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Inmunologia

Validacion de enzimoinmunoanalisis
escalonados para la inmunogenicidad
del antineoplasico CIGB-370 en fase clinica
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Resumen

EI CIGB-370 es un polipéptido recombinante antiangiogénico y antimetastasi-
co in vitroy 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 realizé la validacion
de dos inmunoensayos escalonados, heterogéneos, con el CIGB-370 recu-
bierto directamente en la fase sélida y revelados con proteina A-peroxidasa:
uno de pesquisaje y otro competitivo de confirmacién de la especificidad. Con
€s0s inmunoensayos se evaluaron retrospectivamente muestras de plasma de
18 pacientes con cancer que recibieron tres dosis de CIGB-370 (1,8; 3,7;
y 6,1 mg/m?) endovenoso durante una hora, dos veces por semana durante
cuatro semanas. Con los umbrales de corte fluctuantes de pesquisaje y de
confirmacion calculados, estos inmunoensayos detectaron anticuerpos anti-
CIGB-370 y no otros contaminantes del proceso, del producto o de la matriz
biolégica. Los coeficientes de variacion intra e interandlisis de los inmunoen-
sayos fueron menores de 20%. La sensibilidad de esos inmunoensayos permi-
tié la deteccién 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 metodologia escalonada de
inmunoensayos con una adecuada sensibilidad, especificidad, selectividad y
precision detectd un aumento de la prevalencia de anticuerpos anti-CIGB-370
en pacientes con céancer tratados con el CIGB-370 con o sin modificaciones
estructurales en un ensayo clinico inicial y favorece el estudio de la relevancia
clinica de esos anticuerpos.

Palabras clave: Antineoplasicos; Formacion de anticuerpos; Enzimoinmu-
noanalisis; Estudios de validacién

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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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/m?) 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

Validagao de ensaios imunoenzimaticos escalonados para determinar a imu-
nogenicidade do antineoplasico CIGB-370 em fase clinica inicial

Resumo

O CIGB-370 é um polipeptideo recombinante antiangiogénico e anti-metastatico 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 reacbes adversas e alterar a eficacia do medicamento
durante o seu estudo em seres humanos. Foram validados dois imunoensaios escalonados, heterogéneos,
por etapas, com o CIGB-370 revestido diretamente na fase sélida e revelados com proteina A-peroxidase:
um ensaio de pesquisa e um ensaio de confirmagao da especificidade competitiva. Com esses imunoen-
saios foram avaliadas retrospectivamente amostras de plasma de 18 doentes com cancer que receberam
trés doses de CIGB-370 (1,8, 3,7 e 6,1 mg/m?) endovenoso durante uma hora, duas vezes por semana,
durante quatro semanas. Com os limiares de interrupg¢ao flutuante e de confirmagao calculados, estes
imunoensaios detectaram anticorpos anti-CIGB-370 e ndo outros contaminantes do processo, do produto
ou da matriz bioldgica. Os coeficientes de variagao intra e inter-ensaio dos imunoensaios foram inferio-
res a 20%. A sensibilidade destes imunoensaios permitiu a detecdo de uma prevaléncia dos anticorpos
anti-CIGB-370 superior a 82% com predominio dos doentes com anticorpos induzidos sobre doentes
com anticorpos pré-existentes. Esta metodologia escalonada de imunoensaios com uma adequada sen-
sibilidade, especificidade, seletividade e precisdo detectou um aumento da prevaléncia de anticorpos
anti-CIGB-370 em doentes com céncer tratados com o CIGB-370 com ou sem modificagdes estruturais
em um ensaio clinico inicial e favorece o estudo da relevancia clinica destes anticorpos.

Palavras-chave: Antineoplasicos; Formacao de anticorpos; Ensaio imunoenzimatico; Estudo de validagcao

Introduccién

El cancer pertenece al grupo de enfermedades cro6-
nicas no transmisibles que son la segunda causa de
muerte a nivel mundial (1) y también en Cuba (2). Es
la enfermedad que produce mas anos potenciales de
vida perdidos en Cuba con 18,3 anos/1000 habitantes
de 1 a 74 anos (2). En actualidad se estan desarrollando
medicamentos para combatir esta enfermedad, como
las biomoléculas terapéuticas (BTP), que son polimeros
de aminoacidos, hidratos de carbono o acidos nucleicos
con un tamano molecular mayor que 1 a 3 kDa y que
son sintetizados mediante microorganismos o células
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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 mas pequenas (3). Esos anticuerpos pueden
disminuir la eficacia mediante una alteracion del perfil
farmacocinético o farmacodinamico 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 bioanaliticos para el estudio de la in-
munogenicidad de las BTP incluyen: los inmunoen-



sayos en fase so6lida y en fase soluble, las resonancias
plasmaticas de superficie, los ensayos de citotoxicidad,
la reaccion en cadena de la polimerasa inmune vy la
captura inmune con la espectrometria de masa y la
cromatografia liquida (7) (8) (9). Los métodos mds
frecuentemente usados en la deteccion de anticuer-
pos contra la mayoria de las BTP son los enzimoinmu-
noanalisis (EIA) en fase s6lida, 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 antineoplasico asparaginasa de origen
bacteriano obtenido por via recombinante (140 kDa,
Medac®, Alemania), que se emplea en pacientes con
leucemia linfoblastica aguda (11). Este grupo de investi-
gacion 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 via endovenosa, en pacientes de un ensayo
clinico en fase III mediante un EIA en la deteccion de
inmunoglobulina G (IgG) (12) y después en la trombo-
sis hemorroidal aguda, donde hubo una disminucién en
la respuesta de anticuerpos cuando se administré por
via rectal (13). El1 CIGB-370 es una BTP polipeptidica de
origen bacteriano recombinante de 26 kDa expresada
en Escherichia coli, con actividad antiangiogénica y an-
timetastasica 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 via
subcutanea 8 administraciones en dias alternos de las
dosis de 27y 114 Ing/rn2 de CIGB-370. E1 65,6% de esos
animales a los 15 dias de tratamiento desarrollaron titu-
los de IgG entre 1/100y 1/5000.

El objetivo de la deteccion y caracterizacion de an-
ticuerpos contra la BTP es encontrar correlaciones en-
tre la inmunogenicidad y los eventos clinicos. Por esta
razom, los métodos bioanaliticos deben ser adecuada-
mente desarrollados y validados. La validaciéon es un
proceso de investigaciones de laboratorio para la verifi-
cacion de que ese método detectard consistentemente
y de manera reproducible cantidades suficientemente
bajas de anticuerpos especificos con respecto al BTP,
en una matriz biolégica compleja como es el plasma.
Como un simple analisis no puede suministrar toda la
informacién necesaria en el perfil de inmunogenici-
dad de una BTP, se aplica una estrategia escalonada
con tres ensayos: pesquisaje, confirmatorio y de carac-
terizacion (titulos, isotipos, afinidad y neutralizacion)
de los anticuerpos (4) (6). En este trabajo se describe
la validacion de una estrategia escalonada para deter-
minacion de los anticuerpos anti-CIGB-370 en plasma:
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un primer EIA de pesquisaje para determinar anticuer-
pos anti-CIGB-370 (IgG, IgA e IgM mediante un conju-
gado de proteina A peroxidasa) y un segundo EIA de
inhibicion para la confirmacién de la especificidad de
esos anticuerpos anti-CIGB-370. Por ultimo, con esos
dos EIA se evaluaron retrospectivamente las muestras
de pacientes cancerosos tratados con el CIGB-370.

