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REVISION

RESUMEN

La obtencion de productos biofarmacéuticos a partir de plantas transgénicas es un campo en evolucién en Cuba,
por lo que la elaboracién de pautas reguladoras que garanticen su calidad, seguridad y eficacia constituye un reto
para la Autoridad Reguladora de Medicamentos, el Centro para el Control Estatal de la Calidad de los Medicamentos,
CECMED. La metodologia para establecer las pautas reguladoras para estos productos se basé fundamentalmente
en la revisién del entorno legal y regulador internacional, la evaluaciéon del estado de desarrollo actual y prospectivo
de la tecnologia en Cuba, y en la comparacién de las diferentes etapas del proceso de obtencién de un producto
biotecnolégico en sistemas tradicionales de expresion y a partir de plantas transgénicas. La primera version del
documento normativo se comparé con las guias preliminares emitidas por otras autoridades reguladoras, como la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) y la Agencia Europea para la Evaluacién de Medicamentos
(EMEA) y la revisaron especialistas del CECMED y de la industria. Como resultado, se elaboré un proyecto de
regulacién, cuya aplicabilidad se comprob6é mediante la evaluacién de un tramite de registro de un producto
cubano obtenido utilizando esta tecnologia. Finalmente, se aprobé un documento normativo aplicable a proteinas
obtenidas de plantas genéticamente modificadas, valido también para la obtencién de vacunas comestibles y de
otros compuestos que no constituyan el principio activo.
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ABSTRACT

Methodology for guidelines development for biopharmaceuticals obtained from transgenic plants in Cuba.
Molecular farming is an evolving field in Cuba; therefore, establishing the guidelines guaranteeing the quality,
safety and efficacy of biopharmaceutical products is a challenge for the National Regulatory Agency (Center for
State Control on the Quality of Drugs; CECMED). The methodology to elaborate guidelines for this type of products
was mainly based on the revision of the legal and regulatory international framework, the evaluation of the current
and prospective developmental stage of the technology in Cuba and the comparative analysis among the manu-
facturing process steps of a biotechnological product obtained in traditional expression systems and that derived
from transgenic plants. A first draft of the regulatory document was compared to guidance drafts issued by other
regulatory agencies (such as FDA and EMEA) and extensively reviewed by CECMED specialists as well as by experts
of the local biotech industry. As a result, a regulation project was elaborated, and its applicability tested while the
assessment of an application for scientific advisory, related to product obtained by this technology. Finally, the
regulation was approved, being applicable for products generated in genetically modified plants. It is also valid for

edible vaccines and other compounds which do not constitute active pharmaceutical ingredients.
Keywords: transgenic plants, biopharmaceuticals, guidance, regulatory guidelines, CECMED

Introduccién

El interés por la utilizacion de plantas genéticamente
modificadas para la obtencion de moléculas farma-
colégicamente activas, ha cobrado auge en los tltimos
afios. Este incremento se debe a que la produccion de
ingredientes activos para medicamentos a partir de las
plantas transgénicas, ofrece maltiples ventajas, co-
mo la obtencién de una amplia gama de proteinas, la
reduccion considerable de los costos de inversion-
operacion y la minimizacion de los riesgos de con-
taminacion con agentes patégenos dafiinos para el
hombre [1].

Como todo sistema productor de moléculas far-
macoldégicamente activas, el proceso de obtencion de

. Autor de correspondencia

proteinas a partir de plantas genéticamente modifi-
cadas, debe cumplir pautas que garanticen la calidad,
seguridad y eficacia del producto. Las regulaciones que
norman el proceso de obtencion de productos biofar-
maceéuticos a partir de microrganismos y células de
mamiferos, pueden aplicarse a algunas etapas de esta
novedosa tecnologia; sin embargo, otras etapas quedan
al margen de estas normativas, debido a las caracteris-
ticas propias del sistema hospedero [2].

