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Resumen

El CIGB-370 es un polipéptido recombinante antiangiogénico y antimetastási-
co in vitro y antiproliferativo in vivo en modelos de ratones xenotransplantados 
con células tumorales humanas. La respuesta de anticuerpos de esa biomo-
lécula bacteriana puede provocar reacciones adversas y alterar la eficacia del 
medicamento durante su estudio en seres humanos. Se realizó la validación 
de dos inmunoensayos escalonados, heterogéneos, con el CIGB-370 recu-
bierto directamente en la fase sólida y revelados con proteína A-peroxidasa: 
uno de pesquisaje y otro competitivo de confirmación de la especificidad. Con 
esos inmunoensayos se evaluaron retrospectivamente muestras de plasma de 
18 pacientes con cáncer que recibieron tres dosis de CIGB-370 (1,8; 3,7; 
y 6,1 mg/m2) endovenoso durante una hora, dos veces por semana durante 
cuatro semanas. Con los umbrales de corte fluctuantes de pesquisaje y de 
confirmación calculados, estos inmunoensayos detectaron anticuerpos anti-
CIGB-370 y no otros contaminantes del proceso, del producto o de la matriz 
biológica. Los coeficientes de variación intra e interanálisis de los inmunoen-
sayos fueron menores de 20%. La sensibilidad de esos inmunoensayos permi-
tió la detección de una prevalencia de los anticuerpos anti-CIGB-370 mayor 
del 82% con predominio de los pacientes con anticuerpos inducidos sobre 
los pacientes con anticuerpos preexistentes. Esta metodología escalonada de 
inmunoensayos con una adecuada sensibilidad, especificidad, selectividad y 
precisión detectó un aumento de la prevalencia de anticuerpos anti-CIGB-370 
en pacientes con cáncer tratados con el CIGB-370 con o sin modificaciones 
estructurales en un ensayo clínico inicial y favorece el estudio de la relevancia 
clínica de esos anticuerpos. 

Palabras clave: Antineoplásicos; Formación de anticuerpos; Enzimoinmu-
noanálisis; Estudios de validación

Validation of staggered enzyme immunoassays for the im-
munogenicity of anticancer drug CIGB-370 in early trials 

Abstract

The CIGB-370 recombinant polypeptide is antiangiogenic and antimetastatic 
in vitro and antiproliferative in vivo in xenograft mouse models with human 
tumor cells. The antibody response of this bacterial biomolecule can cause 
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Introducción 
El cáncer pertenece al grupo de enfermedades cró-

nicas no transmisibles que son la segunda causa de 
muerte a nivel mundial (1) y también en Cuba (2). Es 
la enfermedad que produce más años potenciales de 
vida perdidos en Cuba con 18,3 años/1000 habitantes 
de 1 a 74 años (2). En actualidad se están desarrollando 
medicamentos para combatir esta enfermedad, como 
las biomoléculas terapéuticas (BTP), que son polímeros 
de aminoácidos, hidratos de carbono o ácidos nucleicos 
con un tamaño molecular mayor que 1 a 3 kDa y que 
son sintetizados mediante microorganismos o células 

humanas o no humanas. Estos medicamentos, que no 
incluyen a las vacunas, tienen mayor potencial de desa-
rrollar una respuesta inmune que los medicamentos de 
moléculas más pequeñas (3). Esos anticuerpos pueden 
disminuir la eficacia mediante una alteración del perfil 
farmacocinético o farmacodinámico del medicamento 
o modificar su seguridad al causar efectos indeseables 
tales como reacciones de hipersensibilidad o anemias 
graves (4) (5) (6). Por esas razones es importante el es-
tudio de la inmunogenicidad de las BTP en el proceso 
de desarrollo de medicamentos. 

Los métodos bioanalíticos para el estudio de la in-
munogenicidad de las BTP incluyen: los inmunoen-

adverse reactions and alters the effectiveness of the drug during its study in humans. The validation 
of two tiered heterogeneous immunoassays with CIGB-370 coated directly on the solid phase and re-
vealed with protein A-peroxidase was performed. One was a screening immunoassay and the other was 
a competitive immunoassay confirming of specificity. With these immunoassays, plasma samples were 
evaluated. These samples were extracted in a retrospective clinical trial of 18 cancer patients who re-
ceived an infusion of three doses of CIGB-370 (1.8, 3.7, and 6.1 mg/m2) intravenously over 1 hour, 
twice in a week for 4 weeks. The calculated screening and confirmation cut-point were floating. These 
immunoassays detected antibodies to CIGB-370 and not to other contaminants of process or product or 
of human plasma. The intra- and inter-assay coefficients of variation of the immunoassays were less than 
20%. The sensitivity of these immunoassays allowed for the detection of a prevalence of anti CIGB-370 
antibodies higher than 82%. The prevalence of patients with induced antibodies was significantly higher 
than that of patients with pre-existing anti-CIGB-370 antibodies. This tiered immunoassay methodology 
with adequate specificity, sensitivity, selectivity and precision allows for the detection of anti-CIGB-370 
antibodies in cancer patients treated with CIGB-370 with or without structural modifications in an initial 
clinical trial and makes it possible to study clinical relevance of these antibodies. 

Keywords: Antineoplastic agents; Antibody formation; Immunoassay techniques; Validation study

Validação de ensaios imunoenzimáticos escalonados para determinar a imu-
nogenicidade do antineoplásico CIGB-370 em fase clínica inicial 

Resumo

O CIGB-370 é um polipeptídeo recombinante antiangiogênico e anti-metastático in vitro e antiprolifera-
tivo in vivo em modelos de ratos xenotransplantados com células tumorais humanas. A resposta de anti-
corpos dessa biomolécula bacteriana pode causar reações adversas e alterar a eficácia do medicamento 
durante o seu estudo em seres humanos. Foram validados dois imunoensaios escalonados, heterogêneos, 
por etapas, com o CIGB-370 revestido diretamente na fase sólida e revelados com proteína A-peroxidase: 
um ensaio de pesquisa e um ensaio de confirmação da especificidade competitiva. Com esses imunoen-
saios foram avaliadas retrospectivamente amostras de plasma de 18 doentes com câncer que receberam 
três doses de CIGB-370 (1,8, 3,7 e 6,1 mg/m2) endovenoso durante uma hora, duas vezes por semana, 
durante quatro semanas. Com os limiares de interrupção flutuante e de confirmação calculados, estes 
imunoensaios detectaram anticorpos anti-CIGB-370 e não outros contaminantes do processo, do produto 
ou da matriz biológica. Os coeficientes de variação intra e inter-ensaio dos imunoensaios foram inferio-
res a 20%. A sensibilidade destes imunoensaios permitiu a deteção de uma prevalência dos anticorpos 
anti-CIGB-370 superior a 82% com predomínio dos doentes com anticorpos induzidos sobre doentes 
com anticorpos pré-existentes. Esta metodología escalonada de imunoensaios com uma adequada sen-
sibilidade, especificidade, seletividade e precisão detectou um aumento da prevalência de anticorpos 
anti-CIGB-370 em doentes com câncer tratados com o CIGB-370 com ou sem modificações estruturais 
em um ensaio clínico inicial e favorece o estudo da relevância clínica destes anticorpos.

Palavras-chave: Antineoplásicos; Formação de anticorpos; Ensaio imunoenzimático; Estudo de validação
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sayos en fase sólida y en fase soluble, las resonancias 
plasmáticas de superficie, los ensayos de citotoxicidad, 
la reacción en cadena de la polimerasa inmune y la 
captura inmune con la espectrometría de masa y la 
cromatografía líquida (7) (8) (9). Los métodos más 
frecuentemente usados en la detección de anticuer-
pos contra la mayoría de las BTP son los enzimoinmu-
noanálisis (EIA) en fase sólida, porque son robustos, 
sensibles y compatibles con reactivos genéricos, ins-
trumentos y equipamientos ya disponibles en muchos 
laboratorios (7) (10). 

Se ha realizado con EIA el estudio de la inmuno-
genicidad del antineoplásico asparaginasa de origen 
bacteriano obtenido por vía recombinante (140 kDa, 
Medac®, Alemania), que se emplea en pacientes con 
leucemia linfoblástica aguda (11). Este grupo de investi-
gación ha tenido experiencia en estudiar la inmunoge-
nicidad de la estreptoquinasa recombinante expresada 
en Escherichia coli (43 kDa, Heberkinasa®, Cuba) y de la 
estreptoquinasa natural de origen bacteriano (Strepta-
se, Alemania) en el tratamiento del infarto de miocardio 
agudo por vía endovenosa, en pacientes de un ensayo 
clínico en fase III mediante un EIA en la detección de 
inmunoglobulina G (IgG) (12) y después en la trombo-
sis hemorroidal aguda, donde hubo una disminución en 
la respuesta de anticuerpos cuando se administró por 
vía rectal (13). El CIGB-370 es una BTP polipeptídica de 
origen bacteriano recombinante de 26 kDa expresada 
en Escherichia coli, con actividad antiangiogénica y an-
timetastásica in vitro y antiproliferativa in vivo en rato-
nes inmunodeprimidos xenotransplantados con células 
tumorales humanas (14). También mediante EIA, este 
candidato terapéutico fue evaluado en su inmunogeni-
cidad en ratones BALB/c (15) que recibieron por vía 
subcutánea 8 administraciones en días alternos de las 
dosis de 27 y 114 mg/m2 de CIGB-370. El 65,6% de esos 
animales a los 15 días de tratamiento desarrollaron títu-
los de IgG entre 1/100 y 1/5000.

