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Sintesis

Las limitaciones que presentan los anticuerpos monoclonales de ratén para su uso en la
radioinmunoterapia han estimulado la bdsqueda de moléculas mas pequefias derivadas de los
mismos, que generalmente presentan una mayor permeabilidad a los tejidos, menor tiempo de

vida media en sangre y menor inmunogenicidad.

Una de las multiples variantes que se estudian actualmente para lograr este propdésito
son los fragmentos de anticuerpos en su conformacién dimérica, los que por sus caracteristicas
pueden satisfacer las expectativas anteriores, y ademdas mantienen la afinidad funcional del

anticuerpo monoclonal original al recrear los dos sitios de unién al antigeno.

En el presente trabajo se describe la obtencién de un fragmento de anticuerpo dimérico,
denominado fragmento anti-CEA M3, con el cual se pretende superar las limitaciones de
biodistribucién y inmunogenicidad que presenta el anticuerpo monoclonal de ratén CB/iorCEA.1
para su empleo en la radioinmunoterapia del céncer. El fragmento de este anticuerpo se
construyé mediante la unién de las regiones variables de cadena pesada y ligera con un péptido
de 5 aminoacidos.

El fragmento anti-CEA M3 se expresé de forma activa en el periplasma de E. coli y se
purific6 mediante cromatografias de afinidad a iones metdlicos y de exclusién molecular,
lograndose establecer un proceso de produccién a escala de 5 Litros de fermentacién con un
rendimiento final de 3 mg/L de fragmento dimérico. La especificidad de este fragmento por su
antigeno se evalué por ELISA, inmunofluorescencia y citometria de flujo, mientras la afinidad se
determiné en un ELISA de competencia y en el BlAcore.

El fragmento anti-CEA M3 se logré marcar con alta eficiencia a los is6topos radioactivos
1251 y 131 a3 través del método de la cloramina T, alcanzdndose elevada estabilidad durante los
marcajes. La molécula radiomarcada mantuvo la inmunorreactividad y afinidad por el CEA
similar al anticuerpo completo. Experimentos en ratones atimicos xenotransplantados con
células tumorales humanas LS 174T demostraron una acumulacién especifica de este fragmento
en el tumor y una baja acumulacién en el resto de los tejidos.

Los primeros resultados obtenidos en el marco de un ensayo clinico fase | con el
fragmento anti-CEA radiomarcado con 3!l en pacientes con cancer colorectal indicaron que el
fragmento no produce eventos adversos y no origina inmunogenicidad 1 mes después de la
administracién. Durante las imagenes gammagraficas se demostré que no se acumula
inespecificamente en los érganos no blancos mientras ocurre una acumulacién especifica en el
tumor. Estos resultados sugieren las posibles ventajas del fragmento sobre el anticuerpo original

al usarse en la radioinmunoterapia del cancer.
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Introduccion

1. Introduccidon

El cancer es el resultado inevitable del fracaso de los procesos y mecanismos
responsables de controlar la proliferacién y la muerte celular. Esta enfermedad constituye la
segunda causa de muerte en la mayoria de los paises y cada afio el nUmero de pacientes tiende
a incrementarse como resultado de multiples factores entre los cuales se destacan los malos
habitos de vida (consumo de tabaco, obesidad y sedentarismo) y la predisposicién genética
(Peto, 2001). En Cuba también es la segunda causa de muerte siendo superada solo por las
enfermedades cardiovasculares (Torres Vidal y col., 2005).

Entre todos los tipos de cancer, el adenocarcinoma colorectal es uno de los que presenta
mayor incidencia y mortalidad, superado solamente por el cdncer de pulmdén que ocupa el
primer lugar en ambos sexos asi como por el cdncer de mama en la mujer y el cancer de

prostata en el hombre (Gralow y col., 2008).

Muchos de los métodos disponibles actualmente para el tratamiento del céncer, tales
como la radioterapia y la quimioterapia, presentan el inconveniente de que no solo actdan sobre
las células neoplasicas, sino que afectan considerablemente al resto de las células del cuerpo y
provocan numerosos efectos indeseados. Esta es una de las razones por las cuales la
inmunoterapia basada en anticuerpos o fragmentos de ellos recibe de la comunidad cientifica
una atencién especial, ya sea para su aplicacién como moléculas desnudas o conjugadas a
drogas, toxinas e isétopos radioactivos (Sharkey y Goldenberg, 2006).

Estd demostrado que la capacidad de los anticuerpos de reconocer especificamente a su
antigeno, puede convertirse en una herramienta muy efectiva en el combate del céncer y sus
metdstasis, al emplearlos con el objetivo de dirigir el tratamiento seleccionado directamente
hacia el tumor (McCarron y col., 2005; Sharkey y Goldenberg, 2006). Ademas, al tener en cuenta
el hecho de que en la actualidad han sido identificados algunos antigenos que se encuentran
sobre expresados en ciertos tipos de células tumorales y que pueden ser empleados como
blancos terapéuticos, lo cual aumenta las posibilidades de éxito (Wu y Senter, 2005).

Los primeros trabajos en esta direccion se realizaron con anticuerpos monoclonales de
origen murino obtenidos por la fusidn de linfocitos de ratén con células de mieloma, como
resultado de los descubrimientos realizados por Kéhler y Milstein en 1975. Estos anticuerpos se
caracterizan por presentar altas afinidades y ser muy especificos a su antigeno, por lo cual se
convirtieron en reactivos sumamente Utiles, sobre todo al ser empleados para el diagnéstico de
diversas enfermedades, incluidas las oncoldgicas. Sin embargo, su uso como agente terapéutico
ha estado limitado debido a la elevada inmunogenicidad que suelen presentar, el poco tiempo

de vida media en suero comparados con los anticuerpos humanos y la ausencia de una
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interaccién eficiente con las células efectoras del sistema inmunolégico humano (Wu y Senter,
2005).

Como respuesta a estas restricciones se desarrollé una nueva generacién de anticuerpos,
a partir de la introduccién de las técnicas del ADN recombinante en la modificacién y/u
obtencién de los mismos. Mediante esta tecnologia se logré quimerizar o humanizar los
anticuerpos monoclonales de ratédn ya existentes y trabajar en la obtencién de nuevos

anticuerpos completamente humanos (Lonberg, 2005).

La aplicacién de la ingenieria genética a los anticuerpos también permitié la generacion
de fragmentos a partir de los mismos, logrdndose obtener mediante esta metodologia un amplio
espectro de moléculas, muchas de las cuales conservan la capacidad de reconocer al antigeno al
quedar intactas las regiones variables del anticuerpo parental (Bird y col, 1988).

Los fragmentos presentan propiedades farmacocinéticas que para muchas aplicaciones
son consideradas ventajosas en comparacién con los anticuerpos completos, como por ejemplo,
presentan una mayor y mas homogénea penetracién tumoral, tienen mayor velocidad de
aclaramiento sanguineo que los anticuerpos humanos y en algunos casos, menor que los
anticuerpos de ratén y son menos inmunogénicos (Chester y col., 2004, Kenanova y col., 2005,
Sharkey y Goldenberg, 2006).

Dentro de los tipos de fragmentos que han sido desarrollados, una de las variantes mas
usadas ha sido el fragmento de anticuerpo de simple cadena (scFv), el cual se obtiene mediante
la unién de los dominios de la regién variable de la cadena pesada (Vu) y la regién variable de la
cadena ligera (V.) del anticuerpo en una misma molécula, a través de un polipéptido cuya
composicion de aminoacidos le confiere suficiente flexibilidad para que ambos dominios se
plieguen y reproduzcan el sitio de unién al antigeno (Robinsén y col., 1998).

Al igual que los anticuerpos completos, los fragmentos de simple cadena mantienen la
especificidad por el antigeno. Sin embargo, el hecho de presentar una conformacién
monovalente significa una severa limitacién para su aplicacién en algunas terapias al reducirse
el tiempo de retencién en el blanco, sobre todo debido al incremento en la velocidad de
disociacién con el antigeno, y ademas por el aumento en la velocidad de aclaramiento de la
circulacién sanguinea, que es favorecida por la filtracién renal debido a su pequefio peso
molecular (aproximadamente entre 25 y 30 kDa) (Goel y col., 2001).

Para solucionar estos problemas los fragmentos de simple cadena se han manipulados
genéticamente para obtener estructuras multivalentes, las cuales pueden ser: diméricas,
triméricas o tetraméricas, incrementando de esta forma la afinidad funcional (disponen de dos o
mas valencias) y el tiempo de vida media en sangre (tamafio entre 60 y 120 kDa) (Tomlinson y
Holliger, 2000; Todorovska y col., 2001).
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La formacién de los fragmentos multivalentes puede realizarse mediante uniones
covalentes o no covalentes. El uso de hélices anfipéaticas (Pack y Plickthun, 1992), el empleo del
dominio CH3 de las inmunoglobulinas (Hu y col., 1996; Yazaki y col., 2001) o el empleo de
cisteinas que forman puentes disulfuro (Fitzgerald y col.,, 1997), con el objetivo de unir los
dominios variables de cadena pesada y ligera del anticuerpo, dardn lugar a uniones covalentes.
Cuando se unen dos fragmentos monovalentes con un péptido de unién adicional al que ya
existe entre los dominios variables del anticuerpo o se reduce el nUmero de los aminoacidos que
componen el péptido de unién entre las regiones variables de cadena pesada y ligera, se
obtienen fragmentos multivalentes mediante uniones no covalentes (Holliger y col., 1993;
Schmidt y col., 1996; Goel y col., 2000).

Se ha demostrado que en una molécula monomérica la reduccién en la longitud del
péptido de unién entre las regiones variable es suficiente para evitar que se forme un dominio
funcional, lo cual facilita la interaccién iénica entre varias moléculas para formar el sitio de unién
al antigeno, una reduccién del péptido de unién desde 15 hasta 3-12 aminoacidos origina
moléculas con una conformacién mayoritariamente dimérica, mientras que péptidos de unién
con 1 6 2 aminodacidos dardn lugar a fragmentos con conformaciones preferentemente triméricas
(Holliger y col., 1993; Kortt y col., 2001).

Los fragmentos de anticuerpos, al igual que ha sucedido con los anticuerpos completos
pueden ser usados en la inmunoterapia del cédncer conjugados con un amplio rango de
productos, incluyendo enzimas, toxinas, drogas e isétopos radioactivos (Hudson, 1999).

En los ultimos afios la cantidad de ensayos clinicos con fragmentos de anticuerpo se han
incrementado considerablemente, y ya en el afio 2006 es aprobado el primer fragmento de
anticuerpo recombinante (tipo Fab, nombrado Lucentis) proveniente de un anticuerpo anti-VEGF
para su uso en la degeneracién macular asociada a la edad (Pieramici y Avery, 2006).

Para la producciéon de fragmentos han sido empleados varios sistemas de expresién, los
cuales van desde las células de mamiferos hasta las plantas transgénicas, los rendimiento han
dependido del vector empleado, la cepa utilizada y muy estrechamente de las secuencias
aminoacidicas especificas de cada anticuerpo (Plickthun, 1991).

En el caso de las bacterias, existen trabajos que demuestran la posibilidad de obtener
altos rendimientos en la produccién de fragmentos de anticuerpo dirigidos al periplasma de E.
coli, apoyandose en una tecnologia de cultivo incrementado, donde logran elevadas densidades
celulares (Horn y col. 1996).

Uno de los antigenos que mas se han estudiado para el diagndstico y/o la terapia de
diferentes tipos de carcinomas es el antigeno carcinoembrionario (CEA) descrito por primera vez
por Gold y Freedman en 1965.



Introduccion

El CEA es una glicoproteina muy estable, perteneciente a la familia de las
inmunoglobulinas, que se encuentra altamente expresada en tumores de origen epitelial y que
tiene una expresién restringida en los tejidos normales (Horig y col., 2000).

En Cuba se generd el anticuerpo monoclonal de ratén CB/iorCEA.1 en el afio 1989 por
Tormo y col., siguiendo la metodologia descrita por Koéhler y Milstein en el afio 1975. Este
anticuerpo es de subclase IgGl y durante su caracterizacion demostré tener una alta
especificidad y afinidad al CEA, lo cual abrié el camino hacia su aplicacién en el diagnéstico al
ser empleado como molécula radiomarcada con el isétopo **™Tc. Después de varios ensayos
clinicos el mismo se registré en Cuba y otros paises para el diagnéstico de tumores colorectales
y sus recidivas, (Pimentel y col., 2001; Pimentel y col., 2004; Oliva y col., 2005).

Sin embargo, su aplicacién en la radioinmunoterapia ha estado limitada ya que presenta
una elevada acumulacién no especifica, fundamentalmente hepatica, y a la generacién en los
pacientes de respuesta anti-inmunoglobulina de ratén (Pimentel y col., 2004; Oliva y col., 2005).

Estimulados por las buenas cualidades demostradas por el anticuerpo CB/iorCEA.1,
referidas a su alta especificidad y afinidad por el antigeno, y con el conocimiento de las
limitaciones que presenta para su empleo en la terapia, las cuales pudieran ser superadas con el
uso de un fragmento que permita su aplicacién en la radioinmunoterapia, se planteé la siguiente
hipdétesis: Es posible generar y expresar de forma activa en el periplasma de E. coli un
fragmento dimérico proveniente del anticuerpo CB/iorCEA.1, que conserve la especificidad por el
antigeno carcinoembrionario después de conjugado con yodo radioactivo, y se localice de

manera preferencial en los tumores CEA positivos.
Objetivo General.

Obtener por via recombinante en el periplasma de Escherichia coli un fragmento de
anticuerpo en forma dimérica, que conserve la especificidad por el antigeno CEA humano y que
aporte evidencias de su posible superioridad con relacién al anticuerpo original para ser

empleado en la radioinmunoterapia del cdncer colorectal.

Objetivos especificos:

1. Demostrar la expresién en la bacteria Escherichia coli del fragmento de anticuerpo.
Purificar y caracterizar el fragmento dimérico proveniente del anticuerpo monoclonal de ratén
CB/iorCEA.1. en cuanto a su especificidad, afinidad y estabilidad. Establecer su produccién a
escala de 5 litros de fermentacion.

2. Demostrar que el fragmento de anticuerpo dimérico mantiene la estabilidad después
de radiomarcado con yodo 125 y 131 por el método de la cloramina T y mantiene la
especificidad por el antigeno carcinoembrionario similar al anticuerpo completo. Ademas, que el

fragmento se acumula predominantemente en el tumor durante los experimentos de
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biodistribucién en ratones atimicos xenotrasplantados con células humana de tumor de colon LS
174T.

3. Obtener las primeras evidencias de la prueba de concepto en pacientes con cancer
colorectal.

Para el cumplimiento de estos objetivos, se acometieron las siguientes tareas:

o Clonar a partir del ARN del hibridoma que produce el anticuerpo CB/iorCEA.1, los
genes que codifican para las regiones variables de cadena pesada y cadena ligera de este

anticuerpo. Determinar las secuencias consensos de los genes.

. Diseflar y clonar en el vector de expresién plasmidico pAcR-1 el gen que codifica
para el fragmento de anticuerpo de cadena Unica, uniendo los genes de las regiones variables
pesada y ligera mediante un péptido de unién de 5 aminodcidos.

. Transformar la cepa de E. coli RV 308 con el vector plasmidico conteniendo el gen
del fragmento, seleccionar un clén por expresién y purificar mediante afinidad por iones

metélicos y exclusién molecular.

o Caracterizar el fragmento de anticuerpo en cuanto a su identidad y pureza, asi como

realizar estudios de especificidad y de afinidad in vitro.

. Establecer un proceso de fermentacién y ajustar la metodologia para la produccién
del fragmento dimérico a escala de 5 litros. Preparar y caracterizar los bancos de células.

. Estudiar la formulacién y la estabilidad del fragmento de anticuerpo dimérico.

. Ensayar el método para el marcaje radioactivo con yodo 125 y 131 y analizar el

efecto del marcaje en la estabilidad y la inmunorreactividad del fragmento.

U Realizar el estudio de la biodistribucién del fragmento radiomarcado en ratones

atimicos xenotrasplantados con células humana de tumor de colon LS 174T.

U Obtener las primeras evidencias para la posible utilidad del fragmento radiomarcado
en la terapia mediante el andlisis de la seguridad, estabilidad, farmacocinética y biodistribucién
en pacientes con tumores colorectales.

La novedad cientifica del trabajo esta basada en el hecho de que por primera vez en el
mundo se logré obtener, usando técnicas de ingenieria genética, un fragmento dimérico a partir
de las regiones variables del anticuerpo CB/iorCEA.1, el cual se expresé de forma activa en el
periplasma de E.coli. El fragmento dimérico mantuvo la especificidad y afinidad por el antigeno
carcinoembrionario similar al anticuerpo original después de ser radiomarcado con yodo 125 y
131. En los experimentos in vivo demostré una biodistribucién superior al anticuerpo completo
con la acumulacién preferencial en el tumor y una baja retencién en érganos no relacionados, lo
cual avala la posibilidad de usarlo en la radioinmunoterapia del cancer.
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La importancia teédrica del trabajo es que permitié profundizar los conocimientos sobre la
estructura de la molécula de inmunoglobulina y sus fragmentos y ademds sobre algunos de los
factores que pueden influir en su reordenamiento y conformacién final. En el trabajo se informa
la obtencién durante la purificacién por cromatografia de exclusién molecular, de una fraccién
monomérica de este anticuerpo que coeluye con el dimero y que presenta actividad bioldgica,
hecho no reportado anteriormente en el mundo para fragmentos de anticuerpo de simple
cadena construidos con péptidos de unién de 5 aminoécidos.

Desde el punto de vista practico la ejecuciéon de este trabajo ha permitido establecer en
Cuba la tecnologia para la obtencién de fragmentos de anticuerpos multivalentes en bacterias,
asi como dejar establecido un procedimiento para la producciéon de este tipo de molécula a
escala de 5 litros. Fue necesario incorporar dentro de las instituciones y grupos participantes
todo un arsenal de nuevas tecnologias que profundizan el desarrollo cientifico de las mismas. Por
primera vez se logré en el pais obtener un proceso para el radiomarcaje con yodo de un
fragmento de anticuerpo en forma estable, sin que durante este proceso se afectara

significativamente la inmunorreactividad del mismo por el antigeno.

