007).

Asi pues, los anticuerpos monoclonales presentan costos significativos en el
proceso de identificacion, optimizacion, produccion y propiedad intelectual, debido a su
complejidad estructural ya que estos medicamentos de proteinas de gran tamafio
requieren de tecnologias que permiten el analisis de la afinidad, métodos de
humanizacion, sistemas de expresion eficientes y lineas celulares necesarias segun la
funcionalidad (Ziegelbauer y Light, 2008).

2.4.4 Patentabilidad de un anticuerpo monoclonal

Para patentar anticuerpos monoclonales terapéuticos depende en gran medida de
su capacidad de unirse con un epitopo dado en la superficie de un antigeno en

interaccion con el anticuerpo en forma genérica, policlonal o monoclonal (Chahar et al.,
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2020a). Por lo tanto, depende de si dicha union entre antigeno-anticuerpo es parte del
estado de la técnica, y si se le proporciona una nueva caracteristica al anticuerpo como

una ventaja para reclamar el paso inventivo (Moorkens et al., 2020).

2.5 Mercado de los anticuerpos monoclonales

2.5.1 Empresas biofarmacéuticas

La biotecnologia es una de las grandes industrias en el mundo que se encarga del
desarrollo de biofarmacos principalmente anticuerpos monoclonales que son especificos
para tratar un tumor y se pueden encontrar como viales, soluciones inyectables y polvo
liofilizado. Se han distribuido en Estados Unidos, Japon y Europa, liderando en el
mercado las siguientes biofarmacéuticas: Hoffmann La Roche & CO AG F, Genentech
Inc, Sanofi S.A, Regeneron Pharm Inc, Novartis AG, Abbott GMBH&CO KG, Biogen
Ma INC, Abbvie Inc, Merck & CO Inc y Centocor Ortho Biotech Inc (Pereira et al.,
2019).

2.5.2 Demanda en el mercado

Los anticuerpos monoclonales han contribuido al tratamiento de varias
enfermedades infeccionas y autoinmunes, pero de manera especial en el tratamiento
para el cancer, por tal motivo se encuentran entre los mas caros de todos los
medicamentos. Se estima que el costo anual por paciente puede llegar a los $35.000 en
anticuerpos monoclonales para tratar el cancer, estos valores reflejan la costosa
produccion a gran escala en base a la demanda del mercado para producir
aproximadamente 10-100 Kg/afo (Farid, 2007).

En la Figura 9 se puede evidenciar la demanda de anticuerpos hasta el afio 2017
donde se encontraron 22 empresas biofarmacéuticas que desarrollan mAbs comerciales,
alcanzando un valor de $98.000 millones en ventas con un crecimiento del 18,3% desde

el 2016. Actualmente se espera un mayor crecimiento en el mercado de anticuerpos y
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otras formas de medicamentos, por lo que se estima alcanzar ventas mayores a $137 —

200 millones para el 2022 y asi llegar a una tasa de crecimiento del 6,1 o 15% anual.
(Grilo y Mantalaris, 2019)
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Figura 9. Comportamiento en el mercado de anticuerpos monoclonales desde el afio 2012 hasta
el 2022. Tomado de Grilo y Mantalaris, 2019.

Los anticuerpos monoclonales que representan el 80% de mayor demanda en el

mercado son: Avastin (bevacizumab), Herceptin (trastuzumab), Humira (adalimumab),

Remicade (infliximab) y Rituxan (rituximab). Se proyecta que el mercado de

anticuerpos crezca a $30 mil millones dentro de 3 a 6 afios para el area de oncologia
(Ziegelbauer y Light, 2008).
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CAPITULO 111

3. METODOLOGIA

3.1 Descripcion del area de estudio

El estudio se desarrollé en la ciudad de Ibarra, provincia de Imbabura. Se realiz6
una recopilacion de informacion en bases de datos de dos casas de salud: Hospital San
Vicente de Paul (HSVP) y la Unidad Oncolégica Provincial SOLCA Ibarra. Se
establecio la colaboracion entre la Universidad Técnica del Norte y las casas de salud
antes mencionadas para el correspondiente acceso a los datos clinicos mediante una

carta compromiso. La investigacion se llevo a cabo en el periodo 2021-2022.

3.2 Recopilacién de informacion en casas de salud de Ibarra

La informacién recolectada en las bases de datos para el HSVP y SOLCA
fueron: el tipo de cancer, nimero de casos, datos clinicos como la edad, sexo, provincia
y tratamientos para el cancer. Es importante mencionar que los periodos de analisis
fueron diferentes en ambas instituciones debido a la informacion proporcionada por
parte de ambas instituciones, en el HSVP el periodo de informacion recolectada fue del
2019-2020, mientras que en SOLCA fue en el periodo 2002-2020.

3.2.1 Registro de informacion obtenida en las dos casas de salud

En el HSVP se obtuvieron los datos de Medicina Interna y Consulta Externa
para el afio 2019 y 2020, inicialmente se asignaron codigos para cada tipo de cancer
(Anexo 1). La informacion se organiz6 por grupo etario y sexo de la siguiente manera:
0-11 afios (nifios); 12-17 afios (adolescentes); 18-29 afios (jovenes); 30-64 afios
(adultos) y 65 afios en adelante (tercera edad), de la misma manera se clasifico por sexo
(masculino y femenino). Por ultimo, se realizé una prueba de Chi cuadrado (p value de
0,05) usando el programa InfoStat-Statistical para analizar la existencia 0 no de
independencia entre las variables de sexo y edad en relacion con los diferentes tipos de

cancer.
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Por su parte en la institucion SOLCA, en base a la informacion recopilada, los
tipos de cancer se organizaron en graficas de tendencia por periodo de tiempo (2002-
2020) y numero de casos diagnosticados de cancer. Ademas, se recopil6 informacion de
tratamientos que se emplean en pacientes oncologicos, al ser la Unica institucién que
brinda tratamientos para el cancer en la ciudad; por tanto, se obtuvieron datos del tipo

de cancer y numero de pacientes que han recibido tales tratamientos.

3.2.2 Analisis de prevalencia e incidencia

Se analizaron los pardmetros epidemioldgicos de prevalencia e incidencia para

definir el tipo de cancer con mayor presencia en la ciudad de lIbarra, en las dos

instituciones en estudio en base al periodo 2019-2020.

Se determind la prevalencia como se muestra en la ecuacion (1), en el que se
considero el numero total de casos nuevos en un periodo de dos afios en la poblacion
ibarrefia. Por otro lado, para el célculo de la incidencia como indica la ecuacion (2), se
determind en base al numero total de casos nuevos en el ultimo afio disponible en las

bases de datos de las casas de salud (Tapia Granados, 2005).

Prevalencia de la enfermedad X

N2 de personas con enf. X en un periodo (1
= - - X factor (100%)
N2 total de personas en el mismo periodo
Incidencia de la enfermedad X
N2 de casos nuevos de la enf.X en un periodo )

N@ total de personas en riesgo al comienzo del mismo periodo

X factor (100%)

3.3 Disefio del anticuerpo monoclonal

3.3.1 Criterios de seleccion de la diana terapéutica

Para definir una diana terapéutica, se realizd una recoleccion de informacion

bibliogréfica en base a estudios realizados en los afios 2015-2020 sobre ensayos

experimentales de tratamiento del cancer en América del Norte y Sur, y especificamente
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en Ecuador. La informacién se clasificé tomando en cuenta los criterios que se muestran
en la Tabla 4.

Tabla 4. Criterios de seleccion de diana terapéutica. Adaptado de Cazap et al., 2010; Alvarez-
Gomez et al., 2021.

) Criterios de seleccion de la diana
Variable o
terapéutica

Expresion en tejidos tumorales Alteraciones en el cancer mas prevalente.

L Membrana celular
Ubicacion subcelular o
Medio intracelular

. . Procesos que intervienen en proliferacion
Vias metabolicas
celular.

) . Genes implicados en el desarrollo del
Genes de interaccion )
cancer.

Ligabilidad a base de anticuerpos  Capacidad de interaccion farmacolégica

Farmacos y candidatos clinicos Farmacos aprobados en el mercado

mADbs en el mercado
Anticuerpos monoclonales mADbs en investigacion para el cancer mas

prevalente

Para la busqueda de articulos cientificos sobre el cancer mas prevalente en
América del Norte y Sur se emplearon las siguientes bases de datos: Google
académico, Sciendirect, Bmccancer, Biomedcentral, Nature, Hindawi, NCBI, Springer
Link, Academic Journals y Pubmed. Mientras que, para informacion de caracteristicas
de la diana terapéutica, se utilizaron las bases de datos biologicas que se detallan en la
Tabla 5.

Tabla 5. Bases de datos bioldgicas para la investigacion de diana terapéutica. Tomado de
Norman et al., 2020; Sisodiya et al., 2012; Konning et al., 2018.

Nombre Contenido Enlace de referencia
Uni Repositorio de secuencias de proteinas e informacion  https://www.uniprot.or
niprot )
funcional. o/
National » L
c Informacidn sobre las causas, prevencion, diagnostico  https://www.cancer.go
ancer
] y tratamiento del céncer. v/espanol
Institute
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Open Target  ldentificacion sistematica y la priorizacion de posibles  https://platform.openta
Platform dianas terapéuticas farmacoldgicas. rgets.org/
Informacién sobre medicamentos y objetivos de https://go.drugbank.co
Drugbank )
medicamentos. m/
Datos de biologia, quimica, farmacologia, biologia )
) . https://cansarblack.icr.
canSar estructural, redes celulares y anotaciones clinicas de W
ac.u
farmacos.
. o o . https://www.ebi.ac.uk/
Chembl Datos quimicos, bioactividad y genémica de farmacos.
chembl/
NCEI Repositorio de informacion biotecnolégica, biomédica  https://www.ncbi.nlm.
y genémica. nih.gov/
i Repositorio de proteinas humanas, sustancias quimicas https://signor.uniroma
ignor o . . .
de relevancia bioldgica, estimulos y fenotipos. 2.it/
Pathway Datos de vias e interacciones bioldgicas, moleculares,  https://www.pathwayc
Commons genéticas y rutas metabdlicas. ommons.org/
Analisis de reacciones, vias metabolicas y procesos
Reactome https://reactome.org/

biolégicos.

3.3.2 Recopilacion de informacion de secuencias de proteinas

Para el disefio del anticuerpo monoclonal se tomaron en cuenta los criterios de la

seccion 3.3.1 para definir la diana que tenga mayor afinidad con un mAb, ademas, debe

encontrarse en la membrana celular, ser capaz de reconocer un farmaco y producir una

respuesta celular, y debe tener elevada interaccion con el cancer mas prevalente, y a su

vez que no existan biofarmacos en el mercado (Simpson y Caballero, 2014).

El anticuerpo monoclonal tomado como referencia debe estar acoplado a la

diana terapéutica, debe ser capaz de reconocer un epitopo dentro de un antigeno, en la

cual se unira para generar la interaccion antigeno-anticuerpo y generar una prediccion

farmacologica como potencial terapéutico contra el cancer mas prevalente (Garcia
Ramos et al., 2011).
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Para el disefio de construccidon teorica, se tom6 como referencia un anticuerpo
monoclonal capaz de interactuar con la diana terapéutica. Posteriormente se analizaron
las secuencias de aminoéacidos de la region Fab del mAb, para conocer el sitio de

acoplamiento con el antigeno (diana terapéutica) (Tiller y Tessier, 2015).

Asi mismo, se realiz6 una revision de las secuencias de aminoécidos de la region
Fc de otro mAb de referencia para conocer el sitio de anclaje, unién e interaccion con
otros farmacos y moléculas. No precisamente se establecid una unién con todas las
partes del anticuerpo monoclonal, mas bien un analisis de la informacion reportada en
las bases de datos que comprende el primer paso para el desarrollo de biofarmacos in
silico (Si et al., 2021).

En la Tabla 6 se muestran las bases de datos utilizadas para recopilacion de
informacion de secuencias de aminoacidos de la diana terapéutica y el anticuerpo

monoclonal de referencia como se describié anteriormente.

Tabla 6. Bases de datos de informacién de moléculas bioldgicas. Tomado de Norman et al.,
2020; Konning et al., 2018.

Nombre Contenido Enlace de referencia

Informacién de la funcién, ubicacion, https://www.nextprot.o
Nextprot . y i
expresion e interaccion de proteinas. rg/

Protein Data Estructura tridimensional de las https://www.rcsb.org/

Bank proteinas y &cidos nucleicos.
Therapeutic N https://tabs.craic.com/
) Informacion de la OMS sobre
Antibody . .
secuencias y estructuras de anticuerpos
Database o
terapéuticos.
(Tabs)
) Regiones y estructuras 3D de http://www.abysis.org/
Abysis

anticuerpos monoclonales. abysis/index.html

3.3.3 Identificacion y visualizacion de proteinas
Con la informacion obtenida en la seccion 3.3.2 se empled el programa Pymol
como herramienta de visualizacion de las moléculas en estructura 3D e identificacion de

las secuencias de aminoacidos en formato PDB tanto de la diana terapéutica y el
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anticuerpo monoclonal de referencia (DeLano, 2019). A continuacion, se describe el

proceso, asi como se muestra en la Figura 10:

1. Elegimosy cargamos los archivos en el programa en formato pdb.

2. Se utilizo las funciones de la parte derecha del programa para visualizar las
moléculas: A: Accion; S: mostrar; H: ocultar; L: etiquetar; C: colorear.

3. Para identificar las regiones de la proteina como n-terminal y c_terminal se
selecciond los aminoacidos en la parte superior y se afiadié etiquetas.

4. Para dividir las cadenas del anticuerpo en pesada (CH) y ligera (CL), se
escribio el siguiente comando en la parte inferior del programa: split_chains.

5. Para visualizar en fondo blanco las estructuras de las moléculas, se

selecciond el botdon display>background>white.
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M A B> s lwr
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Figura 10. Visualizacion de FGFR2 y de la region Fab del mAb en Pymol.

3.3.4 Acoplamiento molecular
Se realizd6 un acoplamiento molecular en Pydock Web para predecir la
interaccion entre las moléculas y analizar la posicidbn mas favorable de unién entre
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ligando (anticuerpo monoclonal) y receptor (diana terapéutica), a partir de sus
representaciones tridimensionales y la carga energética que determina la mejor afinidad
posible (Prieto-Martinez et al., 2018b). El proceso se observa en la Figura 11 y se

detalla a continuacioén:

1. Los archivos de la proteina y ligando se cargaron en el programa
(https://life.bsc.es/pid/pydockweb) en formato PDB.

2. Se verifico el numero de atomos y residuos de las moléculas y se selecciond las
cadenas del ligando y receptor disponibles para el acoplamiento.

3. Se eligieron las restricciones de residuos en el receptor y ligando en caso de que
sea necesario.

4. La estructura de cada molécula en 3D fue evaluada para su confirmacién previo
a enviar el trabajo y por ultimo se ejecuto el programa.

5. Como resultado, se visualizaron los 10 mejores modelos del complejo predicho
en base a la interaccion de energias entre receptor-ligando (Jiménez-Garcia et al.,
2013).
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Structure information
Receptor Job Ligand

Available receptor chains are: A, B
Available ligand chains are: C

Receptor Ligand
DAy Ocon
Ds@0
Select chains
Number of atoms 30 Number of atoms 801
Number of residues = 434 Number of residues = 98

Project name: ACOpIamiento molecular

Receptor Contact emait: svbastidssv@uen edu &

Number Of Atoms 3%
Number Of Residues = 434 Receptor chains (surfacek
AB

Ligand
Number Of Atoms - 801
Number Of Residues ~ 38

Ligand chains (surface):
4
Energies predicted by pyDockWEB Top 10 predictions by pyDockWEB
Show 10V enties Sewrcn
Cont e vaw Total Rank
43 42745 5025 1982 asn
7897 37431 4315 12994 45446 2
1693 32822 4806 28984 42526 3
927 -36818 4898 374 0S4 4
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%0 39639 467 91254 35984 7
1694 -26.165 9431 5454 34946 8
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9034 31310 1489 31024 2924 10
Cont i vaw Total Rank

Figura 11. Visualizacién del proceso de acoplamiento molecular entre ligando-receptor en
Pydock Web.
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Posterior a eso, se realizd un analisis de especificidad mediante el programa web
Tabs y BLAST. EIl analisis permitio reconocer las regiones afines entre el ligando y

receptor y ver las similitudes entre secuencias de dichas moléculas.