El objetivo de la detección y caracterización de an-
ticuerpos contra la BTP es encontrar correlaciones en-
tre la inmunogenicidad y los eventos clínicos. Por esta 
razón, los métodos bioanalíticos deben ser adecuada-
mente desarrollados y validados. La validación es un 
proceso de investigaciones de laboratorio para la verifi-
cación de que ese método detectará consistentemente 
y de manera reproducible cantidades suficientemente 
bajas de anticuerpos específicos con respecto al BTP, 
en una matriz biológica compleja como es el plasma. 
Como un simple análisis no puede suministrar toda la 
información necesaria en el perfil de inmunogenici-
dad de una BTP, se aplica una estrategia escalonada 
con tres ensayos: pesquisaje, confirmatorio y de carac-
terización (títulos, isotipos, afinidad y neutralización) 
de los anticuerpos (4) (6). En este trabajo se describe 
la validación de una estrategia escalonada para deter-
minación de los anticuerpos anti-CIGB-370 en plasma: 

un primer EIA de pesquisaje para determinar anticuer-
pos anti-CIGB-370 (IgG, IgA e IgM mediante un conju-
gado de proteína A peroxidasa) y un segundo EIA de 
inhibición para la confirmación de la especificidad de 
esos anticuerpos anti-CIGB-370. Por último, con esos 
dos EIA se evaluaron retrospectivamente las muestras 
de pacientes cancerosos tratados con el CIGB-370. 

Materiales y Métodos

Análisis inmunoinformático del CIGB-370 para 
el reconocimiento de epítopos de linfocitos B y 
epítopos de linfocitos T, detección de similitud 
estructural con proteínas endógenas humanas 
y de animales de experimentación y estudio de 
alergenos 

La secuencia aminoacídica del CIGB-370 se extien-
de desde la serina 230 (S230) a la valina 487 (V487) del 
dominio carboxilo terminal de la metaloproteasa se-
rralisina p50 (PRZN-SERMA, EC 3.4.24.20, de 50 kDa) 
de la bacteria Serratia marcescens según la base de datos 
del Centro Nacional de Información Biotecnológica de 
Estados Unidos de América (EE.UU.). En esa base de 
datos también se realizó el estudio de similitud estructu-
ral con proteínas no redundantes endógenas humanas 
y de animales de experimentación con los programas: 
BLAST (siglas en inglés de herramientas de investiga-
ción de alineamiento local básico) y CD-search (siglas 
en inglés de investigación de dominios conservados) 
donde se consideraron los parámetros predetermina-
dos (16). La identificación de epítopos lineales de cé-
lulas B y epítopos de células T se realizó mediante la 
Base de Datos de Epítopos Inmunes (17), con las herra-
mientas de predicción de antígenos de Kolaskar & Ton-
gaonkar, de accesibilidad de superficie de Emini y de 
eliminación de la inmunogenicidad (Deimmunization). 
En esta última herramienta se predice la eliminación de 
epítopos de células T mediante reingeniería de proteí-
nas terapéuticas. En las dos primeras herramientas de 
predicción para epítopos lineales de células B se consi-
deró el valor umbral de corte predeterminado igual a 
1,000. El estudio combinado de los epítopos lineales y 
conformacionales de células B del CIGB-370 se realizó 
en el programa Ellipro (18) a partir de su estructura tri-
dimensional predicha en el programa SWISS MODEL 
(19) que usó como molde la estructura tridimensional 
más actual de la proteína serralisina p50 (20). A través 
del programa Algpred 2.0 se hizo la predicción de pro-
teínas alergénicas a través de una aproximación híbrida 
de tres métodos: el algoritmo de aprendizaje de máqui-
na, la identificación emergente y con clases de motivos 
en secuencias biológicas y la investigación basada en 
BLAST y el reconocimiento de epítopos IgE (21).
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pleados en la liofilización de la formulación final sin 
CIGB-370, se reconstituyó en igual volumen que el 
CIGB-370f. Las proteínas contaminantes del hospeda-
dor (Escherichia coli cepa W3110) se obtuvieron a partir 
de bacterias transformadas con el plásmido que no con-
tenía el gen que codifica para la BTP: pTrcHisA (CIGB, 
La Habana, Cuba) y se purificaron de manera similar al 
CIGB-370i, pero sin realizar los pasos cromatográficos 
de intercambios iónicos. La serralisina p50 fue utilizada 
para la obtención del control positivo de anticuerpos 
policlonales antiserralisina p50 en conejo (CP) median-
te la inmunización con adyuvante completo e incom-
pleto de Freund (Sigma, St Louis, EE.UU.) (25). La 
purificación de los anticuerpos del suero de uno de los 
conejos mediante cromatografía de afinidad con pro-
teína A presentó una pureza de 97,5% en electroforesis 
de gel de poliacrilamida y dodecil sulfato de sodio (26). 
Se cumplieron los principios éticos universales para la 
experimentación en animales de laboratorio y se contó 
con la aprobación del protocolo de investigación por 
el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales 
de Experimentación del CIGB (27). Todos los reactivos 
anteriores se alicuotaron para evitar los ciclos de conge-
lación-descongelación y se conservaron a -45 °C. 

Metodología escalonada de enzimoinmunoanálisis 
para la detección de anticuerpos anti-CIGB-370 
en plasma 

Optimización del recubrimiento del enzimoinmunoa-
nálisis de pequisaje de anticuerpos anti-CIGB-370 
(primer escalón)

El EIA de pesquisaje fue indirecto, heterogéneo y 
no competitivo. Brevemente, las placas de microtitula-
ción de 96 pozos de fondo plano PolySorp y MaxiSorp 
(Nunc, Thermo Scientific, Nueva York, EE.UU.) se re-
cubrieron con 10 µg (100 µL/pozo) del polipéptido re-
combinante CIGB-370i y CIGB-370f diluido en el tam-
pón fosfato salino (TFS) 0,15 M pH 7,2 y se incubaron 
por 16 h a 4  ºC. Después se les realizaron tres lavados con 
una solución de Tween-20 al 0,05% (v/v). Posteriormen-
te, a las placas se les aplicaron 200 µL/pozo del tampón 
de bloqueo de TFS con leche descremada (Pronadisa, 
Madrid, España) 3% (m/v), Tween-20 0,05% (v/v) 
durante 1 h a 37  ºC y se lavaron cuatro veces con la 
solución de lavado. El CP se añadió a diferentes con-
centraciones diluido en el tampón de bloqueo y en la 
mezcla de plasma de donantes de sangre al 2,5% (v/v) 
concentración final. Las muestras de los pacientes, de 
los donantes de sangre y el CN se diluyeron 1/40, que es 
la mínima dilución que requiere el plasma para dismi-
nuir su interferencia. Al final se aplicaron 100 µL/pozo 
por duplicado de esas muestras a la placa de microtitu-
lación. Las placas se incubaron durante 1 h a 37 ºC y 
posteriormente se lavaron cuatro veces con la solución 

Reactivos 

Muestras de plasma de donantes de sangre y de 
pacientes con cáncer 

Las muestras de plasma en citrato fosfato dextrosa 
de ocho donantes del banco de sangre del Hemocen-
tro de CIMEQ (La Habana, Cuba) se unieron en partes 
iguales, se mezclaron y se filtraron por papel de filtro 
(Whatman 3M, EE.UU.) y fueron los controles negati-
vos (CN) de anticuerpos anti-CIGB-370. Se recogieron 
muestras de sangre venosa con un tubo Vacutainer 
con ácido etilendiamintetracético (BD Vacutainer, Ply-
mouth, Reino Unido) en diferentes tiempos: antes del 
tratamiento, y a las 2, 3, 4, 5 y 8 semanas de 18 pacientes 
enfermos de cáncer que participaron en el ensayo clí-
nico dosis-respuesta multicéntrico fase I de tratamien-
to con el candidato terapéutico CIGB-370 desde 2016 
hasta 2017. Esos pacientes recibieron una infusión de 
tres dosis de CIGB-370: 1,85 mg/m2; 3,7 mg/m2 y 6,1 
mg/m2 endovenoso durante una hora, dos veces a la 
semana durante cuatro semanas. Se tuvieron en cuenta 
los principios enunciados en la Declaración de Helsinki 
para la evaluación de seres humanos como sujetos de in-
vestigación y la aprobación por los Comités de Ética de 
las instituciones participantes (22). Los procedimientos 
realizados fueron posteriores a la obtención del consen-
timiento informado de los pacientes y se preservó de-
bidamente la privacidad de ellos. Todas las muestras se 
alicuotaron y se conservaron a -20 ºC. Se usaron con 4 
ciclos de congelación y descongelación como máximo. 
Después de cada descongelación las muestras fueron 
homogeneizadas y centrifugadas a 4000 x g durante 10 
min antes de usar en el inmunoensayo. 