Los resultados expuestos en la tesis estdn contenidos en una patente aprobada en Cuba,
Rusia, China, Malasia, Suddfrica y Argentina, y forman parte de tres publicaciones: una
publicacién en la revista Biotechnology Applied Biochemistry, una publicacién en la revista Word
Nuclear Medicine, una publicacién en la revista Minerva Biotecnolégica, ademdas han sido

presentados en 8 eventos internacionales, tanto en Cuba como en el extranjero.
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2. Revisidn Bibliografica
2.1 Cancer

El cadncer es uno de los principales problemas de salud que enfrenta actualmente la
humanidad, y constituye una de las primeras causas de muerte a escala mundial. Esta
enfermedad se caracteriza por el crecimiento y la expansiéon desenfrenada de células que han
sufrido una transformacién genética. Los factores que lo causan pueden ser externos (consumo
de tabaco, exposicién a compuestos quimicos y radiaciones o infecciones con virus) o internos
(mutaciones heredadas, hormonas, condiciones inmunoldgicas y mutaciones que ocurren a
partir del metabolismo) (Cancer Facts & Figures, 2007). Estos factores pueden actuar
independientes o en conjunto para iniciar o promover la formacién de células cancerosas
mediante la desviacién de un amplio espectro de vias efectoras y regulatorias, y es su enorme
complejidad lo que dificulta el desarrollo de terapias efectivas y especificas (Gralow y col., 2008).
No obstante, muchos tipos de céncer pueden ser prevenidos, sobre todo aquellos que derivan
del abuso del tabaco y los relacionados con la nutricién, la obesidad, la inactividad fisica y las
infeccién por virus (Peto, 2001). Sin embargo, uno de los mas potentes carcinégenos es la edad,
y el hecho de que se incrementen las expectativas de vida de la poblacién hace aumentar
considerablemente los valores de incidencia de esta enfermedad (DePihno, 2000).

Todos los tumores involucran el mal funcionamiento de los genes que controlan la
divisién y el crecimiento celular. Cerca de un 5-10% de los tumores son hereditarios, y aquellas
personas que han heredado determinados genes mutados son mas susceptibles a desarrollar un
cancer (Ponder, 2001). El resto de los tumores son debido a mutaciones en determinados sitios
gue activan los genes relacionados con el control del crecimiento y la divisién celular,

generalmente como consecuencia de factores externos (Weber, 2002).

El cadncer puede ser tratado mediante cirugia, radiaciones, hormonas, gquimioterapia e
inmunoterapia, aunque en la practica lo mas usual es una combinacién de varias estrategias en
dependencia del tipo y estadio de desarrollo del mismo (Oyen y col., 2007; Gralow y col., 2008).

2.2 Cancer colorectal.

El cdncer de colon consiste en el crecimiento y la expansién descontrolada de células
anormales del colon, las cuales pueden invadir y destruir el tejido que les rodea. Estas células al
penetrar al torrente sanguineo o linfatico pueden expandirse y afectar a otros érganos, y
provocar el proceso conocido como metdstasis (Hill y col., 1978).

El colon, o intestino grueso, asi como el recto son componentes esenciales del sistema
digestivo. En el colon continda la absorcién de agua y nutrientes de los alimentos y sirve de
contenedor del material de desecho. Este material avanza hasta el recto, donde es expulsado al
exterior a través del ano. El colon estd dividido en cuatro segmentos: ascendente, transverso,
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descendente y sigmoide, este Ultimo se encuentra unido al recto. Tanto el colon como el recto
estan formados por varias capas de tejido (la mucosa, submucosa, la capa muscular circular, la
capa muscular longitudinal y la serosa), (Ades y col., 2005) (Figura 1). En caso de existir un
tumor su pronéstico de evolucién dependera de la ubicacién y del grado de afectacién de una u
otra capa de tejido.

Figura 1: Ubicacién anatémica y estructura del colon. Se muestran las diferentes capas que recubren el colon. En
caso de tumoracién el pronéstico de evolucién estard en dependencia de la ubicacién original del tumor.

Capa de musculo
longitudinal

Capa de musculo
circular

Submucosa

Mucosa—

El cancer de colon se encuentra entre las tres primeras causas de muerte por cancer a
nivel mundial. Esta enfermedad es generalmente diagnosticada en un estadio avanzado (entre el
22% y 36% de los casos), lo que provoca que el indice de supervivencia en estos casos sea muy
bajo. Sin embargo, es reconocido que la tasa de supervivencia hasta cinco afios se eleva hasta
un 90% en aquellas personas donde se logra un diagndstico temprano de la enfermedad, lo cual
desafortunadamente ocurre solo en 37% de los casos. Si en el momento del diagnéstico el tumor
se ha diseminado por 6rganos o ganglios linfaticos cercanos, la tasa de supervivencia cae hasta
un 65%, y si se ha extendido por érganos distantes, la tasa de supervivencia hasta los cinco
anos es solamente de un 8% (Ries y col., 2001).

En los Estados Unidos y demds paises desarrollados la incidencia del cancer colorectal ha
disminuido en las dos Ultimas décadas, pasando de 66,3 casos por cada 100 000 habitantes en
el aflo 1985 hasta 49,5 casos en el 2003, como resultado principalmente del incremento en los
pesquisajes que permiten la deteccién temprana y la eliminacién de los pdlipos colorectales
(Ahmedin Jemal y col., 2006).
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En nuestro pais se produjeron 1 392 nuevos casos en el afio 2001 y la mortalidad
provocada por este tipo de cancer fue de 12,54 por cada 100 000 habitantes por ano (Silva y
col., 2001). Sin embargo, hay una tendencia al incremento, pues ya en el aflo 2003 el nimero de
defunciones se elevé a 1 568 lo que constituyd el 8,6% del total de fallecidos para ese afio, con
un aporte dos veces mayor del sexo femenino con respecto al sexo masculino. En términos de
tasas crudas, la mortalidad por céncer de colon se elevé en Cuba de 6,6 defunciones por 100
000 habitantes en 1979 hasta 13,9 en el afio 2003 (Torres Vidal y col., 2005). En el afio 2006 la
incidencia era de 1 792 casos, mientras que la mortalidad en ambos sexos se elevd ha una
proporcién de 17,7 fallecidos por cada 100 000 habitantes (Estadisticas de salud en Cuba, 2007).

Aproximadamente mas del 90% de los tumores malignos colorectales son
adenocarcinomas. Los cuales son tumores que se producen en las células glandulares que
recubren el interior del colon y el recto (American Cancer Society, Colorectal Cancer Facts &
Figuras, 2005; Pato y col., 2006).

Otro tipo de tumor que puede presentarse en el colon y recto es el estromético
gastrointestinal, aunque es mucho menos frecuente, en este caso el tumor se desarrolla en el
tejido conectivo y en las capas musculares que recubren la pared del colon y del recto (American
Cancer Society, Colorectal Cancer Facts & Figures, 2005).

Los adenocarcinomas pueden presentar distintas formas; destacan las vegetantes, con
crecimiento hacia el interior de la luz; las formas infiltrantes, que al ocupar la pared a la que
infiltran producen estrecheces y retracciones, y las formas ulcerantes. Las células malignas
pueden diseminarse a través de la via linfatica y la via sanguinea. La diseminacién local se
realiza principalmente de forma circular alrededor de la pared intestinal infiltrando al resto de las
capas, y puede producir un estrechamiento de la luz del intestino. Una vez que estan afectadas
todas las capas, se produce la invasion de las vias linfatica y venosa. Si esa diseminacién se
realiza de forma longitudinal, en lugar de forma circular, la extensién se produce de manera mas
lenta. En un 80% de los pacientes, se produce una infiltracién perineural, en los nervios de la
zona, que causa dolor. El tumor puede extenderse localmente, e invade estructuras y érganos
vecinos o adyacentes. Las metdstasis se producen debido a que las células tumorales llegan a la
sangre o a la linfa y éstas las distribuyen a otras zonas del cuerpo. Generalmente si se
distribuyen a través de la sangre, suelen ser frecuentes las metastasis en higado, pulmén y
columna. Si la distribucién ocurre a través de los ganglios linfaticos, se producird probablemente
metd4stasis en vejiga o en préstata (American Cancer Society, Colorectal Cancer Facts & Figures,
2005).

Las causas exactas del cancer colorectal no son conocidas, aunque muchos estudios han
mostrado que existe una serie de factores que incrementan el riesgo de padecer esta
enfermedad, entre estos se encuentran:
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. Envejecimiento: El cancer colorectal debido al envejecimiento, suele ser mas
frecuente entre aquellas personas que rondan los cincuenta afios o0 mas de edad, aunque esto
no excluye que pueda darse en personas mas jévenes (DePihno, 2000).

. Predisposicidon genética: Historial personal o familiar de pdlipos o de cancer de colon.
Los pélipos son tumores benignos en las paredes internas del colon y del recto que si no son
tratados a tiempo, pueden conducir a un cancer. Alrededor del 10% de los casos de céncer
colorectal se deben a mutaciones genéticas hereditarias. Algunos sindromes hereditarios que
incrementan el riesgo de padecer cancer de colon son: (1) la péliposis adenomatosa familiar, (2)
el céncer colorectal hereditario no pdliposo, (3) la pdliposis juvenil familiar y (4) el sindrome de
Peutz-Jeghers (P)S), (Fuchs y col., 1994 y Askling y col., 2001).

" Enfermedades inflamatorias intestinales previas: Los individuos que hayan padecido
de enfermedades inflamatorias intestinales previas pueden presentar un mayor riesgo a sufrir de
cancer colorectal (Colditz y col., 2000).

" Historia personal de otro tipo de cdncer: En aquellas mujeres que hayan padecido un
cancer de Utero, ovario o mama, las posibilidades de sufrir cAncer de colon son mayores (Colditz
y col., 2000).

. Habito de vida sedentaria: Se ha comprobado en numerosos estudios que llevar una
vida sedentaria favorece la aparicién del cancer (Colditz y col., 2000).

. El consumo de dietas con poca fibra, frutas y verduras y demasiadas grasas son
perjudiciales: Los carotenoides, sustancias que se encuentran principalmente en frutas, verduras
y hortalizas, tienen muchas funciones beneficiosas que minimizan el riesgo de formacién de
estos tumores y el refuerzo del sistema inmune, ademas el consumo de fibra dietética también

disminuye la probabilidad de sufrir de cancer colorectal (Colditz y col., 2000).

. Consumo de tabaco: Las personas que fuman 20 cigarrillos al dia tienen el doble de
posibilidades de desarrollar el cancer de colon (Colditz y col., 2000).

2.3 Blancos para la Inmunoterapia del cancer.

En los Ultimos aflos varias moléculas han sido identificadas como posibles blancos para
los tratamientos del cancer mediante inmunoterapia. Estos antigenos pueden ser agrupados en
dos grandes grupos: (1) los antigenos tumor especificos (TSA) y (2) los antigenos tumor
asociados (TAA) (Boon y Old, 1997; Rosenberg, 1999).

Los antigenos tumor especificos comprenden productos génicos que son expresados
exclusivamente en los tumores, como ejemplos de los mismos se pueden mencionar mutaciones
en el gen supresor de la proteina p53, mutaciones puntuales del oncogen ras o productos de
traslocaciones génicas, tres mutaciones en el codén 12 del gen ras se pueden encontrar en

aproximadamente el 20 o el 30% de los tumores humanos (Bos, 1989; Kiaris y Spandidos, 1999).
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Los antigenos tumor asociados pueden agruparse en cinco grupos: (1) antigenos
oncofetales, (2) productos de oncogenes, (3) antigenos de lineas de tejidos, (4) antigenos virales
y (5) nuevos blancos (Hodge, 1996; Boon y Old, 1997; Hammarstrom, 1999).

Generalmente estos antigenos pueden estar o no presentes en las células normales con
una expresién basal pero en presencia de procesos neopldsicos su expresién tiende a

incrementarse (Hammarstrom, 1999).

Dentro de los antigenos oncofetales, se ubica al antigeno carcinoembrionario (CEA),
expresandose solo en la fase embrionaria del organismo y con muy poca expresién de los
mismos en la etapa adulta, pero que reaparecen nuevamente en las células tumorales (Kinugasa
y col., 1994).

2.4 El antigeno carcinoembrionario (CEA) como marcador tumoral.

El antigeno carcinoembrionario (CEA por sus siglas en inglés: Carcinoembryonic Antigen)
se describié por primera vez en 1965 por los investigadores P. Gold y S.0. Freedman, quienes lo
purificaron a partir del extracto de tejido de cédncer colorectal. En un primer momento se postulé
gue era un antigeno oncofetal, el cual se expresaba solamente en la etapa embrionaria, que
estaba ausente en los tejidos adultos saludables y que solo reaparecia en presencia de un
tumor, donde la concentracién podia ser 60 veces superior al tejido normal (Boucher y col.,
1989).

La expresidon del CEA en las células comienza en la etapa embrionaria y se mantiene
durante toda la vida (Nap y col., 1988). Esta molécula se localiza especificamente en la
superficie apical de los enterocitos maduros. Varios estudios han demostrado que el CEA es
expresado tanto en los tejidos normales como en los tumores (Kinugasa y col., 1994), por lo que
no debe clasificarse como un tipico antigeno tumoral sino como un componente del tejido adulto
normal con una expresidn mantenida en los tumores. El nivel de expresién estd relacionado con
el grado de diferenciacién celular, encontrdndose una mayor expresién en los tejidos mas

diferenciados (Hammarstrom, 1999).

En unos de los primeros reportes sobre la determinacién del CEA sérico Thomson y col.,
en el afo 1969 encuentran incrementos sustanciales de sus valores en 35 de 36 pacientes con
cancer colorectal, a través de un radioinmunoensayo.

Esto hizo posible que el CEA sérico se transformara en uno de los marcadores tumorales
mas usados a nivel mundial para la deteccién o el seguimiento post operatorio del cancer
colorectal (Duffy, 2001).

Actualmente se han descubierto méas de 20 moléculas pertenecientes a la misma familia
gue el antigeno carcinoembrionario, tales como el antigeno no especifico de reactividad cruzada
(NCA) descrito por primera vez de forma independiente por von Kleist y col. y Mach y col. en
1972, la glicoproteina biliar (BGP) descubierta por T. Svenberg en 1976, la Bl-glicoproteina
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especifica de gestacién humana (PSG) (Watanabe y col.,, 1988) y las moléculas asociadas a
granulocitos (CGM) entre otras (Hammarstrom, 1999).

La familia de genes del antigeno carcinoembrionario cuenta con aproximadamente 29
genes o pseudogenes identificados hasta ahora (Olsen y col., 1994). Los genes de esta familia se
clasifican en tres subgrupos: el grupo del CEA con 12 miembros, el grupo del PSG con 11
miembros y un tercer grupo con 6 miembros. Dentro del grupo del CEA, 7 de sus miembros se
expresan, mientras que el resto son pseudogenes. En el grupo de PSG todos sus miembros se
expresan, pero hay variantes alélicas para algunos de ellos que presentan codones de parada en
el exdén del dominio N. La localizacién de la familia de genes del CEA se encuentra en el
cromosoma 19qg13,2 dentro de una regién de 1,8 Mb (Zimmermann y col., 1988).

El antigeno carcinoembrionario es una glicoproteina altamente glicosilada miembro de la
superfamilia de las inmunoglobulinas con un peso molecular de 180 kDa aproximadamente
(William y col., 1988).

Su estructura primaria, determinada mediante la clonacién de ADNc, la constituyen 8
dominios, un dominio N-terminal de 108 aminoacidos homdlogos al dominio variable de las
inmunoglobulinas (IgV-like); 6 dominios homélogos al dominio constante C2 (IgC2-like) de las
inmunoglobulinas denominados Al, B1, A2, B2, A3 y B3 (Figura 2), donde los dominios A tienen
93 aminoacidos y los B 83 aminoacidos; y un dominio hidrofébico C-terminal anclado a la
membrana mediante un motivo glicosil-fosfatidilinositol, que puede ser escindido por
fosfatidilinositol-fosfolipasas C é D (Boehn y col., 1996).

Precediendo al dominio N-terminal de la molécula se encuentra un péptido sefial de 34
aminodacidos que es escindido de la proteina madura por una peptidasa sefal antes de su
exportaciéon a la superficie celular. Esta molécula se encuentra en la superficie celular como
mondmero y posee un tamafio de 20x8 nm de largo por ancho respectivamente (Boehn y col.,
1996).

Todos los miembros de la familia del CEA parecen mostrar dos caracteristicas esenciales:
(1) contienen un dominio N-terminal tipo IgG que no presenta puentes disulfuro intracatenarios,
en su lugar tienen un puente salino, y (2) las moléculas estan altamente glicosiladas con
residuos de asparagina en su mayoria (o exclusivamente) mediante cadenas de carbohidratos
tipo complejos multiantenarios (Yamashito y col., 1987; Yamashito y col., 1989).

El contenido de carbohidratos, principalmente en los residuos de asparargina, puede
llegar a ser el 50% de la masa total de la proteina (Hammarstrém, 1999).
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Figura 2: Representacién esquematica del CEA. Se puede apreciar la glicosilacién de la molécula, y la estructura de
sus dominios, similares al de las inmunoglobulinas, el dominio N no presenta puentes disulfuros intracatenarios, el
dominio carboxilo terminal se encuentra anclado a la membrana celular mediante un motivo glicosil-fosfatidilinositol.

Hoy se conoce que el CEA tiene una distribucién limitada con respecto a los miembros de
su familia en los tejidos adultos normales, encontrandose en las células epiteliales columnares y
las globulares del colon, en las células de las mucosas del cuello y las mucosas piléricas del
estémago, en las células escamosas epiteliales de la lengua, eséfago y cervix entre otras (Nap y
col., 1988; Nap y col., 1992).

El antigeno carcinoembrionario no solo se encuentra expresado en el carcinoma
colorectal (Kim y col., 1992; Jothy y col., 1993; Baranov y col., 1994), sino que puede aparecer
ademas en otros tumores de origen epitelial (Figura 3), como son: el adenocarcinoma de pulmén
(Robbins y col.,, 1993), el carcinoma pancredtico (Shi y col., 1994), el adenocarcinoma
endometrial (Hinoda y col., 1990; Tanaka y col., 1997), el de ovario y el cancer de mama

(Thompson y col., 1994).
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Figura 3: Expresion del antigeno CEA en diversos érganos. El CEA puede estar expresado en una serie de
tumores de origen epitelial, no solo en el carcinoma colorectal, pero se ha demostrado que el 50% de los tumores
colorectales lo expresan, sobre todo cuando los niveles en el suero de los pacientes sobrepasan los 7 ng/mL.