3.4 Parametros de bioproceso para la produccion del anticuerpo monoclonal

La investigacion se realiz6 a manera de revision tedrica, tomando en cuenta la
necesidad de produccion estimada de anticuerpos monoclonales segun el nimero de
casos de cancer con mayor prevalencia en la ciudad de Ibarra. Ademas, de criterios que

conllevan al desarrollo de un bioproceso en base a estudios experimentales.

3.4.1 Seleccion de sistemas de expresion

Se planted una comparacion entre los sistemas de expresion mas empleados en
la industria farmacéutica que permiten la produccion de anticuerpos monoclonales. Se
tomaron en cuenta los siguientes criterios de seleccion: funcion, vectores plasmidicos,

cepas celulares y capacidad de produccion (Cacciatore et al., 2010).

3.4.2 Seleccion de parametros del proceso Upstream y Downstream

En la Tabla 7 se detallan los criterios de seleccién para definir el bioproceso
tedrico segun el nimero de personas diagnosticadas con el cancer mas prevalente en la

ciudad de Ibarra.

Tabla 7. Pardmetros de seleccion para el desarrollo de un bioproceso. Tomado de Marissen,
2014; Chahar et al., 2020b.

Variable Criterios

Ventajas y desventajas
Upstream Linea Celular Rendimiento

Densidad celular
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Glicosilacién

Tasas de crecimiento

Volumen
Tipo de biorreactor Pardmetros de medicion

Titulo de producto

y Estrategia de alimentacion
Modo de operacion »
Produccion

Linaje celular
Medio de cultivo Cultivo en suspension

Expresién de proteinas

Separacién de componentes

Métodos de L )
Downstream o Eliminacion de impurezas
Purificacion
Cosecha del producto
Heterogeneidad _ ~__ Concentracién de producto
Perfil de glicosilacion . ]
del producto Analisis de glicanos

3.5 Proceso de obtencion de patentes de biofarmacos

Se recopilo informacion de registros y documentos de entidades que otorgan
patentes a nivel mundial y nacional. Con esta informacion se detallaron las
caracteristicas que rigen la patentabilidad en cuanto a especificaciones y atributos de
calidad, asi como también los requisitos para obtener las licencias de patente de

biofarmacos en Ecuador.

Tambien, los costos de inversion requeridos para dicho proceso con la finalidad
de conocer los tramites legales que implica el desarrollo de un biofarmaco para ensayos
experimentales (McCabe, 2009). Las instituciones en el que se obtuvo la informacién

fueron las siguientes:

Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA): Agencia del gobierno
de los Estados Unidos que se encarga de la regulacion de alimentos, medicamentos,

productos bioldgicos y derivados sanguineos (Cockburny Long, 2015).

Agencia Nacional de Regulacién, Control y Vigilancia Sanitaria (ARCSA):
institucion en Ecuador que planifica y regula la gestion de vigilancia y control sanitario

de productos de uso y consumo humano (Barrezueta, 2020).
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3.6 Estimacién econémica

En base al tipo de cancer con mayor nimero de casos reportados en el Objetivo
1 se determinaron las dosis necesarias de produccidn, con la informacion reportada en el
prospecto de un biofarmaco comercial (Trastuzumab). Se tomo6 en cuenta 1kg de
producto, el cual se estimdé como dato referencial para el calculo de los costos de

produccidn, sin tomar en cuenta la fase preclinica y clinica.

El analisis se realizd segun lo descrito por Han et al., (2016) en el que se
analizaron los costos estimados de materia prima, equipos e instalacion de una planta
industrial; asi como parametros para la produccion de proteinas terapeuticas en base a

investigaciones experimentales.

3.6.1 Determinacion de costos de equipos y reactivos

Se determinaron los costos unitarios y costos totales en base a las cantidades
requeridas en ensayos experimentales en una planta industrial. Las empresas donde se
recopilo la informacion se detallan a continuacion: Fisher scientific
(https://www.fishersci.es/es/es/home.html), eppendorf (https://www.eppendorf.com/de-
de/), Merck (https://www.sigmaaldrich.com/EC/es/) y Lonza
(https://bioscience.lonza.com/lonza_bs/EC/en/). Todos aquellos valores presentados en
las paginas web con moneda en euros fueron convertidos en ddlares americanos

tomando de referencia el valor de conversion 1 € = 1,09 $.

3.6.2 Estimacion de costos de inversidn y costos de produccion

Para determinar los costos de inversion se empled el método de Lang. Este
método permite conocer el costo de compra del equipo principal (EPC) en base a
factores multiplicadores como se muestra en la Tabla 8. (Colin y Bj@rn, 2006; Han et
al., 2016).
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Tabla 8. Estimacion de costos de capital fijo. Tomado de Colin 'y Bj@rn, 2006.

Item Factor multiplicador

Costo de compra del

equipo (EPC) 100 x EPC
Instalacion 0,30 x EPC
Tuberia 0,50 x EPC
Instrumentacion 0,30 x EPC
Obras de construccion 0,30 x EPC
Mejora del patio 0,10 x EPC

Compra de terrenos

Precio asumido

Tasas, licencias 0,04 x EPC
Planificacion 0,25 x EPC
Gestion del sitio 0,05 x EPC
Arranque 0,07 x EPC
Contingencias 0,40 x EPC
Capital de explotacion 0,30 x EPC

Para la estimacion de costos de produccion se tomé de referencia el 1kg de
producto en el que se asumio un porcentaje de pérdidas y ganancias del producto total
(Farid, 2007). Finalmente, se realizd una proyeccién de costos de produccién estimados

para los proximos cinco afios en base al valor de la inflacion reportada en el afio 2022.

Debido al alcance de la presente investigacion no se contemplaron los costos de
ensayos clinicos en el que se incluye la fase preclinica y clinica. Sin embargo, se tomd
informacion de referencia de la demanda de mAbs en el mercado y costos estimados de
ensayos realizados en humanos con la finalidad de aportar en la propuesta para futuras

investigaciones.
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CAPITULO IV
4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Tipo de cancer con mayor prevalencia e incidencia en la ciudad de Ibarra

4.1.1 Hospital San Vicente de Padl

De acuerdo con la informacion de las bases de datos se evidencio la atencion de
57 tipos de cancer en el Hospital San Vicente de Paul en el periodo de analisis 2019-
2020. Se atendi6 952 pacientes en las areas de Medicina Interna y Consulta Externa, de
los cuales 852 pacientes (89,5%) fueron diagnosticados con cancer en el mismo periodo
(Anexo 1).

En las Figuras 12 y 13 se muestra la organizacién de los tipos de cancer por
grupo etario y sexo respectivamente. Los 6 tipos de cancer con mayor nimero de casos
reportados en esta casa de salud son: tumor de mama con 115 casos reportados
especificamente en mujeres adultas y un caso en un paciente masculino. 61 casos con
tumor de tiroides, de los cuales 45 casos corresponden a pacientes adultos. 58 casos en
tumor de sistema linfatico, de los cuales 23 casos presentes en pacientes de la tercera
edad. 48 casos en tumor en la piel y melanomas, de ellos 31 casos en pacientes de
tercera edad. 38 casos con tumor en la préstata de los cuales 36 casos corresponden a
pacientes de tercera edad y 16 casos de pacientes con leucemia, especificamente 4 casos
en nifios en edades de 0-11 afos.
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100 Tipos de cancer : 1-57

N.° de casos:
9 4) Tumor de Tiroides (TI) = 45 (adultos)
5) Tumor del sistema linfatico (LI) = 23 (tercera edad)
80 7) Tumor de la piel (PI) = 31 (tercera edad)
8) Tumor de préstata (PR) = 36 (tercera edad)
70 10) Tumor de mama (MA) = 84 (adultos)
17) Leucemia (LE) = 4 (nifios, jévenes, adultos)
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Figura 12. Tipos de cancer diagnosticados en el HSVP en base a los 5 grupos etarios en el periodo 2019-2002 (Anexo 2). El tamafio de las esferas depende de
mayor o menor nimero de casos reportados.
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140 Tipos de cancer : 1-46

N.° de casos:
130 4) Tumor de Tiroides (TI) =52 femenino / 9 masculino
120 5) Tumor del sistema linfatico (LI) = 22 femenino / 36 masculino
110 7) Tumor de la piel (PI) = 28 femenino / 20 masculino
8) Tumor de préstata (PR) = 38 masculino
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Figura 13. Tipos de cancer diagnosticados en el HSVP en base al sexo. Los tipos de cncer que no se muestran en la gréafica corresponden aquellos que tienen
un paciente diagnosticado tanto en Masculino y Femenino como son: EB, PAL, UR, ENCI, VU, TF, MIO, LEN (codificaciones segun tipo de cancer - Anexo
3). El tamafio de las esferas depende de mayor o menor nimero de casos reportados.
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Utilizando la prueba estadistica de Chi cuadrado, se determind que las variables
del grupo etario y sexo (masculino-femenino) no estan correlacionadas con el tipo de
cancer (x? = 2679; gl = 2632; p = 0,2568). De acuerdo con el resultado, se puede
considerar que los tipos de cancer reportados se deben a factores del azar. Segun
Ruddon, 2007b menciona que los tipos de cancer se diagnostican de forma
independiente tomando en cuenta otros factores clinicos como ambiente, genética,

alimentacion, exposicion, radiacion, entre otros (Ruddon, 2007b).

4.1.2 Unidad Oncoldgica Provincial SOLCA Ibarra

En esta casa de salud, se recolectd un historial de 18 afios (periodo 2002-2020),
con un reporte de 7 tipos de cancer, que se detallan en base a la observacion de los datos

recopilados.

En la Figura 14 y en el Anexo 4 se detallan un total de 532 casos en tumores de
mama, donde se evidencia un mayor aumento a partir del afio 2016 en adelante, por su
parte los tumores de piel y melanomas con un total de 522 casos, de los cuales 57 casos
se reportan en el afio 2020 principalmente. Asi también, los tumores ginecoldgicos con
un reporte total de 370 casos y con mayor tendencia a partir del afio 2014. Mientras que,
los tumores de cabeza y cuello corresponden a 343 casos en total, especificamente en el
afio 2014 y 2017 con mayor tendencia. Por otra parte, los tumores mixtos presentan un
total de 259 casos, de los cuales 38 casos se reportaron como mayor numero en el 2012
y a partir del afio 2015 se muestra un descenso hasta el Gltimo afio. Asi mismo, los
tumores de linfoma con un total de 56 casos, donde se evidencian 8 casos con mayor
reporte en el afio 2017. Finalmente, los tumores uroldgicos con un total de 17 casos, que
se han mantenido durante todo el periodo de estudio, sin embargo, se destaca un

pequefio aumento en el afio 2012.
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Figura 14. Tipos de cancer diagnosticados en SOLCA Ibarra. El orden en nimero de aparicién

de las figuras se relaciona con aquellas patologias de mayor a menor nimero de casos, de la

siguiente manera: A) Tumores mamarios, B) Tumores piel y melanomas, C) Tumores
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ginecoldgicos, D) Tumores cabeza y cuello (Tiroides, Partiroides, Submaxilar), E) Tumores

mixtos (Colon y Estdmago), F) Tumores linfoma y G) Tumores urolégicos.

Tomando en cuenta esta informacion, es posible que exista un sesgo en los datos
obtenidos, ya que, se conoce que muchos pacientes que cuentan con Seguro Social IEES
son transferidos a SOLCA Nucleo de Quito para realizarse aquellos tratamientos que no
son posibles en Ibarra. De la misma manera los pacientes que no cuentan con Seguro
Social IEES vy son diagnosticados en el HSVP, son transferidos mediante trabajo social
al Hospital Eugenio Espejo en Quito, un hospital de tercer nivel (Ministerio de Salud
Publica del Ecuador , 2013).

Al igual que lo determinado en el HSVP, el cancer de mama en SOLCA es la
patologia que tiene mayor nimero de casos diagnosticados, pues este ha tenido un
incremento progresivo en los ultimos afos, a diferencia de los tumores de linfoma y
tumores uroldgicos donde los casos son relativamente bajos. Sung et al., (2021)
menciona que a nivel mundial el cancer de mama es uno de los tumores mas frecuentes
y con mayor nimero de muertes en mujeres, resultado que se relaciona en la presente
investigacion con un reporte de tumores de mama con 115 casos y 131 casos en el
HSVP y SOLCA respectivamente, en el periodo 2019-2020.

4.1.3 Tratamientos para el cancer utilizados en SOLCA lIbarra

Se reportaron los medicamentos que se emplea en SOLCA para tratar el cancer,
mientras que en el HSVP no se presenta informacion de dichos tratamientos, ya que no
cuentan con los antes mencionados para suministrar a sus pacientes. En la Tabla 9 se
indica que los anticuerpos monoclonales mas utilizados en SOLCA son Trastuzumab y
Bevacizumab. Estos han sido usados principalmente para el tratamiento de tumores de

mama Yy ovarios. Este tipo de inmunoterapia se combina con quimioterapias.

Tabla 9. Tratamientos utilizados el cancer en el periodo 2019-2020 en SOLCA

Tipo de cancer Tratamiento N° de pacientes

Tumor maligno de mama Trastuzumab 8
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AC (doxorrubicina y

4
ciclofosfamida)
Paclitaxel 6
TAC (Taxotere, Adriamicina 5
y ciclofosfamida)
Tumor maligno de mama/piel  Acido zoledrénico 7
Melanoma maligno de piel Dacarbazina 1
Tumor maligno de ovario Bevacizumab 4
Total 32

4.1.4 Prevalencia e Incidencia de cancer en pacientes de la ciudad de Ibarra

En la Figura 15 se muestran los datos de prevalencia e incidencia de diferentes
tipos de cancer en las dos casas de salud estudiadas durante el periodo 2019-2020. Es
importante mencionar que se realizé una agrupacion de tipos de cancer del HSVP para
realizar una comparacion con los tipos de cancer de SOLCA.
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Figura 15. Prevalencia e incidencia de diferentes tipos de cancer reportados en el periodo 2019-
2020: A) Hospital San Vicente de Paul; B) Unidad Oncoldgica Provincial SOLCA. Los datos

del eje X indican el porcentaje de datos de prevalencia e incidencias de las dos casas de salud.
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En la ciudad de Ibarra segun informacién del Instituto Nacional de Estadisticas y
Censos (INEC) se reporto hasta el afio 2019 un total de 246.561 habitantes de los cuales
el 48% son hombres y 52% son mujeres (Campoverde Merchan et al., 2020). En la
investigacion se determinaron que los tipos de cancer reportados en la Figura 15 con
mayores prevalencias en el periodo 2019-2020 corresponden el Hospital San Vicente de
Paul corresponden a tumores ginecoldgicos (18%), seguido de tumores mamarios
(13,5%) (Figura 13A), mientras que en la Unidad Oncoldgica Provincial SOLCA lIbarra
los tumores mamarios (36,3%) seguido de los tumores de piel y melanomas (24,4%)
(Figura 13B).

De la misma manera en los resultados obtenidos, se evidencié que los casos de
cancer prevalecen en mujeres, es asi como muchas mujeres requieren de mayor atencién
en el area de salud y especificamente en estrategias de prevencion y una atencion
integral para el cancer de mama principalmente, segun los datos de prevalencia y al

indice demogréafico reportado en la ciudad.

Los datos presentados indican que el cancer de mama esta presente en ambas
casas de salud, especialmente en SOLCA. Esta informacion se puede relacionar con lo
descrito por el Global Cancer Observatory, (2020), que en Ecuador en el afio 2020 se
diagnosticaron 29.273 casos de cancer tomando en cuenta ambos sexos y todos los
grupos etarios en un total de 17.643.060 habitantes, donde se evidencio que el tipo de
cancer con mayor prevalencia fue cancer de mama con un 12,2%, de la misma manera
se puede observar en la presente investigacion al cancer de mama con mayor nimero de

casos reportados en ambas casas de salud.