Materiales y Métodos

Analisis inmunoinformatico del CIGB-370 para
el reconocimiento de epitopos de linfocitos B y
epitopos de linfocitos T, detecciéon de similitud
estructural con proteinas enddgenas humanas
y de animales de experimentacién y estudio de
alergenos

La secuencia aminoacidica del CIGB-370 se extien-
de desde la serina 230 (S,4,) a la valina 487 (V,g.) 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 segun la base de datos
del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica de
Estados Unidos de América (EE.UU.). En esa base de
datos también se realiz6 el estudio de similitud estructu-
ral con proteinas no redundantes endégenas humanas
y de animales de experimentacion con los programas:
BLAST (siglas en inglés de herramientas de investiga-
ciéon de alineamiento local basico) y CD-search (siglas
en inglés de investigacion de dominios conservados)
donde se consideraron los parametros predetermina-
dos (16). La identificaciéon de epitopos lineales de cé-
lulas B y epitopos de células T se realiz6 mediante la
Base de Datos de Epitopos Inmunes (17), con las herra-
mientas de prediccion de antigenos de Kolaskar & Ton-
gaonkar, de accesibilidad de superficie de Emini y de
eliminacién de la inmunogenicidad (Deimmunization).
En esta ultima herramienta se predice la eliminacion de
epitopos de células T mediante reingenieria de protei-
nas terapéuticas. En las dos primeras herramientas de
prediccion para epitopos lineales de células B se consi-
der6 el valor umbral de corte predeterminado igual a
1,000. EI estudio combinado de los epitopos lineales y
conformacionales de células B del CIGB-370 se realiz6
en el programa Ellipro (18) a partir de su estructura tri-
dimensional predicha en el programa SWISS MODEL
(19) que usé como molde la estructura tridimensional
mas actual de la proteina serralisina p50 (20). A través
del programa Algpred 2.0 se hizo la prediccién de pro-
teinas alergénicas a través de una aproximacién hibrida
de tres métodos: el algoritmo de aprendizaje de maqui-
na, la identificacién emergente y con clases de motivos
en secuencias biolégicas y la investigacion basada en
BLAST y el reconocimiento de epitopos IgE (21).

Acta Bioquim Clin Latinoam 2024; 58 (4): 309-24
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Reactivos

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

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 acido etilendiamintetracético (BD Vacutainer, Ply-
mouth, Reino Unido) en diferentes tiempos: antes del
tratamiento, y alas 2, 3, 4, 5y 8 semanas de 18 pacientes
enfermos de cancer que participaron en el ensayo cli-
nico dosis-respuesta multicéntrico fase I de tratamien-
to con el candidato terapéutico CIGB-370 desde 2016
hasta 2017. Esos pacientes recibieron una infusion de
tres dosis de CIGB-370: 1,85 mg/m? 3,7 mg/m? y 6,1
mg/ m? endovenoso durante una hora, dos veces a la
semana durante cuatro semanas. Se tuvieron en cuenta
los principios enunciados en la Declaracion de Helsinki
para la evaluacion de seres humanos como sujetos de in-
vestigacion y la aprobacion por los Comités de Etica de
las instituciones participantes (22). Los procedimientos
realizados fueron posteriores a la obtencion del consen-
timiento informado de los pacientes y se preservé de-
bidamente la privacidad de ellos. Todas las muestras se
alicuotaron y se conservaron a -20 °C. Se usaron con 4
ciclos de congelacion y descongelacion como maximo.
Después de cada descongelacion las muestras fueron
homogeneizadas y centrifugadas a 4000 x g durante 10
min antes de usar en el inmunoensayo.

Obtencién de antigenos y anticuerpos

Los antigenos serralisina p50 (14), el CIGB-370 (23),
las proteinas 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 L.a Habana, Cuba). Breve-
mente, el CIGB-370 se obtuvo como ingrediente farma-
céutico activo (CIGB-370i) a partir de la solubilizacién
de los cuerpos de inclusion en el citoplasma de las célu-
las hospedadoras, su renaturalizaciéon con detergentes
y calcio y la ulterior purificaciéon por cromatografias de
intercambio aniénico y catiénico (24). Ese CIGB-370i
se obtuvo con una pureza de 96% en electroforesis en
gel de poliacrilamida. Al CIGB-370i se le anadieron al-
gunos aditivos (un hidrato de carbono simple y un ami-
noacido) para la liofilizaciéon en su formulacién final y
se conservo a 4 °C. Para la realizacion de este trabajo el
CIGB-370 liofilizado se reconstituy6 en agua destilada
para una concentracién de 1 mg/mL (CIGB-370f). El
excipiente, formado por el tampén vy los aditivos em-
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pleados en la liofilizaciéon de la formulacién final sin
CIGB-370, se reconstituy6 en igual volumen que el
CIGB-370f. Las proteinas contaminantes del hospeda-
dor (Escherichia coli cepa W3110) se obtuvieron a partir
de bacterias transformadas con el plasmido que no con-
tenia 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 cromatograficos
de intercambios i6nicos. La serralisina p50 fue utilizada
para la obtencioén del control positivo de anticuerpos
policlonales antiserralisina p50 en conejo (CP) median-
te la inmunizaciéon con adyuvante completo e incom-
pleto de Freund (Sigma, St Louis, EE.UU.) (25). La
purificacion de los anticuerpos del suero de uno de los
conejos mediante cromatografia de afinidad con pro-
teina A present6 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
experimentaciéon en animales de laboratorio y se cont6
con la aprobacion del protocolo de investigacion por
el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales
de Experimentacién del CIGB (27). Todos los reactivos
anteriores se alicuotaron para evitar los ciclos de conge-
lacion-descongelacion y se conservaron a -45 °C.