A nivel geneuco parece no naper airerencia ente €1 CcA normal y €1 wdmaoral, sin
embargo una posible fuente de heterogeneidad pudiera ser debido a las diversas modificaciones
post-traduccionales que pueden producirse en la proteina en dependencia de los érganos donde
esta se exprese (Fritsche y col., 1977).

Las razones por la cual el CEA es extensivamente utilizado como marcador tumoral para
cancer colorectal y otros carcinomas estdn relacionadas a su estabilidad, su expresién
restringida en tejidos normales y su elevada expresion en las células tumorales (Hammarstrom,
1999).

En condiciones normales la presencia de este antigeno en el suero humano es bastante
baja (menor de 4 ng/mL) (Uehara y col., 2007), lo cual es debido a que en el colon normal las
células epiteliales polarizadas que lo recubren expresan el antigeno sélo en la superficie apical y
lo secretan hacia el lumen del mismo, lo cual facilita su eliminacién en las heces, limitando su
acceso a los capilares sanguineos (Taylor y col., 1985) (Figura 4A).

En el cancer de colon y recto, las células epiteliales que estdn hacia el lumen de la
gldndula tumoral se encuentran parcialmente polarizadas y mantienen la liberacién de CEA al
lumen, mientras que las células neopldsicas que estan dentro del tumor pierden su polaridad y
expresan CEA en toda su superficie por lo que al ser liberado puede tener acceso a los vasos
sanguineos (Figura.4B). Ademas, producto de la exfoliacién de la membrana plasmatica se
liberan vesiculas que drenan a través de la linfa y pueden llegar finalmente a la sangre (Taylor y
col., 1985).

CL TGL Fl_gu_ra 4: , g
Principales vias de excrecion
de CEA en el colon normal y el
cancer de colon. A colon normal.
B céncer de colon. CL: [imen del
colon. BC: capilar sanguineo. TGL:
[imen de la glandula tumoral.
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Varios estudios han sugerido que existe una tendencia ha correlacionar el tamafio del
tumor y el aumento de los niveles de CEA en sangre (Uehara y col., 2007).

Acerca de la funcién biolégica que desempena el antigeno carcinoembrionario muchos
estudios han demostrado que varios miembros de la superfamilia del CEA funcionan como
moléculas de adhesion celular homofilicas o heterofilicas cuando se expresan en las células
tumorales (Oikawa y col., 1992), y por lo tanto puede que este también sea el caso del CEA.
Segln reportes, el dominio N de la proteina estd directamente involucrado en el fenémeno de
adhesién celular (Sippel y col., 1996 y Obrink, 1997).

Es posible ademads, que el CEA también tenga un papel en la inmunidad innata debido a
la posicién estratégica que ocupa en el colon normal, este es secretado por las células
globulares del colon con las mucosidades hacia la regién apical de los colonocitos al igual que
ocurre con el NCA. Al ser esta una molécula altamente glicosilada con cadenas de carbohidratos
multiantenarias con gran cantidad de manosa y enlaces N-Acetilglucosamina con asparagina,
patréon de glicosilacién que tiene capacidad de interactuar con bacterias, le permite atrapar
microorganismos e impedir que estos lleguen a los microvellos de las células epiteliales y las
invadan. Luego, como el glicocalix se renueva constantemente en la superficie de los
enterocitos, las bacterias unidas serdn eliminadas junto con las heces (Leusch y col., 1990 y
Leusch y col., 1991).

2.5 Los Anticuerpos monoclonales (AcM)

La tecnologia de hibridomas establecida por los investigadores Kholer y Milstein en 1975
para el desarrollo de los anticuerpos monoclonales constituyé una poderosa herramienta para la
obtencién de anticuerpos de elevada afinidad y especificidad contra un determinante antigénico
y dio lugar a un crecimiento acelerado de la inmunologia moderna. Los anticuerpos
monoclonales aventajan a los policlonales en su homogeneidad, reproducibilidad, fuente
inagotable y facilidades de purificacién, lo cual ha acelerado la rapida sustitucién de estos por
los anticuerpos monoclonales en la mayoria de las aplicaciones inmunolégicas y dio un gran
impulso a la generacién de anticuerpos terapéuticos (Milstein, 1999; Reichert y col., 2005).

Hasta el presente se han desarrollado dos grandes grupos de anticuerpos monoclonales,
los de primera generacién y los de segunda generacién. Los de primera generacién son los que
se producen por la fusién de linfocitos B con células mieloides (células tumorales inmortales).
Los hibridos resultantes de esta fusién heredan la capacidad de crecer indefinidamente in vitroy
de producir inmunoglobulinas con una especificidad determinada (Kholer y Milstein, 1975). Los
anticuerpos monoclonales de segunda generacién son aquellos producidos mediante técnicas de
biologia molecular y ADN recombinante (Adair, 1992; Wright y col., 1992).

Los anticuerpos monoclonales tuvieron un gran éxito como reactivos analiticos debido a
la alta especificidad y afinidad que presentan, pero sin embargo su aplicacién con intenciones
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profilacticas o terapéuticas en el hombre ha encontrado obstidculos muy importantes lo que
provocd una desaceleracion en su interés inicial (Oriuchi y col., 2005).

El desarrollo de la tecnologia de hibridomas se realizé en células de ratén, es por este
motivo que los anticuerpos monoclonales producidos a partir de ellos son de esta especie, por lo
gue resultan ser proteinas extrafias para el ser humano. El empleo de estos anticuerpos en el
hombre promovié el surgimiento de una respuesta inmune anti-anticuerpo monoclonal (HAMA:
Human Anti-Mouse Antibodies), lo cual afecté sensiblemente la eficacia durante su empleo
terapéutico (Oriuchi y col., 2005).

La respuesta HAMA impone serias limitaciones a la extensidén o repeticién de la terapia
basada en AcM murinos asi como al empleo de altas dosis, debido a la formacién de
inmunocomplejos circulantes o reacciones alérgicas que son dafinas a los pacientes (Oriuchi y
col., 2005).

Por otro lado estos anticuerpos pueden ser poco eficientes en la promocién de funciones
efectoras por parte de las células humanas, suelen tener muy poco tiempo de vida media
biolégica y la biodistribucién de los mismos puede verse afectada seriamente debido a los
patrones de glicosilacién, aspectos que van ha incidir directamente en la efectividad de los
mismos (Hodoniczky y col., 2005).

Para la obtencién de anticuerpos monoclonales humanos empleando la tecnologia de
hibridizacién celular pueden usarse linfocitos aislados de sangre periférica (Gavrilov-Yusim y col.,
2008), o lineas celulares de linfocitos B inmortalizadas con el virus de Epstein-barr (Reichert y
col., 2005). Sin embargo, la baja eficiencia en la clonaciéon y la poca estabilidad de los clones que
se obtienen ha limitado grandemente la extensién de estas tecnologias.

Estimulados por los inconvenientes sefialados anteriormente para el uso de los
anticuerpos monoclonales de ratén y con el desarrollo de la ingenieria genética es que surgen
los anticuerpos monoclonales de segunda generacién. En la actualidad estos constituyen un
grupo heterogéneo de proteinas artificiales a las cuales se llega mediante dos grandes
estrategias: (1) La humanizacién de los anticuerpos monoclonales de ratén y (2) La generacién
de fragmentos de anticuerpos.

La humanizacién de los anticuerpos monoclonales de ratén se realiza por diferentes vias:
e Anticuerpos quiméricos: Se sustituyen las regiones constantes de las inmunoglobulinas

de ratén por regiones constante de anticuerpos humanos, manteniéndose intactas las regiones

variables de reconocimiento al antigeno (Blanco y col., 1997).

e Anticuerpos humanizados: Se realiza la sustitucién completa de las cadenas ligera y

pesada de las inmunoglobulinas de ratén por las humanas, y se conservan solamente las
regiones determinantes de la complementariedad (CDR; Complementary Determinant Region)
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de ratén (Rietchmann y col., 1988). Mas recientemente, la sustitucidon de los posibles epitopes T
presentes en el anticuerpo de ratén y responsables de activar la respuesta inmune en el humano
(Mateo y col., 2000).

También es posible obtener anticuerpos totalmente humanos mediante el empleo de
ratones transgénicos, a los cuales se les ha sustituido el repertorio genético de las
inmunoglobulinas de ratén por el humano, los hibridomas obtenidos de la fusidn entre los
linfocitos de estos animales y células de mieloma de ratén dardn lugar a la secrecién de
anticuerpos completamente humanos (Lonberg, 2005; Nils, 2005).

En la actualidad ademds, se disponen de bibliotecas génicas realizadas mediante la
insercién de genes completos con repertorios de regiones variables de inmunoglobulinas
humana en vectores de fagos filamentosos, lo que permite el ensamblaje de anticuerpos
completos en la particula viral y la seleccién de los mismos mediante ciclos de enfrentamiento al
antigeno (Henderikx y col., 2002).

2.6 Los Fragmentos de anticuerpos

Las limitaciones mencionadas anteriormente para el uso de los anticuerpos monoclonales
de ratén en la terapia han estimulado la bulUsqueda de moléculas que superen estos
inconvenientes, una de las variantes utilizadas ha sido la reduccién del tamafio de los mismos
(Bird y col., 1988). Estas moléculas presentan dentro de sus ventajas una mayor permeabilidad a
los tejidos y un tiempo de vida media en sangre menor que los anticuerpos humanos completos,
lo que provoca que para algunas aplicaciones pueda resultar un reactivo muy util. Sin embargo,
la ausencia de la porcién efectora, cuando carecen de la regién Fc, asi como la ausencia de
glicosilacién y la disminucién del tiempo de vida media en sangre, hacen que estas moléculas
sean desestimadas en muchos casos para el uso en algunas terapias (Batra y col., 2002; Holliger
y Hudson, 2005).

Dentro de las ventajas que presentan los fragmentos de fraccién variable (Fv) y sus
derivados esta el hecho de que estos conservan la especificidad del anticuerpo monoclonal de
origen (Holliger y Hudson, 2005) y ademas pueden ser producidos de manera artificial en casi
todos los sistemas de expresién conocidos hasta el momento como son: las bacterias (Raag y
col., 1995; Aldor y col., 2005), las levaduras (Fischer y col., 1999; Miller y col., 2005), los hongos
filamentosos (Frenken y col., 1998; Pavoni y col., 2006), las células de insectos (Holvoet y col.,
1991), las células de mamiferos (Rode y col., 1996) y las plantas transgénicas (Galeffi y col.,
2005).

La generacién de fragmentos esta basada en la utilizacién solamente de una regién de los
anticuerpos, la cual estaria determinada segun el uso especifico del mismo. Son numerosos los

métodos y las variantes de fragmentos de anticuerpos que han sido desarrolladas, estos van
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desde fragmentos (Fab,), que mantiene los dos sitios de unién al antigeno, hasta el uso de un
solo CDR, como unidad menor capaz de reconocer al antigeno (Tachovsky, 1990).

Estas moléculas se pueden construir mediante el aislamiento del ARN del hibridoma
secretor y su conversiéon a ADN con el objetivo de amplificar, mediante la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) y oligonucleétidos degenerados, los genes que codifican para las regiones
variables de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo monoclonal (Le Boeuf y col., 1989). Los
genes aislados y amplificados son posteriormente insertados en vectores para su secuenciacién
y expresion.

Otra via de obtencién de fragmentos de anticuerpos es mediante la seleccién a partir de
bibliotecas de fagos, esta tecnologia permite obtener nuevos anticuerpos sin manipular el
sistema inmune natural, sélo con el traslado de los genes de inmunoglobulina humana a un
sistema de fagos y bacterias (Burton y Barbas, 1994).

Los fragmentos Fv de cadena Unica (scFv) son moléculas que presentan un péptido de
unién (linker) entre la regién variable pesada y la regién variable ligera. El péptido de unién debe
tener una longitud que les permita a los dominios variables pesado y ligero plegarse
adecuadamente para formar el sitio de unién al antigeno (Bird y col., 1988). Estos péptidos estan
compuestos por aminoacidos que confieren solubilidad, flexibilidad y evitan la modificacién de la
especificidad y afinidad del sitio de unién al antigeno (Huston y col., 1988; Robinsén y col.,
1998).

Los aminodacidos que mayoritariamente conforman el péptido de unién son la serina y la
glicina. La serina le confiere solubilidad y previene su internalizacién en regiones hidrofébicas
durante el plegamiento del fragmento, mientras que la glicina, debido a su pequefio tamafo,
confiere la flexibilidad adecuada para el acomodamiento de varias conformaciones sin perturbar
el acoplamiento de ambos dominios (Whitlow y col., 1993). Bajo este mismo principio, se han
utilizado otros aminoéacidos que cumplen la misma funcién tales como: lisina, acido glutdmico,
prolina, alanina, treonina y metionina (Huston, 1998).
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Cuando el objetivo es obtener fragmentos de anticuerpos multivalentes, con una afinidad
funcional cada vez mas semejantes a los anticuerpos completos, y un mayor peso molecular, se
puede manipular la dimensiéon del péptido de unidén, para obtener fragmentos que mediante
fuerzas no covalentes tienden a formar estructuras diméricas, triméricas, y tetraméricas (Kortt y
col., 2001) (Figura 5).

Di-anticuerpo

R— - T A%
Péptido de unidn 3-12 residuos. ——»
Dominiog en ambag orientaciones.

scFvs diméricog Bivalente

Tri-anticuerpo
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orientaciones. scFv orientados VH-VL Tetravalente
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Figura 5: Influencia de la longitud del péptido de unién entre las regiones variables pesada y ligera en la
conformacion final de los fragmentos de anticuerpo. Para formar moléculas multiméricas en muchas ocasiones
basta con variar la longitud del péptido de unién de las regiones variables del anticuerpo, pero el tipo de estructura que
se obtendra dependerd de las secuencias aminoacidicas de cada anticuerpo en particular.

La conformacién de un fragmento de anticuerpo dimérico modificando el tamafio del
péptido para la unién de las regiones variables, provoca que una molécula requiera de otra para
alcanzar su conformacidén estable. Los fragmentos triméricos y tetraméricos se pueden lograr al
omitir el péptido de unién entre las regiones variables Vi, y V. 0 con el uso de sélo 1 6 2
aminoacidos para conectar ambas moléculas, lo que conlleva a que estas alcancen su

conformacién estable mediante la asociacién con mas de un mondémero (Kortt y col., 1997).

Este tipo de conformaciones en los fragmentos, también se obtienen mediante uniones
covalentes al emplear hélices anfipaticas (Pack y Plickthun, 1992), dominios inmunoglobulinicos
CH3 (Hu y col., 1996; Yazaki y col., 2001), cisteinas para formar puentes disulfuro (Fitzgerald y
col., 1997), el factor de transcripcién p53 humano, y mediante el uso de la estreptavidina
(Willuda y col., 2001) que permiten la unién de las regiones variables pesadas y ligeras del
anticuerpo.
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En el caso especifico del empleo de fragmentos de simple cadena en el diagndstico o la
terapia del cancer, se plantea que pueden ser reactivos ideales debido a su mejor penetracién
tumoral, su rapido aclaramiento y su bajo fondo de marcaje, sobre todo cuando el propdsito es la
utilizacién en el radioinmunodiagndéstico con el empleo de isétopos radioactivos (Raag y Whitlow
1995).

Sin embargo, en aplicaciones terapéuticas estos fragmentos resultan ser desventajosos,
sobre todo por el rdpido aclaramiento de la sangre, la relativa alta velocidad de disociacién
debido sobre todo a que el sitio de unién antigénico es simple, y la baja afinidad funcional
(avidez). Es por esto, y con vista a contrarrestar tales inconvenientes, que se han generado
numerosos fragmentos de anticuerpo como variantes multivalentes (Holliger y Hudson, 2005).

La multimerizaciéon de los fragmentos de anticuerpos puede ocurrir cuando las regiones
variables de cadenas pesadas y ligeras no pueden plegarse sobre si y deben estabilizar su
estructura apareandose a otra molécula para formar el sitio de unién al antigeno (Holliger y
Hudson, 2005).

Los multimeros presentan una mayor avidez debido al aumento de su valencia, dado por
la presencia de multiples copias de los dominios de unién al antigeno. En el caso de que
construcciones como estas se requieran para el radioinmunodiagnéstico y la radioinmunoterapia
es necesario tener en cuenta la avidez, la afinidad y la talla total de la proteina recombinante
(Holliger y Hudson, 2005).

Estos tres aspectos son importantes a la hora de analizar la eficiencia del marcaje
tumoral, pues una mayor avidez hace que el anticuerpo permanezca mas tiempo unido al
antigeno, una afinidad por encima de 10° M? puede afectar la penetraciéon del anticuerpo al
interior del tumor (Adams y col., 2001) y un mayor peso molecular puede aumentar el tiempo
gue permanece la molécula en sangre al ser incapaz de atravesar la barrera de filtracién de los

glomérulos renales (Kang y col., 2000; Sharkey y col., 2006).

El disefio éptimo del fragmento se determina experimentalmente al tener en cuenta un
compromiso entre todos estos aspectos y en concordancia con la finalidad de la molécula
disefiada.

2.7 Marcaje de fragmentos de anticuerpos con radioisétopos

Una de las multiples aplicaciones de los anticuerpos monoclonales y los fragmentos de
anticuerpos es la conjugacién con radioisétopos, drogas citotéxicas o toxinas para su empleo en
la terapia o el diagnéstico del cancer. Entre estas variantes la conjugacién con radioisétopos es
una de las mas empleadas en las investigaciones referidas a la busqueda de alternativas para el
tratamiento y el diagnéstico de diversos tumores (Oriuchi y col., 2005).

Los is6topos radioactivos son elementos quimicos a los cuales se les ha alterado el
nimero de neutrones y protones que naturalmente posee. Mediante este proceder el nicleo del
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elemento se vuelve inestable y requiere para alcanzar la estabilidad la emisién de una particula
alfa y/o beta (o positréon) que puede estar acompanada de la emisién de energia en forma de

radiacién electromagnética (rayos gamma) (Zimmermann, 2007).

El nimero de isétopos radioactivos que han sido creados hasta el momento asciende a
1800 (http//www.uic.com.au/nip26.htm). Sin embargo, no todos los isétopos disponibles pueden
ser empleados en la medicina, para ello deben de presentar un corto tiempo de vida media,
deben originar contraste de imagenes y deben de poseer un proceso de eliminacién biolégica
(Zimmermann, 2007).