Obtención de antígenos y anticuerpos 

Los antígenos serralisina p50 (14), el CIGB-370 (23), 
las proteínas contaminantes de la cepa W3110 de Esche-
richia coli y los anticuerpos policlonales antiserralisina 
p50 en conejo fueron suministrados por el departamen-
to de Desarrollo (CIGB de La Habana, Cuba). Breve-
mente, el CIGB-370 se obtuvo como ingrediente farma-
céutico activo (CIGB-370i) a partir de la solubilización 
de los cuerpos de inclusión en el citoplasma de las célu-
las hospedadoras, su renaturalización con detergentes 
y calcio y la ulterior purificación por cromatografías de 
intercambio aniónico y catiónico (24). Ese CIGB-370i 
se obtuvo con una pureza de 96% en electroforesis en 
gel de poliacrilamida. Al CIGB-370i se le añadieron al-
gunos aditivos (un hidrato de carbono simple y un ami-
noácido) para la liofilización en su formulación final y 
se conservó a 4 °C. Para la realización de este trabajo el 
CIGB-370 liofilizado se reconstituyó en agua destilada 
para una concentración de 1 mg/mL (CIGB-370f). El 
excipiente, formado por el tampón y los aditivos em-
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de lavado. A continuación se añadieron 100 µL/pozo 
de la solución de proteína A conjugada con peroxidasa 
(CIGB de Sancti Spiritus, Cuba) diluida 1/64 000 en el 
tampón de bloqueo y las placas se incubaron 1 h a 37 ºC. 
Después de lavar las placas cuatro veces con la solución 
de lavado, la reacción enzimática fue desarrollada con 
1,2 mg de tetrametilbencidina (Sigma-Aldrich, Saint 
Louis, EE.UU.) disuelta en 100 µL de dimetilsulfóxi-
do, que se añadió a 12 mL de tampón citrato fosfato 
0,29 M pH 5,5 y 12 µL de peróxido de hidrógeno al 
30% v/v (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EE.UU.) y se apli-
caron 100 µL por pozo. A los 10 minutos de esa reac-
ción en la placa de microtitulación protegida de la luz, 
se aplicaron 50 µL de ácido sulfúrico 2 M para detener 
la reacción. Finalmente, se leyó la absorbancia a 450 nm 
en el lector de placas de microtitulación SUMA PR0621 
(TecnoSuma SA, La Habana, Cuba). Se calculó la razón 
de absorbancias del CP/CN y las absorbancias del CN 
como los dos parámetros a estudiar en la validación de 
este inmunoensayo. Los reactivos no especificados eran 
de calidad analítica (Merck, Darmstadt, Alemania).

EIA de confirmación de la especificidad (segundo 
escalón) y de titulación (tercer escalón) de anti-
cuerpos anti-CIGB-370 en plasma humano

Este EIA es igual al descripto anteriormente, ex-
cepto que las muestras de los pacientes y de los do-
nantes de sangre y los CN y los CP se preincubaron 
con una concentración en exceso de CIGB-370 en el 
diluyente en solución a 37 ºC durante 1 h. Luego, las 
muestras con y sin CIGB-370 añadido se aplicaron 100 
µL/pozo por duplicado en la placa de microtitulación 
recubierta y bloqueada y se incubaron durante 1 h a 
37 ºC. El resto del protocolo se siguió igual tal como 
fuera descripto anteriormente. Se calculó el porcentaje 
de inhibición=inhibición= 100x [1-(absorbancia de la 
muestra con la BTP añadida/absorbancia de la mues-
tra sin la BTP añadida)]. 

La concentración del CP a partir de la cual se pro-
duce una meseta en la curva dosis-respuesta de las con-
centraciones del analito vs. la absorbancia en el inmu-
noensayo constituye el CP alto. El EIA de titulación fue 
similar al inmunoensayo de pesquisaje antes descripto, 
pero en este caso se realizaron diluciones del CP alto 
1/40, 1/120, 1/360, 1/1080, 1/3240 y 1/9720 y se apli-
caron por duplicado en el diluyente de la muestra. Los 
títulos de interpolación son la recíproca de la mayor 
dilución de las muestras o de los CP que producen 
una absorbancia igual al umbral de corte. Los títulos 
fueron calculados a partir de la interpolación de la 
recta de mejor ajuste de un modelo de regresión li-
neal calculado por el método de cuadrados mínimos 
entre las absorbancias y el logaritmo decimal de la re-
cíproca de las diluciones en serie del CP alto a nivel 
del umbral de corte de pesquisaje. 

Validación de los inmunoensayos enzimáticos de 
pesquisaje, de confirmación y de titulación 

En la confirmación del funcionamiento confiable y 
preciso de esa metodología de determinación de anti-
cuerpos anti-BTP se tuvieron en cuenta las recomenda-
ciones internacionales de inmunoensayos cuasi cuanti-
tativos como son: la determinación del umbral de corte 
fluctuante de pesquisaje y confirmatorio, la sensibilidad 
analítica y el efecto gancho, la especificidad analítica y 
la selectividad analítica, la precisión de los inmunoen-
sayos de pesquisaje, de confirmación y titulación y los 
criterios de aceptación de los controles de aprovecha-
miento del sistema (4) (5) (6) (7). 

El umbral de corte de pesquisaje y confirmatorio fue 
calculado en los siguientes pasos: a) se realizaron de 3 
a 6 inmunoensayos de pesquisajes y de confirmación en 
una misma corrida en días diferentes; b) se investigó si 
la distribución de frecuencias de las absorbancias (in-
munoensayo de pesquisaje) o porcentajes de inhibición 
(inmunonensayo de confirmación) de las muestras de 
individuos sin recibir tratamiento con la BTP en cada 
uno de los inmunoensayos fue normal; c) se realizó la 
evaluación de los valores extremos por el método esta-
dístico de Grubbs de las absorbancias o los porcentajes 
de inhibición de las muestras de individuos sin recibir 
tratamiento con la BTP en cada uno de los inmunoen-
sayos; si se detectaban esos valores se descartaban y se 
verificaba nuevamente que la distribución de frecuen-
cias de los datos fuera normal; d) se calculó el umbral 
de corte de cada uno de los ensayos con la fórmula: 
media + t n-1, α x desviación estándar (DE) de las absor-
bancias o de los porcentajes de inhibición de las mues-
tras de individuos sin recibir tratamiento con la BTP en 
cada uno de los inmunoensayos. La media corresponde 
al promedio aritmético. La letra t corresponde al pará-
metro de la distribución t de Student con un nivel de 
significación (α) de 0,05 (inmunoensayo de pesquisaje) 
y 0,01 (inmunoensayo de confirmación); n-1, grados de 
libertad para un número de observaciones (n); e) se 
comparó la media y la DE de las absorbancias y de los 
porcentajes de inhibición de las muestras de individuos 
sin recibir tratamiento con la BTP en cada uno de los 
inmunoensayos por las pruebas estadísticas ANOVA de 
una sola vía y la prueba de Bartlett, respectivamente. En 
este estudio las medias de las absorbancias y los porcen-
tajes de inhibición de los inmunoensayos de pesquisajes 
y confirmatorios fueron diferentes y las DE iguales, por 
lo que se determinó un umbral de corte fluctuante; f) 
se demostró una alta correlación entre la media de las 
absorbancias de las muestras negativas para anticuerpos 
anti-CIGB-370 de individuos sin recibir tratamiento con 
la BTP y el promedio de las absorbancias del CN en 
varias corridas de los inmunoensayos; g) se calculó un 
factor de normalización aditivo a partir de la sustrac-
ción al umbral de corte promedio ponderado, la media 
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ponderada de las absorbancias o de los porcentajes de 
inhibición del CN de cada uno de esos inmunoensayos; 
h) al promedio del CN de cada inmunoensayo se le adi-
cionó el factor de normalización aditivo de pesquisaje o 
confirmatorio y se obtuvo el umbral de corte fluctuante 
de cada tipo de inmunoensayo.