Por otra parte, la incidencia de cancer de mama en un periodo de 1 afio (2019 al
2020) represent6 el 11,3% con 67 casos nuevos en el HSVP, mientras que el 2,3% con 5
casos nuevos en SOLCA en la poblacion ibarrefia. Asi como lo menciona Sung et al.,
(2021) se conoce que las mayores tasas de incidencia se presentan en paises con mayor
indice de subdesarrollo humano, donde se evidencia que existen valores superiores a

72,6 casos por 1.000.000 mujeres en Ecuador segun datos reportados hasta el afio 2020.

Es importante mencionar que los datos de prevalencia resultan Utiles en el
control de enfermedades de evolucion lenta o enfermedades crénicas para planificar

servicios sanitarios y estimar necesidades asistenciales. Por tanto, este indicador fue
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considerado para el analisis de casos de cancer ya que permite planificar servicios de
salud como diagndéstico y tratamientos. Asi también, la incidencia nos indica la
probabilidad de que una persona de la poblacion resulte afectada por la enfermedad, de
esta manera proponer y evaluar medidas preventivas (Fajardo-Gutiérrez, 2017 ; Tapia
Granados, 2005).

Se tomé de referencia al cancer de mama de ambas casas de salud, tomando en
consideracién la informacion reportada en SOLCA al ser aquella institucion en la
ciudad que cuenta con datos de El Registro Nacional de Tumores que realiza un estudio
de céncer de base poblacional (RCBP). Este registro almacena la informacion desde
1985 de todos los casos de cancer diagnosticados en Quito y el resto de ciudades del

Ecuador tanto de establecimientos publicos como privados (Caballero, 2021).

Es importante mencionar que los datos de SOLCA a nivel nacional se actualizan
en la plataforma web cada 4 afios, la publicacién mas reciente sobre el cancer en el
Ecuador se report6 en el 2019. Se estima que dentro de los proximos 4 afios existan
cambios en la prevalencia, debido al envejecimiento y crecimiento de la poblacion y
factores de riesgo del cancer (SOLCA, 2019). Para validar esta informacion, la
institucién cuenta con un Sistema de Vigilancia en Cancer donde se recoge informacion
de establecimientos publicos y privados a nivel nacional. La informacion se reporta
cada 2 afios en la Asociacion Internacional del Registro del Cancer (IARC) y Global
Cancer Observatory (GLOBOCAN) (Campoverde Merchan et al., 2020).

4.2 Disefio del anticuerpo monoclonal

4.2.1 Seleccion de la diana terapéutica
Se reportaron 38 dianas terapéuticas que se detallan en el siguiente documento:

Dianas terapéuticas en cancer de mama.xlsx ; las cuales se seleccionaron en base a los

parametros de la seccion 3.4.1. Del listado se seleccionaron 10 dianas (HER2, ESR1,
PGR, AKT1, BRCA-1, BRCA-2, FGFR2, MTHFR, LAMC1, FGF3) que contienen toda
la informacion reportada en las plataformas bioldgicas, tomando en cuenta los
siguientes criterios de seleccion: expresion en carcinoma de mama, la ubicacién

subcelular, genes de interaccion, farmacos y anticuerpos monoclonales en investigacion.
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Del listado se seleccionaron cuatro dianas terapéuticas como principales
objetivos farmacoldgicos contra el cancer de mama en base a la informacion recopilada,
las dianas seleccionadas fueron: Receptor de estrdgeno (ESR1), Receptor del factor de
crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2), Subunidad de laminina gamma-1 (LAMCL1),
Alfa serina / treonina-proteina quinasa (AKT1). Los criterios de seleccidén se muestran
en la Tabla 10; la informacién de vias de sefializacion y la interaccion con otros genes

se muestra en los Anexos 5 y 6 respectivamente.
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Tabla 10. Criterios de seleccién dianas terapéuticas que intervienen en el cancer de mama. Tomado de Jassal et al., 2020; Perfetto et al., 2016;

Rodchenkov et al., 2020; Stelzer et al., 2016; Mitsopoulos et al., 2021; Wishart et al., 2018.

Dianas terapéuticas

Criterios ESR1 FGFR2 LAMC1 AKT1
. . Regulacién de la proliferacion . Procesos b'OIOQ',COS gue S
Implicado en la unién de la celular. diferenciacién. miaracion incluyen la adhesion celular, Fosforila e inactiva los
Funcion hormona, la unién al ADN y en ’ » Mg y diferenciacién, migracion, componentes de la maquinaria

la activacion de la transcripcion. : .
desarrollo embrionario.

apoptosis, y en la regulacion del

sefializacion, crecimiento de apoptotica.

neuritas y metastasis.

Alterado en el 2,5% de todos los
canceres con carcinoma ductal

. . . canceres con adenocarcinoma
invasivo de mama, carcinoma de

endometrial, carcinoma ductal

Alterado en el 2,0% de todos los

Alterado en el 1,8% de todos los
canceres con carcinoma ductal
invasivo de mama,
adenocarcinoma de colon,

Alteracién en cancer mama invasivo, adenocarcinoma : . N/A . .
. invasivo de mama, melanoma adenocarcinoma endometrial
de colon, adenocarcinoma de , . . ;
, . cutaneo, adenocarcinoma de colon y endometrioide, adenocarcinoma
pulmén y adenocarcinoma . g , .
X adenocarcinoma de pulmon. de pulmon y carcinoma de
endometrial. . .
mama invasivo.
Presente en el 8,3% de las 0 . Presente en el 4,9% de los
. . Presente en el 2,3% de los pacientes . .
. pacientes con carcinoma de . i pacientes con carcinoma de
Carcinoma de mama con carcinoma de mama, segun N/A

mama, segun reporte de 8

e reporte de 10 ensayos clinicos.
ensayos clinicos.

mama, segun reporte de 10
ensayos clinicos.

Ubicacion subcelular Membrana celular Membrana celular

Membrana celular Medio intracelular

Sefalizacion por ERBB4 y la via

Vias de sefializacion L .
de sefializacion de prolactina.

PAKA4.

Fosforilacion de PLCG1, FRS2 y

Fosforilacion de PI3K donde
AKT regula la proliferacion
celular, supervivencia,

Interviene en la union,
migracién y organizacion de las
células en los tejidos mediante
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Interaccion con otros
genes

Cascada de la quinasa RAF/
MAP y la cascada de
sefializacion de PI3K/ AKT.

Procesos de ubiquitinacion,
internalizacion y degradacion.

componentes de la matriz metabolismo y angiogénesis.

extracelular.

TP53, BRCAL, AKT1, FOXM1

FGFR1, PIK3R1, FGF1, FGF3,
FGF8, STAT3, STATSB

STAT3, MAPK1, MAP3KS,

TP53, CHEK1, PTK2 RAC1, PIK3CB

Subunidades de
interaccion

Se une al ADN como un

homodimero. Puede formar un

heterodimero con ESR2.

Interactlia con SFR1 de manera
dependiente e independiente del

Homodimero después de la unién
del ligando. Interactta con FGF1y
FGF2. La especificidad del ligando

est4 determinada por la expresion
especifica de tejido de isoformas, y
las diferencias en el tercer dominio

Consta de tres cadenas
polipeptidicas diferentes (alfa,
beta, gamma), que estan unidas
entre si por enlaces disulfuro en
una molécula en forma de cruz
gue comprende un brazo largo

Interactla con MAP3K5 y
TRAF6. Activa la cascada de
sefializaciéon PI3K/AKT y AKT1.

ligando. g y tres brazos cortos con
similar a lg. }
gldébulos en cada extremo.
ngabllldad’ (Puntuacion 100% 98% 71% 100%
de cancer)
Objetivo para terapia con NO S| S| NO

anticuerpos

Farmacos aprobados

22 farmacos aprobados
(estradiol, tamoxifeno,
fulvestrant)

7 farmacos aprobados (Vandetanib,
pazopanib, regorafenib, erdafitinib,
pemigatinib, infigratinib,
nintedanib, palifermin)

4 candidatos clinicos
(Uprosertib, Capivasertib, MK-
2206, Ipatasertib)

Ocriplasmin (Enzima)

Farmacos para cancer de
mama

3 farmacos aprobados
(toremifene, citrato de
tamoxifeno, fulvestranto)

7 farmacos en investigacion clinica

(clorhidrato de pazopanib,

erdafitinib, infigratinib, vandetanib,

esilo de nintedanib, pemigatinib,
regorafenib)

4 farmacos en investigacion
clinica (Uprosertib,
Capivasertib, MK-2206,
Ipatasertib)

N/A

Nota: En base a la informacidn bibliografica recopilada, se report6 que las dianas terapéuticas ESR1, FGFR2 y AKT1 fueron investigadas en ensayos experimentales en

Ecuador y LAMC1 en México
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El gen ESR1 es un receptor hormonal nuclear que interviene en el mayor nimero
de alteraciones en carcinoma de mama. Pero al ser un modulador selectivo ya cuenta
con farmacos aprobados para esta patologia. Ademas, comprende el mayor puntaje de
interaccion con cancer, pero de acuerdo con la informacién reportada todavia no se
considera un candidato adecuado para la terapia con anticuerpos (Thomas y Gustafsson,
2011).

Por otra parte, el gen FGFR2 juega un papel importante en la proliferacion,
migracion y apoptosis celular por lo que se sobreexpresa en pacientes con carcinoma de
mama, ademas se considera un objetivo adecuado para la terapia contra el céancer
(Turner y Grose, 2010). Asi mismo el gen LAMCL interviene en proceso de migracion y
adhesion celular, sin embargo, no existen todavia farmacos aprobados, a pesar de ser un

candidato para terapia con anticuerpos (Gaudet et al., 2013).

Por dltimo, el gen AKT1 esta mayormente regulado en procesos de proliferacion
y angiogenesis, sin embargo, se encuentra en el medio intracelular por lo que presenta
mayor complejidad para unirse a un anticuerpo a diferencia de las 3 dianas mencionadas
anteriormente que se encuentran anclados a la membrana celular, por lo tanto, esta diana

no es considerada un posible objetivo para esta terapia (Coudert et al., 2023).

De acuerdo con la informacidn descrita sobre las posibles dianas terapéuticas, se
selecciond al factor de crecimiento de fibroblastos 2 - FGFR2. En la Figura 16 se
presenta un resumen de las caracteristicas mas importantes de la diana terapéutica

seleccionada.
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A)
10426

SNPengen .. ‘Tumorogénesis

Medicina de precision
(cancer de mama)

Receptor 2 del

factor de pe
crecimiento de & .m c)
fibroblastos
Bemarituzumab
_________________ vandetanib/pazopanib/
regorafenib/erdafitinib/
pemigatinib/nintedanib/
| Akt o ecin AT palifermin

\\\\ D)
==

Célula normal Apoptosis de células
cancerosas

Figura 16. Caracteristicas del Receptor FGFR2. A) FGFR2 y cancer de mama B) Estudio de medicina de precisién - Oncoomics C) Desarrollo de farmacos
D) Receptor de superficie celular E) Activacion de PI3K / AKT y la via GPCR. Adaptado de Kondo et al., 2009; Lopez-Cortés et al., 2020; Stelzer et al., 2016;
Manning y Cantley, 2007; Azuma et al., 2011.
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En base a la Figura 16 se detallan las principales razones para que FGFR2 se

considere como principal objetivo farmacologico:

A) FGFR2 se sobreexpresa en tumores positivos para receptores de estrégeno

B)

(ER+) en cancer de mama, desempefiando un papel primordial en el proceso de
tumorogénesis (Meyer et al., 2008). Mediante la AKT se induce la amplificacion
y sobreexpresion génica en el 25y 30% de pacientes con cancer de mama. Es asi
qgue constituye un objetivo potencial de tratamiento (Kondo et al., 2009;
Aboutorabi et al., 2015).

Segun Katoh, (2009) el gen en estudio presenta los polimorfismos de nucleétido
simple (SNP) en el intrdn 2 como el rs2981582 que se asocia con un mayor
riesgo de cancer de mama. Seguido de 8 SNP (rs35054928, rs2981578,
rs2912778, rs2912781, rs35393331, rs10736303, rs7895676 y rs33971856)

ubicados en el mismo intrén (Martin et al., 2011).

Esta diana terapéutica ha sido estudiada en Ecuador evidenciando alteraciones
gendmicas, vias de sefializacion y expresion de proteinas en cancer de mama, y
asi proponer estudios de medicina de precision. Por tanto, esta informacion
puede contribuir para realizar futuros estudios experimentales en base a datos
clinicos de pacientes con cancer de mama de la ciudad de Ibarra (Lopez-Cortes
et al., 2020).

C) Se reportaron 7 farmacos en investigacion clinica para bloquear la sefializacion

de FGFR2, sin embargo, no existen anticuerpos monoclonales en el mercado
contra esta diana terapéutica. Por tanto, 15 empresas biofarmacéuticas todavia se
encuentran en investigacion clinica sobre posibles anticuerpos monoclonales

contra FGFR2 como el Bemarituzumab (Stelzer et al., 2016).

D) Se identifico que FGFR2 se localiza en la membrana celular y se une al ligando

en la parte exterior de la célula. Por lo tanto, no necesita cruzar la membrana
plasmatica en comparacion con receptores ubicados en el medio intracelular

como AKT que necesita ligandos pequefios e hidrofobicos para atravesar la
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membrana y este proceso presenta mayor complejidad al encapsular y

transportar la molécula (OpenStx College, 2013).

E) Se determind que la via de sefializacién de FGFR2, interviene en la activacion
de PI3K / AKT y la via GPCR, sefializadas por AKT que es uno de los resultados
clave en la activacion del receptor tirosina quinasa (RTK). Por lo tanto, AKT es
activado por el segundo mensajero celular PIP3, un fosfolipido generado por
PI3K. La union del ligando conduce a la dimerizacion de FGFR2,
autofosforilacién y activacion de componentes de sefializacion incluyendo AKT
y ERK quinasas. Por otra parte, la fosforilacion de serina y treonina activan la
AKT que juega un papel importante en la supervivencia, crecimiento y

metabolismo celular en una célula tumoral (Manning y Cantley, 2007).

4.2.3 Busqueda de secuencias y estructuras del antigeno y anticuerpo

Se seleccion a un anticuerpo monoclonal de referencia PDB:4WV1, para la
interaccion entre receptor-ligando. EI mAb presenta afinidad con receptores FGF al ser
principales objetivos para terapia contra el cancer. Ademas, corresponde a un anticuerpo
monoclonal humano (Vofatamab) que interactia con la dina FGFR2, a diferencia de
otras estructuras conjugadas que presentaron mayores regiones de unidén con otros

farmacos y anticuerpos (Yin et al., 2015).

También, se realiz6 una busqueda de la region Fc (fragmento cristalizable) de
otro anticuerpo monoclonal PDB: 3D6G, para conocer su importancia en la activacion
del sistema inmunoldgico. Toda esta informacion de las regiones y estructuras de las

moléculas se detallan en los siguientes apartados.
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4.2.4 Secuencia de aminoacidos y regiones de interés de FGFR2

Se realizd una basqueda de la secuencia de la diana terapéutica (FGFR2) (Figura
17), tomando en cuenta la Isoforma 1 con 821 aminoacidos y un peso molecular de
92025 Daltons (Chen et al., 2008).