Para que un radioisétopo pueda usarse como un reactivo diagndstico debe emitir rayos
gamma con energia suficiente para que escape del cuerpo y pueda ser captado por el receptor o
contador gamma dando lugar a una imagen, el tiempo de vida media del isétopo debe ser corto
para que la sefal decaiga una vez completada la imagen, pueden ser usados tanto en la
oncologia, como en la cardiologia, reumatologia o hematologia (Zimmermann, 2007).

En el caso de la terapia el efecto ionizante de la radiacién puede usarse para destruir
células anormales o en répido crecimiento, aungque su especificidad estara dada Unicamente por
las propiedades de la molécula a la que se encuentra unido. La excepcién es el yodo, en forma
de sales de yoduro, ya que este elemento puede acumularse espontdneamente en el tejido de
las tiroides, sea o0 no canceroso (Zimmermann, 2007).

Las imagenes obtenidas de los radionlclidos gamma emisores unidos a los vectores es
una fotografia exacta de la distribucién de estas moléculas en el paciente. Si se reemplaza los
isdtopos gamma emisores de este vector por is6topos emisores beta o alfa no cambiard la
distribucién tisular de las moléculas marcadas y podrd transformarse el radiofdrmaco para
imagen en uno terapéutico con un efecto localmente destructor (Zimmermann, 2007).

En la actualidad, ademas de la terapia con radiacién gamma y beta se empieza a utilizar
cada vez mas la radiacién alfa en un nuevo campo llamado terapia alfa dirigida (TAT: targeted
alpha therapy) especialmente para el control de metéstasis (Oriuchi y col., 2005).

La capacidad para que los anticuerpos marcados con radioisétopos puedan localizar
tumores estard condicionada por multiples parametros, entre ellos: el tamafio del tumor, la
estabilidad del radiofdrmaco, la forma de inyeccién, la presidon del fluido intersticial, la
vascularizacién y permeabilidad vascular del tumor, las uniones estrechas en los tumores bien
diferenciados y el fenémeno de barrera del sitio de unién. Este ultimo se produce principalmente
con anticuerpos de alta afinidad dado que estos se unen establemente al primer antigeno
tumoral encontrado y forman un parche que impide la perfusién del tumor por los anticuerpos
(Goldenberg y col., 2006).

Las propiedades biofisicas de los anticuerpos también modulan la eficiencia de la
localizacién tumoral, la masa molecular, la estabilidad térmica y la afinidad son algunas de las
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propiedades de los anticuerpos que influyen en la localizacién del tumor (Goldenberg y col.,
2006).

Al seleccionar el radionlcleo se debe tener en cuenta el tipo de emisién que presenta, su
rango, la velocidad de la dosis tumoral requerida, la dosis tumoral total, el tiempo de vida media
bioldgico, la eficacia del marcaje y la estabilidad. Para que el radiofdrmaco sea efectivo la unién
con el anticuerpo debe ser estable in vivo y el procedimiento de marcaje no debe alterar las
caracteristicas de biodistribucién y unién del anticuerpo (Clarke y col., 2000).

Dentro de los is6topos que mas se han utilizado en la clinica se encuentra el Tecnecio-99,
empleado en el 80% de los procedimientos para el diagnéstico en medicina nuclear. Este isétopo
pertenece a los elementos de transicién y presenta un tiempo de vida media de seis horas,
apropiado para examinar algln proceso metabdlico y suficientemente corto para minimizar la
dosis de radiacién en el paciente (Divgi, 1996).

El tecnecio decae por un proceso llamado isomérico el cual emite rayos gamma de 140
keV de energia sin emisién de particulas y electrones de baja energia. Los rayos gamma de baja
energia que emite escapan facilmente del cuerpo y son detectados por la cdmara gamma
(Zimmermann, 2007).

La unién de este elemento a un anticuerpo o sus fragmentos puede realizarse de manera
directa o indirecta. El marcaje directo involucra la reduccion de los enlaces disulfuro a sulfidrilo
mientras que el indirecto se realiza mediante la unién del tecnecio-99m a un ligando (Thakur y
col., 1991). El uso de los anticuerpos permite reducir la dosis de radiacién que recibe el paciente
durante el diagnoéstico (Sharkey y col, 2006).

El renio es otro elemento de transicion muy utilizado en la medicina nuclear,
especialmente en la terapia por emitir radiaciones beta-menos. Sus isétopos mas utilizados son
el renio 188 y 186. Las radiaciones del renio 188 pueden penetrar hasta 11 mm en el tejido
tumoral y matar algunos cientos de células (Sharkey y col., 2006).

Otro grupo de is6topos usados ampliamente en las investigaciones del cédncer y en la
medicina nuclear son los isétopos de yodo. Dentro de estos los mas empleados son el yodo-123,
125y 131 (Zimmermann, 2007).

El 23| presenta un tiempo de vida media de 13,2 horas, se caracteriza por emitir
radiaciones gamma por lo que su uso esta dirigido principalmente hacia el diagnéstico
(Zimmermann, 2007).

El '*°| posee un tiempo de vida media de 59,9 dias, se caracteriza por emitir fotones de
baja energia (27 keV) y es usado fundamentalmente en la braquiterapia (radioterapia de rango
corto) del céncer, especialmente en implantes permanentes para la terapia del céncer de
préstata (Zimmermann, 2007).
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El radioisétopo de 3!l es otro de los mas empleados especialmente en el tratamiento del
cancer de tiroides que aprovecha la facilidad de estd gldndula para la acumulacién del yodo.
Este es un potente emisor gamma (0,61 MeV de energia) con un tiempo de vida media de 8,02
dias (Zimmermann, 2007).

El marcaje de proteinas con yodo radioactivo es un proceso sencillo, los métodos mas
usados para la union de yodo radioactivo a inmunoglobulinas involucran la yodacién de residuos
de tirosina mediante un marcaje directo con el empleo de la cloramina T (McConahey y col.,
1966; Stein y col., 2005) o el /odogen (Colcher y col., 1993; Goel y col., 2001) ademas se puede
emplear un marcaje indirecto en el cual se marca previamente un compuesto y luego este se

une a la inmunoglobulina (Oyen y col., 2007).

Otros isétopos reportados por Zimmermann, 2007 como los més usados en la medicina

nuclear son:

# Lutecio-177 (t12 6 a 7d): emite la energia gamma adecuada para visualizar la imagen y
presenta emisién beta lo que permite a la vez la terapia de tumores pequenos.

# Paladio-103 (t;;17d): usado en la braquiterapia del cancer de préstata en estadios
tempranos.

* Samario-153 (t12,47h): beta emisor muy efectivo aliviando el dolor en tumores
secundarios de hueso. También muy efectivo para el cancer de préstata y mama.

# Estroncio-89(t;,50d): muy efectivo para reducir el dolor en tumores de préstata, es un

emisor beta.

* Itrio-90 (t1264h): emite solo radiacién beta, por lo que se utiliza en la braquiterapia del
cancer.

* Galio-67(t1278h): empleado en la visualizacién de tumores y la localizacién de lesiones
inflamatorias.

# Indio-111(t123d): no presenta emisién de particulas y se emplea en estudios de
diagndstico especializado, por ejemplo en estudios del cerebro.
2.8 Biodistribucion y Farmacocinética de los fragmentos de anticuerpos

El término biodistribucién incluye la distribucién de una molécula por el organismo
mediante el sistema circulatorio y significa la cantidad de esta molécula que es retenida en los
diferentes 6rganos. Los parametros mas importantes a tener en cuenta en estos estudios seran

el tiempo que la molécula permanece en sangre y en los érganos y la relacién entre las
cantidades de moléculas en sangre y las cantidades en los érganos.

Los principales factores que determinan la velocidad con que son eliminados los

anticuerpos de la circulacién sanguinea son su tamafio y la presencia del dominio Fc, ambos
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factores determinan cuando la molécula se eliminard por filtracién renal o por el sistema
mononuclear fagocitico (Sancho y col., 1984 y Yokota y col., 1993).

Al igual que otros compuestos, los radiofdrmacos con pesos moleculares grandes (PM
mayor de 80 kDa) son eliminados principalmente mediante fagocitosis (Yokota y col., 1993).

Sin embargo, los radiofdrmacos conformados por fragmentos de anticuerpos sin la
porcién Fc, cuyo tamafio molecular no supera los 80 kDa por lo general son eliminados mediante
filtracién renal (Holliger y col., 1997).

La eliminacién por fagocitosis es un proceso mas lento, que requiere energia comparado
con la filtracién que es un proceso pasivo dependiente sélo de las altas presiones sanguineas en
el rindn, aunque la selectividad de carga de la membrana basal glomerular del rifidn puede
explicar la heterogeneidad en el nivel de acumulacién renal observado entre diferentes
fragmentos de anticuerpo (Kang y col., 2000).

El marcaje tumoral estd influenciada a su vez por factores tales como el tipo de
radioisétopo (Mattes y col., 1994), el tamafio del tumor (Mann y col., 1984 y Hagan col., 1986), la
dosis del radiofdrmaco administrado (Adams y col., 1995 y Narula y col., 1997) y la presencia de
antigeno tumoral en sangre (Behr vy col., 1996).

La extrapolacién directa de los resultados obtenidos en los experimentos de
biodistribuciéon y farmacocinética desde los ratones hacia los humanos no es correcta, ya que
estd demostrado que los anticuerpos y los fragmentos radiomarcados generalmente muestran

un aclaramiento mas lento en el humano que lo observado en este modelo animal (Lin, 1995).

Para obtener el éxito en la radioinmunoterapia es necesario lograr una absorciéon éptima
por parte del tumor de las dosis administradas, lo cual sélo es posible asegurando una entrega
sistémica de elevada actividad especifica. Esto significa que la radiotoxicidad incidental en la
médula 6sea y en los dérganos involucrados en el catabolismo y la eliminacién de los
radiofdrmacos, tales como el higado y el rifidn puede ser elevada. Sin embargo, las cantidades
de radiaciones que el paciente recibe por este método siempre serd muy inferior a las recibidas
por el método de la radioterapia convencional (Sharkey y col., 2006).

Los tumores sélidos presentan varias caracteristicas que pueden disminuir el éxito de la
radioinmunoterapia con anticuerpos (Jain, 1990) como son:

. Poca radiosensibilidad

. Expresién heterogénea del antigeno

. Vasculatura tumoral relativamente pobre
. Elevada presién intersticial

. Necrosis tumoral
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Por tal motivo es de suma importancia hacer una seleccién adecuada tanto del isétopo
radioactivo como del antigeno blanco a donde va estar dirigido el anticuerpo o el fragmento
(Jain, 1990).

2.9 Ensayos Clinicos en Cancer con Anticuerpos y Fragmentos

El avance de las investigaciones médicas sobre el cdncer en los Ultimos afios han
permitido incrementar los niveles de sobrevivencia y calidad de vida de los pacientes para
practicamente todos los tipos de cancer, pero sin dudas los mayores logros han sido obtenidos
en el tratamiento de las leucemias, el cancer de mama, cancer de pulmén y cancer colorectal
(Gralow y col., 2007).

Los resultados tan alentadores que se han obtenido en los ensayos clinicos con
anticuerpos y sus fragmentos contra moléculas asociadas a la fisiologia, sobrevida y crecimiento
de los tumores han reforzado el interés por la inmunoterapia en el tratamiento contra esta

enfermedad (Oyen y col., 2007).

Existen en la actualidad 104 anticuerpos o fragmentos en diferentes niveles de ensayo
clinico para cancer. Nueve de los 21 anticuerpos terapéuticos disponibles hoy en el mercado son
para la terapia del cédncer (Carter, 2006), 4 de ellos: Herceptin®, Erbitux®, Vectibix® y
Avastin® contra los tumores soélidos (Reichert y col., 2005; Carter, 2006;
http://biotech.seekingalpha.com/article/40162).

Dentro de los mayores avances en las investigaciones clinicas sobre el cancer de los

ultimos afios se encuentran los resultados obtenidos con los siguientes anticuerpos:

e Trastuzumab (Herceptin; Genentech Inc.), anticuerpo que reconoce y bloquea a la
proteina HER-2 expresada en cdncer de mama. Ha quedado demostrado, en dos ensayos
clinicos, que el empleo de este anticuerpo monoclonal conjuntamente con la quimioterapia en
mujeres con cancer de mama en estadios tempranos que expresan la proteina HER-2, reduce el
riesgo de recurrencia en el 52% de los casos y disminuye el riesgo de muerte después de tres
afios en un 33%, comparado con el tratamiento tradicional de quimioterapia. Investigaciones
recientes demuestran que después de un afo de tratamiento con este anticuerpo, el riesgo de
recurrencia del tumor ha sido reducido en un 46% (Herbst y col., 2006).

« Bevacizumab (Avastin; Genentech Inc.), anticuerpo especifico contra el factor de
crecimiento endotelial de los vasos sanguineos (VEGF). Estudios en pacientes con cédncer de
pulmén de células no pequefias y cancer de colon avanzado, han demostrado un aumento
significativo de la sobrevida al usar este anticuerpo en conjunto con la quimioterapia. En la
actualidad hay mas de 100 ensayos clinicos con este anticuerpo aprobados por la FDA (Herbst y
col., 2006).
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« Rituximab (Rituxan; Genentech Inc.), anticuerpo que reconoce a la proteina CD20
expresada en los linfocitos B. Se ha demostrado que el uso de este anticuerpo en conjunto con la
guimioterapia puede prolongar significativamente la remisién del tumor e incrementar la

sobrevida en pacientes con linfomas agresivos y difusos (Herbst y col., 2006).

* Tositumomab (Bexxar; GlaxoSmithKline), anticuerpo desarrollado contra la proteina
CD20 de los linfocitos B. Estudios han demostrado que este anticuerpo unido al isétopo
radioactivo '3, provoca un aumento significativo de la remisiéon de los linfomas foliculares
(Herbst y col., 2006).

* Cetuximab (Erbitux; ImClone Systems Inc.), anticuerpo contra el receptor de EGF.
Estudios en pacientes con céncer de cabeza y cuello muestran que el uso de este anticuerpo
conjuntamente con el tratamiento normal de quimioterapia aumenta la vida de los pacientes y

en algunos casos se demostré que pudieran preservar la laringe (Herbst y col., 2006).

Entre los fragmentos de anticuerpos aprobados en los Ultimos afos por la FDA se
encuentran el Ranibizumab (Lucentis), un fragmento Fab del anticuerpo Bevacizumab (Avastin)
usado para combatir la degeneracién macular asociada a la edad (Pieramici y Avery, 2006) y el
Arcitumomab (CEAscan), un fragmento Fab obtenido por digestién enzimatica, marcado con
9MTc que ha proporcionado muy buenos resultados en el diagndstico del cancer colorectal y en
la deteccidn del cancer de tiroides medular (Kellof y col., 2005).

Existen ademads varios fragmentos de anticuerpos recombinantes que se encuentran en
diferentes niveles de estudios clinicos; entre los que se encuentran: el fragmento dimérico del
anticuerpo quimérico anti-CEA T84.66 conjugado con 23| estudiado en pacientes con cancer
colorectal (Wong y col.,, 2004), un fragmento de simple cadena anti-CEA llamado MFE-23
obtenido de una biblioteca de fagos que conjugado con '#| demostré un nivel de captacion
tumoral del 100 % de los tumores en pacientes con cancer de colon sometidos a cirugia (Mayer,
2000), un fragmento de simple cadena del anticuerpo anti-ErbB2 (Erbicin) que fusionado a las
regiones CH2 y CH3 de la IgG humana y en combinaciéon con el anticuerpo Herceptin ha
demostrado un potente efecto antitumoral en células de cdncer de mama (De Lorenzo y col.,
2007). También se encuentra en evaluacién un fragmento F(ab’)? del anticuerpo M1-14, obtenido
por via enzimatica, que estd siendo usado en la radioinmunoterapia de pacientes con metastasis
cerebral y pacientes con metastasis o cancer primario de melanoma (De Lorenzo y col., 2007).

Como puede observarse tanto los anticuerpos como los fragmentos cada vez ganan mas
en importancia y significacién dentro del campo médico expandiéndose su papel en la terapia
del cancer, debido sobre todo a que generalmente al compararse con otros medicamentos, los
tratamientos con anticuerpos son bien tolerados por los pacientes y tienen pocos efectos
indeseados, es por ello que la inmunoterapia con anticuerpos combinadas con los tratamientos
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estandar disponibles, constituye la estrategia mas prometedora para ganar la larga batalla
contra esta enfermedad (Gralow, 2008).
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3. Materiales y Métodos

3.1 Microorganismos.
> Cepa de Escherichia coli, RV308: (lac74-galSI:OP308-str A) (Maurer y col., 1980).

> Cepa de Escherichia coli, XL-1 blue: (F'::Tn10 proA*B™* lacl® A(lacZ)M15/recAlendAl
gyrA96(Nal") thi hsdR17(rem¢*)supE44 relAl lac) (Bullock y col., 1987).

3.2 Linea celular de organismos superiores.
> LS 174T (ATCC CL-188): Originadas de adenocarcinoma colorectal humano,

expresan CEA (antigeno carcinoembrionario). Son cultivadas en RPMI 1640 con 10% de suero
fetal bovino.

3.3 Reactivos, soluciones, sueros y medios de cultivo.

Se emplearon reactivos de las firmas Oxoid y BDH (Reino Unido), Merck (Alemania),
Boehringer-Mannheim (Alemania), Sigma-Aldrich (EUA), FMC Bioproducts (EUA), Fluka (Suiza) y
Probus (Espafa). Enzimas de modificacién y restriccién: Promega (EUA), New England BiolLabs
(EUA).

*  Tampén de Lisis: NaH;PO,50 mmol/L, NaCl 300 mmol/L, 1 mg/mL de lisozima, pH 7.5.