La sensibilidad analítica se obtuvo construyendo una 
curva de calibración de CP (desde 4000 ng/mL a 3,5 
ng/mL) con diluciones seriadas al medio hasta que 
bordeara el umbral de corte de pesquisaje en al menos 
tres corridas independientes realizadas por un analista 
y leída en un equipo. Luego, se extrapoló la recta de 
mejor ajuste de un modelo de regresión lineal calcula-
do por el método de cuadrados mínimos entre las ab-
sorbancias y el logaritmo decimal de las concentracio-
nes de esa curva patrón a nivel del umbral de corte de 
pesquisaje. La sensibilidad, con un 95% de certeza, se 
estimó a partir de la media de la sensibilidad analítica 
de cada ensayo + t (0,05; n-1) x DE. 

La concentración del analito del CP bajo corres-
pondió al promedio de la sensibilidad analítica de tres 
ensayos + t (0,01; n-1) x DE. Este CP bajo y el CP alto 
se diluyeron en la mezcla de plasma de donantes de 
sangre, se alicuotaron y se conservaron a -20 °C. Para 
analizar el efecto gancho se evaluaron concentraciones 
de anticuerpos superiores al CP alto diluido 1/40 (16, 
32 y 128 µg/mL) que pudieran producir un resultado 
falsamente negativo. 

La especificidad analítica se estudió en un inmu-
noensayo de inhibición donde en el paso de las mues-
tras, al CP alto y al CN diluido 1/40 en el tampón dilu-
yente se le añadieron diferentes concentraciones (100; 
10; 1; 0,1; 0,01; y 0,001 µg/mL) del CIGB-370i y CIGB-
370f y del excipiente o albúmina sérica humana (Sigma-
Aldrich, EE.UU.) y sin ninguna molécula añadida; se 
preincubaron durante 1 h a 37 °C y luego se aplicaron 
a la placa de microtitulación. Se siguió el resto de los 
pasos como se describiera anteriormente. En otro ex-
perimento, a concentraciones de anticuerpos anti-BTP 
superiores al CP alto exploradas en el efecto gancho, 
se le añadieron las concentraciones del CIGB-370 que 
pudieran inhibir su absorbancia. 

En la selectividad analítica se midió la interferencia 
debida a la BTP en estudio y a los componentes del plas-
ma mediante un EIA de inhibición, donde al CP bajo 
y al CN se les añadieron diferentes concentraciones de 
CIGB-370f: 3200; 800; 200; 50; 12,5; 3,1 y 0 ng/mL y de 
las proteínas contaminantes del hospedador, en las 
mismas concentraciones ya mencionadas, para explo-
rar la interferencia de la BTP. Se preincubaron 1 h 
a 37 °C y luego se aplicaron a la placa de microtitu-
lación recubierta con el CIGB-370 y se continuó con 
el resto de los pasos como se describiera. La selecti-
vidad analítica relacionada con la interferencia de la 
matriz biológica se estudió en el inmunoensayo de 
inhibición cuando a la concentración del CP alto se le 

añadió el plasma de un paciente enfermo de cáncer, 
el plasma de siete donantes de sangre, la mezcla de 
plasma de donantes de sangre (CN) y el diluyente de 
las muestras.

Para la precisión de los inmunoensayos de pesqui-
saje y de confirmación, los CN, CP alto y CP bajo fue-
ron probados en tres días diferentes por un analista 
en un solo instrumento de lectura. Cada placa incluía 
tres lotes independientes de los controles. Se calculó la 
media, la DE y el coeficiente de variación de la razón 
de absorbancias del CP alto/CN y del CP bajo/CN y 
las absorbancias del CN para el EIA de pesquisaje y de 
los porcentajes de inhibición del CP alto, CP bajo y CN 
para el EIA de confirmación de la especificidad. A los 
resultados de precisión intra e interanálisis de cada uno 
de los controles se le fijó un índice de falla de 1% para 
determinar los criterios de aceptación de los controles: 
de una cola para el CN (promedio de las absorbancias 
o de los porcentajes de inhibición + t(0,01; n-1) x DE) y de 
dos colas para la razón de absorbancias o porcentaje de 
inhibición del CP alto/CN y del CP bajo/CN (promedio 
de las razones de absorbancias o de los porcentajes de 
inhibición de los controles ± t(0,005; n-1) x DE). Se calculó 
el coeficiente de ventana factor Z´= 1-[(3 x DECPalto+3 x 
DECN)/(mediaCPalto - mediaCN)], a partir de las DE y las 
medias de las absorbancias o de los porcentajes de inhi-
bición del CP alto y del CN (28). 

La precisión de la titulación del CP alto en el EIA 
de pesquisaje se realizó en tres lotes diferentes en 
tres ensayos diferentes (con un total de ocho deter-
minaciones). Se calculó la media, la DE y el coefi-
ciente de variación de los títulos del CP alto. A partir 
de esas determinaciones se calculó la razón mínima 
significativa (RMS) de un aumento estadísticamente 
suficiente de los títulos, después con respecto a an-
tes de recibir el tratamiento con la BTP, mediante la 
fórmula RMS= 10t(n-1; 0,05) x√DEg, donde DEg es la des-
viación estándar global que incluye la variación intra e 
interanálisis (29). 

Evaluación retrospectiva de muestras de pacientes 
tratados con el CIGB-370 para la determinación 
de anticuerpos anti-CIGB-370

Las muestras de los pacientes se evaluaron primero 
en el EIA de pesquisaje como reactivas y negativas y 
luego, las muestras reactivas como positivas y negativas 
en el EIA de confirmación de la especificidad. En am-
bos inmunoanálisis las razones de absorbancias del CP 
alto/CN y CP bajo/CN y los porcentajes de inhibición 
de los CP alto y CP bajo cayeron en el intervalo de acep-
tabilidad de cada uno de esos controles (Tabla I). Las 
muestras con resultados negativos antes y después del 
tratamiento fueron consideradas de pacientes con una 
respuesta inmune negativa. Si esas muestras negativas 
dieron positivas después de tratamiento, fueron de pa-
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cientes con una respuesta inmune inducida. Las mues-
tras que dieron positivas antes del tratamiento y luego 
dieron negativas fueron de pacientes con una respuesta 
inmune reducida. Un último caso fue: si las muestras 
dieron positivas antes y después del tratamiento fueron 
de pacientes con una respuesta inmune preexistente 
no modificada. Las muestras se diluyeron 1/40, 1/120, 
1/360 y 1/1080. A las muestras no se les realizó la deter-
minación de los títulos de anticuerpos por no disponer-
se del volumen suficiente. 

Cálculo estadístico

En la comparación de dos muestras independientes 
se aplicó una prueba t de Student si se cumplía con una 
distribución normal. De lo contratrio, se realizó una 
prueba U de Mann Whitney. En la comparación de dos 
muestras dependientes se aplicó una prueba t de Student 
pareada si se cumplía con una distribución normal. De lo 
contrario, se realizó una prueba de los rangos con signo 
de Wilcoxon. En la comparación de varias muestras se 
aplicó una ANOVA de una sola vía como prueba para-
métrica y un análisis de Kruskal-Wallis como prueba no 
paramétrica con sus pruebas de comparación múltiple 
de Tukey y de Dunn, respectivamente. Las pruebas de 
homogeneidad de varianzas de Fisher y de Bartlett se 

realizaron para la comparación de dos grupos y varios 
grupos de muestras, respectivamente. Para determinar si 
la distribución de la frecuencia de los datos era normal 
se realizó la prueba de Shapiro-Wilk. Se buscó la existen-
cia de valores extremos en los datos por la prueba de 
Grubbs. En la asociación de datos paramétricos de varia-
bles continuas se empleó el coeficiente de correlación 
de momento-producto de Pearson (r) y el coeficiente 
de determinación (R2). Todos esos análisis estadísticos 
se realizaron con el paquete estadístico GraphPad Prism 
versión 6.0 para Windows (GraphPad Software Inc., La 
Jolla California, EE.UU.). Se consideró como significa-
tiva en las pruebas de hipótesis de dos colas una p<0,05. 
La recolección y organización de los datos se realizó en 
el programa Microsoft Excel (Windows 2007, EE.UU.). 
En ese programa se preparó una hoja de cálculo que 
permitió la determinación de la recta de mejor ajuste de 
dos variables continuas (Aseguramiento de la Calidad 
del CIGB, Habana, Cuba). El promedio ponderado se 
calculó mediante la suma de los productos de cada pro-
medio parcial por el número correspondiente de obser-
vaciones dividido por el número total de las observacio-
nes en varios grupos. La comparación de varios grupos 
de muestras sobre una variable nominal se realizó con 
una prueba de Chi cuadrado (χ2) para una tabla de con-
tingencia múltiple. Se determinó la potencia estadística 

Tabla I. Resumen de los parámetros de validación de los enzimoinmunoanálisis de pesquisaje y confirmación
de la especificidad de anticuerpos anti-CIGB-370 en plasma humano 

Parámetros de validación Variables
Enzimoinmunoanálisis 

Pesquisaje Confirmatorio

Umbral de corte fluctuante  abs, n=3 % inhib, n=6

  udc pond 0,095 46

CN pond 0,081 19

  FN 0,014 27

Sensibilidad analítica (95% de consistencia) anti-BTP (ng/mL) n=4  n=4

 
en plasma 2749 2791

 en diluyente 68,7 69,8

Precisión intraanálisis Controles razón de abs CP/CN (% CV) n=3 % inhib (% CV) n=4