Metodologia escalonada de enzimoinmunoanalisis
para la deteccién de anticuerpos anti-CIGB-370
en plasma

Optimizacion del recubrimiento del enzimoinmunoa-
nalisis de pequisaje de anticuerpos anti-CIGB-370
(primer escaldn)

El EIA de pesquisaje fue indirecto, heterogéneo y
no competitivo. Brevemente, las placas de microtitula-
cion de 96 pozos de fondo plano PolySorp y MaxiSorp
(Nunc, Thermo Scientific, Nueva York, EE.UU.) se re-
cubrieron con 10 pg (100 pL./pozo) del polipéptido re-
combinante CIGB-370i y CIGB-370f diluido en el tam-
pon fosfato salino (TFS) 0,15 M pH 7,2 y se incubaron
por 16 h a 4 °C. Después se les realizaron tres lavados con
una solucion de Tween-20 al 0,05% (v/v). Posteriormen-
te, a las placas se les aplicaron 200 pl./pozo del tampon
de bloqueo de TFS con leche descremada (Pronadisa,
Madrid, Espana) 3% (m/v), Tween-20 0,05% (v/v)
durante 1 h a 37 °C y se lavaron cuatro veces con la
solucion de lavado. El CP se anadi6 a diferentes con-
centraciones diluido en el tampén de bloqueo y en la
mezcla de plasma de donantes de sangre al 2,5% (v/v)
concentracion final. Las muestras de los pacientes, de
los donantes de sangre y el CN se diluyeron 1/40, que es
la minima dilucién que requiere el plasma para dismi-
nuir su interferencia. Al final se aplicaron 100 pL/pozo
por duplicado de esas muestras a la placa de microtitu-
lacién. Las placas se incubaron durante 1 h a 37 °Cy
posteriormente se lavaron cuatro veces con la solucién



de lavado. A continuacién se anadieron 100 pL./pozo
de la solucién de proteina A conjugada con peroxidasa
(CIGB de Sancti Spiritus, Cuba) diluida 1/64 000 en el
tampo6n de bloqueo vy las placas se incubaron 1 h a 37 °C.
Después de lavar las placas cuatro veces con la solucion
de lavado, la reaccién enzimatica fue desarrollada con
1,2 mg de tetrametilbencidina (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, EE.UU.) disuelta en 100 pL de dimetilsulfoxi-
do, que se anadi6 a 12 mL de tampon citrato fosfato
0,29 M pH 5,5 y 12 pL. de perdxido de hidrégeno al
30% v/v (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EE.UU.) y se apli-
caron 100 pL por pozo. A los 10 minutos de esa reac-
cion en la placa de microtitulacion protegida de la luz,
se aplicaron 50 pL de acido sulftrico 2 M para detener
la reaccion. Finalmente, se ley6 la absorbancia a 450 nm
en el lector de placas de microtitulacion SUMA PR0621
(TecnoSuma SA, La Habana, Cuba). Se calcul6 la razon
de absorbancias del CP/CN vy las absorbancias del CN
como los dos parametros a estudiar en la validacién de
este inmunoensayo. Los reactivos no especificados eran
de calidad analitica (Merck, Darmstadt, Alemania).

EIA de confirmacion de la especificidad (segundo
escaloén) y de titulacion (tercer escaldén) 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 concentracién en exceso de CIGB-370 en el
diluyente en solucién a 37 °C durante 1 h. Luego, las
muestras con y sin CIGB-370 anadido se aplicaron 100
pL/pozo por duplicado en la placa de microtitulaciéon
recubierta y bloqueada y se incubaron durante 1 h a
37 °C. El resto del protocolo se sigui6 igual tal como
fuera descripto anteriormente. Se calcul6 el porcentaje
de inhibicion=inhibicién= 100x [1-(absorbancia de la
muestra con la BTP anadida/absorbancia de la mues-
tra sin la BTP anadida)].

La concentracién 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 titulacion 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,/1080,1/3240y1/9720y se apli-
caron por duplicado en el diluyente de la muestra. Los
titulos de interpolacién son la reciproca de la mayor
dilucién de las muestras o de los CP que producen
una absorbancia igual al umbral de corte. Los titulos
fueron calculados a partir de la interpolaciéon de la
recta de mejor ajuste de un modelo de regresion li-
neal calculado por el método de cuadrados minimos
entre las absorbancias y el logaritmo decimal de la re-
ciproca de las diluciones en serie del CP alto a nivel
del umbral de corte de pesquisaje.
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Validacion de los inmunoensayos enzimaticos de
pesquisaje, de confirmacién y de titulacion

En la confirmacion del funcionamiento confiable y
preciso de esa metodologia de determinacién de anti-
cuerpos anti-BTP se tuvieron en cuenta las recomenda-
ciones internacionales de inmunoensayos cuasi cuanti-
tativos como son: la determinacion del umbral de corte
fluctuante de pesquisaje y confirmatorio, la sensibilidad
analitica y el efecto gancho, la especificidad analitica y
la selectividad analitica, la precision de los inmunoen-
sayos de pesquisaje, de confirmacion y titulacion y los
criterios de aceptacion 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 confirmacion en
una misma corrida en dias diferentes; b) se investigo si
la distribucion de frecuencias de las absorbancias (in-
munoensayo de pesquisaje) o porcentajes de inhibicion
(inmunonensayo de confirmacién) de las muestras de
individuos sin recibir tratamiento con la BTP en cada
uno de los inmunoensayos fue normal; c) se realiz6 la
evaluacion de los valores extremos por el método esta-
distico de Grubbs de las absorbancias o los porcentajes
de inhibicion 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 distribucion de frecuen-
cias de los datos fuera normal; d) se calcul6 el umbral
de corte de cada uno de los ensayos con la férmula:
media + t , X desviacion estindar (DE) de las absor-
bancias o de los porcentajes de inhibicion 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 ¢ corresponde al para-
metro de la distribucion ¢ de Student con un nivel de
significacion (o) de 0,05 (inmunoensayo de pesquisaje)
y 0,01 (inmunoensayo de confirmacién); n-1, grados de
libertad para un nimero de observaciones (n); e) se
compard6 la media y la DE de las absorbancias y de los
porcentajes de inhibicion de las muestras de individuos
sin recibir tratamiento con la BTP en cada uno de los
inmunoensayos por las pruebas estadisticas ANOVA de
una sola viay la prueba de Bartlett, respectivamente. En
este estudio las medias de las absorbancias y los porcen-
tajes de inhibicion de los inmunoensayos de pesquisajes
y confirmatorios fueron diferentes y las DE iguales, por
lo que se determin6é un umbral de corte fluctuante; f)
se demostré una alta correlacion 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 calcul6é un
factor de normalizacion aditivo a partir de la sustrac-
cion al umbral de corte promedio ponderado, la media
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ponderada de las absorbancias o de los porcentajes de
inhibicion del CN de cada uno de esos inmunoensayos;
h) al promedio del CN de cada inmunoensayo se le adi-
ciono el factor de normalizacion aditivo de pesquisaje o
confirmatorio y se obtuvo el umbral de corte fluctuante
de cada tipo de inmunoensayo.

La sensibilidad analitica se obtuvo construyendo una
curva de calibraciéon 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 leida en un equipo. Luego, se extrapol6 la recta de
mejor ajuste de un modelo de regresion lineal calcula-
do por el método de cuadrados minimos entre las ab-
sorbancias y el logaritmo decimal de las concentracio-
nes de esa curva patron a nivel del umbral de corte de
pesquisaje. La sensibilidad, con un 95% de certeza, se
estim6 a partir de la media de la sensibilidad analitica
de cada ensayo + t o 4y X DE.