*  Tampén de Extraccién: NaH,PO,50 mmol/L, NaCl 300 mmol/L, pH 7.8.

e Tampén de Equilibrio: NaH,PO,50 mmol/L, NaCl 300 mmol/L, pH 7.8, Imidazol 5 mmol/L.
*  Tampén de Lavado 1: NaH,PO,50 mmol/L, NaCl 300 mmol/L, pH 7.8, Imidazol 25 mmol/L.
e Tampédn de Lavado 2: NaH,PO,50 mmol/L, NaCl 300 mmol/L, pH 7.8, Imidazol 50 mmol/L.
e Tampén de Elucién: NaH,PO,50 mmol/L, NaCl 300mmol/L, pH 7.8, Imidazol 250 mmol/L.
e Tampén para la Gel filtracién: NaH,PO,50 mmol/L, NaCl 300 mmol/L, pH 7.8.

e Tampébn para la conservacién: NaH,PO, 50 mmol/L, NaCl 300 mmol/L, pH 7.8, EDTA 5
mmol/L.
«  Tampén de Muestra 2X: Tris-HCI 125 mmol/L, pH 6.8, 2-mercaptoetanol 10% (v/v), SDS 6%

(m/v), bromofenol azul 0,05% (m/v) y glicerol 20% (v/v).

* Solucién de Corrida 1X: Tris 25mmol/L, glicina 250mmol/L y SDS 0,2% (m/v).
* Solucién de Tincion: Azul de Comasie 2,5 g/L, acido acético 90 mL/L, metanol 430 mL/L.
*  Solucién de Destincidn: Metanol 50 mL/L, acido acético 75 mL/L.

* Solucién sustrato para Western blotting: 7,5 mg/mL de diamino bencidina (DAB, Sigma,
EUA), 10 uL de peréxido de hidrégeno 0,03% (v/v) disueltos en PBS 1X.
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* Solucién sustrato para ELISA: 5 mg de orthophenilendiamine (OPD, Sigma, EUA), 10 mL de

tampén sustrato y 10 uL de peréxido de hidrégeno.
* Solucién de parada: acido sulftrico 2,5 N.

e Soluciéon de Rojo Ponceau S: Ponceau S 20 g/L, acido tricloroacético 300 g/L y &cido
sulfosalicilico 300 g/L.

e Solucién salina tamponada con fosfato (PBS 1X): NaCl 137 mmol/L, KCI 2,6 mmol/L,
Na,HPO, 10 mmol/L y KH,PO,1,7 mmol/L, pH 7.4 ajustado con HCI.

e Suero policlonal anti fragmento Fab del anticuerpo CB/iorCEA.1l: Generado en conejos
mediante tres inmunizaciones con 50 pg de anticuerpo CB/iorCEA.1 en adyuvante completo e
incompleto de Freund.

e Suero policlonal anti-fragmento anti-CEA M3: Generado mediante inmunizaciéon de conejos
con 100 pg de fragmento anti-CEA en adyuvante completo e incompleto de Freund vy

posteriormente purificados en cromatografia de afinidad a proteina A.

* Anticuerpo monoclonal 9E10 conjugado con peroxidasa que reconoce al epitope c-myec.
¢ Anticuerpo monoclonal anti-CEA CB/iorCEA.1.

* Anticuerpo monoclonal anti-rechazo al transplante ior-T1.

* Fragmento de anticuerpo de simple cadena F3.

« Medio liquido de cultivo Luria Bertani (LB): 8 g/L de triptona (Oxoid, Reino Unido), 5 g/L de
extracto de levadura (Oxoid, Reino Unido), 2,5 g/L de NaCl (Merck, Alemania), pH 7.0-7.5.

+ Medio sélido de cultivo Luria Bertani (LB): medio liquido LB con 1,5% (m/v) de agar
bacteriolégico (Oxoid, Reino Unido).

e Medio liquido de cultivo 2xYT: 16 g/L de triptona (Oxoid, Reino Unido), 10 g/L de extracto
de levadura (Oxoid, Reino Unido), 5 g/L de NaCl (Merck, Alemania), pH 7.0-7.5.

»  Medio sélido 2xYT: medio liquido 2xYT con 1,5% (m/v) de agar bacteriolégico (Oxoid, Reino
Unido).

« Medio liquido de cultivo YTBS: 16 g/L de triptona (Oxoid, Reino Unido), 10 g/L de extracto
de levadura (Oxoid, Reino Unido), 5 g/L de NaCl (Merck, Alemania), 182,2 g/L de D-sorbitol
(Merck, Alemania) y 0,338 g/L de betaina (Sigma-Aldrich, EUA).

« Medio Completo RPMI 1640 (GIBCO, EUA), suplementado con 10% (v/v) de suero fetal
bovino (Hyclone, EUA) y 50 ug/mL de gentamicina (Sigma-Aldrich, EUA).

Las técnicas de uso habitual que utilizan los laboratorios de ingenieria genética se
realizaron seguln los procedimientos que se describen en el Manual de Laboratorio de clonaje
molecular (Sambrook y col., 1989). Las particularidades introducidas en el desarrollo de cada
una de las técnicas se describen en cada caso.
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3.4 Clonacién y Secuenciacion de los genes que codifican para las regiones variables
del anticuerpo monoclonal CB/iorCEA.1.

El ARN total se aislé a partir de 10° células del hibridoma secretor del anticuerpo
monoclonal CB/iorCEA.1, para lo cual se usé el reactivo TriPure™ Isolation Reagent (Boehringer-
Mannheim, Alemania). El ADN complementario se sintetizé con el juego de reactivos para RT-PCR
(Boehringer-Mannheim, Alemania), y se usé un oligo dT como cebador.

A partir de este ADN se amplificé el gen de cada regién variable mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) con el uso de oligonucledtidos disefiados en base a las
secuencias consensos del péptido sefal y la regién constante de inmunoglobulinas de ratén
(CH1 y Ck) reportadas por Kabat y col., 1991 (Tabla 1).

Tabla 1: Secuencia nucleotidica de los oligonucleétidos sintéticos usados para la amplificacién de los genes de
cadena variable pesada (Vu) y ligera (V.) y la construccién del fragmento de anticuerpo. Algunos oligonucleétidos al ser
degenerados pueden presentar en su secuencia las letras R, K, Y y W, lo cual significa que durante la sintesis en ese
lugar puede ser incorporada una de las dos bases nitrogenadas que representan. La letra R significa la sintesis de A 6 G,
K significa la sintesis de G 6 T, Y significa la sintesis de C 6 Ty W significa la sintesis de A6 T.

Oligonucledtido Secuencia
#1. Péptido Sefial de Vi 5 ..GGGGATATCCACCATGRACTTCGGGYTGAGCTKGGTTT..3~
#2. Regidn CH1 5. AYCTCCACACACAGGRCCAGTGGATAGAC..3”
#3. Péptido Sefial de Vi 5 ..GGGGATATCCACCATGGAGWCACAKWCTCAGGTCTTTRTA..3~
#4. Regidn constante Ck| 5 .. ACTGGATGGTGGGAAGATGGA..3~
#5. Nco |- FR1 Vy 5 . TCTCACACCATGGAGGAAGTGAAGCTGGTGGAGTCTGG..3
#6. Not |- FR4 V, 5. AAGGAAAAAAGCGGCCGCTTTCAGCTCCAGCTTIGGTT..3
#7. 5-aa linker/FR4 Vi 5 .. AGAGCCGCCGCCACCTGAGGAGACTGTGAGAGTGGT...3
#8. 5-aa linker/FR1 V. 5 ..GGTGGCGGCGGCTCTGACATIGTGATGACCCAGTCT..3”

FR: Regiones marcos que delimitan los determinantes de la complementariedad del anticuerpo.
CH: Regién constante de la cadena pesada del anticuerpo.
Ck: Regidén constante de la cadena ligera del anticuerpo.

Los oligonucleétidos se usaron a una concentracién final de 1 pmol/L en un volumen de
reaccion de 100 pL. Las condiciones para el PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion a 94°C,
1 minuto, acoplamiento a 55°C, 1 minuto, extensién a 72°C, 1 minuto, durante 25 ciclos, el
ultimo ciclo fue de 5 minutos de extension. El PCR se realiz6 en un termociclador modelo PTC
150 de MJ Research (EUA). Las tallas de las bandas amplificadas se estimaron en una
electroforesis de agarosa al 1% con bromuro de etidio (Sigma-Aldrich, EUA). Se usé como
referencia el patrén de peso molecular 1kb DNA /adder (Promega, EUA).

Los genes amplificados de cada regién variable, provenientes cada uno de 3 PCRs
diferentes, se insertaron por separado en el vector intermedio pMOS-Blue (Amersham Pharmacia
Biotech). Este vector se transformé posteriormente en la cepa competente de bacteria XL-1 blue
para su seleccién y reproduccion.

Cinco colonias de cada transformacién se seleccionaron y se crecieron en 100 mL de
medio de cultivo liquido LBA durante 16 horas a 37°C. El ADN plasmidico se purificé con el
empleo del juego de reactivos midi prep (QIAGEN, Alemania) y se realizaron las secuencias
nucleotidicas de cada regidén variable del anticuerpo CB/iorCEA.1, mediante el secuenciador
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automatico ALF Express Il (Pharmacia, Suecia), y el juego de reactivos para secuencia Thermus
Sequenase 5 Cy Dye terminador (Amershan, EUA).

3.5 Ensamblaje mediante la reaccién en cadena de la polimerasa del gen que codifica
para el Fragmento de anticuerpo anti-CEA.

Los genes del fragmento de anticuerpo anti-CEA se ensamblaron en el formato Vu-L-V,
mediante el uso de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Los oligonucleétidos que se
usaron para ello se disefiaron teniendo en cuenta las secuencias Vy y V. consensos ya obtenidas
e incorporandoles los sitios de restriccion Nco | y Not | necesarios para la clonacién
(oligonucleétidos #5 y #6, Tabla 1). En los oligonucleétidos también se incluyeron las bases
adicionales que dieron lugar al gen del fragmento de unién entre las dos regiones variables (5
aminodcidos: GGGGS; oligonucledtidos #7 y #8, Tabla 1). Como ADN molde se usaron los
plasmidios que contenian los genes de los dominios Vy y V. del anticuerpo cuyas secuencias
habian sido previamente verificadas.

Se realizaron PCRs independientes sobre Vy y V. con el empleo de los oligonucleétidos #5
y #7, y oligonucleodtidos #8 y #6, respectivamente. Para obtener el ensamblaje final del gen del
fragmento se realizé un nuevo PCR sobrelapado donde se mezclaron 4 uL de las reacciones
anteriores con los oligonucledtidos #5 y #6 a una concentracién final de 1 umol/L, y los
oligonucledtidos #7 y #8 a una concentracién final de 0,01 umol/L. Las condiciones del PCR
fueron las mismas que se describieron anteriormente en el acapite 3.4. La talla final del gen
amplificado se confirmé mediante el patrén de peso molecular 1kb DNA /adder (Promega, EUA)
aplicados en una electroforesis en agarosa al 1% con bromuro de etidio (Sigma-Aldrich, EUA).

3.6 Insercidon del gen que codifica para el fragmento anti-CEA en el vector de
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Figura 6: Diagrama del ensamblaje y la clonacién de los genes del fragmento anti-CEA en el vector
pAcR.1. pLac: Promotor del operdn lactosa,SP: Péptido sefal para la expresién de la proteina al periplasma bacterial, c-
myc: Péptido c-myc, His: 6 residuos consecutivos de histidina, Term: Regién terminadora, Nco | y Not I:
Endonucleasas de restriccién (se sefalan los sitios de corte de estas enzimas); VH: Regién variable de la cadena pesada,
L: Péptido de unién (Linker), VL: Regidn variable de la cadena ligera, Amp. R: Gen de resistencia a la ampicilina.

El producto de esta reaccién se transformdé en la cepa de E. coli XL-1 Blue mediante
electroporacién, la cepa transformada se extendié en medio LB sélido suplementado con 100
ug/mL de ampicilina y se incubé durante 16 horas a 37°C.

La seleccién de los clones positivos se realizé mediante PCR sobre las colonias obtenidas
de la transformacién anterior y el empleo de los oligonucleétidos #5 y #6 (Tabla 1); se usé igual
programa que en la seccién 3.4.

La confirmacion del clonaje se realizd al crecer 15 colonias en 5 mL de medio LB liquido
suplementado con 100 pg/mL de ampicilina durante 16 horas a 37°C. Los plasmidios se
purificaron mediante el juego de reactivos Mini Prep (QIAGEN, Alemania) y 4 ug de ADN se
digirieron con las enzimas de restriccion Nco | 'y Not | a 37°C durante 1 hora. Las tallas
moleculares del ADN se estimaron en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio (Sigma-
Aldrich, EUA) y se compararon con las bandas del patrén de peso molecular para ADN 1kb DNA
ladder (Promega, EUA).
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3.7 Seleccion de los clones que expresan el fragmento anti-CEA.
3.7.1 Trasformacion e induccion de la expresiéon en Escherichia coli.

Se transformaron células competentes de la cepa de E. co/i RV308 con el ADN plasmidico
de uno de los clones positivos seleccionados previamente y con el vector sin el gen de interés
(Control negativo). Las células transformadas se extendieron en una placa Petri recubierta con
medio sélido selectivo 2xYT suplementado con 100 ug/mL de ampicilina y 2% (v/v) de glucosa, e
incubadas a 37°C durante 16 horas. De las colonias crecidas en la placa con la transformacion
que porta el gen del fragmento, se seleccionaron aleatoriamente 11 colonias y se inocularon en
10 mL de medio liguido 2xYT suplementado con 100 pg/mL de ampicilina y 2% (v/v) de glucosa,
incubandose durante 17 horas en zaranda a 37°C y 250 rpm. Del control negativo se sembré una
colonia y se procedié de igual forma.

De los cultivos anteriores se tomaron 2,5 mL y se inocularon 50 mL de medio liquido 2xYT
fresco suplementado con 100 pg/mL de ampicilina mas 2% (v/v) de glucosa (dilucién 1:20)
incubandose a 37°C y 250 rpm durante aproximadamente 4 horas (hasta alcanzar DOgsonm €ntre
0,8y 1,0).

Los cultivos se centrifugaron a 3 000 g durante 10 minutos, se eliminé el sobrenadante y
el precipitado celular se resuspendié en 50 mL de medio 2xYT fresco suplementado con
ampicilina e IPTG a 1mmol/L, se incubé en zaranda durante 17 horas a 28°C y 250 rpm. Al
finalizar la incubacién se tomé un volumen de muestra en mL equivalente a 2/DOe30nm del cultivo,
se centrifugaron las células a 10 000 g durante 20 minutos y se eliminé el sobrenadante.

3.7.2 Identificacion de la expresion del fragmento anti-CEA en la biomasa total
mediante electroforesis de poliacrilamida y Western blotting.

Para comprobar la expresién del fragmento anti-CEA en la biomasa total de la bacteria se
realiz6 una electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS/PAGE) al 15% (v/v).

El precipitado celular resultante de la centrifugacién del volumen estimado mediante el
célculo de 2/DOgs0nm (acéapite 3.7.1), se resuspendié en 50 yL de agua destilada y 50 uL de
tampdn de muestra 2X y se calenté a 95°C durante 5 minutos, 10 uL de estas muestras se
aplicaron en dos geles de poliacrilamida colocados en una camara de electroforesis vertical
(Sigma, EUA). Como control positivo de la expresién y la talla molecular se usaron 10 ug de un
fragmento de anticuerpo de simple cadena denominado F3 que también presenta el péptido
etigueta c-myc, como control negativo se utilizé la cepa de bacteria transformada con el vector
sin el gen de interés. Los parametros para la electroforesis fueron las siguientes: 25 mA 'y 200V,
tampdn de corrida 1X.

Al finalizar la corrida uno de los geles se colored con solucién de tincién y se decoloré con
solucién de destincién seguln la descripcién de Sambrook y col., 1989. Para estimar el porciento
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de expresién de la proteina, los geles se procesaron mediante densitometria digital con el uso de
un scanner hp scanjet 5470c (Hewlett Packard, EUA) conectado a una computadora. Para el
procesamiento de la imagen se utiliz6 el programa Molecular Analysis ver. 2 de BioRad,
estimandose el porciento que representaba cada banda de proteina presente en el gel del total
de proteinas aplicado.

La inmunoidentificacién de la proteina expresada se llevé a cabo mediante Western
blotting con la aplicacién de la metodologia descrita por Towbing y col., 1979 y el empleo de el
anticuerpo monoclonal 9E10 que reconoce el péptido etiqueta c-myc colocado en el extremo
carboxilo terminal del gen. La transferencia de las proteinas desde el gel de poliacrilamida a una
membrana de nitrocelulosa se realizé segun las recomendaciones de Gavilondo y col., 1993 y el
uso del Trans-blot SD Semi-dry Transfer Cell (Bio-Rad, EUA).

Terminada la transferencia, la membrana se revelé con una solucién de Rojo Ponceau S
durante 1 minuto, y seguidamente se lavdé con agua desionizada con el fin de comprobar la
transferencia de las proteinas hacia la misma, luego se decoloré con una solucién de PBS 1X y se
continué con los procedimientos para el Western blotting.

La membrana de nitrocelulosa se bloqueé con leche descremada al 2% (m/v) en PBS 1X
durante 1 hora a 37°C y se lavé tres veces con PBS 1X, con una duracion de 2 a 3 minutos cada
lavado. La membrana se incubé con el anticuerpo monoclonal de ratén (AcM) anti-c-myc (9E10)
(Munro y Pelham, 1986), diluido en PBS 1X-leche descremada 0,5% (m/v) a una concentracién de
10 pg/mL durante 1 hora a 23°C con agitacién en un balancin. Se repitieron los lavados con PBS
1X y se incubd con el anticuerpo de carnero anti-lgG de ratdén conjugado a peroxidasa (Sigma,
EUA) diluido 1:5 000 en PBS 1X con leche descremada 0,5% (m/v) durante 1 hora a 23°C con
agitacion en un balancin. Los lavados se repitieron de 5 a 6 veces. La reaccién de revelado se
llevé a cabo con la adicién a la membrana de nitrocelulosa de 10 mL de solucién sustrato para
Western blotting; y se esperd como méaximo 5 minutos para el desarrollo de color. La reaccién se
detuvo por decantacién y lavado con agua destilada. Como control positivo del experimento se
utilizé un fragmento de anticuerpo que contiene el péptido c-myc y un peso molecular de entre
27 y 30 kDa. Se seleccionaron como positivos los clones inmunoidentificados a la talla correcta y
se realizardn gliceroles de cada uno de ellos almacenandolos a -70°C.

3.8 Determinacion del fragmento anti-CEA en la fraccién soluble de la ruptura celular.
3.8.1 Extraccion del fragmento anti-CEA mediante ruptura celular por ultrasonido.