En Cuba se desarrollan investigaciones para obtener
productos biofarmacéuticos a partir de plantas trans-
génicas. La elaboracion de los lineamientos regulado-
res constituye un reto para la autoridad reguladora de

1. Twyman RM, Schillberg S, Fisher R.
Transgenic plants in the biopharmaceu-
tical market. Expert Op Emerg Drugs
2005;10(1):185-218.

2. CPMP/BWP/1711/00. Concept paper
on the development of a Committee for
Propietary Medicinal Products (CPMP)
points to consider on the use of transgenic
plants in the manufacture of biological
medicinal products for human use. 2001
march. [En linea] Disponible en: http://
www. emea.europa.eu/pdfs/human/bwp
171100en.pdf
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medicamentos (ARM), ya que alin no existen criterios
reguladores establecidos en este campo a escala inter-
nacional. Por esta razon, el Centro para el Control Es-
tatal de la Calidad de los Medicamentos (CECMED)),
como ARM de Cuba, ha desarrollado un trabajo para
el establecimiento de los principales aspectos que se
de-ben seguir al confeccionar la documentacion para el
registro de productos biofarmacéuticos obtenidos a
partir de plantas transgénicas, acorde con el desarrollo
alcanzado por la industria biotecnolégica-farmacéutica
cubana.

Estudio del entorno internacional-
nacional

La produccién de biomoéleculas farmacol6gicamen-
te activas mediante la utilizacidn de las plantas como
biorreactores, precisa un entorno regulador que garan-
tiza la proteccion de la salud humana. Solo ARMs
como laAdministracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA) de Estados Unidos y la Agencia Europea para
la Evaluacion de Medicamentos (EMEA) han emiti-
do documentos reguladores para estas producciones
[3, 4], los cuales se encuentran en fase de revision. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) celebré en
enero del 2005 una reunion de consulta para la eva-
luacion de vacunas, obtenidas a partir de plantas trans-
génicas para uso humano. En esa ocasion, participaron
expertos en este tema procedentes de la industria y
de las ARM. Como resultado, se emitio un documento
que resume los temas tratados, y en las conclusiones,
se incluyen aspectos importantes que se deben con-
siderar en un documento normativo [5].

Para nuestro trabajo fue necesario identificar las
instituciones cientificas cubanas vinculadas a dife-
rentes etapas del proceso de investigacién-desarrollo
de las plantas genéticamente modificadas (Tabla 1).
Los Centros de Ingenieria Genética y Biotecnologia
(CIGB) de Ciudad de La Habana, Sancti Spiritus y
Camagiey, asi como el Centro de Bioplantas de la
Universidad de Ciego de Avilay el Instituto de Biotec-
nologia de las Plantas, de Villa Clara, constituyen la
avanzada en el desarrollo de esta tecnologia. No
obstante, en la tabla 1 se incluyen otras instituciones
que aunque no tienen entre sus objetivos principales
la obtencidn de plantas transgénicas, se insertan en
etapas de evaluacion y/o introduccion, en dependen-
cia de su mision. Ello evidencia la colaboracién que
existe entre las instituciones cientificas cubanas.

Las lineas de trabajo en este sentido estan dirigidas
fundamentalmente a lograr la resistencia a herbicidas
y agentes patdgenos en cultivos de importancia para
el pais (boniato, pifia, cafia de azUcar, papa, tomate,
maiz, papaya, café, citricos, arroz y platano) [6]. Solo
los CIGB de Ciudad de La Habana y de Sancti Spiri-
tus poseen lineas de investigacion encaminadas a la
expresion de proteinas en plantas transgénicas para
utilizarlas en la industria biofarmacéutica como prin-
cipios activos o reactivos biolégicos. EI CIGB de Ciu-
dad de La Habana produce un anticuerpo monoclonal
a partir de plantas transgénicas del género Nicotiana
[7], para ser empleado en el proceso de obtencién del
ingrediente farmacéutico activo (IFA) de la vacuna He-
berbiovac-HB® (vacuna antihepatitis B recombinante).
Ademas, como parte de las proyecciones trazadas
dentro del Programa Nacional de Biotecnologia Agro-
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Tabla 1. Instituciones cubanas vinculadas a diferentes etapas del proceso de investigacion-

desarrollo de plantas modificadas genéticamente

Instituciones relacionadas con

Obtencién

Evaluacién - introduccion

« Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia .
(CIGB) de Ciudad de La Habana