1 MVSWGRFICL VWWTMATLSL ARPSFSLVED TTLEPEEFPPT KYQISQPEVY
51 | VAAPGESLEV RCLLKDAAVI SWTKDGVHLG PMMRTVWLIGE YLQIKGATFR
181 | DSGLYACTAS RTVDSETWYF MWNWVTDAISS GDDEDDTDGA EDFVSENSNN
151 | KRAPYWTNTE KMEKRLHAVP AANTVKFRCP AGGNPMPTMR WLKNGKEFKQ
281 | EHRIGGYKVR NQHWSLIMES WWPSDKGNYT CVVEMNEYGSI MHTYHLDVVE
251 | RSPHRPILQA GLPANASTVY GOGDVEFVCEY YSDAQPHIQW IKHVEKNGSK
381 | YGPDGLPYLE VLKAAGWNTT DKEIEVLYIR MNVTFEDAGEY TCLAGNSIGI
351 | SFHSAWLTVL PAPGREKEIT ASPDYLEIAIL YCIGVWFLIAC MVWTWVILCRM
4@l | KNTTKKPDFS SQPAVHELTK RIPLRRQVTY SAESSSSMMS NTPLVRITTR
451 | LSSTADTPML AGVSEYELPE DPKWEFPRDE LTLGKPLGEG CFGOVVMAEA
5@l | VGIDKDKPKE AVTVAVEMLE DDATEKDLSD LVSEMEMMKM IGKHKNIINL
551 | LGACTQDGPL YWVIVEYASKG MLREYLRARR PPGMEYSYDI MRVPEEQMTF
681 | KDLVSCTYQL ARGMEYLAS(Q KCIHRDLAAR NVLVMTENNVM KIADFGLARD
651 | INMNIDYYKKT THGRLPVEWM APEALFDRVY THOSDVWSFG VLMWEIFTLG
7@l | G5PYPGIPVE ELFKLLKEGH RMDKPANCTM ELYMMMRDCW HAVPSQRPTF
751 | KQLVEDLDRI LTLTTMEEYL DLSQPLEQYS PSYPDTRSSC SSGDDSVFESP
8@l | DPMPYEPCLP QYPHINGSVK T

Figura 17. Secuencia de aminodacidos de la proteina FGFR2. Tomado de Katoh, 2011.

Esta secuencia resulta de gran importancia, para el conocimiento de aquellos
aminoacidos que interactdan con el ligando, y de esta manera generar la interaccion
receptor-ligando. Ademas, la secuencia peptidica de FGFR2 es clave para determinar la
estructura tridimensional y la funcion de la proteina. De acuerdo con la busqueda en la
base de datos PDB, se encontraron que los aminoacidos que se unen al anticuerpo
monoclonal son del 151 al 246, estas regiones son clave para la interaccion entre

antigeno-anticuerpo.

Mediante el programa Pymol se visualizd la estructura tridimensional de la
secuencia de aminoacidos de FGFR2 (Figura 18) para reconocer las regiones de interés,
las mismas que se detallan en la Tabla 11 donde se muestran los aminoacidos

representativos para la union.
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A)

>4WV1_1|Chains Afauth C], Blauth F]|Fibroblast growth factor receptor
2|Homo sapiens (9606)
APYWTNTEKMEKRLHAVPAANTVKFRCPAGGNPMPTMRWLKNGKEFKQEH
RIGGYKVRNQHWSLIMESVVPSDKGNYTCVWVENEYGSINHTYHLDVVER

B)

Glicosilacion

(Asparagina ligada a N)

s
\—> Enlace heparina
—\\

Enlace disulfuro

Figura 18. Visualizacion de la proteina FGFR2. A) Secuencia de aminoacidos de la proteina
FGFR2. Tomado de Berman et al., 2000; B) Estructura de FGFR2 visualizada en Pymol.

Tabla 11. Dominios y regiones de interés de la proteina FGFR2. Adaptado de Instituto Europeo
de Bioinformatica, 2002; Katoh, 2011.

Funcion Residuos Amino&cidos

CPAGGNPMPTMRWLKNGKEFKQEHRI

Enlace disulfuro 179-231 GGYKVR
NQHWSLIMESVVPSDKGNYTC

Glicosilacion 228 Asparagina ligada por N-glicosilacién
PYWTNTEKMEKRLHAVPAANTVKFRC
P

Dominio i 154 - 247 AGGNPMPTMRWLKNGKEFKQEHRIGG
YKVR
NQHWSLIMESVVPSDKGNYTCVVENE
YGSI NHTYHLD

Region i 161-178 KMEKRLHAVPAANTVKFR

Estructura secundaria -

152-157/166-170 /
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Hebra Beta 175-178 /181-185/
188-193/203-205 /
208-210/ 215-218 /
227-235/ 238-249

Estructura secundaria -

) 159-162 TEKM
Gire
Estructura secundaria - 200-202 / 211-213/
Hélice 223-225

En base a la informacion reportada por Zahn-Zabal et al., (2020;) Chen et al.,
(2008); Zhang et al., (2006); Gaudet et al., (2013), se detalla a continuacion la
importancia de las regiones presentadas de FGFR2 (Tabla 11) para el acoplamiento

molecular:

Enlace disulfuro: brinda plegamiento y estabilidad a la proteina, especialmente

en proteinas secretadas al medio extracelular.

Glicosilacion: la Asparagina en la posicion 228, esté ligada por N-glicosilacion
en en la cadena lateral del aminoacido, siendo el lugar de plegamiento con el ligando

para darle funcion a la proteina.

Dominio i: dominio de la proteina de tipo Ig que interactda directamente con los

factores de crecimiento de fibroblastos (FGF) y los proteoglicanos de heparan sulfato.

Regidn i: corresponde al sitio de union a heparina que forma parte del grupo de

glucosaminoglicanos.

Estructuras secundarias: intervienen en el plegamiento y estabilidad de la
proteina, para que pueda interactuar con el ligando y formar una estructura

tridimensional.

4.2.5 Secuencia de aminoacidos de la region Fab del anticuerpo monoclonal

Se analizaron las regiones de interés de las secuencias de aminoacidos del
fragmento Fab del anticuerpo monoclonal de referencia: cadena pesada (CH) con 230

amino&cidos y cadena ligera (CL) con 214 aminoécidos (Figura 19.A). La estructura de
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la region Fab (Figura 19.B) muestra las regiones que permiten la interaccion con el
receptor (Madej et al., 2014).
A)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTSTGISWVRQAPGKGLEWVGRT
HLGDGSTHNYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARTYGIY
DLYVDYTEYVMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSYVTVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

>4WV1 3|Chains E[auth A], F[auth DJ|Fab light chain|Homo sapiens
(9606)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVDTSLAWYKQKPGKAPKLLIYSASF
LYSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSTGHPQTFGQGTKVE
IKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASYVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSG
NSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPYTKSF
NRGEC

B)

CDR-L1

Region Fab
cadena ligera LFR €¢— e REGION Fab

cadena pesada

Cola -Cadena -
Pesada
Cola -Cadena

Ligera

Figura 19. Estructura de la region Fab del anticuerpo monoclonal. A) Secuencia de
aminocidos de la regién Fab. Tomado de Berman et al., 2000; B) Visualizacion de las regiones

Fab de cadena pesada y ligera en Pymol.

En base a la informacion reportada por Swindells et al., (2017); Yin et al.,
(2015); Yuan et al., (2017), se detallan las regiones que permiten la interaccién con el
receptor (Figura 19.B):

Region determinante de complementariedad (CDR): es el sitio de unién al
antigeno, en la que se reportdé que intervienen los aminoacidos de las 3 regiones de
cadena pesada: CDR-H1 = Ser 31 - Ser35; CDR-H2 = Arg50 - Gly 66; CDR-H3 =
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Thr99 - Tyr116 y las 3 regiones de cadena ligera: CDR-L1 = Arg24 - Ala34; CDR-L2 =
Ser50 - Ser56; CDR-L3 = GIt89 — Thr97.

A su vez, los CDRs comprenden las siguientes subregiones que forman parte de

la estructura del mAb:

Las regiones macro: de las cadenas pesadas y ligeras (HFR-LFR) son

secuencias conservadas que ayudan a los CDR a interactuar con el receptor.

La cola: La cadena pesada y ligera forman la cola del anticuerpo, donde se

puede interactuar con receptores de Fc en diversas células.

Tabla 12. Region Fab cadena pesada del anticuerpo monoclonal. Tomado de Craic Computing,
2010.

Regidn Fragmento de secuencia Residuos Largo
HFR1 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFT 1-30 30
CDR-H1 STGIS 31-35 5
HFR2 WVRQAPGKGLEWVG 36 - 49 14
CDR-H2 RTHLGDGSTNYADSVKG 50 - 66 17
HFR3 RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAR 67 -98 32
CDR-H3 TYGIYDLYVDYTEYVMDY 99 - 116 18
HFR4 WGQGTLVTVSS 117 - 127 11

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS

Cola 127 - 230 103
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKK

VEPKSC

Total 230

Tabla 13. Region Fab cadena ligera del anticuerpo monoclonal. Tomado de Craic Computing,
2010.

Region Fragmento de secuencia Residuos Largo
LFR1 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC 1-23 23
CDR-L1 RASQDVDTSLA 24 - 34 11
LFR2 WYKQKPGKAPKLLIY 35-49 15
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CDR-L2 SASFLYS 50 - 56 7

LFR3 GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC 57 - 88 32
CDR-L3 QQSTGHPQT 89 - 97 9
LFR4 FGQGTKVEIKRTV 98 - 110 13

AAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD

Cola 110-214 104
STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK

SFNRGEC

Total 214

La estructura de las regiones Fab son clave para determinar el sitio de anclaje y
ligamiento con el antigeno, especificamente las secuencia de los CDR que lo
complementan y por lo tanto le dan a este receptor su especificidad (Carrasco-Yalan,
2021). Asi como lo menciona Yin et al., (2015) el anticuerpo seleccionado se puede
modificar a traves de visualizacion de fagos guiados por su estructura para generar una
mejor afinidad con FGFR2 al ser uno de los objetivos candidatos para la terapia del

cancer.

4.2.6 Secuencia de aminoacidos de la region Fc de otro anticuerpo monoclonal

Se realiz6 una busqueda de la secuencia de 210 aminoacidos del anticuerpo
monoclonal PDB: 3D6G, para conocer la interaccion y la unién con otros farmacos en
la region Fc. Se identificaron las areas del fragmento Fc (Figura 20) conformadas por
las cadenas 1 y 2, un ligando de proteina A y carbohidratos: n-acetil-d-glucosamina,
beta-d-manosa, alfa-d-manosa, alfa-I-fucosa y 2-[[(25)-2,6-bis[[(2s)-2,6-bis[[(2r)-2-
[[(2r,3r)-2-[[(2r)-2- &cido amino-5 carbamimidamido-pentanoil]lamino]-3-hidroxi-
butanoillamino]-3-(4
hidroxifenil)propanoil]amino]hexanoil]amino]hexanoil]amino]etanoico (Madej et al.,
2014).

78


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?sid=81044117
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?sid=402372151
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?sid=81044118

Carbohidrato 2 Carbohidrato 1

>pdb|3D6G|B Cadena A, B, regién C de la
cadena lg gamma-1
GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSH
EDPEVKFNWYVDGVEVHNATKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVYMHEAL
) HNHYTQKSLSLSP

Ligando

A B)

Figura 20 Estructura de la region Fc del anticuerpo monoclonal. A) Secuencia de aminoacidos

de la region Fc; B) Visualizacion de las regiones Fc en Pymol. Tomado de Berman et al., 2000.

La region bisagra del fragmento Fc es un sitio de union a proteinas importante y
bien caracterizado, conocido por interactuar con varias proteinas naturales y ligandos
sintéticos (Burley et al., 2021). Las regiones de interés de Fc del mAb en estudio,
muestran los puntos clave de anclaje, union e interacciones con farmacos y otras
moléculas como la presencia de una interaccion especifica entre los aminoécidos
proteicos Val308, Leu309, e His310 del dominio Cy2 y el terminal Arg del brazo del
dendrimero (Moiani et al., 2009).

El presente estudio se puede correlacionar con la informacién reportada por
Kang & Jung, (2019) donde establecid que para la unién de farmacos se pueden acoplar
ciertos aminoacidos en la region Fc. En su investigacion, demostraron que los alotipos
de FcyRIIla en la posicion 158 pueden poseer un residuo de valina (V) o fenilalanina
(F). La isoforma con V en la posicién 158 tiene alta afinidad por el dominio Fc de IgG1,
mientras que el alotipo F en la posicion 158 tiene baja afinidad. También, sugiere que se
puede sustituir una asparagina en el residuo en la posicion 297 con otros residuos 89-92
y también la incorporacion de mutaciones de aminoécidos en residuos responsables de

la unién FeyRs 0 C1q93.

Con la informacion reportada anteriormente, se considera que las secuencias
proteicas son importantes para comprender estructuralmente los sitios de union entre la
region Fab del anticuerpo monoclonal y la proteina FGFR2. Ademas, la modificacion
postraduccional que sufre la proteina en la region Asp 228 resulta ser el punto de

anclaje para la union con otras moléculas como el anticuerpo monoclonal.
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Asi como lo menciona Simpson y Caballero, (2014), se puede identificar
mutaciones frecuentes que conllevan a sustituciones de aminoacidos en los CDR de la
region Fab del mAb para mejorar su funcion farmacoldgica en la interaccion antigeno-
anticuerpo. De esta manera establecer y desarrollar alternativas de disefio de farmacos

mediante ensayos in silico para el cancer de mama.

4.2.7 Acoplamiento molecular

Se obtuvieron diez modelos estructurales de acoplamiento entre receptor-ligando
en Pydock Web, basados en niveles de energia y las mejores poses conformacionales

entre las moléculas como se muestra en la Figura 21.
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Figura 21. Top 10 de predicciones estructurales de acoplamiento generadas por PyDock.
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La Figura 21, indica los mejores modelos de interaccion entre proteina-proteina
en base a los angulos de rotacion para cada uno de los modelos generados mediante el
método de difraccion de rayos X (Cheng et al., 2007). Los modelos 5, 6, 9 y 10 varian la
conformacidn estructural en cuanto a la union entre ligando-receptor, donde la proteina
FGFR2 cambia su disposicién espacial lo que condiciona su capacidad de interaccion
con la region Fab del anticuerpo. Mientras que los modelos 1, 2, 3, 4 y 8 presentan una

conformacién similar en cuanto a la orientacién espacial del receptor.

En la Tabla 14 se muestran los diez mejores resultados detectados por el
programa de un total de 1000 conformaciones en base a la interaccion de las moléculas
y tipos de energia de cuerpo rigido, para cada uno de los modelos estructurales de la

Figura 21.

Tabla 14. Resultados acoplamiento de los modelos predichos en base a la interaccidn de energia
en Pydock Web.

Modelos ) ] ) Van der
estructurales Conformacion Electrostatica Desolvatacion Waals Total
1 49 -42,745 -5,025 1,982 -47,571
2 7909 -37,431 -9,315 12,994 -45,446
3 1690 -32,822 -6,806 -28,984 -42,526
4 927 -36,818 -6,898 31,741 -40,541
5 614 -28,077 -16,051 65,556 -37,572
6 1263 -31,959 -7,915 41,522 -35,722
7 90 -39,639 -4,671 91,254 -35,184
8 1692 -26,165 -9,431 6,494 -34,946
9 742 -37,491 -7,079 101,779 -34,393
10 9092 -31,31 1,489 -31,024 -32,924

Segun Jiménez-Garcia et al.,, (2013), para definir el mejor modelo de
acoplamiento, se toma en cuenta los tres parametros (electrostatica, desolvatacion y van
der waals) que aportan al valor total, en base a un valor de energia menor a -1kc/mol

como mejor modelo conformacional.

Por tanto, se seleccionaron los modelos 1,2,3 y 4 por su menor nivel de energia,

sin embargo, el modelo 1 (Figura 20;1) de la conformacion 49 corresponde a mejor
82



modelo posible, donde la interaccion entre las moléculas representa un movimiento
térmico que hace que la energia disminuya, con un valor total de -47,571 y genere una
mejor interaccién entre receptor-ligando. A diferencia de los otros modelos que pueden
afectar su afinidad, ya que no se forma un complejo estable para la interaccién entre las

moléculas y asi lograr predecir posibles candidatos a farmacos.

4.2.8 Analisis de Especificidad

Mediante el programa Tabs se identifico que el anticuerpo monoclonal PDB:
4WV1 es un anticuerpo humano obtenido de la técnica de pantalla de fagos de
anticuerpos. La Tabla 15 muestra el porcentaje de afinidad del antigeno con el
anticuerpo en base a las cadenas pesadas y ligeras, las regiones del anticuerpo y el

ndmero de aminoacidos.