La concentracion del analito del CP bajo corres-
pondi6 al promedio de la sensibilidad analitica 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,
32y 128 pg/mL) que pudieran producir un resultado
falsamente negativo.

La especificidad analitica se estudi6 en un inmu-
noensayo de inhibicién donde en el paso de las mues-
tras, al CP alto y al CN diluido 1/40 en el tampén dilu-
yente se le anadieron diferentes concentraciones (100;
10; 1; 0,1; 0,01; y 0,001 pg/mL) del CIGB-370i y CIGB-
370fy del excipiente o albiimina sérica humana (Sigma-
Aldrich, EE.UU.) y sin ninguna molécula anadida; se
preincubaron durante 1 h a 37 °C y luego se aplicaron
a la placa de microtitulacion. Se sigui6 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 anadieron las concentraciones del CIGB-370 que
pudieran inhibir su absorbancia.

En la selectividad analitica se midi6 la interferencia
debida a la BTP en estudio y a los componentes del plas-
ma mediante un EIA de inhibicion, donde al CP bajo
y al CN se les anadieron diferentes concentraciones de
CIGB-370f: 3200; 800; 200; 50; 12,5; 3,1 y 0 ng/mL y de
las proteinas 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-
lacién recubierta con el CIGB-370 y se continué con
el resto de los pasos como se describiera. La selecti-
vidad analitica relacionada con la interferencia de la
matriz biolégica se estudié en el inmunoensayo de
inhibicién cuando a la concentracion del CP alto se le
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anadi6 el plasma de un paciente enfermo de cancer,
el plasma de siete donantes de sangre, la mezcla de
plasma de donantes de sangre (CN) y el diluyente de
las muestras.

Para la precision de los inmunoensayos de pesqui-
saje y de confirmacion, los CN, CP alto y CP bajo fue-
ron probados en tres dias diferentes por un analista
en un solo instrumento de lectura. Cada placa incluia
tres lotes independientes de los controles. Se calcul6 la
media, la DE y el coeficiente de variaciéon de la razén
de absorbancias del CP alto/CN y del CP bajo/CN vy
las absorbancias del CN para el EIA de pesquisaje y de
los porcentajes de inhibicion del CP alto, CP bajo y CN
para el EIA de confirmacién de la especificidad. A los
resultados de precision intra e interanalisis de cada uno
de los controles se le fij6 un indice de falla de 1% para
determinar los criterios de aceptacion de los controles:
de una cola para el CN (promedio de las absorbancias
o de los porcentajes de inhibicion + t ;.. ;) X DE) y de
dos colas para la razén de absorbancias o porcentaje de
inhibicién del CP alto/CNy del CP bajo/CN (promedio
de las razones de absorbancias o de los porcentajes de
inhibicién de los controles + L0.005: 01y X DE). Se calculo
el coeficiente de ventana factor Z'= 1-[(3 x DE,, +3 X
DE_,)/ (mediay,,, - media) ], a partir de las DE y las
medias de las absorbancias o de los porcentajes de inhi-
bicién del CP alto y del CN (28).

La precision de la titulacion del CP alto en el EIA
de pesquisaje se realiz6 en tres lotes diferentes en
tres ensayos diferentes (con un total de ocho deter-
minaciones). Se calcul6 la media, la DE y el coefi-
ciente de variacion de los titulos del CP alto. A partir
de esas determinaciones se calcul6 la razon minima
significativa (RMS) de un aumento estadisticamente
suficiente de los titulos, después con respecto a an-
tes de recibir el tratamiento con la BTP, mediante la
férmula RMS= 10t(n-1; 0.05) x‘/DEg, donde DEg es la des-
viacion estandar global que incluye la variacion intra e
interanalisis (29).

Evaluacién retrospectiva de muestras de pacientes
tratados con el CIGB-370 para la determinacion
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 confirmacion de la especificidad. En am-
bos inmunoanalisis las razones de absorbancias del CP
alto/CN y CP bajo/CN y los porcentajes de inhibicion
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-



Enzimoinmunoanalisis anti-CIGB-370 315

Tabla |. Resumen de los pardmetros de validacién de los enzimoinmunoanélisis de pesquisaje y confirmacién

de la especificidad de anticuerpos anti-CIGB-370 en plasma humano

Parametros de validacion Variables Enzimoinmunoanalisis
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 analitica (95% de consistencia) anti-BTP (ng/mL) n=4 n=4
en plasma 2749 2791
en diluyente 68,7 69,8
Precision intraanalisis Controles razén de abs CP/CN (% CV) n=3 | % inhib (% CV) n=4
CPa (160 pg/mL) 18,3 (11,1) 94,8 (0,4)
CPb (4,7 pg/mL) 1,8 (4,6) 50,8 (3,7)
Precisién interanalisis Controles razén de abs CP/CN (% CV) n=3 | % inhib (% CV) n=3
CPa (160 pg/mL) 16 (12,8) 94,3 (0,9)
CPb (4,7 pg/mL) 1,5(19,9) 54,9 (16,1)
Intervalos de aceptabilidad (99% de consistencia) Controles razén de abs CP/CN n=13 % inhib n=12
CPa (160 pg/mL) 6,3-23,9 89,2- 96,2
CPb (4,7 pg/mL) 0,5-3,4 21,5-78,3
abs: absorbancia; anti-BTP: concentracién de anticuerpos antiserralisina p50; CN: control negativo; CP (a y b): control positivo (alto y bajo); FN: factor
de normalizacién aditivo; n: nimero de observaciones; % CV: porcentaje de coeficiente de variacion; % inhib: porcentaje de inhibicién; pond: ponderado;
udc: umbral de corte.

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 ultimo 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,
1/360y 1/1080. A las muestras no se les realiz6 la deter-
minacion de los titulos de anticuerpos por no disponer-
se del volumen suficiente.

Calculo estadistico

En la comparaciéon de dos muestras independientes
se aplic6 una prueba ¢ de Student si se cumplia con una
distribucion normal. De lo contratrio, se realizé6 una
prueba U de Mann Whitney. En la comparacion de dos
muestras dependientes se aplicé una prueba ¢de Student
pareada si se cumplia con una distribucion normal. De lo
contrario, se realizé una prueba de los rangos con signo
de Wilcoxon. En la comparacién de varias muestras se
aplic6 una ANOVA de una sola via como prueba para-
métrica y un andlisis de Kruskal-Wallis como prueba no
paramétrica con sus pruebas de comparaciéon multiple
de Tukey y de Dunn, respectivamente. Las pruebas de
homogeneidad de varianzas de Fisher y de Bartlett se