Uno de los clones positivo seleccionados anteriormente se utilizé para realizar una nueva
induccién de la expresiéon, empleandose en este caso 1 L de medio de cultivo. Se partié con la
siembra de 50 mL de medio 2xYT, suplementado con 100 ug/mL de ampicilina méas 2% (v/v) de
glucosa, con 20 puL de un glicerol almacenado a -70°C. El cultivo se incub6 durante 17 horas en
zaranda a 37°Cy 250 rpm.
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Posteriormente, todo el cultivo anterior se adicioné a 950 mL de medio liquido 2xYT fresco
suplementado con 100 pg/mL de ampicilina méas 2% (v/v) de glucosa (dilucién 1:20) y se incubd
a 37°Cy 250 rpm durante aproximadamente 4 horas (hasta alcanzar DOesonm €ntre 0,8 y 1,0).

Trascurrido este tiempo, el cultivo se centrifugé a 3 000 g durante 15 minutos, se eliminé
el sobrenadante y el precipitado celular se resuspendié en 1000 mL de medio YTBS fresco
suplementado con ampicilina e IPTG a Immol/L; y se incubé en zaranda durante 18 horas a 28°C
y 250 rpm.

La biomasa obtenida después de centrifugar el cultivo anterior y eliminar el sobrenadante
se resuspendié en 20 mL de tampdn de lisis en una proporciéon de 1:50 (1 mL de tampdn de lisis
por cada 50 mL de cultivo). La suspensién celular se incubé en hielo durante 30 minutos y luego
se sometid a tres ciclos de ultrasonido (1 minuto de ultrasonido con 70% de amplitud, 1 minuto
en hielo) con el empleo de un equipo U200S control (IKA, Alemania); al final se colocé
nuevamente en hielo durante 1 hora con agitacién. Se tomaron 50 uL de la ruptura total para el
andlisis de expresién del fragmento mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 15% y
el resto se centrifugd a 10 000 g, 4°C, durante 60 minutos, para separar la fraccidon soluble de la
insoluble. La fraccién soluble se colecté en un frasco limpio e inmediatamente se colocé a 4°C;
de esta fraccién se extrajeron 50 uyL para la electroforesis en gel de poliacrilamida
desnaturalizante al 15 %.

3.8.2 Purificaciéon por IMAC del fragmento anti-CEA presente en la fraccion soluble.

La purificacién del fragmento anti-CEA presente en el sobrenadante de ruptura se realizé
mediante una cromatografia de afinidad a iones metdlicos (IMAC), teniendo en cuenta la
presencia en la proteina de un péptido de 6 histidinas. Se utilizaron concentraciones crecientes
de imidazol en los pasos de unién, lavado y elucidén.

Para ello se empaqueté una columna XK-10/10 (Amersham-Pharmacia, EUA) con 2 mL de
matriz His-Select HC Nickel Affinity Gel (Sigma, EUA). Antes de realizar la cromatografia los 20
mL con la fraccién que contiene el fragmento soluble se filtré por una membrana con 0,45 pm de
poro y se le adiciond imidazol hasta una concentracién de 5 mmol/L.

Inicialmente, la columna se lavé dos veces con un volumen de agua bidestilada
equivalente al volumen del gel, posteriormente se equilibré con tampdén de equilibrio a una
velocidad de flujo de 1 mL/minuto, equivalente a una velocidad lineal de 6 cm/h. La fraccién
soluble de la ruptura celular se aplicd a la columna con igual flujo y se colectaron las proteinas
no unidas a la matriz. Aquellas proteinas unidas débilmente se removieron mediante un lavado
extensivo con tampdén de lavado 1.

Las proteinas unidas fuertemente a la matriz se eluyeron con tampén de elucién,
manteniéndose la misma velocidad de flujo de 1 mL/minuto.

Los resultados de todo el proceso se registraron en un cromatograma y las muestras
obtenidas en cada uno de los pasos se colocaron a 4°C hasta su analisis.
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Para la determinacién de la concentracién de proteinas presentes en el sobrenadante de
ruptura, las proteinas no unidas a la matriz y las proteinas del lavado se utiliz6 el método
descrito por Whitaker y Granum en 1980 quienes realizaron lecturas de absorbancia a 235 y
280 nm y dividieron estos valores por el factor 2,51 que corresponde a la diferencia entre los
promedios de los coeficientes de extinsidén. La concentracién se determiné mediante la ecuacién:

A

o35nm A280nm

2,51

Conc(mg/mL) = xDilucién
Cuando la muestra estuvo constituida por los fragmentos de anticuerpo purificados
(proteinas de la elucién) se empled la ecuacién:

Conc(mg/mL) = DOzsoum x Dilucién

ol
Donde 1,55 es el valor teérico del coeficiente de extincién del fragmento de anticuerpo.
En ambos casos las muestras se diluyeron en la misma solucién tampén en que se
encontraban.

3.8.3 Anadlisis de la pureza y inmunoidentificaciéon del fragmento anti-CEA.

La pureza del fragmento anti-CEA se analiz6 en una electroforesis desnaturalizante con
geles de poliacrilamida al 15% y densitometria. Se aplicaron en el gel 10 pg de proteinas totales,
segun los estimados de concentracién calculados mediante la formula descrita en el acapite
3.8.2.

El Western blotting para la inmunoidentificacién del fragmento se realizdé con el AcM 9E10
anti c-myc y el mismo procedimiento que se describe en el acapite 3.7.2. Se analizaron las
muestras obtenidas durante cada paso de la purificacién.

3.9 Purificacion del fragmento anti-CEA M3 mediante Cromatografia de Exclusion
Molecular.

Los analisis por densitometria dieron como resultado que la proteina eluida del IMAC tiene
mas del 90% de pureza. Sin embargo, con el objetivo de separar las posibles conformaciones
moleculares del fragmento, que segun la literatura pueden formarse durante la expresién y eluir
de conjunto en la purificacién, e incluso no ser separados mediante electroforesis
desnaturalizante en geles de poliacrilamida, se decidié realizar una cromatografia de exclusién
molecular en HPLC como segundo paso de purificacion.

Se empleé para ello una columna XK-10/30 (Amersham-Pharmacia, EUA) analitica con la
matriz Superdex 200 (Amersham-Pharmacia, EUA) que permite la separacién de fracciones entre
10 kDa y 600 kDa.

La columna se equilibré con el tampdn para gel filtraciéon a una velocidad de flujo lineal de
6 cm/h. Previamente se realizé la calibracién de la misma, para lo cual se empled un patrén de

peso molecular que contiene: ribonucleasa A (13,7 kDa), quimotripsinégeno A (25 kDa),
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ovalbimina (43 kDa), albdmina (67 kDa) (Pharmacia, EUA). Luego se aplicaron entre 150 y 200
uL de las proteinas eluidas durante la purificaciéon por IMAC a una concentracién de 0,5 mg/mLy
se colectaron cada una de las fracciones eluidas.

Las fracciones obtenidas en esta cromatografia se concentraron aproximadamente 10
veces su volumen mediante un concentrador (Amicon, EUA) con el uso de una membrana de 10
kDa de limite de exclusién. La concentracién de proteina se calculé mediante la férmula descrita
en el acapite 3.8.2 para el fragmento puro. Se defini6 el pico 1 como la fraccién de mayor interés
(denominado en lo adelante fragmento anti-CEA M3).

Al concluir la purificacion del fragmento se realizé una electroforesis en gel de
poliacrilamida al 15% y una inmunoidentificacién por Westen blotting de los picos 1 y 2 donde se
usé6 el AcM 9E10 anti-cmyc. Se aplic6 para estas muestras el procedimiento descrito
anteriormente en el acépite 3.7.2.

3.10 Efecto del pH y la concentracién de NaCl en la proporcion entre los picos 1y 2
del fragmento anti-CEA.

Teniendo en cuenta que la conformacién dimérica del fragmento anti-CEA se alcanza
mediante uniones no covalentes, durante la cual las interacciones idnicas y los puentes de
hidréogeno jugaran un papel muy importante y ademas, con los antecedentes encontrados en la
literatura donde demuestran que las proporciones entre las fracciones monomeéricas y diméricas
de un fragmento de simple cadena pueden cambiar con la variacién de estos parametros (Arnd y
col., 1998). Nos propusimos estudiar el efecto que ejerce el pH y la concentracién de sales sobre
el equilibrio entre los picos 1 y 2 que eluyen de la cromatografia de exclusién molecular, con el
fin de incrementar el recobrado de la fraccién de interés (pico 1).

Para ello, la misma biomasa procedente de una fermentacién de bacteria en 5 L (100
gramos de biomasa humeda) se subdividié en varias fracciones de 5 gramos, a cada una de
estas fracciones se les realizé la extraccién y purificaciéon del fragmento anti-CEA siguiendo los
procedimientos descritos en los acépites 3.8 y 3.9 pero con el empleo durante la ruptura de la
prensa de French. Para la purificacién por IMAC y la cromatografia en gel filtracién se emplearon
tampones con las concentraciones de NaCl de 300, 150 y 100 mmol/L, a cada uno de los
tampones se les ajusté el pH a 7.0, 7.5 y 8.0 respectivamente. El tiempo de retencién de cada
uno de los picos eluidos, los porcientos correspondientes a cada uno y la proporcién entre ellos,
se estimaron a partir de los cromatogramas obtenidos al aplicar 250 pL de cada eluciéon de IMAC
en una columna XK-10/30 (Amersham-Pharmacia, EUA) analitica con la matriz Superdex 200
(Amersham-Pharmacia, EUA). El flujo durante la corrida se mantuvé en 0,4 mlL/minuto
(equivalente a un flujo lineal de 2,5 cm/h).
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3.11 Reconocimiento especifico del fragmento anti-CEA M3 al antigeno humano,
mediante un ensayo ELISA.

Con el objetivo de estudiar la especificidad del pico 1 (fragmento anti-CEA M3), se realizé
un ELISA de reconocimiento al antigeno CEA humano, con el uso de la BSA como proteina no
relacionada.

Para ello, una placa ELISA de polivinilo de 96 pozos se dividié en dos partes, una de ellas
se recubrié con CEA humano (Calbiochem Cat. No0.219369, EUA) a 2 pg/pozo, y la otra con
seroalbimina bovina (BSA, Sigma, EUA) a 1 pg/pozo diluidos en PBS 1X, respectivamente y se
incubd durante 16 horas a una temperatura entre 10y 12°C.

Después de bloguear con la adicién de 200 plL/pozo de leche descremada al 2% (m/v)
diluida en PBS e incubar durante 1 hora a 23°C, se adicionaron a la placa, por duplicado, 100
pL/pozo del fragmento anti-CEA M3 y del anticuerpo completo CB/iorCEA.1, ambos a
concentraciones entre 10 y 1000 ng/mL diluidos en PBS-leche al 2% (m/v), y se incubaron
durante 2 horas a 23°C.

La placa se lavé de 3 a 5 veces con PBS-Tween 20 al 0,05% (v/v) y luego se incubé durante
1 hora a 23°C con 100 pl/pozo de anticuerpos policlonales de conejo anti-fragmento Fab del
anticuerpo CB/iorCEA.1 a una concentracién de 10 pg/mL diluido en PBS-leche al 2% (v/v).
Posteriormente, se lavd la placa como se describié previamente y se incubé durante 1 hora a
23°C con 100 pL/pozo de anticuerpos de carnero anti-lgG de conejo conjugados con peroxidasa
(Sigma, EUA) diluidos 1:5 000 en PBS-leche 2% (v/v).

Después de lavar nuevamente, el ELISA se revelé con el uso de 100 ulL/pozo de solucién
sustrato, esta reaccién se detuvo por la adicién de 50 yL de solucién de parada. Finalmente se
leyé la absorbancia a 492 nm en el lector de placas LabSystems Sensldent scan (Finlandia) y se
graficaron los datos en el programa Graphpad prism 4 (EUA) comparadndose los resultados
obtenidos entre el anticuerpo completo y el fragmento.

3.12 Determinacion de la constante de Afinidad del fragmento anti-CEA M3.
3.12.1 Determinacion de la afinidad mediante un ensayo Elisa no competitivo.

La determinacién de la constante de afinidad del fragmento anti-CEA M3 y el anticuerpo
CB/iorCEA.1 se realizé con el empleo de un ELISA no competitivo basado en la ley de accién de
masa segln describié Beatty y col., en 1987.

Se emplearon para el ELISA placas de polivinilo (Costar, EUA), que se recubrieron con
cuatro diluciones seriadas de CEA humano (Calbiochem, Canadd) por duplicado, se comenz en
2 ug/mL. Las placas se bloquearon con 200 pL/pozo de PBS-leche descremada al 1%,
incubandose 1 hora a 37°C. Las muestras del fragmento anti-CEA M3 y el AcM CB/iorCEA.1 se
aplicaron (100 pL/pozo) a concentraciones equimolares que comenzaron en 5 ug/mL para el
fragmento y en 10 yg/mL para el AcM, luego se incubaron durante 1 hora a 37°C. Después de
lavados, los pocillos correspondientes al fragmento se incubaron con el AcM 9E10 (10 pg/mL),
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mientras que en aquellos correspondientes al CB/ior-CEA.1 se empled solucién de bloqueo. En el
siguiente paso se afadié 100 uL/pozo de un anticuerpo policlonal anti IgG de ratén conjugado
con peroxidasa (Sigma, EUA), en dilucién 1:2500 y se incubd durante 1 hora, a 37°C. Para el
revelado utilizamos 100 uL/pozo de solucién sustrato y la reaccién se detuvo a los 15 minutos
mediante la adicién de 50 uL/pozo de solucién de parada. La lectura de la absorbancia se realizé
a 492 nm en un equipo LabSystems Multiskan MS (Finlandia).

Los valores de densidad 6ptica (DO) para cada caso se plotearon en el eje de las
ordenadas (y), reflejandose en el eje de las abscisas (x) la concentraciéon expresada en ng/mL en
una escala de logaritmo base 10. Se tomé la DO 100 como aquella a la cual la sefial se mantenia
al méximo. Para cada curva se calculé la mitad de la DO 100 (DO 50). Se determinaron los
valores de concentracién de la muestra a DO 50 para cada curva, y se realizaron los célculos de
la afinidad mediante la siguiente formula: Kaff=(n-1)/2(n), donde n= [Ab’]t/[Ab]t. [Ab’]t es el
valor de concentracién de la muestra que corresponde a un valor de DO 50 para la
concentracién mayor de antigeno, [Ablt es el valor de concentracién de la muestra que
corresponde a un valor de DO 50 para la concentracién menor de antigeno. Se realizaron las seis
determinaciones de afinidad posibles para las 2 curvas obtenidas, calculdndose la Kaff final
como el promedio de estos valores.

3.12.2 Determinacion de la afinidad en el BlAcore.

En otro experimento la afinidad del fragmento de anticuerpo anti-CEA M3 se estimd
mediante el empleo de un chip de NTA y el equipo B/Acore 2000 (Pharmacia, Suecia). Los
sensores previamente recubiertos con acido nitriloacético se activaron con 20 pL de una solucién
500 pmol/L de NiCl; durante 1 minuto a una velocidad de flujo de 10 uL/minuto. El fragmento de
anticuerpo anti-CEA M3 se diluyd a 10 ug/mL en PBS con Tween 20 al 0,1% (v/v) y se inyecté al
equipo a una velocidad de flujo de 10 uL/minuto, hasta quedar inmovilizado al sensor por la cola
de histidina. El antigeno CEA humano se inyectd a concentraciones desde 0,5 umol/L hasta 2
pumol/L a una velocidad de flujo de 5 plL/minuto graficando las curvas de asociacion.
Seguidamente se inyecté tampdén de corrida a 10 pL/minuto y se registraron las curvas de
disociacidn.

El cdlculo de los pardmetros cinéticos y las constantes de asociacién y disociacién del
fragmento anti-CEA M3 se realizaron con el programa de computacién BlAevaluation 2.0
(Pharmacia, Suecia).

3.13 Ensayo de inmunofluorescencia del fragmento anti-CEA M3 sobre células LS
174T.

Para demostrar la especificidad del fragmento anti-CEA M3 sobre el antigeno expresado en
la membrana de las células humanas, se realizé un ensayo de inmunofluorescencia donde se
utilizaron las células tumorales humanas LS 174T.
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Las células se sembraron en portaobjetos de vidrio (Aubio) y se incubaron durante toda la
noche a 37°C y 5% (v/v) de CO,. Posteriormente, se lavaron dos veces con PBS 1X, luego se
dejaron secar a temperatura ambiente, y se fijaron mediante la incubacién por 2 minutos a 23°C
con una solucién fria de acetona-metanol, en proporcién 1:1. Después de desechar la solucién de
acetona-metanol, se dejé secar a esta misma temperatura.

Para el estudio de inmunofluorescencia las placas con las células fijadas se lavaron dos
veces con agua destilada y dos veces con PBS 1X-azida sédica 0.02% (m/v). Una muestra del
fragmento de anticuerpo anti-CEA M3 a la concentracion de 2,5 pg/mL, del anticuerpo
monoclonal CB/iorCEA.1 a la concentraciéon de 10 pg/mL, y del anticuerpo anti-CD6 iorT1 (no
relacionado) a la concentracién de 10 ug/mL se diluyeron en PBS-BSA 3% (m/v); cantidades fijas
de 20 pL de estas diluciones se incubaron sobre las células durante 1 hora a 23°C.
Posteriormente se realizaron tres lavados con PBS 1X-azida sédica 0.02% (m/v) y tres lavados
con PBS-BSA 3% (m/v). Las placas se incubaron durante 1 hora a 23°C con 20 yL de anticuerpos
policlonales de conejo anti fragmento M3 diluidos 1:150 en PBS 1X-BSA 3% (m/v).

Después de lavar como la vez anterior, se adicionaron 20 uL del conjugado anti-lgG de
conejo-FITC (Isotiocinato de fluoresceina) producido en carnero (Sigma, EUA), diluido 1:100 en
PBS 1X-BSA 3% (m/v), y se incubaron las placas en ausencia de luz a 23°C durante 30 minutos. A
continuacién se lavaron tres veces con PBS 1X y tres veces con PBS 1X-azida sédica 0.02%
(m/v).

Las células se contrastaron con azul de Evans y se lavaron con PBS 1X. Finalmente se les
adicion6 PBS-glicerol 10% (v/v) y se cubrieron con un cubreobjeto.