« CIGB de Camaguey

« CIGB de Sancti Spiritus

« Centro de Bioplantas de la Universidad de

Ciego de Avila

Instituto de Biotecnologia de las Plantas de

Santa Clara

(INISAV)

Instituto de Investigacién de Horticultura Tropical
Liliana Dimitrova

Instituto Nacional de Ciencias Agricolas

Instituto de Investigaciones del Arroz

Instituto de Ciencias Agropecuarias

Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal

Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria
Instituto de Investigaciones Fundamentales en

Agricultura Tropical Alejandro de Humboldt

(INIVIT)

Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales

pecuaria [8], se encuentra la produccion de farmacos
y vacunas orales para seres humanos y animales,
utilizando métodos eficientes de transformacion
genética.

El Centro Nacional de Seguridad Biolégica, como
autoridad reguladora relacionada con la bioseguridad
ha establecido disposiciones legales que regulan el
uso, manipulacion, almacenamiento, transportacion,
importacion y exportacion de organismos genética-
mente modificados [9-12]. Sin embargo, se impone
desarrollar normativas relacionadas con los productos
biofarmacéuticos para uso humano, obtenidos con esta
tecnologia, para garantizar su calidad, seguridad y
eficacia.

Disefio de la propuesta reguladora

El disefio de la propuesta reguladora para los tramites
de registro de productos biofarmacéuticos obtenidos
por esta tecnologia, requirié en primer lugar, definir
la categoria legal del documento normativo que se de-
seaba elaborar. Para esto se analizaron los requerimien-
tos establecidos en el documento vigente “Requisitos
para las solicitudes de inscripcion, renovacioén y mo-
dificacién del Registro Sanitario de Medicamentos”
[13], en lo referente a los productos obtenidos por la
via del ADN recombinante. De este analisis se pudo
constatar que las pautas reguladoras en ese documen-
to resultaban insuficientes al tratar de aplicarlas a
productos bioldgicos obtenidos a partir de plantas trans-
génicas, particularmente en cuanto a la informacion
requerida sobre los sustratos celulares. Ademas, se
evidenci6 la necesidad de incorporar un capitulo in-
troductorio que ofreciera informacion general Util para
los solicitantes, un glosario, por el empleo de términos
especificos de esta tecnologia, y otros capitulos sobre
las exigencias reguladoras. En consecuencia con lo
establecido en la base documental organizativa del
CECMED, el documento legal que se pretendia ela-
borar adoptaria el formato de una regulacion para los
tramites de registro de productos biofarmacéuticos
obtenidos a partir de plantas transgénicas, como com-
plemento de los requisitos de registro vigentes.

Para la confeccion del documento se siguid lo esta-
blecido en el procedimiento normalizado de operacion
(PNO): “Metodologia para la elaboracion, aprobacion
y revision de regulaciones” del CECMED [14]; pero
los diferentes capitulos de contenido normativo se
establecieron a partir del analisis de las pautas del Do-
cumento Técnico Comun (CTD) [15], pero se vario el
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3. Food and Drugs Administration (FDA).
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5. World Health Organization (WHO).
Report: WHO informal consultation on
scientific basis for regulatory evaluation
of candidate human vaccines from plants
2005 jan. [En linea] Disponible en: http://
www.who.int/biologicalspublications/
meetings/areas/vaccines/plants/en/in
dex.html

6. Arrieta J, Torres V (editor-compilador).
Biotecnologia Habana 2005. Resumenes.
La Habana: Elfos Scientiae, 2005.

7. Pujol M, Ramirez NI, Ayala M, Gavilon-
do JV, Valdés R, Rodriguez M, et al. An
intregral approach towards a practical
application for a plant-made monoclonal
antibody in vaccine purification. Vaccine
2005;23:1333-7.