realizaron para la comparaciéon de dos grupos y varios
grupos de muestras, respectivamente. Para determinar si
la distribucién de la frecuencia de los datos era normal
se realiz6 la prueba de Shapiro-Wilk. Se buscé la existen-
cia de valores extremos en los datos por la prueba de
Grubbs. En la asociacion de datos paramétricos de varia-
bles continuas se empleo el coeficiente de correlacion
de momento-producto de Pearson (7) y el coeficiente
de determinacién (R?). Todos esos andlisis estadisticos
se realizaron con el paquete estadistico GraphPad Prism
version 6.0 para Windows (GraphPad Software Inc., La
Jolla California, EE.UU.). Se consider6 como significa-
tiva en las pruebas de hipotesis de dos colas una $<0,05.
La recoleccion y organizacion de los datos se realizé en
el programa Microsoft Excel (Windows 2007, EE.UU.).
En ese programa se prepar6 una hoja de calculo que
permitio la determinacion de la recta de mejor ajuste de
dos variables continuas (Aseguramiento de la Calidad
del CIGB, Habana, Cuba). El promedio ponderado se
calcul6 mediante la suma de los productos de cada pro-
medio parcial por el namero correspondiente de obser-
vaciones dividido por el namero total de las observacio-
nes en varios grupos. La comparacion de varios grupos
de muestras sobre una variable nominal se realiz6 con
una prueba de Chi cuadrado (%?) para una tabla de con-
tingencia multiple. Se determiné la potencia estadistica
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(1-B) mediante el paquete estadistico G¥Power version
3.1.9.4 (Universidad Kiel, Alemania). La prevalencia de
esos anticuerpos se determiné con la division del nume-
ro de sujetos positivos para esos anticuerpos entre el na-
mero de sujetos evaluables en ese periodo, multiplicado
por 100 (%).

Resultados

Anélisis epitdpico de linfocitos B y de linfocitos T
del CIGB-370, su reactividad cruzada con protei-
nas endégenas humanas y de animales de experi-
mentacioén y su caracteristica alergénica

Se identificaron 17 regiones probables de ser epito-
pos de células B por los métodos basados en la secuen-
cia aminoacidica del CIGB-370: 10 epitopos por el
método de prediccion de antigeno (Y,-A;-, Q-As,
F97'G102’ G105'V113’ D125'N130’ N142'G147’ D161' 170 F203'
Fo100 Eo16-Nogo ¥ Voor-Gogs) v 7 epitopos por el método
de accesibilidad superficial (Y4-G,;, Ag:-Dys, F -Gy,
T59-Qp4> YouFor WingGigs ¥ FigsSogp). En el método
ElliPro para la prediccion de epitopos conformacio-
nales y lineales de células B basado en la estructura
tridimensional del CIGB-370 se identificaron 9 regio-
nes epitopicas lineales (M;-Lyy, Do, T,,, Fig Dy S.¢
V66, Woi-Nygs FrgoD g7 Nigs-Voors NogsDoyy ¥ Goyg-Doss) -
Solamente dos regiones probables de ser epitopos li-
neales de células B fueron solapados por los tres mé-
todos de prediccion: My-T,, y S;¢-A, y cuatro regio-
nes fueron solapadas por dos métodos de prediccion:
Fyis-Dyss Forr Gigor Wygg- Digr ¥ Figum Doy (Fig. 1). Por
el método ElliPro se predijeron 4 regiones epitépicas
discontinuas de células B: una de 4 residuos aminoa-
cidicos (con un indice epitépico: 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-Sm; Fig. 1) fue re-
conocido por el analisis de epitopos lineales de células
B (Ml-T44’ F,Dys v Spg-A5) y por el analisis de epito-
pos conformacionales de células B de la tercera region
epitopica donde se reconocen aminoacidos que for-
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man parte de la region central primaria (4 aminoaci-
dos en N, ,-L...), y de los bordes de las regiones secun-
darias extendidas aminoterminal (6 aminoacidos en
G42-S50;) y carboxiloterminal (4 aminodcidos, S.¢-S;,)
de ese sitio activo (30). Se identific6 una region en la
secuencia primaria del CIGB-370 probable de ser un
epitopo de c€lulas T: A ;-A,,, (Fig. 1). No se encontré
reconocimiento significativo con proteinas endégenas
de seres humanos (Homo sapiens), de raton (Mus mus-
culus) y de conejo (Oryctolagus cuniculus). E1 dominio
C terminal de la proteina serralisina de la bacteria
Serratia marcescens (CIGB-370) tuvo similitud en el pa-
tron aminoacidico con la toxina enterohemolisina de
la bacteria Escherichia coli. Ambas presentaron motivos
estructurales de unién de calcio y pueden provenir
de un ancestro comun en la evolucion molecular. El
CIGB-370 presenté una probabilidad muy baja de ser
una proteina alergénica y de poseer epitopos de IgE.

Optimizacién del recubrimiento del CIGB-370 en
los enzimoinmunoanalisis de deteccién de anti-
cuerpos anti-CIGB-370 en plasma

El BTP CIGB-370i, cuando se recubre en placa Maxi-
Sorp, produce una menor razén 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 utiliz6 en los restantes experimentos de op-
timizacion y validacion de estos inmunoensayos de eva-
luacién de anticuerpos anti-CIGB-370. En la compara-
cion de los recubrimientos con esas dos preparaciones
del CIGB-370 en la placa PolySorp; el recubrimiento del
CIGB-370i present6 iguales absorbancias del CN que el
CIGB-370f (Mann-Whitney U=6; n=4; p=0,657). El recu-
brimiento de CIGB-370i presenté menores razones de
absorbancias del CP/CN que el CIGB-370f (U=21, n=6,
$=0,03), por lo que se decidi6 realizar el recubrimiento
con el CIGB-370f en el resto de los experimentos de
validacion del ensayo.

HTGRDFL-

bl ESQKVIFAA WDAGGNDTED FSGYTANQRI NLNEKSFSDV GGLKGNVSIA AGVTIENAIG

121 GSGNDVIVGN AZNNVLKGGA GNDVLFGGGG EDELWG

GASDWIR

181 DFQKGIDKID LSFFNKEANS SDFIHFVDHF SGTAGEALLS YNASSNVIDL SVNIGGHQAP

241 DFLVKIVGQV DVATDFIV

Figura 1. Estudio inmunoinformatico de epitopos lineales de linfocitos B (en negritas y subrayado) y los epitopos
de linfocitos T (azul) en la secuencia aminoacidica del CIGB-370 y su sitio activo (con regién central primaria
en amarillo y las regiones secundarias extendidas en verde)
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Figura 2. Comparacién del recubrimiento del CIGB-370 en las placas de microtitulacion MaxiSorp y PoliSorp de un
enzimoinmunoanélisis de pesquisaje de anticuerpos anti-CIGB-370 en plasma humano a través de la razén 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 mas el intervalo de confianza del 95%. Los asteriscos
representan diferentes niveles de significacion estadistica (*, p<0,05; **, p<0,01 y *** p<0,001) de una prueba t
de Student de comparacion de medias aritméticas de dos grupos independientes (A: t=-20,5; n=8 y B: t=19,8; n=8)