Tabla 15. Descripcion de las regiones del mAb. Tomado de Craic Computing, 2010

Cadenas del mAb Regiones

[VH (Homo sapiens IGHV3- 66*01 (85,7%) — (IGHD) —
IGHJ4*01 (100%)) [8.8.20] (1-127) — Homo sapiens
gammal cadena pesada (1- IGHG1*03v, G1m3>G1m17, nG1ml (CH1 R120>K (224)
457) (128-225), bisagra (226-240), CH2 (241-350), CH3 E12
(366), M14 (368) (351-455), CHS (456-457)) (128-457)],
(230-214") — disulfuro

[V-KAPPA (Homo sapiens IGKV1-5%01 (86,7%) -
IGKJ1*01 (100%)) [6.3.9] (1'-107) — Homo sapiens
IGKC*01, Km3 A45,1 (153), V101 (191) (108'-214"];
dimero (236-236":239-239") — bisdisulfuro

cadena ligera kappa (1'- 214"
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En base a los resultados obtenidos, el anticuerpo monoclonal esta disefiado con
genes humanos que codifican para la creacion de un polipéptido que formara parte de
una de las dos cadenas pesadas y ligeras, dentro de la estructura de las
inmunoglobulinas (Craic Computing, 2010). Por tanto, el porcentaje de interaccion
(100%) representa el nivel de especificidad del anticuerpo unido a una proteina humana,
capaz de interactuar contra sus epitopos para generar la accién farmacoldgica y asi
contribuir en el desarrollo de farmacos (Simpson y Caballero, 2014).

Mediante el programa web BLASTp se encontraron similitudes de interaccion
entre el mAb con estructuras de origen humano, y se realiz6 una comparacion con la
interaccion entre el antigeno (FGFR2) y el anticuerpo monoclonal (Rédei, 2008). En la
Figura 22 se muestra el porcentaje de identidad (100%) en 10 secuencias de la base de

datos que tienen mayor parecido a la secuencia del anticuerpo monoclonal.

Secuencias que producen alineaciones significativas Descargar Seleccionar columnas ~  Show e
seleccionar todo 70 secuencias seleccionadas GenPept Graficos Distancia arbol de resultados ~ Alineacion multiple Visor de MSA
Descripeion I\‘Jam'l:tre Maxin?a Puntaje Cublerta valor P.nr Cuenta Adhesion
cientifico puntaje  total consulta E Identificador | Len !
Estructura cristalina del dominio FGFR2 D2 en complejo con Fab 2B.1.3 [Homo sapiens] Homo sapiens 211 211 100% 6e-69  100,00% 99 4WV1 C
Estructura cristalina de FGF1 complejado con el ectodominio de FGFR2b que alberga la mutacién P253 .. Homo sapiens 214 214 100% 3e-68  100.00% 231 30JM_B
Cadena E_RECEPTOR 2 DEL FACTOR DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS [Homo sapiens] Hom 213 213 100% 6e-68 100,00% 220 1lL_E
ESTRUCTURA CRISTALINA DE UN COMPLEJO TERNARIO FGF1-FGFR2-HEPARINA [Homo sapiens] Homo sapiens 213 213 100%  6e-68  100,00% 219 1E00 B
Cadena E,_PROTEINA (RECEPTOR 2 DEL FACTOR DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS) [Homo .. Homo sapie 213 213 100%  7e-68  10000% 220 1EV2 E
Cadena P, receptor 2 del factor de crecimiento de fibroblastos [Homo sapiens] Hom 213 213 100% Te-68  100,00% 220 2FDB_P
Estructura cristalina de baja resolucion del complejo FGFR2D2D3/FGF 1/SR128545 [Home sapiens] Homo s 213 213 100% Te-68  100,00% 223 4423 A
receptor 2 del factor de crecimiento de fibroblastos [Homo sapiens] Hom 214 214 100% 8e-68  100,00% 251  KAI2557496 1
FGFR4 variante soluble 4 [Homo sapiens] Hom 214 214 100% 1e-67  100,00% 281 ACF476371
Chain A, Fibroblast growth factor receptor 2 [Home sapiens] Homo sapie 207 207 97% 1e-67 100,00% 104 1WVZ A

Figura 22. Resultado BLASTp de similitud de secuencias con el mAb. Tomado de BLAST,
2021.

El anticuerpo monoclonal de referencia al ser un anticuerpo humano, es capaz de
interactuar con proteinas de origen humano, por tanto no existe una respuesta a la
reaccion, lo que permite realizar las funciones efectores para acoplarse con la proteina y
asi aumentar la especificidad dirigida contra un solo blanco terapéutico (Langjahr y
Sotelo, 2016).
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4.3 Bioproceso para la produccion del anticuerpo monoclonal
Se tomaron en cuenta los siguientes parametros en base a informacion
bibliografica para definir el esquema del proceso de produccién del anticuerpo

monoclonal:

4.3.1 Sistemas de expresion

Se realiz6 una comparacion entre las enzimas GS (Glutamina Sintetasa) y DHFR
(dihidrofolato reductasa) al poseer promotores fuertes para impulsar la expresion de los
genes de anticuerpos Yy asi determinar aquella que proporciona mayor nivel de expresion

vectorial.

El vector de expresion pEE14 contiene a la enzima GS, que porta el gen de
interés y la codifica como minigen (Knox et al., 2013). Esta enzima es usada como
sistema de expresion en células de ovario de hdmster chino para produccién de 10g/L de
producto de anticuerpos monoclonales (Knox et al., 2013; Nakamura y Omasa, 2015).
Mientras que el vector pSV-b-Gal contiene a la enzima DHFR como marcador selectivo

y con el gen b-galactosidasa como gen reportero (Lin et al., 2009).

Se reportaron que el desarrollo de estos genes de interés se realiza mediante la
insercion en el genoma de la célula huésped a traves de la integracion especifica del
sitio 0 la integracion aleatoria mediante la amplificacion de los genes de dhfr y gs
(Fischer et al., 2015).

Segun Kingston et al., (2002) el sistema DHFR es mas utilizado ya que brinda
altos niveles de amplificacién (hasta 1000 copias por célula en algunos casos) y
expresion de las proteinas de interés, a comparacién con el sistema GS que requiere de
mayor nimero de copias para alcanzar maximos niveles de expresion. Asi también, las
células CHO tienen mayor afinidad con DHFR al ser un marcador selectivo a diferencia
de GS donde la produccidn es inestable al utilizar el proceso de amplificacion vectorial
(Birch y Racher, 2006).
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4.3.2 Parametros de upstream

4.3.2.1 Linea Celular

Se realizd una comparacion de las lineas celulares empleadas para el desarrollo
de biofarmacos tomando en cuenta sus principales ventajas y desventajas para la
produccion de proteinas terapéuticas.

La linea celular de Escherichia coli tiene un crecimiento rapido y fécil
manipulacion genética, sin embargo, es incapaz de realizar modificaciones
posttransduccionales (glicosilacion) (Walsh, 2016). Las levaduras brindan un
crecimiento rapido y también tienen facilidad de manipulacién genética, pero el patrén
de glicosilacion varia un poco del patrén observado en la glicoproteina nativa (Strohl,
2012).

Los hongos se expresan en proteinas de alto nivel, muchas de las cuales se
secretan en el medio extracelular, pero ningln biofarmacéutico producido por tales
medios ha buscado o ganado hasta ahora aprobacion de comercializacion (Walsh,
2016). Por altimo, las células de mamifero son capaces de realizar modificaciones
posttransduccionales del producto proteico, a pesar de los complejos requerimientos
nutricionales (Hong et al., 2018). Actualmente los sistemas de produccién mas empleados
en la industria son las células de mamiferos en la produccién de biofarmacéuticos que
han sido aprobados hasta el afio 2017 (Walsh, 2014).

Con la informacion reportada anteriormente, se realizé una comparacion entre
células de ovario de hamster chino (CHO) y células de mieloma de raton (NSO) al

emplearse en la produccién de anticuerpos monoclonales como se indica en la Tabla 16.

Tabla 16. Comparacion entre células CHO y NSO para la produccion de anticuerpos

monoclonales

Células de ovario de Células de mieloma de
hamster chino (CHO) raton (NSO)

Referencias
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Funcion Eficientes en la realizacion Células  auxotrofas  de Orellana et al., 2015
de modificaciones colesterol. ; Lietal., 2010
posttransduccionales.

Sistemas de Producen anticuerpos El genotipo de las células Birch y Racher, 2006

expresion recombinantes que utilizan utiliza el sistema de
sistemas  de  expresion expresion GS.

DHFRy GS.
Densidad 3 x 10° células/ml después Densidad celular inicial de Villacrésetal., 2021
celular de 4 dias. 2,5 x 105células/ml  hasta
un  maximo de 33X
10° células/ml después de
3-4 dias.
Rendimiento 10g/L 80-100mg/L Hong et al., 2018
; Robinson et al.,
1994

Glicosilacion  eAnticuerpos producidos en <Presenta N-glicanos que Lietal., 2010 ;
células CHO tienen son estructuras bicatenarias Villacrés et al., 2021
estructuras bicatenarias con del tipo complejo con
N-acetilglucosamina fucosilacion del nacleo y sin
(biseccion GIcNAc) y altos biseccion de residuos de
niveles de fucosilacion del GIcNAc.
nacleo. «indice de galactosilacion
eindice de galactosilacion (IG) de 0,58 +
(1G) de 0,68 + 0.03, que corresponde a una
0.05, que corresponde a una distribucion de glicanos.
distribucion de glicanos.

Tasa de Es de 0,032 0,05 x Tasa de crecimiento de Omasaetal., 2010;

crecimiento  h~! (tiempo de duplicacion, 0,02 x h~tdurante las Villacrés et al., 2021

14-23h)
de la tasa de crecimiento

microbiano.

primeras 48 h.
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Se identificé que las células CHO tienen un crecimiento celular de 3 x 10°
células/ml y un rendimiento de 10g/L a comparacion de las células NSO, seguido de

modificaciones posttransduccionales como ventaja en el proceso de glicosilacion.

Segun Lin et al., (2019) las células CHO tienen mayor adaptabilidad a la
suspension, a un sistema de cultivo en medio libre de suero bovino, rapida proliferacion,
facilidad de manipulacion genética y el perfil de glicosilacion. También brindan mayor
facilidad para obtener la aprobacion de la FDA para comercializar proteinas
terapéuticas, ya que presenta amplios sistemas de amplificaciéon de genes como DHFR y

GS y pueden adaptarse rapidamente al crecimiento en biorreactores (Kim et al., 2012).

Ademas, el costo de produccién de las células CHO es de $ 300/ g de producto y
pueden secretar proteinas recombinantes en un medio en suspensién con mas del 15%
de las proteinas sobrenadantes como el producto objetivo a comparacion del resto de

lineas celulares (Omasa et al., 2010).

4.3.2.2 Tipo de biorreactor
Se describieron dos tipos de biorreactores que se emplean con mayor frecuencia

para la produccion de biofarmacos como son los siguientes:

Biorreactor de tanque agitado: presenta una adecuada capacidad de
transferencia de oxigeno, mezclado eficiente, control efectivo de la temperatura (37° C),
mantenimiento de la esterilidad y 80% de humedad en la producciéon de células
productoras de anticuerpos monoclonales (Maschke et al., 2022). Segun el estudio de
Steinebach et al., (2017) se puede producir 2,13 mg/ml de anticuerpo monoclonal
(Alematuzumab) con una densidad inicial de 4 x 10° células/ml y final de 2,15 x 107
células/ml en un volumen de trabajo de hasta 2000L en un biorreactor comercial
Allegro™ STR con un titulo de producto de 5g/L.

Biorreactor de perfusion: controla la presion como pardmetro principal,
ademas del abastecimiento suficiente de las células con oxigeno y nutrientes, sin
embargo, presenta una gran desventaja en el proceso de esterilizacion del biorreactor
(Fan et al., 2018). A diferencia del biorreactor de tanque agitado, los valores de

producto de anticuerpos monoclonales disminuyen, ya que se logra producir 0,5g/L por
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dia y un titulo de producto de 1,9 g/L en un volumen de trabajo de hasta 6L (Portner,
2020).

Segun Kim et al., (2012) en base a la informacion reportada se tomé como
referencia al biorreactor de tanque agitado, ya que las células CHO se pueden adaptar
facilmente al crecimiento en condiciones de suspension sin suero. Se considera una
caracteristica preferida para el cultivo a gran escala en biorreactores. Se puede escalar a
volimenes superiores a 10.000 L, asi obtener un mayor crecimiento y viabilidad celular

y calidad.

4.3.2.3 Modo de operacion

Se establecié que el cultivo tipo Feed Batch (semialimentado) es el mas
adecuado, debido a que en pequefios voliumenes los nutrientes se alimentan al cultivo
durante el proceso de fermentacion para mantener la suficiente cantidad de nutrientes,

ademas el cultivo es cosechado al final del ciclo (Birch y Racher, 2006).

Este proceso de cultivo se considera una de las estrategias de alimentacion mas
eficaces, que ha contribuido a mejorar el crecimiento y la productividad de anticuerpos
monoclonales en los dltimos afios. Este medio de cultivo proporciona las siguientes

caracteristicas para produccion de mAbs:

e Se puede lograr un rendimiento de 10g/L de anticuerpos monoclonales, mientras
que en proceso continuo se alcanza 0,1 -1g/L (Flaherty et al., 2020).

e Produccion anual de 200Kg/afio, a diferencia del proceso continuo con 28kg/afio
(Tihanyi y Nyitray, 2020).

e EIl proceso feedbatch presenta mayores densidades celulares y por lo tanto el
producto puede alcanzar mayores rendimientos en comparacion con el proceso
por lotes debido a la extensién del tiempo de produccion (Guzman y Feuerstein,
2013).

4.3.2.4 Medio de cultivo
En base a la informacion reportada por Li et al., (2010), se consideraron a a las
células CHO como el huésped predominante utilizado para producir proteinas
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terapéuticas. Por lo tanto, se establecio el medio de cultivo en base a la linea celular
CHO DG44 debido a su capacidad para producir de 2 a 4 pg/células/dia, que esta
optimizado para el crecimiento de células CHO deficientes en DHFR y la expresion de

proteinas recombinantes.

De acuerdo a la informacion reportada por Thermo Fisher Scientific, (2020), el
medio de cultivo GIBCO® CD DG44 (Tabla 17), es un medio sin proteinas, definido
guimicamente y disefiado para permitir el crecimiento y expresion optima de células
DG44 en cultivos en suspension. En el Anexo 7 se muestra el proceso de elaboracion
del medio de cultivo GIBCO® CD DG44 el cual puede ser escalable y emplearse en

otros contenedores.

Tabla 17. Especificaciones del medio de cultivo GIBCO CD DG44. Tomado de Thermo Fisher
Scientific, 2020

Parametros Criterios
Especies Hamster
L Sin origen animal, quimicamente
Clasificacion o ) ) )
definido, sin proteinas, sin suero
No. de celdas 1x 107

Tampon de bicarbonato de sodio  Bicarbonato de sodio

Elemento o gen establemente

integrado dnft-

Suplementos Timidina, hipoxantina

Linea de producto Gibco ™

Glutamina Sin glutamina

Indicador rojo de fenol Sin rojo fenol

Con aditivos Piruvato de sodio

Tipo de cultivo Cultivo de células en suspensién
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4.3.3 Parametros de downstream

Se report6 que para la preparacion de un extracto se determina el amortiguador
con sales quimicas y pH definido mediante propiedades bioquimica. Posteriormente se
define el método para separacién de la proteina de interés (Carreto et al., 2021). A
continuacion, se detallan los principales métodos empleados para purificacién de Mabs

mas utilizados en la industria biofarmacéutica:

Cromatografia de exclusion de tamafio: permite intercambiar anticuerpos en
tampones particulares y eliminar componentes no deseados de bajo peso molecular. Asi
también, las membranas de diélisis, resinas de exclusion de tamafio y los dispositivos de

diafiltracion se emplean para separar inmunoglobulinas (Harkins, 2000).

Separacion mediante gel de electroforesis: se realiza en geles de agarosa de
poliacrilamida, que permiten que las proteinas de menor tamafio como los mAbs se

desplacen con mas rapidez que las proteinas mas grandes (Flatman et al., 2007).