CPa (160 µg/mL) 18,3 (11,1) 94,8 (0,4)

CPb (4,7 µg/mL) 1,8 (4,6) 50,8 (3,7)

Precisión interanálisis Controles razón de abs CP/CN (% CV) n=3 % inhib (% CV) n=3

CPa (160 µg/mL) 16 (12,8) 94,3 (0,9)

CPb (4,7 µg/mL) 1,5 (19,9) 54,9 (16,1)

Intervalos de aceptabilidad (99% de consistencia) Controles razón de abs CP/CN n=13 % inhib n=12

CPa (160 µg/mL) 6,3-23,9 89,2- 96,2

  CPb (4,7 µg/mL) 0,5-3,4 21,5-78,3

abs: absorbancia; anti-BTP: concentración de anticuerpos antiserralisina p50; CN: control negativo; CP (a y b): control positivo (alto y bajo); FN: factor 
de normalización aditivo; n: número de observaciones; % CV: porcentaje de coeficiente de variación; % inhib: porcentaje de inhibición; pond: ponderado; 

udc: umbral de corte.
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(1-β) mediante el paquete estadístico G*Power versión 
3.1.9.4 (Universidad Kiel, Alemania). La prevalencia de 
esos anticuerpos se determinó con la división del núme-
ro de sujetos positivos para esos anticuerpos entre el nú-
mero de sujetos evaluables en ese período, multiplicado 
por 100 (%). 

Resultados

Análisis epitópico de linfocitos B y de linfocitos T 
del CIGB-370, su reactividad cruzada con proteí-
nas endógenas humanas y de animales de experi-
mentación y su característica alergénica 

Se identificaron 17 regiones probables de ser epíto-
pos de células B por los métodos basados en la secuen-
cia aminoacídica del CIGB-370: 10 epítopos por el 
método de predicción de antígeno  

 7 epítopos por el método 
de accesibilidad superficial (Y3-G11, A35-D43, F48-G53, 
T59-Q64, Y84-F97, W178-G185 y F194-S200). En el método 
ElliPro para la predicción de epítopos conformacio-
nales y lineales de células B basado en la estructura 
tridimensional del CIGB-370 se identificaron 9 regio-
nes epitópicas lineales (M1-L22, D24-T44, F48-D55, S58-
V66, W71-N76, F182-D187, N195-V227, N233-D241 y G248-D255). 
Solamente dos regiones probables de ser epítopos li-
neales de células B fueron solapados por los tres mé-
todos de predicción: M1-T44 y S58-A70 y cuatro regio-
nes fueron solapadas por dos métodos de predicción: 
F48-D55, F97- G102, W178- D187 y F194- D241 (Fig. 1). Por 
el método ElliPro se predijeron 4 regiones epitópicas 
discontinuas de células B: una de 4 residuos aminoa-
cídicos (con un índice epitópico: 0,938); la segunda 
con 36 residuos (0,744); la tercera con 76 (0,655); y la 
cuarta con 28 (0,625). El sitio activo antiproliferativo y 
antiangiogénico del CIGB-370 (G42-S61; Fig. 1) fue re-
conocido por el análisis de epítopos lineales de células 
B (M1-T44, F48-D55 y S58-A70) y por el análisis de epíto-
pos conformacionales de células B de la tercera región 
epitópica donde se reconocen aminoácidos que for-

man parte de la región central primaria (4 aminoaci-
dos en N51-L57), y de los bordes de las regiones secun-
darias extendidas aminoterminal (6 aminoácidos en 
G42-S50;) y carboxiloterminal (4 aminoácidos, S58-S61) 
de ese sitio activo (30). Se identificó una región en la 
secuencia primaria del CIGB-370 probable de ser un 
epítopo de células T: A158-A172 (Fig. 1). No se encontró 
reconocimiento significativo con proteínas endógenas 
de seres humanos (Homo sapiens), de ratón (Mus mus-
culus) y de conejo (Oryctolagus cuniculus). El dominio 
C terminal de la proteína serralisina de la bacteria 
Serratia marcescens (CIGB-370) tuvo similitud en el pa-
trón aminoacídico con la toxina enterohemolisina de 
la bacteria Escherichia coli. Ambas presentaron motivos 
estructurales de unión de calcio y pueden provenir 
de un ancestro común en la evolución molecular. El 
CIGB-370 presentó una probabilidad muy baja de ser 
una proteína alergénica y de poseer epítopos de IgE. 

Optimización del recubrimiento del CIGB-370 en 
los enzimoinmunoanálisis de detección de anti-
cuerpos anti-CIGB-370 en plasma

El BTP CIGB-370i, cuando se recubre en placa Maxi-
Sorp, produce una menor razón de absorbancias del 
CP/CN que cuando se recubre en la placa PolySorp 
(Fig. 2A). La biomolécula de CIGB-370i, cuando se re-
cubre en placa MaxiSorp, produce mayores absorban-
cias del CN que cuando se recubre en la placa PolySorp 
(Fig. 2B). Esos resultados se repitieron con el recubri-
miento con CIGB-370f en este inmunoensayo. La placa 
PolySorp se utilizó en los restantes experimentos de op-
timización y validación de estos inmunoensayos de eva-
luación de anticuerpos anti-CIGB-370. En la compara-
ción de los recubrimientos con esas dos preparaciones 
del CIGB-370 en la placa PolySorp; el recubrimiento del 
CIGB-370i presentó iguales absorbancias del CN que el 
CIGB-370f (Mann-Whitney U=6; n=4; p=0,657). El recu-
brimiento de CIGB-370i presentó menores razones de 
absorbancias del CP/CN que el CIGB-370f (U=21, n=6, 
p=0,03), por lo que se decidió realizar el recubrimiento 
con el CIGB-370f en el resto de los experimentos de 
validación del ensayo. 	

Figura 1. Estudio inmunoinformático de epítopos lineales de linfocitos B (en negritas y subrayado) y los epítopos 
de linfocitos T (azul) en la secuencia aminoacídica del CIGB-370 y su sitio activo (con región central primaria 

en amarillo y las regiones secundarias extendidas en verde)
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Validación de los inmunoensayos de pesquisaje y 
de confirmación de la especificidad de anticuerpos 
anti-CIGB-370

Determinación del umbral de corte fluctuante de 
pesquisaje y confirmatorio

Para determinar ese umbral de corte en los EIA de 
pesquisaje y de confirmación se evaluaron 8 muestras de 
donantes de sangre y 18 muestras de pacientes con cán-
cer sin recibir tratamiento con CIGB-370. Las muestras 
que dieron por encima o igual al promedio de las absor-
bancias del CN +2xDE en el EIA de pesquisaje fueron 
consideradas reactivas y, por debajo de esa absorbancia, 
negativas. Las muestras reactivas fueron evaluadas en el 
EIA de confirmación de la especificidad. Aquellas que 
tuvieron un valor mayor o igual que el promedio de los 

porcentajes de inhibición del CN +2xDE fueron consi-
deradas positivas y las que tuvieron un menor porcen-
taje de inhibición fueron consideradas negativas. Las 
muestras negativas por los inmunoensayos de pesquisa-
je y de confirmación fueron 7 de 8 donantes de sangre y 
14 de 18 de pacientes de cáncer sin recibir tratamiento 
con CIGB-370. Luego se demostró que no había dife-
rencias significativas entre la medias (t=0,906; n1=14; 
n2=22; p=0,371) y las varianzas (F=1,58, n1=14; n2=22; 
p=0,4) de las absorbancias de las muestras de donantes 
de sangre con respecto a las muestras de pacientes con 
cáncer negativas para anticuerpos anti-CIGB-370 en el 
inmunoensayo de pesquisaje. Por lo que las muestras 
de enfermos de cáncer y de donantes de sangre presen-
taron un umbral de corte similar (29) y, por otro lado, 
no fue posible calcular el umbral de corte a partir de 
las muestras antes del tratamiento de cada paciente por 

Figura 2. Comparación del recubrimiento del CIGB-370 en las placas de microtitulación MaxiSorp y PoliSorp de un 
enzimoinmunoanálisis de pesquisaje de anticuerpos anti-CIGB-370 en plasma humano a través de la razón de absor-
bancias del control positivo/control negativo (CP/CN) en la Figura 2A y las absorbancias a 450 nm del control negativo 
(CN) en la Figura 2B. Las barras representan la media aritmética más el intervalo de confianza del 95%. Los asteriscos 
representan diferentes niveles de significación estadística (*, p<0,05; **, p<0,01 y ***, p<0,001) de una prueba t 
de Student de comparación de medias aritméticas de dos grupos independientes (A: t=-20,5; n=8 y B: t=19,8; n=8)
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tener algunos de ellos anticuerpos anti-CIGB-370 pre-
existentes (29) (31). Finalmente, debido a la disponibi-
lidad de un volumen suficiente de plasma de muestras 
de 7 donantes de sangre y de un paciente enfermo de 
cáncer, esas muestras se emplearon para determinar el 
umbral de corte de ambos EIA. 