8. Borroto C, Pérez MC, Cornide MT, Pe-
ralta LE, Fernandez-Larrea O, Fundora Z,
et al. Programa Nacional de Biotecnologia
Agropecuaria. Programas Nacionales
Cientificos. [En linea] Disponible en: www.
geprop.cu

9. Centro Nacional de Seguridad Bio-
lé6gica (CNSB). Decreto ley 190 de la Se-
guridad Biolégica. [En linea] Disponible
en: www. medioambiente.cu/oregulatoria/
cnsb/legislacion/legislacion1.htm

10. Ministerio de Ciencia, Tecnologia y
Medioambiente (CITMA). Resolucién 8/
2000: “Reglamento general de seguridad
biolégica para las instalaciones en las que
se manipulan agentes biolégicos y sus
productos, organismos y fragmentos de
estos con informacién genética”.

11. Ministerio de Ciencia, Tecnologia y
Medioambiente (CITMA). Resolucién 76/
2000: “Reglamento para el otorgamiento
de las autorizaciones de seguridad bio-
légica”.
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orden de las secciones descritas en el Modulo 111 de
Calidad, para que estuviesen en correspondencia con
los requisitos de registro vigentes en Cuba.

Los requerimientos reguladores se establecieron
sobre la base de la identificacion de etapas criticas, a
partir de la comparacién entre los procesos de obten-
cion de productos biotecnoldgicos por la tecnologia
del ADN recombinante en plantas transgénicas y en
los sistemas hospederos tradicionales (microrganis-
mos y células superiores) (Figura 1). Las etapas criti-
cas, es decir, aquellas que deben ser controladas dentro
de criterios predeterminados para asegurar que el IFA
cumpla con las especificaciones de calidad [16], se
identificaron tomando como patrén las establecidas
en los procesos de obtencion de productos biol6gicos
a partir de microrganismos y células superiores, con-
siderando la similitud con respecto al objetivo final.
También se identificaron los pardmetros que se debian
controlar en todas las etapas del proceso, y se tuvieron
en cuenta otras variantes de esta tecnologia, como la
utilizacion de virus como vectores.

Debido a que al inicio de esta investigacion no exis-
tian normativas internacionales especificas para

Semipurificaciéon primario

Purificacién

Procesamiento

Purificacién

productos biofarmacéuticos a partir de plantas gené-
ticamente modificadas, se consultaron varios docu-
mentos normativos que sirvieron para la elaboracion
del nuestro, como normativas que regulan el proceso
de obtencidn de productos bioldgicos/biotecnolégi-
cos a partir de microorganismos y células superio-
res recombinantes [17-21]; normativas para productos
de origen natural, debido a que en esta tecnologia una
etapa transcurre en condiciones agricolas [22, 23];
normativas relacionadas con la introduccion de orga-
nismos genéticamente modificados y la proteccién del
medio ambiente [24] y otras establecidas para alimen-
tos transgénicos [25], por la posibilidad de utilizar los
frutos y/o vegetales de las plantas como sistemas de
liberacién de principios activos medicamentosos, las
llamadas “vacunas comestibles”.