Columnas de desalinizacion: los mAbs pasan por un intercambio de
amortiguacion para hacerlos adecuados para su posterior utilizacion. Es método permite
una recuperacion del producto del 95%, por tanto, es méas rapido y presenta un menor

riesgo de perdida de muestras (Marissen, 2014).

Cromatografia por afinidad: es un método especifico para proteinas que
interacttan con otras moléculas como ligando, en donde una proteina del extracto se une
a un ligando inmovilizado en la columna, mediante el paso de volumenes de la fase
movil (Carreto et al., 2021).

En base a la informacidn reportada, se establecié a la cromatografia de afinidad
como método de separacion, al ser un proceso rapido y eficiente para purificar
anticuerpos monoclonales de su medio de cultivo, mediante el uso de proteina A
(Bendezu et al., 2019). Segun Ramos-de-la-Pefia et al., (2019), la cromatografia de
afinidad de proteina A es un proceso bien conocido en la industria farmacéutica debido

a su alta afinidad y los niveles de pureza que se pueden obtener con ella.

De manera interesante, la cromatografia de afinidad de proteinaA es altamente

selectiva hacia mAbs, resultando una pureza >90% en el primer paso, y su alta
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selectividad en la interaccion de la regién Fc del anticuerpo con la Proteina-A
inmovilizada (Figura 22). Los anticuerpos unidos a las columnas de afinidad de la
proteina A se pueden eludir a pH bajo, preferiblemente entre pH 3 y pH 4. (Chahar et
al., 2020b)

Por otra parte, mediante un sistema que emplea biorreactores a microescala (15
ml) se puede determinar un proceso que permita detectar maltiples condiciones de este
en paralelo. Por lo tanto, los tampones y la resina (proteina A) dependen del anticuerpo

especifico purificado y el proceso se detalla en el Anexo 8.

4.3.4 Analisis de heterogeneidad del producto

Se consideré a la glicosilacion como la principal modificacion en una proteina
que afecta su eficacia y vida media in vivo. Por lo tanto, se establecieron las siguientes
caracteristicas de glicosilacion: metabolismo, fuente de carbono disponible,
temperatura, pH y oxigeno disuelto, tomando en cuenta la disponibilidad y actividad de
las enzimas (Papathanasiou y Kontoravdi, 2020). Una vez concentrado el producto, se
pueden determinar los perfiles de glicanos mediante espectrometria de masas como se

describe en el Anexo 9.

4.3.5 Patentes

Para validar el proceso de patentabilidad, la FDA menciona que se debe
establecer evidencia documentada de que un proceso producira un producto que cumpla
con especificaciones y atributos de calidad. El proceso debe estar completamente
caracterizado y validado para comprender el impacto de las entradas del proceso
(pardmetros operativos) en los resultados del proceso (indicadores de rendimiento y
atributos de calidad). Por ultimo, las especificaciones de calidad del producto se
establecen y aprueban como parte de la solicitud de licencia bioldgica (BLA) (Li et al.,
2010).

De acuerdo con la informacion reportada por la FDA, se reportd que el costo

para patentar anticuerpos monoclonales es de $ 1.4 mil millones a $ 2.6 mil millones de
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dolares. Asi la Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos examinara y
aprobara dicha patente para un periodo de 15 a 20 afios (Cockburn y Long, 2015). Los
altos costos pueden verse reflejados en tres factores principales: insumos para la
investigacion, los ensayos en animales y humanos y las tasas de fracaso en los

candidatos preclinicos (Danzon, 2012).

Segun el Servicio Nacional de Derechos Intelectuales, (2010) en Ecuador para
realizar el tramite de patentabilidad de un biofarmaco el costo es de $208,00
aproximadamente y se debe regir a la RESOLUCION No. 10-04 Instructivo IEPI (Tabla
18) para la concesion de licencias obligatorias sobre patentes de farmacos, en donde
establece las normas que regiran el procedimiento a aplicarse en la tramitacion de las

peticiones que se formulen para obtener las respectivas licencias.

Tabla 18. Instructivo para la concesion de licencias obligatorias sobre patentes de farmacos en

Ecuador. Adaptado de Servicio Nacional de Derechos Intelectuales, 2010.

Articulo Procedimiento
3 Presentar la peticion de concesion de licencia obligatoria
4 La DNPI revisara la documentacion, tomando en cuenta que las licencias obligatorias

sobre patentes de farmacos podran concederse para el uso publico no comercial o
para uso comercial.

5 Licencia obligatoria para uso publico no comercial: presentar el RUC, RUP,
declaracién juramentada y propuesta del precio.

6 Licencia obligatoria para uso comercial: presentar declaracion juramentada,
autorizacion del titular de los derechos y propuesta del precio.

7 La DNPI notificara al titular de la patente sobre la licencia obligatoria presentada

8 La DNPI enviara una Peticion al Ministerio de Salud Publica para determinar si el
producto es de uso humano para el tratamiento enfermedades.

9 La DNPI analizara la documentacion para conceder o denegar la licencia obligatoria

10 La compensacién econdmica, al pago de una remuneracion adecuada que el
solicitante de la licencia obligatoria reconocera al titular de la patente

11 La concesion de licencias obligatorias no menoscabara el derecho del titular de seguir
explotando la patente.

12 Nadie distinto a los titulares de las patentes y de las licencias obligatorias podra

explotar una patente y los infractores seran castigados en conformidad con la Ley.
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13 La impugnacion de la licencia obligatoria no impedird la explotacion ni ejercera
ninguna influencia en la compensacion econdémica.
14 La DNPI podré revocar la licencia obligatoria cuando las circunstancias que dieron

origen a la licencia hayan desaparecido.

15 La licencia obligatoria podra ser modificada si asi lo solicita el titular de la patente.

4.3.6 Estimacién econdmica

En base a los 246 casos diagnosticados con cancer de mama en la ciudad de
Ibarra en el periodo 2019-2020, se establecidé un presupuesto en base a los equipos
principales y los servicios, las especificaciones preliminares, lista de motores y
consumos eléctricos para producir anticuerpos monoclonales. La informacion es basada
en referencias bibliograficas (Anexo 10) sobre valores estimados para el costo de

inversion y produccion de la planta como se detalla en los siguientes apartados.

4.3.6.1 Costos de inversion

Para determinar los costos de los equipos se establecieron valores referenciales
de empresas que ofertan equipos e insumos de laboratorio (Anexo 11) tomando en
cuenta las especificaciones y voliumenes a emplear para la produccién de anticuerpos

monoclonales.

Con el método de Lang se estimo el capital fijo total tomando como referencia el
coste de compra del equipo principal (EPC), en el que se incluye biorreactores y demas
insumos, también se tomd en cuenta el costo de instalacion, terreno y demas

instrumentacion que necesitaria la planta de produccién como se muestra en la Tabla 19.

Tabla 19. Costo de inversion de la planta segiin método de Lang

Item Factor multiplicador Costo ($)
Costo de compra del
) 1,00 x EPC 180687,12
equipo (EPC)
Instalacion 0,3 x EPC 54206,14
Tuberia 0,5 x EPC 90343,56
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Instrumentacion 0,30 x EPC 54206,14

Obras de construccion 0,30 x EPC 54206,14
Mejora del patio 0,10 x EPC 18068,71
Compra de terrenos Precio asumido 25000,00
Tasas, licencias 0,04 x EPC 7227,48
Planificacion 0,25 x EPC 45171,78
Gestion del sitio 0,05 x EPC 9034,36
Arranque 0,07 x EPC 12648,10
Contingencias 0,40 x EPC 72274,85
Capital de explotacion 0,30 x EPC 54206,14
Capital fijo total 677.280,50

4.3.6.2 Costos de produccion

Se determinaron los reactivos que se emplearan en un proceso de produccion
(Anexo 11) tomando como referencia el precio unitario, la cantidad y el costo total por
producto. Se establecié como base la produccion de 1,3kg considerando que el 70%
corresponde al producto y 30% a las péerdidas (Anexo 12), de acuerdo con la cantidad
requerida para el nimero de pacientes diagnosticados con cancer que necesitan tal

producto en la ciudad de Ibarra.

En base a la informacion referencial del anticuerpo monoclonal comercial
Trastuzumab (Herceptin) empleado como tratamiento para el cancer de mama, se
determinaron el nimero de dosis para producir 1,3 kg de producto. Asi como menciona
McKeage y Perry, (2002), se recomienda una dosis del biofarmaco de 4 mg/kg de peso
por personas cada 3 semanas. Por lo tanto, con 1,3kg de producto se obtendria 250.000

para aproximadamente 250 personas diagnosticadas con cancer en la ciudad de Ibarra.

Segun Aboutorabi et al., (2015) el biofarmaco trastuzumab tomado como
referencia presenta un alto costo de tratamiento en comparacion con otros agentes
quimioterapéuticos. Una caja de 440mg de Trastuzumab puede llegar a costar $57.188 y
un ciclo completo puede llegar a los $70.000 aproximadamente. Por tanto, los mejores
resultados de salud deben justificar los costos del biofadrmaco. Es importante tomar en
cuenta su proceso de produccion la compensacion entre costo y beneficio que es un

criterio clave para el respectivo reembolso (Treish et al., 2001).
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La Tabla 20 muestra el costo de produccion de la planta con un valor estimado

de $62.784,43 tomando de referencia la materia prima directa (Anexo 13), materia

prima indirecta y mano de obra en base a 1,3kg de producto y 250kg estimados para

produccion anual. De esta manera determinar el costo unitario (1kg) de producto que

corresponde a un valor de $251,14.

Es importante mencionar que el tiempo de respuesta de proveedores y

aprobacidn de solicitudes de proformas de empresas internacionales puede interferir en

los costos de inversion y produccion de anticuerpos monoclonales, sin embargo, fue

posible estimar los costos mas comunes que se analizan en una planta de produccion de

mADs.

Tabla 20. Costo de produccion de la planta para producir anticuerpos monoclonales

] ) Costo Costo total Costo anual
Rubro Unidad Cantidad o
unitario ($) ($) 1,3kg ($) 250kg
MATERIA PRIMA
DIRECTA
Dihidrofolato
reductasa (DHFR uL 10 1,25 12,50 2.403,85
Antibody (5B2))
ProCHOTM 5 Protein-
) mL 12 0,14 1,73 333,18
free CHO Medium
Solucién roja de I-
) mL 150 0,38 57,00 10.961,54
glutamina y fenol 50x.
Solucion HT de 50x. mL 450 0,05 24,03 4.621,15
Solucién de azul
) mL 2 0,40 0,80 153,85
tripano (0,4%).
Trastuzumab
) mg 4 4,15 16,59 3.190,95
(Herceptin)
Thermo
L ] ar 5 0,15 0,73 141,19
Scientific™ Tris
Invitrogen™ NaCl (5
mL 10 0,36 3,60 692,31
M)
Fosfato de sodio
ar 5 0,08 0,41 79,00

Thermo Scientific™
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Dimethylformamide

mL 12 1,40 16,80 3.230,77
(DMF)
Tampon de elucion de
mL 10 0,10 1,04 200,29
IgG Pierce™, pH 2,0
CD DG44 Medium mL 100 0,15 14,80 2.846,15
CHO DG44 Cells
cells/mL 50 1,32 66,04 12.699,56
(Cgmp Banked)
PLURONIC F-68 mL 10 0,61 6,05 1.163,46
L-Glutamine 200mM mL 10 2,81 28,15 5.412,50
Subtotal Materia
. . 48.129,76
prima directa
MATERIA PRIMA
INDIRECTA
Suministros de
limpiezay 5 250,00 1.250,00
esterilizacion
Herramientas de
) ) 8 285,00 2.280,00
conexion de equipos
Subtotal Materia
o 3.530,00
prima indirecta
MANO DE OBRA
Operarios de planta 3 454,89 1.364,67
Ingenieros 5 1500,00 7.500,00
Subtotal Mano de
8.864,67
Obra
COSTOS
INDIRECTOS DE
FABRICACION
Agua 1 60,00 60,00
Luz 1 80,00 80,00
Vapor 1 70,00 70,00
Mantenimiento 1 50,00 50,00
Equipos de proteccion
10 200,00 2.000,00
personal
Subtotal CIF 2.260,00
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TOTAL 62.784,43

4.3.6.3 Parametros de produccion

La Tabla 21 muestra las caracteristicas del proceso de cultivo para la produccién
de 250kg anuales de anticuerpos monoclonales en base a informacion bibliografica de
parametros del proceso de produccion en 4 biorreactores, haciendo referencia a las

pérdidas y ganancias del producto.

Tabla 21. Parametros de produccion estimados para 250kg de producto anual. Adaptado de Han
etal., 2016; Colin y Bj@rn, 2006.

Medio de cultivo Quimico

Tipo de fermentador Feed-batch

Volumen del fermentador v =2000L

Tipo de agua Corriente

Produccion del fermentador

principal 4 250 kgfa

Perdidas de producto 30%

VVolumen util del fermentador 70%

Tiempo de operacion t=14d

Concentracion final de células X_f=10,7x10"(6) células/ml
Inéculo inicial X_0=17,3x10" (6) células/ mi
Rendimiento global Y =0,89/g

Tasa de produccion especifica g_p = 0,81x10”" (-9) mg/células*h

Tiempo de turno t t=8h/d

Segun (Gottschalk, 2009) es posible que aumente la productividad debido a los
titulos de cultivo y densidad celular que permitirdn mejorar las fases de produccion,
considerandose titulos de hasta 10g/L. Por lo tanto, las altas densidades celulares dan
lugar a volimenes de lotes muy grandes (por ejemplo, un titulo de 10 g/L) en un
biorreactor de 25.000L generaria 250 kg de material de cosecha y 200kg en un lote de

sustancia farmacéutica.

En la Figura 23 se indica un panorama general del bioproceso de produccion de

anticuerpos desde sistemas de expresion hasta la purificacion del producto en base a la
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informacion reportada en las secciones anteriores, este esquema puede servir como linea

base para investigaciones experimentales.
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Figura 23. Panorama general de un bioproceso para la produccion de anticuerpos monoclonales. Adaptado de Ramos-de-la-Pefia et al., 2019; Omasa et al.,

2010; Birch y Racher, 2006; Fisher et al., 2019.
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4.3.6.4 Proyeccidn para la produccién de anticuerpos monoclonales

Se realiz6 una proyeccion para la produccién de anticuerpos monoclonales en un
periodo de 5 afios (Tabla 22), estimando un aumento de 50kg de produccion anual en
base al valor de la inflacién (2,56%) para el afio 2022. Por lo tanto, se esperaria invertir
$138.929,34 en produccion de 277,86 kg de producto de anticuerpos monoclonales

como un biofarmaco para el afio 2027.

Tabla 22. Proyeccidn de produccién en un periodo estimado de 5 afios

Descripcion 2023 2024 2025 2026 2027
Biofarmaco (produccion
) 300 350 400 450 500
potencial)
Costo Unitario 251,14 257,57 264,16 270,92 277,86
Total ($) 75.341,31 90.148,39 105.664,22 121.915,37 138.929,34

Se reportd de forma referencial el costo de ensayos clinicos con anticuerpos
monoclonales en base a estimacion de costos en Investigacion y Desarrollo (1+D) con
un valor aproximado de $4.500 millones de dolares en las fases de descubrimiento,
preclinica y clinica del biofarmaco, especificamente para el area de oncologia existe un
costo aproximado de $944 a $2.100 millones de dolares (Schlander et al., 2021).

Segun Hollevoet y Declerck, (2017) para el costo de desarrollo de anticuerpos
monoclonales se toma en cuenta su tamafio y su complejidad en el proceso de
purificacion, los cuales pueden varian entre $50 a $100 por gramo de mAb. Ademas, se
conoce que para la fase preclinica se requiere $60 millones de dolares en el que
interviene la preparacion y desarrollo de procesos, seguido de la fase clinica tomando de

referencia lo siguiente:

e Fase I: $1,5 millones de ddlares para analizar la seguridad del producto en
humanos.

e Fase Il: $10 millones de ddlares para realizar una evaluacion inicial de eficacia.

e Fase Ill: $12 millones de délares para evaluar de forma definitiva la eficacia y

probar las dosis en gran nimero de pacientes.