En seis ensayos de pesquisaje realizados con las absor-
bancias de esas muestras todas tuvieron una distribución 
normal de frecuencias por la prueba de Shapiro Wilk; un 
valor extremo en tres muestras negativas de tres ensayos y 
un valor residual se descartaron del resto del análisis. Sin 
embargo, los porcentajes de inhibición de las muestras 
negativas para anticuerpos anti-CIGB-370 en seis ensayos 
confirmatorios independientes cumplieron con una dis-
tribución normal en escala lineal y sin valores extremos. 
Existieron diferencias significativas en la medias de las ab-
sorbancias de esas muestras en cuatro ensayos de pesqui-
saje por la ANOVA de una vía (F(3, 49)=47,0; p<0,0001). 
La prueba de homogeneidad de varianza de Bartlett no 
tuvo diferencias significativas entre las DE [estadígrafo 
Bartlett (corregido)=4,21; p=0,24]. Las medias de los 
porcentajes de inhibición de las muestras negativas tu-
vieron diferencias significativas entre los diferentes en-
sayos de confirmación [F(5,81)=3,11; p=0,012]. Sin em-
bargo, las DE no variaron entre los ensayos [estadígrafo 
de Bartlett (corregido)=8,05; p=0,15], por lo que en am-
bos ensayos se decidió calcular un umbral de corte fluc-
tuante. Existió una asociación alta entre el promedio de 
las muestras negativas de anticuerpos de individuos sin 
recibir tratamiento con el CIGB-370 y el promedio de 
las absorbancias del CN preparado con una mezcla de 
ocho muestras de donantes de sangre (R2=0,93; r=0,96; 
n=4; p=0,03) y entre esas muestras negativas y el CN pre-
parado con tres muestras (DS4, DS5 y DS8) de donantes 
de sangre (R2=0,99; r=0,99; n=4; p=0,006). Esta última 
correlación fue más alta; a tal punto que ese nuevo CN 
explica el 99% de la variación del promedio de las ab-
sorbancias de las muestras negativas de donantes de 
sangre y un enfermo de cáncer. También ese nuevo CN 
preparado se utilizó en la evaluación de las muestras de 
los pacientes con cáncer en el ensayo de confirmación 
donde existió una asociación alta entre el promedio de 
los porcentajes de inhibición del nuevo CN preparado 
con esas tres muestras de donantes de sangre y el pro-
medio de los porcentajes de inhibición de las muestras 
negativas para anticuerpos anti-CIGB-370 (R2=0,992; 
r=0,996; n=6; p<0,0001). A partir del umbral de corte 
ponderado y el promedio ponderado de las absorban-
cias del CN se calculó el factor de normalización aditi-
vo de los inmunoensayos de pesquisaje y confirmatorio 
(Tabla I). 

Sensibilidad analítica y efecto gancho

La sensibilidad de los inmunoensayos de pesquisajes 
y confirmatorios con un 95% de consistencia (Tabla I) 

no tuvieron diferencias significativas (Mann Whitney 
U=8; n=4; p>0,99). El efecto gancho se exploró a con-
centraciones 30 veces mayores que el CP alto y no se 
obtuvo una disminución o desaparición de la señal de 
absorbancia que pudiera generar un falso negativo en 
el inmunoensayo de pesquisaje de esos anticuerpos. 
También, a esa concentración de anticuerpos (128 µg/
mL) se demostró que una concentración de CIGB-370f 
mayor o igual a 35 µg/mL en solución, era suficiente 
para inhibir las absorbancias de muestras de pacientes 
que tuvieran esas altas concentraciones de anticuerpos 
en el EIA de confirmación de la especificidad de los 
anticuerpos anti-BTP. La concentración de anticuerpos 
antiserralisina p50 del CP alto fue 160 µg/mL y la del 
CP bajo, 4,7 µg/mL en plasma humano. 

Especificidad y selectividad analítica

El CIGB-370i, el CIGB-370f y el excipiente se com-
pararon en sus características de inhibir la absorbancia 
del CP alto y el CN en un inmunoensayo de inhibición 
(Fig. 3). Existió inhibición específica de los anticuerpos 
anti-CIGB-370 del CP alto por ambas preparaciones del 
CIGB-370 y no ocurrió así con el excipiente ni con la al-
búmina sérica humana (en otro experimento) cuando 
se añadieron al CP alto. 

En la selectividad analítica relacionada con la inter-
ferencia del BTP se produjo una disminución de la ab-
sorbancia del CP bajo por debajo del umbral de corte 
a partir 50 ng/mL de ClGB-370 en el inmunoensayo. 
Por esto, la tolerancia de este EIA fue de 12,5 ng/mL 
de CIGB-370 en el diluyente y de 500 ng/mL en el plas-
ma, donde la concentración del BTP en solución toda-
vía generó un resultado positivo. Sin embargo, las con-
centraciones aplicadas de proteínas contaminantes del 
hospedador no disminuyeron las absorbancias del CP 
bajo por debajo del umbral de corte de pesquisaje. Am-
bas proteínas, cuando son aplicadas en solución al CN, 
no aumentan sus absorbancias por encima del umbral 
de corte de pesquisaje. En la selectividad analítica rela-
cionada con la interferencia de otros componentes de 
la matriz biológica se demostró que los recobrados de 
las absorbancias del CP alto en diferentes muestras de 
plasma, mezcla de plasmas y en el diluyente, se encon-
traban entre 90,5 y 116,7%. Esto confirmó la adecuada 
selección de la mínima dilución requerida del plasma 
y la ausencia de un efecto bloqueante de proteínas de 
la matriz biológica sobre el fondo de absorbancias del 
ensayo mayor que el diluyente de las muestras. 

Precisión intra e interanálisis de los enzimoinmu-
noanálisis de pesquisaje y de confirmación

Los inmunoensayos de pesquisaje y de confirmación 
para la determinación de anticuerpos anti-CIGB-370 
presentaron coeficientes de variación intra e interaná-
lisis por debajo del 20% (Tabla I), igual que los coefi-
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cientes de variación intraanálisis (3,5%) e interanálisis 
(15,8%) de los títulos de anticuerpos del CP alto (de 
2515 a 2743) en los inmunoensayos de titulación (n=3). 
Los coeficientes de ventana (factor Z´) estuvieron en-
tre 0,5 y 1 en cinco inmunoensayos de pesquisaje [con 
una media de 0,82 y un intervalo de confianza del 95% 
(IC95%) de 0,69 a 0,95] y cinco inmunoensayos de 
confirmación (0,87 con un IC95%: 0,8; 0,94), lo cual 
indica que son ensayos con un adecuado rango dinámi-
co y una aceptable variabilidad para realizar sus funcio-
nes. La RMS entre los títulos posteriores con respecto 
a antes del tratamiento, para detectar la presencia de 
anticuerpos inducidos en las muestras con anticuerpos 
preexistentes en el EIA de titulación, fue 2,9. 

Evaluación retrospectiva de muestras de pacien-
tes tratados con el CIGB-370 mediante los enzi-
moinmunoanálisis validados 

Se evaluaron 72 muestras de plasma de 18 pacien-
tes con cáncer tratados con el CIGB-370 en un ensa-
yo clínico en fase I. Hubo dos sujetos a los que se les 
tomaron muestras en la línea base, pero no hubo una 
determinación posterior al tratamiento: PC12 y PC15. 
El resultado de anticuerpos de esos pacientes se tuvo en 
cuenta en el cálculo de la prevalencia de anticuerpos 

preexistentes y el resultado positivo del PC15 se incluyó 
en el estado de los anticuerpos (3). En el inmunoensa-
yo de pesquisaje se detectaron 63 muestras reactivas y 9 
muestras negativas. En el inmunoensayo confirmatorio 
se diagnosticaron 39 muestras positivas para anticuer-
pos anti-CIGB-370 y 24 negativas. Se detectó un total de 
33 muestras negativas para esos anticuerpos entre los 
dos inmunoensayos. La prevalencia global de pacien-
tes positivos para anticuerpos anti-CIGB-370 [82,3%; 
IC 95% (56%, 96%); n=17; p<0,00001; 1-beta=1] fue 
significativamente mayor que la prevalencia de pacien-
tes negativos para esos anticuerpos (17,7%). De las 
muestras positivas para esos anticuerpos, los pacientes 
con anticuerpos inducidos [59%; IC95% (33%, 81%); 
n=17; p=0,0045; 1-beta=0,89] fueron significativamente 
más frecuentes que los pacientes con anticuerpos pre-
existentes (23%). Las prevalencia parcial antes del tra-
tamiento fue 22,2%. Las prevalencias parciales después 
del tratamiento oscilaron entre 46,6% y 77,8% desde 
la segunda y la octava semana, sin diferencias significa-
tivas entre ellas. Todas esas prevalencias parciales pos-
tratamiento se diferenciaron significativamente de las 
determinaciones antes del tratamiento (c2=13,5; grados 
de libertad=5; p=0,04). Esos dos últimos hallazgos indi-
can que el tratamiento con el CIGB-370 en pacientes 
cancerosos aumenta la prevalencia de esos anticuerpos 