Los resultados del ensayo se observaron en un microscopio de fluorescencia (Olympus,
Japén) usando la luz ultravioleta, la intensidad de la fluorescencia en la membrana celular se
evalué de forma cualitativa usando una escala de cruces, comparando entre el anticuerpo
completo y el fragmento de anticuerpo.

3.14 Reactividad del fragmento anti-CEA M3 sobre células tumorales humanas LS
174T mediante la citometria de flujo.

Con el objetivo de realizar un andlisis cuantitativo del reconocimiento del fragmento anti-
CEA M3 a las células que expresan el antigeno en membrana y compararlo con el anticuerpo
completo, asi como explorar la posibilidad de contar con un ensayo de actividad biolégica para la
liberacién de los lotes en la produccién del fragmento de anticuerpo, se realizé un ensayo de
citometria de flujo (FACS) donde se utilizaron 3x10° células LS 174T para cada muestra.

Las células se lavaron con 1 mL de PBS y se centrifugaron a 1 000 g durante 5 minutos.
Los fragmentos de anticuerpo presentes en los pico 1 y pico 2 de la cromatografia de gel
filtracién asi como el anticuerpo completo CB/iorCEA.1 se diluyeron en PBS-BSA 2% (m/v) a una
concentracién de 5 y 10 ug/mL respectivamente. Las células se incubaron con 250 yL de cada
preparacién de anticuerpo durante 1 hora a 23°C.
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Posteriormente, las células se lavaron tres veces con 1 mL de PBS 1X mediante
centrifugacién a 1 000 g durante 5 min. Finalizado el lavado las células se resuspendieron en
250 pL de una solucién que contenia 30 pg/mL de anticuerpo policlonal anti-fragmento M3
generado en conejo y diluido en PBS-BSA 2% (m/v), y se incubaron nuevamente durante 1 hora a
23°C. Terminada la incubacién las células se lavaron de la misma forma que se describid
anteriormente, se adicionaron los anticuerpos anti-lgG de conejo conjugados con FITC (Sigma,
EUA) diluidos 1:100 en PBS-BSA 2% (m/v) y se incubaron durante 30 minutos en la oscuridad a
23°C.

Para finalizar, las células se lavaron tres veces y se resuspendieron en un volumen final de
1,5 mL de PBS. Un total de 20 000 células se analizaron en el citémetro de flujo (PARTEC
FlowMax, Alemania) y los datos se procesaron y se graficaron en forma de punteos por densidad
en el programa Partec FlowMax (Alemania), calculdndose el porciento de células fluorescentes.

A los valores de células marcadas obtenidas para cada muestra se le restd el valor del
fondo del ensayo estimado al incubar las células solamente con el anticuerpo policlonal anti-
fragmento M3 y con el conjugado anti-lgG de conejo-FITC, a las mismas concentraciones que
fueron usados durante la incubacién con las muestras. El valor del fondo se fij6 en 13% de las
células marcadas, todo valor por encima de este porciento se considero positivo.

3.15 Estudio sobre la estructura del fragmento anti-CEA.

Producto de que en los ensayos de citometria de flujo, el pico 2 de la cromatografia de
exclusién molecular mostré reconocimiento al antigeno, cuando segln se describe en Ia
literatura este tipo de fragmento no debe presentar actividad biolégica, decidimos estudiar mas
detalladamente las conformaciones moleculares que adquiere el fragmento anti-CEA y que
eluyen durante la cromatografia de exclusién molecular como los picos 1 y 2, con el objetivo de
definir la estructura dimérica y monomérica de los mismos.

Para estudiar la conformacién estructural de estos fragmentos, se realizaron varios
estudios que incluyeron la expresién en el vector pAcR.1 de un nuevo fragmento de anticuerpo
(denominado L15), para el cual se usaron las mismas secuencias aminoacidicas de las regiones
variables de cadena pesada y ligera del anticuerpo CB/iorCEA.1, pero en esta ocasién con el
empleo de un péptido de unién de 15 aminoéacidos entre ambas (Figura 7).

Figura 7: Diagrama de la insercién del gen que codifica para
el fragmento anti-CEA L15 en el vector de expresion pAcR.1.
VH: Gen que codifica para la regién variable de cadena pesada;
L: Péptido de unidn; VL: Gen que codifica para la regién variable
de cadena ligera; c-myc: Péptido etiqueta; H6: Péptido de 6
histidinas; Ter: Terminador de la trasncripcién; AmpR: gen

® %, de resistencia a la ampicilina, ori: lugar donde inicia la transcripcién
Qé pLacZ: Promotor de la transcripcién, PelB: Péptido sefal para la
secrecion al periplasma.
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El propdsito de obtener una molécula con un péptido de unién de 15 aminoéacidos se debe
a gque este tipo de proteina, generalmente adquiere una conformacién monomérica, debido a
gue la longitud del péptido de unién permite la interaccién entre las regiones variables de una
misma cadena y forman el sitio de reconocimiento al antigeno.

Disponer de esta molécula permitié realizar comparaciones estructurales con los picos 1y
2 eluidos de la cromatografia de exclusién molecular, en cuanto al tiempo de retencién, el
analisis de los pesos moleculares a través de la dispersién dindmica de luz (Dynamic Light
Scattering) y la determinacién del coeficiente de absortividad molar.

3.15.1 Purificacidon e identificaciéon de los fragmentos anti-CEA y L15.

Los fragmentos anti-CEA y L15 se purificaron mediante cromatografia de afinidad por
metales o IMAC, las proteinas presentes en cada etapa del proceso de purificaciéon se observaron
en una electroforesis desnaturalizante de poliacrilamida al 15% y se inmunoidentificaron
mediante Western blotting con el empleo del anticuerpo policlonal anti-fragmento M3 realizado
en conejos. Posteriormente, las proteinas eluidas en ambos procesos se corrieron en una
cromatografia de exclusién molecular con el uso de una columna analitica XK 16/30 y la matriz
Superdex 200, previamente calibrada con el mismo patrén de peso molecular y el mismo
procedimiento descrito en el acapite 3.9. Los tiempos de retencion aparente para los picos 1y 2
del fragmento anti-CEA se compararon con el fragmento L15 mediante los perfiles
cromatograficos obtenido de cada uno de ellos.

3.15.2 Determinacion del coeficiente de absortividad especifica de los fragmentos de
anticuerpos anti-CEA y L15.

El coeficiente de absortividad especifica (as) es una constante fisico-quimica de los
compuestos y es Unica segln la estructura de los mismos, se determina segun la ley de
Lambert-Beer (Pace, 1995) la cual plantea que la absortividad especifica es constante y la
absorbancia de una sustancia es proporcional a la concentracién de la misma en un solvente
dado y medida en una longitud de onda determinada. Consecuentemente, la absortividad molar
es comUnmente llamada coeficiente de extincién molar.

Con la aplicacién de la formula: Absort. Molar (am) = as x PM (teérico), podemos conocer el
coeficiente de absortividad molar o coeficiente de extincién. El valor obtenido de este calculo se
puede utilizar para determinar la concentracién exacta de una proteina al emplear la férmula
Conc (mg/ml) = Abs 280nm/an.
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Los valores de este coeficiente para los fragmentos presentes en los picos 1, 2 y el
fragmento L15 se determinaron con el método propuesto por J. McEntire en 1994. Se prepararon
diluciones seriadas de 0,9; 0,7; 0,5; 0,3 y 0,1 mg/mL en tampédn final de las proteinas de interés
y de la BSA, usada como patrén, y se cuantificaron a una longitud de onda de 275 nm por el
método colorimétrico, micro BCA (Pierce, EUA). Posteriormente, se construyé un grafico en el
cual se hace corresponder a cada concentracién su valor de absorbancia. La pendiente de la
recta obtenida de este ploteo es considerada como el valor del coeficiente de absortividad
especifica expresado en mL mg?tcm™.

3.15.3 Mediciones de la talla molecular de los fragmentos anti-CEA y L15 a través de
la difraccion dinamica de luz.

La difraccién dindmica de luz o espectroscopia de correlacién de fotones es una técnica
gue permite la medicién del tamano de particulas (R) menores de 1 nm de didmetro. Las
particulas en suspensién estdn sujetas a movimientos Browniano y si son iluminadas con un rayo
laser, la intensidad de la difraccién de la luz varia en un intervalo dependiente de la talla de cada
particula. El analisis de la intensidad de las fluctuaciones proporcionadas por la velocidad de los
movimientos Brownianos permite una aproximacién a la talla de las mismas.

El tamafo de las moléculas y la homogeneidad de las preparaciones correspondientes a
los picos 1 y 2 del fragmento anti-CEA purificados, asi como del fragmento L15 se determinaron
mediante la difraccién dindmica de la luz, con el empleo del equipo DynaPro light scattering
(Proterion Corporation, EUA). Los datos obtenidos en este estudio se analizaron con el programa
DYNAMICSTM (EUA).

3.16 Escalado en la produccién del fragmento anti-CEA M3,

Con el fin de obtener las cantidades requeridas para poder realizar los experimentos
preclinicos y los estudios clinicos se realizé un escalado en la fermentacién (hasta 5 L) de la
produccién del fragmento de anticuerpo que habiamos estudiado a escala de laboratorio.

Para la produccién del fragmento de anticuerpo anti-CEA M3 a una mayor escala se
comenzé con la inoculacién de 1 mL de bacterias transformadas con el plasmidio de interés,
perteneciente a los gliceroles del banco de células de trabajo que se realizaron previamente
siguiendo los requerimientos exigidos por el departamento de control de la calidad del CIGB, en
un elenmeyer de 500 mL que contenia 100 mL de medio de cultivo 2xYT, suplementado con 100
ug/mL de ampicilina y 2% (v/v) de glucosa. El cultivo se incubd en zaranda a 37°C y 250 rpm
durante 17 horas.

Con el cultivo anterior se sembraron 2 elenmeyers de 2 L con 400 mL de medio de cultivo
2XYT cada uno, suplementado con 100 pg/mL de ampicilina y 2% (v/v) de glucosa, hasta
alcanzar una Assonm de 0,1, el mismo se incubd en zaranda a 37°C y 250 rpm hasta una Assonm de
0,8.
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Con el cultivo anterior se inoculé un fermentador de 5 L preparado con 4,2 L de medio de
cultivo 2xYT, suplementado con glucosa 2% (v/v) y 100 ug/mL de ampicilina. El mismo se incubd
durante 5 horas a 37°C, 250 rpm, pH 6,8 y 1vvm de O; disuelto, hasta alcanzar una Aessonm €ntre
0,8 y 1,0. Posteriormente, el cultivo se centrifugd a 5 000 g, y 4°C, durante 30 minutos, las
células sedimentadas se resuspendieron en 1 L de medio de cultivo YTBS y se sembraron en un
nuevo fermentador de 5 L que contenia 4 L de medio YTBS suplementado 100 ug/mL de
ampicilina y 1 mmol/L de IPTG y se incubé durante 16 horas a 28°C, pH 6,8 y 1vvm de O,.

Finalmente el cultivo se colecté y se centrifugdé a 10 000 g durante 30 minutos, se excluyd
el sobrenadante de cultivo y se guardé a -70°C la biomasa celular.

Con el fin de aumentar la eficiencia durante el proceso de ruptura celular se empleé la
prensa de French, el cual es un método mas eficiente y que permite el procesamiento de mayor
cantidad de biomasa.

Para la ruptura, la biomasa celular (100 g) se resuspendié en 110 mL de tampén de
extraccién, y se homogenizé en un agitador tipo rotor-estator (Polytron, IKA, Suiza). La muestra
se mantuvé todo el tiempo en hielo. La ruptura se realiz6 mediante tres ciclos a una presién
entre 1200 y 1500 bar y terminada la misma se adicionaron 110 mL més del tampén de
extracciéon y se homogenizé nuevamente. El producto de la ruptura se centrifugé a 12 000 g y
4°C durante 90 minutos, y se separ6 la fraccion soluble de la insoluble. La fraccién soluble se
colecté en un frasco limpio se adicioné 5 mmol/L de imidazol y se colocé en hielo.

Para la purificacién por IMAC se utilizé6 una columna XK 16/20 (Amersham-Pharmacia, EUA)
preparada con 20 mL de matriz Ni-NTA (Sigma-Aldrich, EUA) y se procedié de igual forma a lo
descrito anteriormente en el acdpite 3.8.2. En un inicio se utilizé durante el paso de lavado el
tampén de lavado 1 que contiene una concentracién de imidazol de 50 mmol/L, pero debido a la
perdida de proteina de interés observada en el mismo se decidié emplear durante este paso el
tampédn de lavado 2, que contiene una concentracién de imidazol de 25 mmol/L y se compararon
los rendimientos y la pureza final de los dos procesos.

La pureza de las fracciones eluidas de esta cromatografia se analizaron en una
electroforesis desnaturalizante en presencia de SDS al 15% y se inmunoidentificaron en Western
blotting con el empleo del anticuerpo policlonal anti-fragmento M3. Las fracciones se procesaron
mediante densitometria digital y la aplicacién de la metodologia descrita en el acépite 3.7.2. El
porciento del fragmento anti-CEA presente en cada fraccidn se estimé por este método.

Como segundo paso de purificacidon se realiz6 una cromatografia de exclusién molecular
donde se empled una matriz de Superdex 200 y una columna preparativa XK-26/70 (Amersham-
Pharmacia, EUA), la cual se calibré previamente con un patrén de bajo peso molecular con las
siguientes proteinas: ribonucleasa A (13,7 kDa), quimotripsindgeno A (25 kDa), ovalbimina (43
kDa), albimina (67 kDa) (Pharmacia, Suecia). La misma se equilibr6 con tampén final de
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conservacién a un flujo de 1 mL/minuto. En cada corrida se aplicaron 3 mL de la muestra a una
concentracién de 0,5 mg/mL y se colectaron por separado la elucién de los picos 1y 2.

Finalmente, las elusiones del pico 1 (fragmento anti-CEA M3) se unieron y se concentraron
en un concentrador de ultrafiltracién (Amicon, EUA) con una membrana clase 10 000 (limite de
talla molecular de proteinas: 10 kDa) hasta 1,2 mg/mL, se filtraron por membrana de 0,2 um y
se almacenaron a -20°C en viales de centrifugacién de 1,5 mL (Eppendorf, Alemania) a razén de
1 mL por vial, hasta su evaluacién en electroforesis de poliacrilamida al 15% (v/v) y Western
blotting.

3.17 Estudio de Formulacién y Estabilidad del fragmento anti-CEA M3.

Con el objetivo de definir la formulacién final y el periodo de estabilidad del fragmento de
anticuerpo anti-CEA M3, que permitiera su empled en los estudios clinicos se realizaron varios
estudios de formulacién y estabilidad.

3.17.1 Estudio de la Formulacion.

Se realizaron dos ensayos de formulacién del fragmento anti-CEA M3. En un primer estudio
se analizé la influencia del pH y la concentracién de NaH,PO, en la estabilidad de la molécula.
Previamente se elimind el contenido de NaCl para evitar posible interferencias durante la
liofilizacion. Para ello se dializaron las proteinas correspondientes al pico 1 de la purificacién por
exclusiéon molecular contra tampones que contenian solamente 17,86; 35,07 y 100 mmol/L de
NaH,PO,4, cada uno de ellos con pH ajustado de 6.5, 7.0 y 7.8, posteriormente las muestras se
diluyeron hasta concentraciones de 0,25 mg/mL y se incubaron en forma liquida a 45°C.
Simultaneamente una muestra del fragmento se liofilizé6 en el tampdn de gel filtracién con la
adicién de 2% (m/v) de sacarosa.

La estabilidad de la molécula se analizé a los 0, 5 y 10 dias de incubacién, estimandose la
concentracién por absorbancia a 280 nm, la pureza en electroforesis de poliacrilamida al 15%
(v/v) y en cromatografia de gel filtracién, la identidad en Western blotting y la actividad bioldgica
por citometria de flujo siguiendo los procedimeintos descritos anteriormente.

Durante el segundo estudio de preformulacién se mantuvieron las concentraciones
originales del tampén de gel filtracién. En este caso se analiz6 la influencia sobre la estabilidad
de los picos 1 y 2 de la adicién en el tampdn de gel filtracién de 5 mmol/L de EDTA y la reduccién
del pH desde 7.8 a 6.0.

La elucién del fragmento anti-CEA en la purificacion por IMAC se subdividié en dos
fracciones, con y sin EDTA, y se realizaron cromatografias de gel filtracién con los tampones de
gel filtracién con y sin EDTA y pH ajustado a 6.0 y 7.8. Los pico 1 y 2 se colectaron por separado
y se incubaron a 4 y -20°C durante 20 dias. Estas variantes ademas se liofilizaron después de
adicionarles 2% (m/v) de sacarosa y se incubaron a 45°C durante 15 dias con el fin de realizar un
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estudio de estabilidad acelerada. La pureza de cada uno de los picos fue seguida mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida al 15% (v/v) en condiciones desnaturalizantes.

La formulacién final se denominé tampén final de conservacion.
3.17.2 Estudio de la Estabilidad.

Para el estudio de estabilidad en tiempo real se tomaron muestras purificadas de 2 lotes
producidos en diferentes momentos a una escala de fermentacién de 5 L. Las proteinas se
envasaron a un volumen de 0,3 mL y una concentracién de 1 mg/mL en el tampdn final de
conservacién en frascos de vidrios limpios y estériles.

En el caso del producto intermedio, llamado ingrediente farmacéutico activo (IFA) los
bulbos se almacenaron en una cadmara fria con temperatura de -20°C, mientras que el producto
final se liofiliz6 después de adicionarle 2% (m/v) de sacarosa y se conservd a una temperatura
de 4°C.

Se establecieron los pardmetros de calidad y se disefid un cronograma de toma de
muestras con una frecuencia mensual hasta los 6 meses, durante cada muestreo se les
realizaron los siguientes estudios:

1-Determinacién de la pureza de la proteina por electroforesis (SDS-PAGE) al 15%.

2-Determinacion de la pureza por HPLC-Gel filtracién, con el empled de la matriz Superdex
200.

3- Inmunoidentificacién por Western Blotting, con el anticuerpo policlonal anti-fragmento
M3.

4- Concentracidn de proteinas totales mediante la Absorbancia a 280 nm.

5-Contaminantes de ADN por hibridizacién con sonda radioactiva.