Por ultimo, se report6 que para la fase preclinica se puede iniciar con un proceso

de fabricacion de 500L y un titulo de 2,5¢/L, mientras que en la Fase | y Il se puede
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llegar a 2000L y un titulo de 2,5 g/L, sequido de la Fase 11l con 6000L y un titulo de

5¢/L aproximadamente segun el nimero de pacientes (Farid et al., 2020).

Se considera que la fase preclinica es la que representa un costo elevado debido
al proceso de obtencién del farmaco, ya que el costo de purificacion representa la mayor
parte de la produccion. Esto depende del uso de resina de proteina A que se emplea
generalmente para minimo 200 ciclos, también del volumen y la demanda de producto.
Con estos parametros el costo por gramo aumenta de la misma manera que aumenta la
inversion inicial (Gottschalk, 2009).

Segun Lu et al., (2020) el mercado de los anticuerpos se valord en
aproximadamente $150 mil millones para fines del 2019 y se estima $300 mil millones
para el afio 2025 con estudios clinicos para mas de 570 anticuerpos monoclonales
terapéuticos y con mas de 80 mAbs (32 para el cancer) aprobados por la FDA de los
Estados Unidos para uso clinico. Tales datos se han basado en reportes de compafiias
bioldgicas y farmacoldgicas donde se han aprobado nuevos medicamentos para tratar
diversas enfermedades humanas, incluidos muchos tipos de cancer, enfermedades

autoinmunes, metabdlicas e infecciosas.

Por tanto, los mAbs estdn en constante evolucion debido al uso de nuevas
tecnologias en cuanto a las técnicas de hibridoma, visualizacion de fagos, ratones
transgénicos, anticuerpos conjugados, produccion, purificacion y estrategias para su
administracion (Si et al., 2021). Ademas, la incorporacion de inmunoterapias contra el
cancer debe regularse de acuerdo con los beneficios clinicos para los pacientes del
sistema de salud publica como en el HSVP y ademas analizar la carga financiera que su

prescripcion impondria al presupuesto del Ministerio de Salud Publica.
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CAPITULO V

5.CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

e Los tipos de cancer con mayor prevalencia en el HSVP corresponden a tumores
ginecoldgicos (18%), seguido de tumores mamarios (13,5%). En SOLCA fueron
los tumores mamarios (36,3%) seguido de los tumores de piel y melanomas
(24,4%). EI cancer de mama, de forma general, es el de mayor prevalencia en
pacientes de la ciudad de Ibarra en el periodo 2019-2020.

e Se determin6 que en SOLCA se emplean terapias combinatorias entre farmacos
quimicos y anticuerpos monoclonales (trastuzumab y bevacizumab) para tratar el
cancer de mama, asi como también para el cancer de piel y de ovario.

e Se reporto que el Factor de Crecimiento de Fibroblastos 2 (FGFR2) es la diana
terapéutica que se sobreexpresa en pacientes con carcinoma de mama, se ancla
en la membrana celular para la interaccion con un ligando, no existen
biofarmacos en el mercado y es un objetivo farmacoldgico adecuado para la
terapia con mADbs.

e Seevidencid que la region de la proteina FGFR2, especificamente el aminoacido
Asp 228 puede interactuar con los CDRs del anticuerpo monoclonal
PDB:4WV1. Mediante Pydock Web se obtuvieron 10 modelos estructurales de
acoplamiento entre ligando-receptor, con predicciones de energia que permiten
el estudio de candidatos a fa&rmacos.

e Para futuras investigaciones se determin6é que las células CHO mediante un
biorreactor de tanque agitado, tipo feed batch pueden tener un rendimiento de
10g/L de producto, por lo tanto, son adecuadas para la expresion y produccién
de proteinas recombinantes.

e Para un aproximado de 250 pacientes diagnosticados con cancer en la ciudad de
Ibarra, se estimd en base a 1,3kg de producto, un total de 250.000 dosis del

biofarmaco, para ser administrado cada 3 semanas.
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5.2 Recomendaciones

e La firma de un convenio entre la Universidad Técnica del Norte y SOLCA Quito
y Guayaquil seria de mucha utilidad e importancia para obtener y analizar datos
estadisticos més reales de prevalencias e incidencias de cancer por provincias
del Ecuador.

e Se recomienda aplicar este estudio tedrico en la Universidad Técnica del Norte
en las nuevas areas de Biotecnologia Humana y Cultivo celular como referencia
para ensayos experimentales en el desarrollo de proteinas terapéuticas.

e Para una futura investigacion se recomienda aplicar programas de simulacion
como BioProfile FLEX para el control del proceso de produccién de proteinas

terapéuticas y asi tener un panorama real de produccion.
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los tipos de cancer, grupo etario y sexo.

e
P

ANEXOS
Anexo 1. Base de datos del HSVP durante el periodo de tiempo 2019-2020, tomando en cuenta

i i 01 it

-
vt AN
0-11 ANDS 12-17 ANoS 18-29 aNDS 30-64 ANOS B5 ANDS EN ADELANTE
TC | Tumor del tejido conjuntivo 1 0 o 0 0 3 7 4 2 2 19
HU | Tumor maligno de los huesos 1 1 o] 2 1 2 1 3 1 o} 12
MA |Tumor de la mama 1 0 2 0 8 1 84 0 19 0 115
LE |Leucemia 2 2 o] 1 1 3 4 0 3 0 16
TI | Tumor de tiroides ] 1 ] o] 5 1 41 4 5 4 61
LI Tumeor del sistema linfatico (linfoma) o] 1 1 o] 4 7 10 12 7 16 58
ENC | Tumor en el encéfalo ] 1 ] o] 1 0 8 2 10 0 22
HE |Tumor hepatico o] 0 1 0 o] o] 4 3 9 6 23
OV | Tumor en el ovario [¢] 0 1 9] 2 o] 19 0 10 0 32
CER | Tumor cerebral o] 0 1 o] 1 o] 4 4 0 11
ENDO | Tumor en el endometrio o] 0 o] 0 1 o] 5 0 4 0 10
UT | Tumor en el Gtero [¢] 0 o] o] 2 0 32 0 13 0 47
ES |Tumor en el estomago o] 0 o] 0 1 3 8 5 14 10 41
RI | Tumor en el rifién o] 0 o] o] 1 0 0 0 0 3 4
PI Tumor de la piel (melanoma) o] 0 o] 0 1 o] 8 8 19 12 48
TE | Tumor en los testiculos o] 0 o] o] 0 8 0 6 0 1 15
ME | Tumor mediastino o] 0 o o] 0 1 0 1 0 0 2
PA | Tumor del pancreas o] 0 o] o 0 0 4 2 8 1 15
PU | Tumor en el pulmén [¢] 0 [¢] o] 0 Q 5 1 8 3 17
RET |Tumor retroperitoneo ] 0 o] 0 o] o] 2 1 1 1 5
CAR | Tumor maligno del cardias 4] 0 ] 4] 0 Q 2 2 1 0 5
NA | Tumor de la nariz o] 0 o] o 0 0 1 0 3 0
0J | Tumor en el ojo o] 0 o] o] 0 o] 1 0 1 1 3
VBI | Tumor de la vesicula biliar o] 0 o o] 0 o] 4 3 6 3 16
MI | Tumor en la médula 6sea (mieloma) o] 0 o] o] 0 0 1 4 0 2 7
END | Tumor en el endocérvix ] 0 0 o 0 o] 8 0 1 0 9
EX | Tumor del exocérvix o] 0 o] 0 o] o] 39 0 13 0 52
AM | Tumor de ampolla de vater [¢] 0 [¢] o] 0 Q 1 1 1 0 3
RE | Tumor en el recto o] 0 o] o 0 0 6 4 5 3 18
AN | Tumor maligno del ano o] 0 o] o] 0 o] 3 0 2 1 6
AB | Tumor maligno del abdomen o] 0 o] o] 0 o] 3 1 4 1 9
PEL | Tumor en la pelvis o 0 o 0 0 o] 2 0 2 0 4
CO | Tumor en el colén o] 0 o] o] 0 o] 7 6 7 5 25
TO | Tumor en el térax [¢] 0 o] o 0 o] 2 0 1 1 4
VB | Tumor en vias biliares o] 0 o] o] 0 0 2 2 5 3 12
ESO |Tumor en el eséfago ] 0 [¢] 4] 0 Q 1 0 2 5 8
EB |Tumor en el epitelio bucal o] 0 o] 0 o] o] 1 o] o] o] 1
MU | Tumor de la mucosa de la mejilla o] 0 ] 4] 0 o] 1 0 2 0 3
AP | Tumor en el antro pilérico o] 0 o] 0 o] o] 4 0 2 4 10
TF | Tumor en las trompas de falopio [¢] 0 o] o] 0 o] 1 0 0 0 1
MIO | Tumor en el miometrio [¢] 0 o] o 0 o] 1 0 0 0 1
LEN |Tumor en la lengua o] 0 o] o] o] o] 1 0 0 0 1
VU | Tumor en la vulva [¢] 0 [¢] ] 0 o] 1 0 0 0 1
DU |Tumor en el duodeno o] 0 o] o 0 0 4 0 1 0 5
CV | Tumor en la columna vertebral ] 0 o] o] 0 0 0 0 2 1 3
VE |Tumor en la vejiga o] 0 o] 0 o] [o] o] 2 1 4 7
CA | Tumor en la cabeza o] 0 o] o] 0 0 0 1 0 1 2
PR | Tumor de préstata [o] 0 [¢] 0 0 Q 0 2 0 36 38
PE | Tumor en el pene o] 0 o] o 0 0 0 6 0 3 9
GL | Tumor de la aringe (glotis) o] 0 o] 0 o] 0 0 0 0 3 3
GP | Tumor de la glandula parétida o] 0 o] o] o] [o] 0 0 2 1 3
PAL | Tumor en el paladar ] 0 ] 4] 0 Q 0 0 0 1 1
UR | Tumor de unién rectosigmoidea o] 0 o] o] o] o] o] o] o] 1 1
ENCI | Tumor en la encia o] 0 ] o] 0 0 0 0 0 1 1
PERI | Tumor en el peritoneo o] 0 o] o] o] o] 0 0 1 o] 1
OR | Tumor de la orofaringe [¢] 0 o] o] 0 o] 0 0 0 1 1
TIM | Tumor en el timo o] 0 o] o 0 o] 0 0 0 1 1




Anexo 2. Tabla de tipos de cancer por grupo etario reportados en el HSVP - Ibarra

Tipos de cancer HSVP periodo 2019-2020

Grupo etario

12-17 30-64 |65 afiosen
, Ly Nombre 18-29 Total
Ndmero | Codigo , 0-11 afios afnos . afnos adelante
cancer afios casos
(Nifios) | (Adolesce ) (Adultos | (Tercera
(Jbévenes)
ntes) ) Edad)
Tumor en
1 uT 0 0 2 32 13 47
el Gtero
Tumor en
2 ES el 0 0 4 13 24 41
estbmago
Tumor en
3 RI ) 0 0 1 0 3 4
el rifdn
Tumor de
4 TI o 1 0 6 45 9 61
tiroides
Tumor del
sistema
5 LI o 1 1 11 22 23 58
linfatico
(linfoma)
Tumor del
6 PA ; 0 0 0 6 9 15
pancreas
Tumor de
la piel
7 Pl 0 0 1 16 31 48
(melanoma
)
Tumor de
8 PR . 0 0 0 2 36 38
préstata
Tumor en
9 PU 0 0 0 6 11 17
el pulmén
Tumor de
10 MA 1 2 9 84 19 115
la mama
Tumor
11 HE ) 0 1 0 7 15 23
hepatico
12 RET |Tumor 0 0 0 3 2 5
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retroperito

neo

13

CAR

Tumor
maligno

del cardias

14

NA

Tumor de

la nariz

15

0J

Tumor en

el ojo

16

VBI

Tumor de
la vesicula

biliar

16

17

LE

Leucemia

16

18

MI

Tumor en
la médula
Osea

(mieloma)

19

END

Tumor en
el

endocérvix

20

EX

Tumor del

EX0Cervix

39

13

52

21

AM

Tumor de
ampolla de

vater

22

TC

Tumor del
tejido

conjuntivo

11

19

23

TE

Tumor en
los

testiculos

15

24

ov

Tumor en

el ovario

19

10

32

25

HU

Tumor

maligno de

12
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los huesos

26

RE

Tumor en

el recto

10

18

27

AN

Tumor
maligno

del ano

28

AB

Tumor
maligno
del
abdomen

29

GL

Tumor de

la laringe
(glotis)

30

GP

Tumor de
la glandula

parétida

31

PEL

Tumor en

la pelvis

32

CER

Tumor

cerebral

11

33

CoO

Tumor en

el colbn

13

12

25

34

TO

Tumor en

el torax

35

PE

Tumor en

el pene

36

ENC

Tumor en

el encéfalo

10

10

22

37

VB

Tumor en
vias

biliares

12

38

ESO

Tumor en

el es6fago

39

EB

Tumor en

el epitelio
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bucal

40

PAL

Tumor en

el paladar

41

MU

Tumor de
la mucosa
de la

mejilla

42

ME

Tumor

mediastino

43

UR

Tumor de
unioén
rectosigmo

idea

44

ENCI

Tumor en

la encia

45

VU

Tumor en

la vulva

46

ENDO

Tumor en
el
endometri

0

10

47

CA

Tumor en

la cabeza

48

AP

Tumor en
el antro

pilérico

10

49

Cv

Tumor en
la columna

vertebral

50

TF

Tumor en
las
trompas de

falopio

51

MIO

Tumor en

el
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miometrio
Tumor en
52 LEN 0 0 0 1 0 1
la lengua
Tumor en
53 VE - 0 0 0 2 5 7
la vejiga
Tumor en
54 DU 0 0 0 4 1 5
el duodeno
Tumor de
55 OR |la 0 0 0 0 1 1
orofaringe
Tumor en
56 PERI |el 0 0 0 0 1 1
peritoneo
Tumor en
57 TIM ) 0 0 0 0 1 1
el timo
Anexo 3. Tabla Tipos de cancer por sexo reportados en el HSVP - Ibarra
Tipos de cancer HSVP periodo 2019-2020
. - 3 Sexo
Numero | Cadigo Nombre cancer Total casos
Femenino Masculino
1 uT Tumor en el Utero 47 0 47
2 ES Tumor en el estbmago 23 18 41
3 RI Tumor en el rifién 1 3 4
4 TI Tumor de tiroides 52 9 61
5 LI Tumor del sistema linfatico (linfoma) 22 36 58
6 PA Tumor del pancreas 12 3 15
7 Pl Tumor de la piel (melanoma) 28 20 48
8 PR Tumor de prostata 0 38 38
9 PU Tumor en el pulmon 13 4 17
10 MA | Tumor de la mama 114 1 115
11 HE Tumor hepético 14 9 23
12 RET | Tumor retroperitoneo 3 2 5
13 CAR | Tumor maligno del cardias 3 2 5
14 NA Tumor de la nariz 4 0 4
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15 0J Tumor en el o0jo 2 1 3
16 VBI | Tumor de la vesicula biliar 10 6 16
17 LE Leucemia 10 6 16
18 MI Tumor en la médula 6sea (mieloma) 1 6 7
19 END | Tumor en el endocérvix 9 0 9
20 EX Tumor del exocérvix 52 0 52
21 AM | Tumor de ampolla de vater 2 1 3
22 TC Tumor del tejido conjuntivo 10 9 19
23 TE Tumor en los testiculos 0 15 15
24 OV | Tumor en el ovario 32 0 32
25 HU Tumor maligno de los huesos 4 8 12
26 RE Tumor en el recto 11 7 18
27 AN Tumor maligno del ano 5 1 6
28 AB Tumor maligno del abdomen 7 2 9
29 GL Tumor de la laringe (glotis) 0 3 3
30 GP Tumor de la glandula parétida 2 1 3
31 PEL | Tumor en la pelvis 4 0 4
32 CER | Tumor cerebral 7 4 11
33 CO Tumor en el colon 14 11 25
34 TO Tumor en el torax 3 1 4
35 PE Tumor en el pene 0 9 9
36 ENC | Tumor en el encéfalo 17 5 22
37 VB Tumor en vias biliares 7 5 12
38 ESO | Tumor en el es6fago 3 5 8
39 MU | Tumor de la mucosa de la mejilla 3 0 3
40 ME Tumor mediastino 0 2 2
41 ENDO | Tumor en el endometrio 10 0 10
42 CA Tumor en la cabeza 0 2 2
43 AP Tumor en el antro pilérico 6 4 10
44 CV | Tumor en la columna vertebral 2 1 3
45 VE Tumor en la vejiga 1 6 7
46 DU Tumor en el duodeno 5 0 5
47 EB Tumor en el epitelio bucal 1 0 1
48 PAL | Tumor en el paladar 0 1 1
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49 UR Tumor de unién rectosigmoidea 0 1 1
50 ENCI | Tumor en la encia 0 1 1
51 VU Tumor en la vulva 1 0 1
52 TF Tumor en las trompas de falopio 1 0 1
53 MIO | Tumor en el miometrio 1 0 1
54 LEN | Tumor en la lengua 1 0 1
55 OR Tumor de la orofaringe 0 1 1
56 PERI | Tumor en el peritoneo 1 0 1
57 TIM | Tumor en el timo 0 1 1
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Anexo 4. Tipos de cancer reportados segin nimero total de casos en SOLCA