Se compararon los requisitos elaborados con los
proyectos de regulaciones emitidos por FDA [3] y
EMEA [26], con el objetivo de compatibilizar crite-
rios, considerando la experiencia de estas autoridades
reguladoras, debido a su participacion en debates con
investigadores y especialistas de la industria vinculados
al temay a que la mayor parte de las investigaciones

Procesamiento
primario

Purificacién

Desarrollo Célula Explante vegetal Planta Gen de inferés
genético + L. + L. hospedera .
vector expresiéon vector expresion virus vegetal
Transformacién
Cultivo de tejidos
Cultivo-seleccién
Planta transgénica
. R
Material de Material g:i,e X
o) propagacion Virus
Sustrato celular propug?cllon vegetal recombinante
vegeta (no trangénico)
Bancos .
77777777777777777777777777 Bancos Bancos vegetales Bancos de virus
de células vegetales (no transgénicos) recombinante
q { J
- Fermentacién Siembra-cosecha Siembra- Inoculacion/  _ocecha
de produccién replicacién viral
A
A
A

Producto biolégico

de interés de interés

Sistemas tradicionales de expresiéon

Producto biolégico

Producto biolégico

Producto biolégico

de interés en > .
de interés

érgano comestible

B

Plantas como biorreactores

Figura 1. Comparacién de las etapas criticas del proceso de obtencién de productos biolégicos a partir de diferentes fuentes.
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Resolucién 168: “Requisitos para las so-
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dificacién en el registro de medicamentos
de uso humano” (anexos 5y 6) 2000 oct
4. [En linea] Disponible en: http://www.
cecmed.sld.cu/Docs/RegFarm/DRA/Lic
Prod/1992-2000/Reg/ReqSol_IRMR.pdf

14. Centro para el Control Estatal de la
Calidad de los Medicamentos (CECMED).
PNO 07.001: “Metodologia para la ela-
boracién, aprobacion y revisién de regu-
laciones”, Tra ed., 1995 nov 29.

15. ICH. M4Q: The CTD-Quality Gui-
dance for Industry 2001 aug. [En lineq]
Disponible en: http://www.ich.org/cache/
compo/276-254-1.html
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se han desarrollado en paises del primer mundo. Se
analizaron, ademas, los comentarios que hizo la
industria a la regulacion de la FDA, representada por
la Organizacion de la Industria Biotecnolégica (BIO)
[27] y las compafiias Monsanto [28], ProdiGene [29]
y Meristem Therapeutics [30].

En lafase de circulacion interna de la propuesta entre
los especialistas del CECMED, con el objetivo de ana-
lizar y determinar si la informacidn solicitada era
suficiente o si debian incluirse otros lineamientos, y asi
contribuir al mejoramiento de las ideas expresadas.
Como resultado, se modificaron algunos aspectos, para
elaborar el anteproyecto del documento normativo, que
se sometio a una fase de circulacion externa entre inves-
tigadores, especialistas del area productiva, especialis-
tas del grupo de Asuntos Regulatorios y directivos de
la Direccion Agropecuaria del CIGB de Ciudad de La
Habana. Luego de recibidos los comentarios, se proce-
di6 a la elaboracion del proyecto de regulacion.

Elaboracién del proyecto
de regulacién

El debate con la industria propicia un lenguaje comun,
de modo que las pautas trazadas estén acordes con la
realidad nacional y las tendencias internacionales. Los
sefialamientos mas relevantes estuvieron relacionados
con el alcance del documento, es decir, si la normativa
seria aplicable también a biomoléculas producidas para
ser utilizadas como reactivos; la necesidad de dedicar
un acapite a las vacunas comestibles y la necesidad de
incluir nuevos términos y definiciones mas apropiados.
Ademas, se comentd sobre el nimero de lotes necesario
para demostrar la consistencia y sobre los parametrso
de caracterizacion de los bancos vegetales, en especial,
sobre la determinacion de la carga microbioldgica.

Con estos aportes se elabor6 un proyecto, cuyo
alcance abarcaba todas las posibles vias de obtencién
de biofarmacos a partir de plantas genéticamente mo-
dificadas, y por ende, con nuevos acapites. Este pro-
yecto se circuld entre los especialistas del CECMED
y de otras instituciones, como el CIGB de Ciudad de
La Habana, el Instituto de Higiene y Sanidad de los
Alimentos, el Ministerio de la Agriculturay el Centro
Nacional de Seguridad Bioldgica. Simultaneamente se
aplico a la evaluacion de un tramite, para comprobar
su aplicabilidad.