Validacién de los inmunoensayos de pesquisaje y
de confirmacién de la especificidad de anticuerpos
anti-CIGB-370

Determinacion del umbral de corte fluctuante de
pesquisaje y confirmatorio

Para determinar ese umbral de corte en los EIA de
pesquisaje y de confirmacion se evaluaron 8 muestras de
donantes de sangre y 18 muestras de pacientes con can-
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 confirmacion de la especificidad. Aquellas que
tuvieron un valor mayor o igual que el promedio de los

porcentajes de inhibiciéon del CN +2xDE fueron consi-
deradas positivas y las que tuvieron un menor porcen-
taje de inhibicién fueron consideradas negativas. Las
muestras negativas por los inmunoensayos de pesquisa-
je y de confirmacion fueron 7 de 8 donantes de sangre y
14 de 18 de pacientes de cancer sin recibir tratamiento
con CIGB-370. Luego se demostré que no habia dife-
rencias significativas entre la medias (=0,906; n,=14;
n,=22; $=0,371) y las varianzas (F=1,58, n ,=14; n,=22;
$=0,4) de las absorbancias de las muestras de donantes
de sangre con respecto a las muestras de pacientes con
cancer negativas para anticuerpos anti-CIGB-370 en el
inmunoensayo de pesquisaje. Por lo que las muestras
de enfermos de cancer 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
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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
cancer, 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 distribucién
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 analisis. Sin
embargo, los porcentajes de inhibicion de las muestras
negativas para anticuerpos anti-CIGB-370 en seis ensayos
confirmatorios independientes cumplieron con una dis-
tribucién 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 via (F(3, 49)=47,0; p<0,0001).
La prueba de homogeneidad de varianza de Bartlett no
tuvo diferencias significativas entre las DE [estadigrafo
Bartlett (corregido)=4,21; p=0,24]. Las medias de los
porcentajes de inhibiciéon de las muestras negativas tu-
vieron diferencias significativas entre los diferentes en-
sayos de confirmacién [F(5,81)=3,11; p=0,012]. Sin em-
bargo, las DE no variaron entre los ensayos [estadigrafo
de Bartlett (corregido)=8,05; p=0,15], por lo que en am-
bos ensayos se decidi6 calcular un umbral de corte fluc-
tuante. Existi6 una asociacion 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; 1=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; 7=0,99; n=4; $=0,006). Esta ultima
correlacion fue mas alta; a tal punto que ese nuevo CN
explica el 99% de la variacién del promedio de las ab-
sorbancias de las muestras negativas de donantes de
sangre y un enfermo de cancer. También ese nuevo CN
preparado se utilizé en la evaluacién de las muestras de
los pacientes con cancer en el ensayo de confirmaciéon
donde existi6 una asociacion alta entre el promedio de
los porcentajes de inhibiciéon del nuevo CN preparado
con esas tres muestras de donantes de sangre y el pro-
medio de los porcentajes de inhibicién de las muestras
negativas para anticuerpos anti-CIGB-370 (R2=0,992;
r=0,996; n=6; $<0,0001). A partir del umbral de corte
ponderado y el promedio ponderado de las absorban-
cias del CN se calcul6 el factor de normalizacion aditi-
vo de los inmunoensayos de pesquisaje y confirmatorio
(Tabla I).

Sensibilidad analitica y efecto gancho

La sensibilidad de los inmunoensayos de pesquisajes
y confirmatorios con un 95% de consistencia (Tabla I)
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no tuvieron diferencias significativas (Mann Whitney
U=8; n=4; $>0,99). El efecto gancho se exploré a con-
centraciones 30 veces mayores que el CP alto y no se
obtuvo una disminuciéon o desaparicion de la senal de
absorbancia que pudiera generar un falso negativo en
el inmunoensayo de pesquisaje de esos anticuerpos.
También, a esa concentraciéon de anticuerpos (128 pg/
mL) se demostré que una concentraciéon de CIGB-370f
mayor o igual a 35 pg/mL en solucién, era suficiente
para inhibir las absorbancias de muestras de pacientes
que tuvieran esas altas concentraciones de anticuerpos
en el EIA de confirmacion de la especificidad de los
anticuerpos anti-BTP. La concentracion de anticuerpos
antiserralisina p50 del CP alto fue 160 pg/mL y la del
CP bajo, 4,7 pg/mL en plasma humano.

Especificidad y selectividad analitica

El CIGB-370i, el CIGB-370f y el excipiente se com-
pararon en sus caracteristicas de inhibir la absorbancia
del CP alto y el CN en un inmunoensayo de inhibicién
(Fig. 3). Existi6 inhibicién especifica de los anticuerpos
anti-CIGB-370 del CP alto por ambas preparaciones del
CIGB-370 y no ocurri6 asi con el excipiente ni con la al-
bumina sérica humana (en otro experimento) cuando
se anadieron al CP alto.

En la selectividad analitica relacionada con la inter-
ferencia del BTP se produjo una disminucion de la ab-
sorbancia del CP bajo por debajo del umbral de corte
a partir 50 ng/mL de CIGB-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 concentracién del BTP en solucion toda-
via generé un resultado positivo. Sin embargo, las con-
centraciones aplicadas de proteinas contaminantes del
hospedador no disminuyeron las absorbancias del CP
bajo por debajo del umbral de corte de pesquisaje. Am-
bas proteinas, cuando son aplicadas en solucion al CN,
no aumentan sus absorbancias por encima del umbral
de corte de pesquisaje. En la selectividad analitica rela-
cionada con la interferencia de otros componentes de
la matriz biolégica se demostré 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 90,5y 116,7%. Esto confirmé la adecuada
seleccion de la minima dilucién requerida del plasma
y la ausencia de un efecto bloqueante de proteinas de
la matriz biolégica sobre el fondo de absorbancias del
ensayo mayor que el diluyente de las muestras.

Precision intra e interanélisis de los enzimoinmu-
noandalisis de pesquisaje y de confirmacion

Los inmunoensayos de pesquisaje y de confirmacion
para la determinacién de anticuerpos anti-CIGB-370
presentaron coeficientes de variacion intra e interana-
lisis por debajo del 20% (Tabla I), igual que los coefi-
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Figura 3. Comparacion de los porcentajes de inhibicién de la absorbancia del control positivo (marcadores sélidos

y lineas continuas) y del control negativo (marcadores sin rellenos y lineas discontinuas) al agregar el ingrediente

farmacéutico activo (rombo), la formulacién final de CIGB-370 (cuadrado), excipiente (triangulo) en un enzimoinmu-

noanalisis de confirmacion de la especificidad de anticuerpos anti-CIGB-370 en plasma humano. Los asteriscos repre-

sentan diferentes niveles de significacion estadistica (*; p<0,05; **, p<0,01 y ***, p<0,001) de una prueba ANOVA
[F (5,30)=884; p<0,001] de una sola via y una prueba de comparacién mdltiple de Tukey.

cientes de variacion intraanalisis (3,5%) e interanalisis
(15,8%) de los titulos de anticuerpos del CP alto (de
2515 a 2743) en los inmunoensayos de titulacién (n=3).
Los coeficientes de ventana (factor Z”) estuvieron en-
tre 0,5y 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
confirmaciéon (0,87 con un IC95%: 0,8; 0,94), lo cual
indica que son ensayos con un adecuado rango dinami-
co y una aceptable variabilidad para realizar sus funcio-
nes. La RMS entre los titulos posteriores con respecto
a antes del tratamiento, para detectar la presencia de
anticuerpos inducidos en las muestras con anticuerpos
preexistentes en el EIA de titulacion, fue 2,9.