Figura 3. Comparación de los porcentajes de inhibición de la absorbancia del control positivo (marcadores sólidos 
y líneas continuas) y del control negativo (marcadores sin rellenos y líneas discontinuas) al agregar el ingrediente 
farmacéutico activo (rombo), la formulación final de CIGB-370 (cuadrado), excipiente (triángulo) en un enzimoinmu-
noanálisis de confirmación de la especificidad de anticuerpos anti-CIGB-370 en plasma humano. Los asteriscos repre-
sentan diferentes niveles de significación estadística (*; p<0,05; **, p<0,01 y ***, p<0,001) de una prueba ANOVA 

[F (5,30)=884; p<0,001] de una sola vía y una prueba de comparación múltiple de Tukey.
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anti-BTP. La frecuencia de pacientes con anticuerpos 
preexistentes anti-CIGB-370 no fue significativamente 
diferente de la frecuencia de donantes de sangre con 
esos anticuerpos (12,5%, n=8). 

La mediana de tiempo de desarrollo de anticuerpos 
fue 2,5 semanas con un rango intercuartil entre 2 y 3 
semanas de los sujetos con anticuerpos inducidos. La 
mediana de la cantidad de dosis en la que aparecieron 
los anticuerpos inducidos fue 3 dosis de la BTP con un 
rango intercuartil entre 2 y 4 dosis. Esta cinética de an-
ticuerpos anti-CIGB-370 puede ayudar a optimizar el es-
quema de toma de muestras en estudios posteriores (3).

Los principales eventos adversos informados para 
las dosis estudiadas del CIGB-370 fueron: vómitos, 
náuseas, diarrea, epigastralgia, fiebre y cefalea de in-
tensidad leve y resolución espontánea. No se encontró 
asociación de estos síntomas con la presencia de anti-
cuerpos anti-CIGB-370 en los pacientes. No hubo reac-
ciones adversas agudas como anafilaxia, síndrome de 
liberación de citoquinas ni reacciones de infusión en 
ninguno de los pacientes tratados. Los eventos adversos 
de intensidad grave estuvieron relacionados con la pro-
gresión de la enfermedad de base y no con la adminis-
tración del CIGB-370.

Discusión y Conclusiones 

Los EIA fueron la tecnología empleada para deter-
minar anticuerpos anti-BTP en forma escalonada en 
esta primera fase clínica del estudio de tratamiento 
con el CIGB-370. De esos inmunoensayos se obtuvieron 
dos reactivos: el CP de anticuerpos anti-CIGB-370 en 
el conejo, que es un animal de experimentación cuyos 
anticuerpos tienen alta afinidad por la proteína A, y el 
conjugado de proteína A peroxidasa, que puede unirse 
en el mismo paso de revelado al CP en conejos como a 
las inmunoglobulinas humanas. Ese conjugado permite 
aumentar la detección de diferentes clases y subclases 
de las inmunoglobulinas humanas con buena afinidad: 
IgG1, IgG2, IgG4, IgA2 y con menor afinidad la IgM (32). 

A estos métodos inmunoenzimáticos se les plantean 
tres desventajas: el enmascaramiento de epítopos del 
BTP cuando es absorbido directamente en la fase só-
lida, la presencia de fondos inespecíficos y el aumento 
del número de lavados que produce una pérdida en la 
detección de anticuerpos de baja afinidad (6). Para el 
primer aspecto se estudió el recubrimiento del CIGB-
370 en dos tipos de fases sólidas bien caracterizadas: 
las placas de microtitulación Maxisorp y Polysorp. El 
recubrimiento del CIGB-370f y CIGB-370i fue mejor en 
Polysorp que en Maxisorp, tanto por tener una mayor 
razón de absorbancias del CP/CN como una menor ab-
sorbancia del CN. En la placa Polysorp se favorece la 
unión de proteínas y péptidos con predominio de los 
residuos de aminoácidos hidrofóbicos sobre los hidro-

fílicos en su estructura y en la placa Maxisorp se favo-
rece lo contrario (33). Este hecho sugiere la existencia 
de un mayor predominio de los residuos hidrofóbicos 
sobre los hidrofílicos en la estructura del CIGB-370 de 
ambas preparaciones en su unión a la placa Polysorp. 
El CIGB-370f en la unión a la placa de microtitulación 
de Polysorp tuvo mayor razón de absorbancias del CP/
CN e igual absorbancia del CN que el CIGB-370i. Tam-
bién las muestras de pacientes positivas para anticuer-
pos anti-CIGB-370 tuvieron significativamente mayores 
absorbancias en el recubrimiento con CIGB-370f que 
con el CIGB-370i y las muestras negativas para esos anti-
cuerpos tuvieron iguales absorbancias con ambos recu-
brimientos (datos no mostrados). Lo anterior sugiere 
que las moléculas de hidratos de carbono de la formula-
ción final interactúan mejor con las moléculas de agua 
mediante los puentes de hidrógeno y el CIGB-370, con 
sus residuos hidrofóbicos, puede absorberse mejor en 
la fase sólida. Ambas preparaciones de CIGB-370 tienen 
igual exposición epitópica debido a que no se lograron 
diferencias significativas en los porcentaje de inhibición 
de esas dos preparaciones sobre el CP alto y el CN en el 
inmunoensayo de confirmación de la especificidad de 
los anticuerpos anti-CIGB-370. Las proteínas de la leche 
descremada del tampón de bloqueo y diluyente de las 
muestras se unieron bien en la fase sólida y no mostra-
ron reactividad cruzada inesperada con el reactivo de 
detección y, conjuntamente con el detergente y el nú-
mero de lavados, disminuyeron los fondos inespecíficos 
(34). Se logró bajar el fondo inespecífico hasta valores 
de absorbancia menores de 0,1 y al mismo tiempo man-
tener una buena razón de absorbancias del CP/CN y un 
adecuado coeficiente de ventana (factor Z´).

La sensibilidad analítica da una comprensión global 
de cómo el inmunoensayo se desempeña, favorece la 
determinación de la concentración de anticuerpos anti-
BTP que tiene el CP bajo y permite la comparación de 
varios métodos para determinar anticuerpos anti-BTP 
(7) (8) (31). El resultado de ese parámetro depende de 
la población de anticuerpos policlonales anti-BTP del 
CP y de cómo se obtuvo ese control. Durante la estan-
darización de los EIA con una fase sólida recubierta con 
CIGB-370i, los CP antiserralisina p50 para una misma 
concentración proteica generaron significativamente 
mayores absorbancias que los CP anti-CIGB-370 (datos 
no mostrados). Estos CP tienen una mezcla heterogé-
nea de inmunoglobulinas de diferentes clases y subcla-
ses con diferentes afinidades y valencias en su unión a 
diferentes epítopos del antígeno para formar un com-
plejo estable (avidez) y ninguno representa todo el es-
pectro de la respuesta inmune humoral observada en 
cada uno de los sujetos tratados con la BTP. El CP anti-
serralisina p50 seleccionado influyó en la concentración 
necesaria de CIGB-370 para inhibir su absorbancia en el 
inmunoensayo de confirmación. Esas concentraciones 
fueron iguales o mayores que 35 µg/mL, pero en ensayos 
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de otros autores fueron menores, como 3 µg/mL (35) 
o 10 µg/mL (36). La existencia de muestras falsamente 
negativas debidas a un exceso de anticuerpos anti-BTP 
(efecto gancho), también depende de la mezcla de an-
ticuerpos del CP y no se obtuvieron cuando se aplica-
ron concentraciones de anticuerpos de ese control tres 
veces mayores que una respuesta específica esperada 
del 10% de las concentraciones plasmáticas fisiológicas 
de IgG (12 mg/mL), IgA (3 mg/mL) e IgM (1,5 mg/
mL) en los pacientes tratados (37). Además, para evitar 
ese efecto gancho se realizaron dos o más diluciones de 
las muestras de plasma de cada paciente. La aplicación 
del mismo formato del EIA de pesquisaje y de confir-
mación garantizó que ambos métodos tuvieran igual 
sensibilidad y que el CP bajo en ambos inmunoensayos 
presentara coeficientes de variación intra e interanálisis 
adecuados y un intervalo de aceptación de los CP por 
encima del umbral de corte de pesquisaje y de confir-
mación (31).