Tipos de cancer | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | Total
Tumores Piel y 10 | 18 | 18 | 11 | 8 | 23 | 16 | 23 | 24 | 35 | 32 | 29 | 44 | 25 | 45 | 41 | 32 | 31 | 57 | 522
Melanomas

Tumores 0 6 8 | 12 | 17 | 16 | 18 | 17 | 24 | 28 | 26 | 26 | 31 | 19 | 48 | 43 | 62 | 63 | 68 | 532
Mamarios

Tumores Cabeza y

Cuello (Tiroides,

Partiroides. 0 1 3 4 4 2 | 15 | 10 | 12 | 18 | 36 | 39 | 41 | 21 | 21 | 43 | 24 | 12 | 37 | 343
Submaxilar)

Tumores 10 | 6 8 9 5 9 5 5 | 11 | 28 | 36 | 13 | 28 | 25 | 31 | 33 | 24 | 32 | 52 | 370
Ginecoldgicos

Tumores Mixtos

(colon y 7 6 5 9 8 | 10 | 15 | 18 | 23 | 32 | 38 | 23 | 16 | 18 | 13 | 9 2 7 0 | 259
Estémago)

Tumores Linfoma 1 1 0 3 0 1 0 1 4 6 7 6 5 5 5 8 1 2 0 56
Tumores ol ol 2lo0olol 1] 1]o0olo|s | al2]o0ol1lol1]olo]| o] 17
Uroldgicos
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Anexo 5. Vias de sefializacion de dianas terapéuticas: A) Receptor de estrogeno (ESR1), B) Receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2), C)

Subunidad de laminina gamma 1 (LAMC1), D) Alfa serina / treonina-proteina quinasa (AKT1). Procedente de Perfetto et al., 2016.
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Anexo 6. Genes que interactlan con las dianas terapéuticas que intervienen en el proceso de
desarrollo del céncer de mama: Receptor de estrdgeno (ESR1), Receptor del factor de
crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2), Subunidad de laminina gamma 1 (LAMC1), Alfa serina
/ treonina-proteina quinasa (AKT1). Adaptado de Rodchenkov et al., 2020.
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Anexo 7. Proceso de elaboracién del medio de cultivo GIBCO DG44

Elaboracidn del medio de cultivo:

Se determind un proceso de elaboracidn del medio de cultivo para 1L de células CHO-DG44 en
una botella de vidrio de 5 L agitada orbitalmente. EI método es escalable y se puede realizar en
otros contenedores.

Materiales:

1. Células CHO-DG44 adaptadas al cultivo en suspensién libre de suero.

2. Botellas de vidrio cilindricas y cuadradas con volimenes nominales de 100 mL a5 L.

3. Medio ProCHOS5 sin I-glutamina, hipoxantina, timidina y rojo fenol.

4. Solucién roja de I-glutamina y fenol 50x. Una solucion de stock con 200 mM de
glutamina y 250 pg/mL de fenol rojo se hace disolviendo 29,23 g de glutamina y 250
mg de rojo fenol en 800 ml de agua. Después de la disolucién completa, el volumen se
ajusta a 1 L por adicion adicional de agua. La solucion es esterilizada por filtracion a
través de un filtro de tapa de botella Steritop de 0,2 um con un tamano del cuello de 45
mm La solucién se transfiere a tubos centrifugos estériles de 50 ml y se mantuvo
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congelado a -20 °C. Para cada litro de ProCHO5 medio, se afiade 20 ml de la solucion
de stock.

5. Solucion HT de 50%. Una solucion de stock se hace disolviendo 680 mg de hipoxantina
y 194 mg de timidina en 800 ml de agua. Después de la disolucién completa, el
volumen se ajusta a 1 L por adicion de agua. La solucion es esterilizada por filtracion y
congelacion como alicuotas como se explica en el anterior paso. Por cada litro de
ProCHO5 medio, se afiade 20 mL de la solucion stock.

6. Solucion de azul tripano (0,4%).

7. Botellas centrifugas de 500 ml.

8. Microscopio de contraste de fase invertida.

9. Centrifuga de mesa estandar.

10. Agitador orbital (modelo ISF-4-W con un didmetro de rotacion de 5 cm).

11. Cinta adhesiva de transferencia de doble cara. (Alves y Dobrowsky, 2017)

Meétodos:

1. Subcultivar las células CHO-DG44 cada 3-4 dias por inoculacién en medio ProCHO5
de 100 ml (cuando se utiliza para células cultivo, el medio contiene I-glutamina,
hipoxantina, timidina, y rojo fenol) en una botella de vidrio de forma cuadrada de 250
ml en una densidad celular inicial de 0,3 x 10° celulas /ml.

2. Determinar la densidad celular y la viabilidad mediante la tincion azul de Tripano
utilizando un hemocitémetro Neubauer y una fase invertida microscopio de contraste
(100x de aumento).

3. Después del recuento de células, transfiera 3 x 107 celulas a una centrifuga de mesa
con un tubo de 500ml durante 3 min.

4. Retirar el medio por aspiracion o decantacion. Re suspender el pellet celular en 10 mL

de medio ProCHOS5 y transferir a una botella de forma cuadrada de 250 ml que contiene
90 ml de precalentado ProCHOS5 medio. Conecte la botella a una plataforma montada
en un agitador orbital usar cinta adhesiva de transferencia de doble cara y agitar en 110
rpm a 37 °C en una atmosfera de 5% de CO2 sin humedad (Alves y Dobrowsky, 2017).

Anexo 8. Proceso de cromatografia de afinidad de proteina A

1.

2.

3.

Iniciacidn de la purificacién
e Equilibrar la columna con el bafer en un caudal de 2 mL/min durante 40 min.
e En el colector de fraccion, colocar tubos conicos de 15 ml para recolectar el
eludido de anticuerpos purificados.

Recoleccion de la muestra
e Afadir el liquido de cultivo celular de cosecha filtrado de 0,22 um a una jeringa
vacia de 12 ml.
e Colocar 10ml de muestra en el equipo de medicion.

Ejecucién del método de purificacion

e Equilibrar la columna con tres volimenes de columna (CV) de tampdn de
equilibrio a un caudal de 2 ml/min.

e Utilizar cuatro CV de 25 mM Tris con 1 M de NaCl a pH 7,5 para realizar un
lavado secundario con alto contenido de sal a un caudal de 2 mL/min.

e Después de la elucion neutralice inmediatamente la proteina purificada usando
1 M de base Tris a un pH de ~ 5.5. Medir la concentracion de proteina
utilizando un espectrofotometro UV-Vis a 280 nm y 260 nm y almacenar a 4
°C.
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Concentracion del anticuerpo purificado:

Anexo

Insertar filtros de 100 kDa en los tubos de la centrifuga. Centrifugar durante 10 min
Lavar los filtros con 500 pL de agua destilada, después invertir el filtro en un nuevo
tubo de centrifuga para centrifugar durante 2 min a 1.000 x y recoger la muestra
concentrada.

Determinar las concentraciones de la muestra utilizando un espectrofotometro UV-Vis
(Velugula-Yellela et al., 2019).

9. Andlisis de glicosilacion mediante espectrometria de masas

Utilizar una concentracion de anticuerpo de 2 mg/ml en un tampén de fosfato de sodio
neutro.

Diluir 7,5 puL de los anticuerpos con 15,3 uL de agua de grado LC-MS, luego
desnaturalizar utilizando 6 pL de surfactante al 5% apto para enzimas y MS a 90 °C
durante 3 min.

Enfriar por 3min, etiquetar los N-glicanos escindidos agregando 12 pL de reactivo de
marcado fluorescente disuelto en anhidrodimetilformamida (DMF) y esperar 5 min.
Colocar una placa de cromatografia de interaccion hidrofila (HILIC) en un colector
vacio.

Acondicionar los pozos con 200 uLL de agua, donde se ajusta el vacio para que el liquido
tarde 15-30 s en pasar a través de la resina.

Eludir los N-glicanos marcados con tampon de elucion SPE (3 eluciones de 30 uL cada
una) en los tubos de recogida, pipetear las muestras en viales de muestreador
automatico para preparese para el analisis de fluorescencia (FLR)-MS.

Almacenar a -80 °C durante al menos 1 mes. Guardar la placa HILIC dentro de un
desecador para su  posterior uso  (Velugula-Yellela et al., 2019)
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Anexo 10. Criterios de seleccién de parametros de produccion de anticuerpos monoclonales

Parametros
Articulo . - . . - .
cientifico Volumen Tiempos Rendimiento Titulo Densidad Costos Datos adicionales Referencia
Evaluacion de Fed-Batch: 3 dias en equipo 0,78 wiw 3g/L Densidad Costedela e« Capacidad de Klutz et al.,
costos de los 2000L multiuso celular mercancia produccién anual: 2016
procesos de y un dia cuando en 17,3*10” (6) ml para un 200 kg/API
produccion de equipo de un solo y una densidad cultivo feed e« Tiempo de
anticuerpos en uso. Después, se celular viable  batch: 59 produccién
diferentes modos opera durante 14 final de €/gmAb méaxima anual: 333
de operacion dias. 10,7*107(6) d/a
ml.

Economia del Capacidad de - - Cultivo de - Costo anual  *Produccion a gran Farid, 2007
proceso de produccion células de por paciente  escala: 10-100 s
fabricacién biorreactor: mamifero: puede kg/afo.
industrial de 20000L 5g/L. alcanzar *Tasa de
anticuerpos $35,000 para produccion anual:
monoclonales anticuerpos  250kg/afio

que tratan

afecciones de

cancer.
Disefio integrado Biorreactores La fermentacion se - - El cultivo se - Tasa de Badr et al.,
de procesos de  feed batch: desarroll6 durante sembro a partir produccion anual: 2021
fabricacién 2000L 14 dias de una solucion 200Kg/afio
biofarmacéutica: de 0,32*10"6
modos de celulas/ml.
operacion y

configuraciones
de proceso para
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la produccién de
anticuerpos
monoclonales

Ingenieria Biorreactor:  Tiempo de - 5g/L Concentracion - - Omasa et
celular y cultivo  10000L duplicacion: 14- de proteina al., 2010
de células de 23h sobrenadante

ovario de 10-20 mg/L

hamster chino

(CHO)

Alta densidad Biorreactor:  Tiempo de 4,49 de mAbs 2400mg/L Densidad - Pesos de células Wang, 1996
celular y alta 2L produccion total de celular maxima secas de muestras

produccion de mAWbs: 549h viable: 1,7x10" tomadas

anticuerpos (7) células/ml a453y549h

monoclonales a fueron 14,7y 12,3

través de un g/L

disefio medio y
control racional
en un biorreactor
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Anexo 11. Costo de equipos e insumos necesarios para la produccion

Concepto

Cantidad

Costo unitario

Costo total ($)

$)

Matraz de agitacion (Mycap CCX Cell 1 1200.00 1200.00
Culture) , ,
Biorreactor de tanque agitado Sartorius 1
(8L) 1 4000,00 4000,00
Biorreactor de tanque agitado Sartorius 2

1 25000,00 25000,00
(50L)
Biorreactor de tanque agitado Sartorius 3
(400L) 1 45000,00 45000,00
Biorreactor de tanque agitado Sartorius 4
(2000L) 1 80000,00 80000,00
Botellas de vidrio cilindricas 5 14.00 70.00
Botellas centrifugas 5 12,00 60,00
Centrifuga de mesa estandar (HETTICH
UN|VERSAL) 1 5718,00 5718,00
Microscopio Invertido de Contraste de
Fases 40X — 600X (AMSCOPE - USA) 1 3358.00 335800
Agitador orbital (modelo ISF-4-W) 1 1382,00 1382,00
Brand™ Camaras de recuento
Blaubrand™ Neubauer (Hemocitometro) 1 180,84 180,84
Mini Bioreactor System (1000ml) 1 2500,00 2500,00
Espectrofotometro UV-Vis 1 6510,05 6510,05
Tubos de centrifuga 10 15,88 158,80
Columna de proteina A 5 80,00 400,00
Resina Heparin HyperD® M 5 111,40 557,00
Embudo de vidrio de pOIiprOpiIeno 5 120.73 603.65
Embudo de separacién 3 96,26 288,78
Soporte de columnas de cromatografia

1 150,00 150,00
Secador 1 3550,00 3550,00
Filtro de vacio rotativo 1 6500,00 6500,00

Total (EPC) 180.687,12
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Anexo 12. Costo de reactivos bases empleados en el bioproceso

Componente Unidad Cantidad Costo unitario  Costo total

$) $)

Dihidrofolato reductasa (DHFR
Antibody (5B2)) uL 100 1,25 125,00
ProCHOTM 5 Protein-free CHO mL 1000 0.14 144.38
Medium ' '
Solucién roja de I-glutamina y
fenol 50x. mL 500 0,38 190,00
Solucion HT de 50x. mL 1000 0,05 53,40
Solucién de azul tripano (0,4%). mL 100 0,40 40,00
Trastuzumab (Herceptin) mg 150 4,15 622,24
Thermo Scientific™ Tris gr 1000 0,15 146,84
Invitrogen™ NaCl (5 M) mL 500 0,36 180,00
Fosfato de sodio Thermo
Scientific™ gr 1000 0,08 82,16
Dimethylformamide (DMF) mL 50 1,40 70,00
Tamp6n de elucion de 1gG
Pierce™, pH 2,0 mL 1000 0,10 104,15
CD DG44 Medium mL 1000 0,15 148,00
CHO DG44 Cells (Cgmp Banked)  cells/mL 106 1,32 140,00
PLURONIC F-68 mL 100 0,61 60,50
L-Glutamine 200mM mL 100 2,81 281,45

Total 2388,12

Anexo 13. Costo de reactivos para la produccion de 1,3kg de producto

Costo unitario

Componente Unidad Cantidad ) Costo total ($)

Dihidrofolato reductasa (DHFR

Antibody (5B2)) uL 10 1,25 12,50
ProCHOTM 5 Protein-free CHO mL 12 0,14 1,73
Medium

gglucmn roja de I-glutamina y fenol mL 150 0,38 57.00
Solucion HT de 50x. mL 450 0,05 24,03
Solucion de azul tripano (0,4%). mL 2 0,40 0,80
Trastuzumab (Herceptin) mg 4 4,15 16,59
Thermo Scientific™ Tris gr 5 0,15 0,73
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Invitrogen™ NaCl (5 M) mL 10 0,36 3,60
Fosfato de sodio Thermo
Scientific™ gr 5 0,08 0,41
Dimethylformamide (DMF) mL 12 1,40 16,80
Tampon de elucion de 1gG Pierce™, mL 10 0,10 1,04
pH 2,0
CD DG44 Medium mL 100 0,15 14,80
CHO DG44 Cells (Cgmp Banked) cells/mL 50 1,32 66,04
PLURONIC F-68 mL 10 0,61 6,05
L-Glutamine 200mM mL 10 2,81 28,15
Total 250,27
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