Evaluacion retrospectiva de muestras de pacien-
tes tratados con el CIGB-370 mediante los enzi-
moinmunoanalisis validados

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

preexistentes y el resultado positivo del PC15 se incluyo
en el estado de los anticuerpos (3). En el inmunoensa-
yo de pesquisaje se detectaron 63 muestras reactivasy 9
muestras negativas. En el inmunoensayo confirmatorio
se diagnosticaron 39 muestras positivas para anticuer-
pos anti-CIGB-370 y 24 negativas. Se detect6 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%; 1C95% (33%, 81%);
n=17; p=0,0045; 1-beta=0,89] fueron significativamente
mas 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 (x?=13,5; grados
de libertad=5; $=0,04). Esos dos ultimos hallazgos indi-
can que el tratamiento con el CIGB-370 en pacientes
cancerosos aumenta la prevalencia de esos anticuerpos
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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 2y 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: vomitos,
nauseas, diarrea, epigastralgia, fiebre y cefalea de in-
tensidad leve y resolucion espontanea. No se encontré
asociacion de estos sintomas con la presencia de anti-
cuerpos anti-CIGB-370 en los pacientes. No hubo reac-
ciones adversas agudas como anafilaxia, sindrome de
liberaciéon de citoquinas ni reacciones de infusién en
ninguno de los pacientes tratados. Los eventos adversos
de intensidad grave estuvieron relacionados con la pro-
gresion de la enfermedad de base y no con la adminis-
tracion del CIGB-370.

Discusion y Conclusiones

Los EIA fueron la tecnologia empleada para deter-
minar anticuerpos anti-BTP en forma escalonada en
esta primera fase clinica 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 experimentaciéon cuyos
anticuerpos tienen alta afinidad por la proteina A, y el
conjugado de proteina 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 deteccion de diferentes clases y subclases
de las inmunoglobulinas humanas con buena afinidad:
IgG,, IgG,, IgG,, IgA, y con menor afinidad 1a IgM (32).

A estos métodos inmunoenzimaticos se les plantean
tres desventajas: el enmascaramiento de epitopos del
BTP cuando es absorbido directamente en la fase so6-
lida, la presencia de fondos inespecificos y el aumento
del numero de lavados que produce una pérdida en la
deteccion de anticuerpos de baja afinidad (6). Para el
primer aspecto se estudi6 el recubrimiento del CIGB-
370 en dos tipos de fases sélidas bien caracterizadas:
las placas de microtitulacién Maxisorp y Polysorp. El
recubrimiento del CIGB-370f y CIGB-370i fue mejor en
Polysorp que en Maxisorp, tanto por tener una mayor
razén de absorbancias del CP/CN como una menor ab-
sorbancia del CN. En la placa Polysorp se favorece la
unién de proteinas y péptidos con predominio de los
residuos de aminoacidos hidrofébicos sobre los hidro-
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filicos 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 hidrofébicos
sobre los hidrofilicos en la estructura del CIGB-370 de
ambas preparaciones en su union a la placa Polysorp.
El CIGB-370f en la uni6n a la placa de microtitulacién
de Polysorp tuvo mayor razéon 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-
cion final interactian mejor con las moléculas de agua
mediante los puentes de hidrégeno y el CIGB-370, con
sus residuos hidrofébicos, puede absorberse mejor en
la fase s6lida. Ambas preparaciones de CIGB-370 tienen
igual exposicion epitopica debido a que no se lograron
diferencias significativas en los porcentaje de inhibicién
de esas dos preparaciones sobre el CP altoy el CN en el
inmunoensayo de confirmacion de la especificidad de
los anticuerpos anti-CIGB-370. Las proteinas de la leche
descremada del tampon de bloqueo y diluyente de las
muestras se unieron bien en la fase s6lida y no mostra-
ron reactividad cruzada inesperada con el reactivo de
deteccion y, conjuntamente con el detergente y el nu-
mero de lavados, disminuyeron los fondos inespecificos
(34). Se logré bajar el fondo inespecifico hasta valores
de absorbancia menores de 0,1 y al mismo tiempo man-
tener una buena razén de absorbancias del CP/CNyun
adecuado coeficiente de ventana (factor Z7).

La sensibilidad analitica da una comprension global
de como el inmunoensayo se desempena, favorece la
determinacion de la concentracion de anticuerpos anti-
BTP que tiene el CP bajo y permite la comparacion de
varios métodos para determinar anticuerpos anti-BTP
(7) (8) (31). Elresultado de ese pardmetro depende de
la poblacion de anticuerpos policlonales anti-BTP del
CP y de como se obtuvo ese control. Durante la estan-
darizacion de los EIA con una fase solida recubierta con
CIGB-370i, los CP antiserralisina p50 para una misma
concentracion 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 union a
diferentes epitopos del antigeno 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. E1 CP anti-
serralisina p50 seleccionado influy6 en la concentracion
necesaria de CIGB-370 para inhibir su absorbancia en el
inmunoensayo de confirmacioén. Esas concentraciones
fueron iguales o mayores que 35 pg/mlL, pero en ensayos



de otros autores fueron menores, como 3 pg/mkL (35)
0 10 pg/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 especifica esperada
del 10% de las concentraciones plasmaticas fisiologicas
de IgG (12 mg/mL), IgA (3 mg/mL) e IgM (1,5 mg/
mL) en los pacientes tratados (37). Ademads, para evitar
ese efecto gancho se realizaron dos o mas diluciones de
las muestras de plasma de cada paciente. La aplicaciéon
del mismo formato del EIA de pesquisaje y de confir-
macién garantizé6 que ambos métodos tuvieran igual
sensibilidad y que el CP bajo en ambos inmunoensayos
presentara coeficientes de variacion intra e interanalisis
adecuados y un intervalo de aceptacion de los CP por
encima del umbral de corte de pesquisaje y de confir-
macion (31).

Esa sensibilidad analitica permitié la deteccion 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-
maticos empleados que predijeron algunas regiones
proteicas probables de ser epitopos de linfocitos Bo T'y
pueden servir de guia a los investigadores en su busque-
da de epitopos 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 antigenos ambientales que comparten simi-
litud estructural con la BTP y es menos probable que
sea hacia proteinas homologas endégenas humanas
con dominios de similitud estructural, segun el resulta-
do del estudio inmunoinformatico.