Evaluacion preliminar del impacto
del proyecto

Con el objetivo de evaluar su impacto regulador y
metodoldgico, se utilizé el documento normativo como
guia en la evaluacion de un tramite de asesoria de
investigacion, relacionado con el uso alternativo de un
anticuerpo monoclonal, obtenido a partir de plantas
transgénicas del género Nicotiana, para la purificacion
del antigeno de superficie de la hepatitis B.

Este paso evidencié que el documento cumple el
objetivo regulador, pues incluye los principales as-
pectos relacionados con las etapas de produccion y
control de un producto obtenido a partir de plantas
transgénicas. En reuniones con el solicitante para ana-
lizar el tramite y en la informacion presentada, reque-
rida, como resultado de la evaluacion, se demostré que
el documento constituye una solucién reguladora
acorde con la realidad nacional.
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Elaboracion del documento final

Tras la evaluacion preliminar del impacto del proyecto
los comentarios de los expertos y los resultados de la
revision del estado del arte, se elabor6 el documento
normativo final que se presentaria para aprobacién
ante el Departamento de Aseguramiento de la Calidad,
cuya estructura se muestra en la tabla 2.En él se
compilan aspectos relacionados con las principales
preocupaciones identificadas durante la revision del
entorno internacional y nacional [31-37], generadas
como resultado de la obtencion de biofarmacos a par-
tir de plantas transgénicas:

a) Existencia de dos vias para lograr la expresion
de proteinas foraneas: integracion estable de transge-
nes en el genoma de la planta y expresion transitoria,
utilizando vectores virales de plantas.

b) Necesidad de establecer un sistema de bancos a
partir de estructuras de féacil reproduccion y conser-
vacion, por ejemplo semillas, que garantice la con-
sistencia de la produccién.

¢) Factores que influyen en el crecimiento y de-
sarrollo de las plantas, como el suelo, la irrigacion, la
fertilizacion, la incidencia de plagas, la iluminacién
solar y factores climaticos.

d) Medidas para evitar el flujo de polen'y semillas
hacia el medio ambiente y viceversa.

e) Medidas para minimizar los niveles de conta-
minacion con bacterias y hongos.

f) Vias de obtencion del compuesto de interés: ex-
traccion y purificacion a partir del material vegetal
cosechado o expresion en los 6rganos comestibles de
la planta.

g) Posibles diferencias estructurales y funcionales
de la proteina con respecto a la conformacion nativa,
especialmente en proteinas glicosiladas.

h) Presencia de contaminantes propios de la planta
(proteinas, ADN, alcaloides), del medio de cultivo
(metales pesados, restos de pesticidas, fertilizantes) e
impurezas relacionadas con el producto (agregados,
formas truncadas, formas modificadas).

i) Variabilidad en los niveles de expresion; cumpli-
miento de las especificaciones de calidad en los di-
ferentes lotes de produccion.

j) Presencia o incremento en los niveles existentes
de nuevos compuestos toxicos o de antinutrientes, en

Tabla 2. Contenido del documento normativo

Capitulo Contenido
1 Generalidades
2 Definiciones
3 Caracterizacién, esp ecificaciones y control de
materiales
4 Caracterizacién del com puesto de interés
5 Proceso de producciéon
5.1 Descripcién del proceso productivo
5.2 Control de pasos criticos e intermediarios
5.3 Validacion
5.4 Locales y equipamie nto
55 Evaluacién de la seguridad con relacién a agentes
adventicios

6 Especificaciones y control de la calidad del comp uesto
de interés

7 Consistencia del proceso de produccién

8 Estudios de estabilidad

9 Consideraciones especiales para vacunas comestibles
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