Esa sensibilidad analítica permitió la detección de 
una prevalencia de anticuerpos anti-CIGB-370 mayor 
del 82% en los pacientes tratados con la BTP. Esto con-
cuerda con los resultados de los métodos inmunoinfor-
máticos empleados que predijeron algunas regiones 
proteicas probables de ser epítopos de linfocitos B o T y 
pueden servir de guía a los investigadores en su búsque-
da de epítopos verdaderos (17). La existencia de una 
prevalencia de anticuerpos antes de recibir tratamiento 
con la BTP (mayor de un 20%) parece estar relaciona-
da con el contacto de esos pacientes y un donante de 
sangre con antígenos ambientales que comparten simi-
litud estructural con la BTP y es menos probable que 
sea hacia proteínas homólogas endógenas humanas 
con dominios de similitud estructural, según el resulta-
do del estudio inmunoinformático.

Un aspecto a favor de los EIA indirectos y tipo puen-
te es la alta tolerancia a la presencia de la BTP en plas-
ma (6) (7) (8) (31). Los estudios de interferencia de la 
BTP demostraron que la tolerancia del inmunoensayo 
fue de 500 ng/mL de CIGB-370 disuelto en plasma hu-
mano. Por esto, la toma de las muestras del ensayo clíni-
co para el estudio retrospectivo de la inmunogenicidad 
se realizó antes de la aplicación endovenosa de la próxi-
ma dosis de CIGB-370 con un intervalo entre dosis de 
72 h. Las concentraciones plasmáticas del CIGB-370 a 
dos veces su tiempo de vida media (62,3 h) administra-
do por vía endovenosa a 9 mg/m2 fueron menores de 
460 ng/mL en un estudio farmacocinético preclínico 
realizado en ratones BALB/c y C57BL6 (38).

Este candidato bioterapéutico está en su primera 
fase clínica de desarrollo donde se evaluó su seguridad. 
Se encontraron reacciones adversas ligeras gastrointes-
tinales que sugieren estudios de la determinación de 
IgA en etapas posteriores. No se esperan riesgos de in-
munogenicidad graves para los sujetos a los que se les 
indicará la BTP. Según el análisis inmunoinformático 

el CIGB-370 arrojó una escasa probabilidad de provo-
car una reacción autoinmune o alérgica, debida a no 
tener similitud con proteínas endógenas y a no ser una 
proteína alergénica ni tener epítopos IgE en un progra-
ma con una exactitud predictiva mayor de 94% (21). 
Durante el ensayo clínico no hubo reacciones adversas 
agudas de anafilaxia en ninguno de los pacientes trata-
dos. Todos esos aspectos están a favor de realizar una 
validación parcial de estos inmunoensayos para deter-
minar la inmunogenicidad de esta BTP; por esa causa 
no se realizó la validación entre analistas ni se estudió 
la reproducibilidad entre laboratorios. Sin embargo, 
esa validación parcial permitió determinar la utilidad 
de estos EIA para tomar una decisión con respecto al 
proceso de desarrollo del CIGB-370 como candidato 
terapéutico del cáncer. A partir de ese resultado se tra-
baja en la reingeniería genética del CIGB-370 con vis-
tas a aumentar los niveles de expresión y modificar la 
existencia de sus epítopos de células B y de células T. 
Por otra parte, se estudia la utilización de los péptidos 
del sitio activo del CIGB-370 de menor peso molecular, 
en ambos casos para disminuir la inmunogenicidad del 
CIGB-370 (30) (39), como se ha logrado disminuir la 
inmunogenicidad de la estreptoquinasa recombinante 
con la eliminación de 42 aminoácidos de su extremo C 
terminal (40), o la modificación covalente de la aspa-
raginasa nativa de Escherichia coli con el polietilenglicol 
(método químico) o su expresión recombinante en la 
bacteria Erwinia chrysanthemi que disminuyen la reacti-
vidad cruzada entre esas moléculas y se aplican en dife-
rentes líneas de tratamiento para mantener su eficacia 
y aumentar su seguridad en el tratamiento (41). Otras 
reacciones adversas que disminuyen su frecuencia por la 
modificación estructural de esos BTP y la disminución 
en la generación de anticuerpos anti-BTP son: las reaccio-
nes de infusión, las reacciones de complejos inmunes 
circulantes, las reacciones de hipersensibilidad celular re-
tardada y la neutralización de su actividad biológica (3). 
El estudio inmunoinformático del CIGB-370 sugiere un 
reconocimiento probable de su sitio activo primario y 
de sus regiones secundarias extendidas por epítopos li-
neales y conformacionales de linfocitos B que inhiban 
la unión de esta biomolécula con su blanco terapéuti-
co o eviten que durante el tratamiento crónico con el 
CIGB-370 ocurra una maduración de la respuesta in-
mune con aumento de la afinidad de los anticuerpos 
anti-BTP y una expansión del reconocimiento epitópi-
co hacia a ese sitio activo.

En este trabajo se realizó la determinación de la pre-
cisión de la titulación del CP alto como una determina-
ción cuasi cuantitativa de los niveles de anticuerpos que 
favorece encontrar correlación entre los parámetros 
clínicos de seguridad, eficacia, farmacocinética y farma-
codinamia con los títulos de anticuerpos anti-BTP y su 
persistencia, cuando no se logra con la sola determina-
ción de la incidencia de estos anticuerpos (31). Por otro 
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lado, se favorece la validación de estos inmunoensayos 
porque no se tienen que realizar los experimentos de 
paralelismo entre una curva calibración de un patrón 
de referencia comercial con el patrón del laboratorio 
ni demostrar el paralelismo entre las muestras a evaluar 
y la curva de calibración del patrón de referencia del 
laboratorio en la cuantificación absoluta de las concen-
traciones de anticuerpos anti-BTP (4). Sin embargo, en 
este trabajo no se realizó la titulación con las muestras 
de los pacientes debido a no disponer de un volumen 
necesario y no se pudo calcular la incidencia de esos 
anticuerpos en pacientes que tuvieron anticuerpos pre-
existentes. Por esto, se recomienda realizar la titulación 
de las muestras de los pacientes tratados con la BTP en 
otros ensayos clínicos, para comparar la inmunogenici-
dad del CIGB-370 no modificado respecto del modifi-
cado mediante reingeniería genética o química de pro-
teínas. También se realizó la determinación de la RMS 
entre los títulos posteriores con respecto a los previos al 
tratamiento con la BTP, por el método de interpolación 
(RMS=2,9 ) que dio un valor menor que aquel reporta-
do (3) para el método de titulación de punto final  de 
diluciones seriadas ½ (RMS=4) y 1/3 (RMS=9). En el 
primer método se estima los títulos de anticuerpos de 
las muestras en un intervalo de varias diluciones cono-
cidas, y en el segundo se toma la mayor dilución del 
analito con una absorbancia inmediatamente superior 
al umbral de corte.

Esta es la primera evaluación de la inmunogenicidad 
de este candidato terapéutico en muestras humanas 
cuando no se cuenta con un modelo animal predictivo 
de ese aspecto. Se demostró que la formulación final 
del CIGB-370 se absorbe mejor a una fase sólida con 
predominio de los residuos hidrofóbicos sobre los hi-
drofílicos que su ingrediente farmacéutico activo (am-
bas preparaciones tienen igual exposición epitópica). 
El método de determinación de títulos de anticuerpos 
a través de la interpolación de la curva de dilución 
es más sensible en detectar anticuerpos inducidos en 
muestras con anticuerpos preexistentes de pacientes 
tratados con el CIGB-370 con respecto al método de 
interpolación de punto final. La metodología de estos 
EIA escalonados con dos umbrales de corte fluctuan-
tes no específicos de enfermedad, uno de pesquisaje y 
otro de confirmación; es precisa, selectiva, específica y 
sensible en detectar una prevalencia de anticuerpos an-
ti-CIGB-370 mayor de 82% en pacientes tratados por vía 
endovenosa con el CIGB-370. En los pacientes con anti-
cuerpos anti- CIGB-370 predomina la respuesta inmune 
inducida sobre la respuesta inmune preexistente.  Ese 
resultado coincide con el hallazgo del estudio inmunoin-
formático de la existencia de epítopos de linfocitos B y 
epítopos de linfocitos T en el CIGB-370 que favorecen su 
inmunogenicidad. Esta estrategia escalonada de inmu-
noensayos puede estudiar la correlación de anticuerpos 
anti-CIGB-370 con los síntomas, la farmacocinética y los 

riesgos clínicos en una muestra poblacional de tamaño 
estadísticamente suficiente de pacientes tratados con esa 
BTP (con y sin modificaciones estructurales) para en-
contrar la relevancia clínica de esos anticuerpos. Además 
de determinar la eficacia y la seguridad, se debe realizar 
el análisis necesario de costo/beneficio de las diferentes 
variantes terapéuticas del CIGB-370 con mayor impacto 
socioeconómico en los cuidados clínicos.
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