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 clini-
co para el estudio retrospectivo de la inmunogenicidad
se realiz6 antes de la aplicaciéon endovenosa de la proxi-
ma dosis de CIGB-370 con un intervalo entre dosis de
72 h. Las concentraciones plasmaticas del CIGB-370 a
dos veces su tiempo de vida media (62,3 h) administra-
do por via endovenosa a 9 mg/m2 fueron menores de
460 ng/mL en un estudio farmacocinético preclinico
realizado en ratones BALB/cy C57BL6 (38).

Este candidato bioterapéutico esta en su primera
fase clinica de desarrollo donde se evalu6 su seguridad.
Se encontraron reacciones adversas ligeras gastrointes-
tinales que sugieren estudios de la determinaciéon de
IgA en etapas posteriores. No se esperan riesgos de in-
munogenicidad graves para los sujetos a los que se les
indicara la BTP. Segun el analisis inmunoinformatico
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el CIGB-370 arroj6 una escasa probabilidad de provo-
car una reacciéon autoinmune o alérgica, debida a no
tener similitud con proteinas endégenas y a no ser una
proteina alergénica ni tener epitopos IgE en un progra-
ma con una exactitud predictiva mayor de 94% (21).
Durante el ensayo clinico no hubo reacciones adversas
agudas de anafilaxia en ninguno de los pacientes trata-
dos. Todos esos aspectos estan a favor de realizar una
validacion parcial de estos inmunoensayos para deter-
minar la inmunogenicidad de esta BTP; por esa causa
no se realiz6 la validacion entre analistas ni se estudi6
la reproducibilidad entre laboratorios. Sin embargo,
esa validacion parcial permitié determinar la utilidad
de estos EIA para tomar una decision con respecto al
proceso de desarrollo del CIGB-370 como candidato
terapéutico del cancer. A partir de ese resultado se tra-
baja en la reingenieria genética del CIGB-370 con vis-
tas a aumentar los niveles de expresiéon y modificar la
existencia de sus epitopos de células B y de células T.
Por otra parte, se estudia la utilizacion 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 eliminacién de 42 aminoacidos de su extremo C
terminal (40), o la modificaciéon covalente de la aspa-
raginasa nativa de Escherichia coli con el polietilenglicol
(método quimico) o su expresion recombinante en la
bacteria Erwinia chrysanthemi que disminuyen la reacti-
vidad cruzada entre esas moléculas y se aplican en dife-
rentes lineas de tratamiento para mantener su eficacia
y aumentar su seguridad en el tratamiento (41). Otras
reacciones adversas que disminuyen su frecuencia por la
modificacion estructural de esos BTP y la disminucién
en la generacion de anticuerpos anti-BTP son: las reaccio-
nes de infusion, las reacciones de complejos inmunes
circulantes, las reacciones de hipersensibilidad celular re-
tardada y la neutralizacion de su actividad biologica (3).
El estudio inmunoinformadtico del CIGB-370 sugiere un
reconocimiento probable de su sitio activo primario y
de sus regiones secundarias extendidas por epitopos li-
neales y conformacionales de linfocitos B que inhiban
la unién de esta biomolécula con su blanco terapéuti-
co o eviten que durante el tratamiento crénico con el
CIGB-370 ocurra una maduracién de la respuesta in-
mune con aumento de la afinidad de los anticuerpos
anti-BTP y una expansion del reconocimiento epitopi-
co hacia a ese sitio activo.

En este trabajo se realiz6 la determinacion de la pre-
cision de la titulacion del CP alto como una determina-
cion cuasi cuantitativa de los niveles de anticuerpos que
favorece encontrar correlacion entre los parametros
clinicos de seguridad, eficacia, farmacocinética y farma-
codinamia con los titulos de anticuerpos anti-BTP y su
persistencia, cuando no se logra con la sola determina-
cion de laincidencia de estos anticuerpos (31). Por otro
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lado, se favorece la validacion de estos inmunoensayos
porque no se tienen que realizar los experimentos de
paralelismo entre una curva calibracion de un patrén
de referencia comercial con el patrén del laboratorio
ni demostrar el paralelismo entre las muestras a evaluar
y la curva de calibracién del patrén de referencia del
laboratorio en la cuantificacién absoluta de las concen-
traciones de anticuerpos anti-BTP (4). Sin embargo, en
este trabajo no se realiz6 la titulacion 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 titulacion
de las muestras de los pacientes tratados con la BTP en
otros ensayos clinicos, para comparar la inmunogenici-
dad del CIGB-370 no modificado respecto del modifi-
cado mediante reingenieria genética o quimica de pro-
teinas. También se realiz6 la determinacién de la RMS
entre los titulos posteriores con respecto a los previos al
tratamiento con la BTP, por el método de interpolacion
(RMS=2,9 ) que dio un valor menor que aquel reporta-
do (3) para el método de titulacion de punto final de
diluciones seriadas %2 (RMS=4) y 1/3 (RMS=9). En el
primer método se estima los titulos de anticuerpos de
las muestras en un intervalo de varias diluciones cono-
cidas, y en el segundo se toma la mayor dilucién del
analito con una absorbancia inmediatamente superior
al umbral de corte.

Esta es la primera evaluacion de la inmunogenicidad
de este candidato terapéutico en muestras humanas
cuando no se cuenta con un modelo animal predictivo
de ese aspecto. Se demostré que la formulacién final
del CIGB-370 se absorbe mejor a una fase sélida con
predominio de los residuos hidrofébicos sobre los hi-
drofilicos que su ingrediente farmacéutico activo (am-
bas preparaciones tienen igual exposicion epitopica).
El método de determinacion de titulos de anticuerpos
a través de la interpolacion de la curva de dilucion
es mas sensible en detectar anticuerpos inducidos en
muestras con anticuerpos preexistentes de pacientes
tratados con el CIGB-370 con respecto al método de
interpolacion de punto final. La metodologia de estos
EIA escalonados con dos umbrales de corte fluctuan-
tes no especificos de enfermedad, uno de pesquisaje y
otro de confirmacion; es precisa, selectiva, especifica y
sensible en detectar una prevalencia de anticuerpos an-
ti-CIGB-370 mayor de 82% en pacientes tratados por via
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-
formatico de la existencia de epitopos de linfocitos B y
epitopos de linfocitos T en el CIGB-370 que favorecen su
inmunogenicidad. Esta estrategia escalonada de inmu-
noensayos puede estudiar la correlacion de anticuerpos
anti-CIGB-370 con los sintomas, la farmacocinética y los
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riesgos clinicos en una muestra poblacional de tamano
estadisticamente suficiente de pacientes tratados con esa
BTP (con y sin modificaciones estructurales) para en-
contrar la relevancia clinica de esos anticuerpos. Ademas
de determinar la eficacia y la seguridad, se debe realizar
el analisis necesario de costo/beneficio de las diferentes
variantes terapéuticas del CIGB-370 con mayor impacto
socioeconémico en los cuidados clinicos.
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