6- Dot Blotting de proteinas contaminantes con el uso de un anticuerpo policlonal anti-
proteinas de bacteria.

7- Actividad Bioldgica por citometria de flujo con el empleo de las células LS 174T.

Cada muestra que se toméd para el analisis se observé para determinar sus caracteristicas
organolépticas: color, transparencia y ausencia de precipitado. Se evaluaron todos los
pardmetros que presentaba el material al inicio del estudio de estabilidad, que quedd
establecido como el tiempo 0 de la estabilidad. Los limites de aceptaciéon de cada parametro se
presentan en la tabla 2.

Tabla 2: Anailisis realizados durante el estudio de Estabilidad del fragmento y especificaciones de calidad.

Analisis Referencias Limites de aceptacion

Determinacion de pureza por electroforesis en gel PPO 4.09.004.91 > 95% pureza

de poliacrilamida (SDS-PAGE) PPO 4.09.005.91

S -
Determinacién de pureza por HPLC-Gel Filtraciéon PPO 4.09.284.95 >22(8)&)A)d2eM%|r:2$;2§0
IContaminantes de ADN por hibridizaciéon del ADN PPO 4.09.080.91 <100pg/ dosis
Inmuno Identificacidn por Western Blotting. PPO 4.09.044.92 Identificado
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Proteinas contaminantes del hospedero por Dot PPO 4.09.218.01 .
Blotting PPO 4.09.312.96 1,5% de la dosis de 50 g
. . .| Reconocimiento = 50% de células
Citometria de Flujo
PPO 5.63.002.05 marcadas y =13% de fondo del
blanco
IConcentracidn de Proteinas totales por Absorbancia| PPO 4.09.057.92 Entre 0,8 y 1,6 mg/mL

PPO: Procedimientos practicos de operaciones.

IActividad Bioldgica por FACS

3.18 Secuencia de aminoacidos del fragmento anti-CEA M3.

El estudio de la secuencia de aminoacidos de la proteina permite confirmar la presencia y
posicién de cada aminoédcido y de los puentes disulfuro que son fundamentales para la
conformacién activa de los anticuerpos. Pero ademas, estd secuencia permite confirmar que los
extremos amino y carboxilo terminales de la proteina no sufrieron alteraciones debido a la
manipulacién genética.

Para analizar la secuencia aminoacidica del fragmento anti-CEA M3 mediante
espectrometria de masa, el fragmento se disolvié en 1% (v/v) de tampén NH,HCO; pH 8.3
suplementado con 2 mol/L de Urea y se digirié con tripsina grado secuencia (Promega, EUA). Se
us6 una relacién enzima:sustrato de 1:50 durante 4 horas a 37 C. La digestién se bloqueé con la
adicion de 1% (v/v) de acido trifluoroacetico hasta alcanzar un pH acido (aproximadamente 2.0).

Los péptidos tripticos se purificaron en una columna RP-C18 (LC Packing; 15 cm x 300 pm
ID) en el equipo de cromatografia liquida AKTA (Amersham Pharmacia Biotech, Suisa). Los
péptidos se eluyeron de la columna en 50 minutos mediante un gradiente lineal desde 5 hasta
60% de acetonitrilo con 0,2% (v/v) de &cido férmico a un flujo de 3 pL/minuto.

Los espectros de masas se adquirieron en un espectrémetro de masas hibrido con
geometria ortogonal QTOF-2™ (Micromass, UK) equipado con una fuente de ionizacién
nanospray. Los voltajes del capilar de borosilicato y el cono de entrada se fijaron a 900 Volts y
35 Volts, respectivamente. La entrada de la aguja se presurizé ligeramente para garantizar una
buena calidad en el spray durante toda la medicién. El espectrémetro de masas se calibré con
una mezcla de yoduro de sodio y cesio en el rango de 50-2 000 Da para la medicién de péptidos.
Para medir la proteina intacta se utiliz6 un calibrador externo (Quimotripsinégeno) y se midié en
un rango de entre 600-2 500 Da. El primer cuadripolo se fijé a una resolucién de 2 a 3 Th para
seleccionar el ién precursor a fragmentar. El gas de colisién fue argén y la energia de colisién
empleada oscilé entre 25 y 35 eV. El software de procesamiento de los espectros de masas
empleados fue el MassLynx versién 3.5 (Micromass, UK).

3.19 Marcaje radioactivo del fragmento de anticuerpo anti-CEA M3.

Una de las principales utilidades que presenta tanto el fragmento anti-CEA M3 como el
anticuerpo CB/iorCEA1, del cual proviene, para ser empleado en el diagndstico o la terapia del
cancer, esta basada en la posibilidad de transportar drogas, agentes quimicos o isétopos
radioactivos directamente hacia el tumor.
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La conjugacién de estas moléculas a los radionlclidos puede originar inestabilidad en el
radioconjugado e incluso anular la actividad bioldégica de la proteina. Esto explica la necesidad
de realizar estudios sobre la conjugacién del fragmento a los radionlclidos antes de emplearlas
en el radioinmunodiagndstico o la radioinmunoterapia.

En nuestro caso utilizamos los isétopos yodo 125 y 131 y estudiamos la estabilidad,
inmunoreactividad y afinidad del fragmento después de marcado.

Los isétopos de yodo usados en el radiomarcaje del fragmento de anticuerpo procedieron
del Centro de Isétopos (CENTIS, La Habana, Cuba), de donde se obtienen en forma de Nal, en
solucién de NaOH 0,1 mol/L, pH 8-10.

3.19.1 Radiomarcaje del fragmento anti-CEA M3 con el isétopo 1.

Para los experimentos de radiomarcaje se utilizé el método de la cloramina T (Hunter y
col., 1962).

Se partié de 20 ug del fragmento anti-CEA M3, el pH de la solucién se ajusté a 7.0 y
seguidamente se adicionaron 0,3 pL de *?%1, equivalentes a 40 uCi. Se agité suavemente en un
mezclador, se adicionaron 10 pyL de cloramina T preparada a una concentracién de 1 pug/uL y se
dejé reaccionar durante 2 minutos a 25°C. La reaccién se detuvo mediante la adicién de 4 pL de
meta bisulfito de sodio diluido a una concentracién de 2 mg/mL.

La pureza radioquimica del radiofarmaco se determiné mediante cromatografia
ascendente en placa fina, con el uso del papel cromatografico Whatmann 3 MM como fase
estacionaria y solucién salina fisiolégica 0,9% (m/v) como fase mévil, después de la corrida, el
papel se secd al aire y se cortd en secciones de 1,0 cm, la radioactividad de cada seccién se
midié en el contador gamma (1272 Clinigamma, LKB Wallac, Suecia). El yodo libre migra hacia
las secciones superiores del papel por lo cual se estimé que porciento respresenta este de la
radioactividad presente en el punto de aplicacién, que es el isétopo unido a la molécula.

Posteriormente, el fragmento de anticuerpo radiomarcado se purific6 mediante una
cromatografia de exclusién por tamafio molecular, con el objetivo de separar el exceso de
isétopo radioactivo no incorporado. Como soporte se usé la matriz Sephadex G-25 (Pharmacia
Biotech, Suecia) en una columna de 1,2 x 20 cm. La pureza final se determiné mediante una
nueva cromatografia ascendente en capa fina.

3.19.2 Radiomarcaje del fragmento anti-CEA M3 con el isé6topo 3.

Para el marcaje del fragmento anti-CEA M3 con *3!| se partié de 50 ug del fragmento puro,
en este caso se utilizaron 1,48 MBq (40 pCi) de '3 para un marcaje a una baja actividad
especifica y 11,1 MBqg (300 uCi) de '3 para el marcaje a una alta actividad especifica (2,5
mCi/mg y 0,21 GBg/mg), respectivamente. Al igual que en el caso anterior el pH de la reaccién
se ajusté a 7.0 y se adicionaron 10 pL de cloramina T (1 mg/mL). La solucién se agité

suavemente durante 2 minutos a 25°C, y la reaccién se detuvo por la adicién de 4 pL de
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metabisulfito de sodio (2 mg/mL). El porciento de marcaje y la pureza del fragmento
radiomarcado se estimaron como se describe en el acapite 3.19.1.
3.20 Estabilidad in vitro del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado.

La estabilidad del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con '#| y 3! se analizaron
mediante cromatografia en FPLC con el uso de una columna HR 10/30 de Superosa 12
(Pharmacia, Suecia), a un flujo de 1 mL/minuto, calibrada con un juego de patrones de peso
molecular para proteinas de baja talla (ribonucleasa A (13,7 kDa); quimotripsinégeno A (25 kDa);
ovalbumina (43 kDa); albumina (67 kDa), (Pharmacia, Suecia).

Durante las corridas se colectaron fracciones de 1mL y la radioactividad de cada una se
midié en el contador gamma (Clinigamma 1272, LKB Wallac, Suecia), los valores en cpm
obtenidos en los conteos de la radioactividad para cada una de las fracciones se graficaron en un
radiocromatograma, y se determindé la integridad de la molécula marcada mediante la
comparacién con una cromatografia realizada en la misma columna de la molécula sin marcar.

En el caso del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con !l a baja y alta actividad
especifica, se analizé ademas la estabilidad /n vitro con la incubacién de 5 pL (0,4 mg/mL) del
fragmento radiomarcado, en 500 pL de suero humano y en 500 uL de PBS ambos a una
temperatura de 37°C.

La estabilidad y la pureza del fragmento radiomarcado se controlé por cromatografia
ascendente de capa fina, mediante la toma de muestras de ambas incubaciones a las 12, 24, 48
y 72 horas después del marcaje. Se calculé mediante cromatografia ascendente en capa fina el
porciento de isétopo libre presente en cada preparacion.

3.21 Determinaciéon de la inmunoreactividad del fragmento anti-CEA M3
radiomarcado.

Teniendo en cuenta que la unién de los isétopos radioactivos a determinados aminoacidos
puede comprometer la estructura terciaria de la proteina y afectar su actividad biolégica, se
necesitdé comprobar que el fragmento de anticuerpo anti-CEA M3 mantenia el reconocimiento al
antigeno después de marcado con los isétopos **°l y 31|

Para determinar la inmunoreactividad del fragmento y una vez establecido el método de Ila
cloramina T para el marcaje de la molécula con Nal radioactivo, se realizaron dos experimentos,
tanto sobre el antigeno puro como sobre las células humanas LS 174T que expresan el CEA en
membrana.

3.21.1 Inmunoreactividad del fragmento anti-CEA M3-!%°] sobre células que expresan
CEA.

El experimento de inmunoreactividad del fragmento marcado con '#I| se realizdé sobre
células que expresan el antigeno carcinoembrionario en membranas. En este caso se realizdé una
adaptacién al método descrito por Lindmo y col. en 1984.
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Se utilizaron las células humanas LS 174T cultivadas en medio RPMI suplementado con
10% (v/v) de suero fetal bovino y 50 ug/mL de gentamicina, las cuales se sembraron en una
placa de 24 pozos a concentraciones de 5x10°%; 2,5x10% 1,25x105 0,625x10° 0,31x10% 0,15x10°
células/pozo (columnas A,B,C,D), empledndose cuatro pozos para cada concentracién. Las
células se incubaron durante 4 dias a una temperatura de 37°C en una atmoésfera de 5% de CO,.

Posteriormente, se procedié a fijar las células a la placa, para lo cual se eliminé el medio y
se lavaron dos veces los pozos con 500 uL de PBS con el cuidado de no desprenderlas. Se les
adicionaron 200 ulL/pozo de una solucién fria de acetona:metanol (1:1) y se incubé durante 2
minutos a 23°C, al cabo del cual se elimin esta solucién y se dejé secar la placa a 23°C.

Un total de 100 pg (1,5 mg/mL) del fragmento de anticuerpo anti-CEA M3 y 300 pg (5
mg/mL) del anticuerpo CB/iorCEA.1 se marcaron con 79 uCi de '#I respectivamente siguiendo la
metodologia descrita en el epigrafe 3.19.1. Luego de purificar los radiofdrmacos por
cromatografia de gel filtracién (G-25) se tomé una cantidad de 11 uL (677,4 ng) del fragmento y
30 pL (2 pg) del anticuerpo y se diluyeron hasta un volumen total de 7,8 mL con PBS-BSA 1%
(m/v).

En los pozos del Al al A6 y del B1 al B6 de la placa recubierta con células se aplicaron 300
ML (26 ng) de la dilucién del fragmento marcado, en el pozo Bl se aplicé ademas, 130 uL (200
Hg) de fragmento sin marcar. Por su parte en los pozos del C1 al C6 y del D1 al D6 se aplicaron
300 uL (76,9 ng) de la dilucién del anticuerpo marcado, en el pozo D1 se adicioné también 40 uL
(200 pg) de anticuerpo frio. El volumen de cada pozo se completo hasta 430 uL con PBS-BSA 1%
(m/v).

Luego de colocadas las muestras en cada pozo, la placa se incubé durante 2 horas a
temperaturas entre 23-25°C. Al terminar la incubacién se lavé la misma, una vez con agua
destilada y dos veces con PBS (pH 7.4), se adicioné 400 uL de una solucién de NaOH 2N en cada
pozo y se incubé con agitacién durante 30 minutos a temperatura entre 23-25°C para
desprender la monocapa celular. Posteriormente, se recogié el contenido de cada pozo y se lavd
con 500 pL/pozo de PBS. Tanto el contenido de la incubacién con las muestras como el lavado se
dispensaron en tubos de conteo y se medié la radiactividad en el contador gamma (Clinigamma
1272, LKB Wallac, Suecia).

El porciento del total, tanto de fragmento como de anticuerpo completo, que quedé unido
al CEA (designado como %B/T) para cada concentracién celular se determiné mediante la
formula:

conteo(cpm)enCélula %

%B/T = 100

conteo(cpm)Patron

Donde B, es el valor en cpm de la cantidad de fragmento o anticuerpo marcado que quedd
unido a las células; después de sustraerle el valor de la unién inespecifica, que se obtiene con la
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incubacién de las células con un exceso de anticuerpo o fragmento frio. T: es el total de
fragmento o anticuerpo marcado que se utilizd en la incubacién.

Para calcular el valor de inmunoreactividad se ploteéd en una grafica el inverso de los
valores de %B/T contra el inverso de la concentracién celular y se dividié 1 entre el intercepto de
larectaeny.

3.21.2 Inmunoreactividad del fragmento anti-CEA M3-3!] contra el CEA humano en
solucion.

La inmunoreactividad del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con **'| se estimé con el
antigeno CEA en solucién mediante el método descrito por Wu y col. 1999.

Para estudiar el efecto del marcaje radioactivo sobre la unién del fragmento a su antigeno;
75 ng de fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con 3!l a baja y alta actividad especifica, se
incubaron con 1 ug de CEA (Calbiochem, EUA) durante 1 hora en solucién a 25°C. Tanto la
muestra del fragmento radiomarcado e incubado con el antigeno como una muestra del
fragmento radiomarcado sin antigeno, se analizaron mediante FPLC con el empleo de una
columna 10/30 HR y la matriz Superosa 12 (Pharmacia, Suecia). El flujo de corrida durante las
purificaciones fue de 1 mL/minuto y se colectaron fracciones de 1 mL. La radioactividad de cada
fraccién se midié en el contador gamma y los valores de actividad radioactiva en cpm se
graficaron en un radiocromatograma.

El porciento de la fraccién inmunoreactiva del fragmento anti-CEA M3 se estimé a partir
del radiocromatograma, mediante el andlisis de la integracién del area bajo la curva
correspondiente a la fracciéon radiomarcada del complejo antigeno-anticuerpo y su comparacién
con la fraccién del fragmento radiomarcado que no reacciona con el antigeno. El
radiocromatograma del fragmento radiomarcado sin antigeno nos permitié comparar los tiempos
de retencién y la integridad de ambos.

3.22 Ensayo de competencia para estimar la afinidad del fragmento anti-CEA M3
radiomarcado con I,

Con el objetivo de evaluar el efecto que pudo provocar el marcaje radioactivo sobre la
afinidad del fragmento por su antigeno se realizé un ensayo de competencia entre el fragmento
marcado y sin marcar y se compararon los resultados con el anticuerpo completo utilizado en el
mismo experimento.

Las constantes de asociaciones aparentes del anticuerpo monoclonal CB/iorCEA.1 y del
fragmento de anticuerpo radiomarcados con yodo 125 se estimaron mediante un ensayo de
competencia (tipo Scatchard) realizado sobre las células tumorales LS 174T que expresan el CEA
y siguiendo la metodologia descrita por Clarke y col., 2000.

Las células LS 174T se sembraron en una placa de 24 pozos a concentraciones fijas de
5x10° células/pozo, y se cultivaron en medio RPMI suplementado con 10% (v/v) de suero fetal
bovino y gentamicina durante 4 dias a 37°C en atmésfera de 5% (v/v) de CO,. Para fijarlas a la
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placa se adicionaron 200 plL/pozo de acetona:metanol (1:1) frio, se incubaron durante 2 minutos
a temperatura entre 23-25°C, pasado este tiempo se elimind esta mezcla y se dejaron secar a
igual temperatura.

Se prepararon diluciones del fragmento anti-CEA M3 y del anticuerpo completo, a partir de
una solucién de 1 mg/mL, ambos sin marcar. Las concentraciones se ajustaron desde 0.064
pMg/mL hasta 200 ug/mL en PBS-BSA 1% (m/v). A cada dilucién se le adicionaron cantidades fijas
de 15 ng y 45 ng del fragmento anti-CEA M3 y el anticuerpo monoclonal CB/iorCEA.1
respectivamente radiomarcados con '?°l, En los pozos de las filas A y B se adicionaron 250 uL por
pozo de cada dilucién del fragmento y en las filas C y D se adicionaron 250 UL por pozo de cada
dilucién del anticuerpo.

Las células se incubaron durante 1 hora a temperatura entre 21 y 23°C. Posteriormente, se
lavaron tres veces con PBS 1X y se adicionaron 400 puL de NaOH 2N a cada pozo. Se incubé 30
minutos a temperatura entre 21 y 23°C con agitacion para desprender la monocapa celular. Por
Gltimo, se recogié todo el contenido de los pozos y se lavaron con 500 pyL de PBS por pozo, las
células se vertieron en tubos de conteo y se midié la radiactividad en el contador gamma. Una
cantidad de fragmento o anticuerpo marcado similar a la empleada se mantuvo como patrén.

Para determinar la constante de asociacién (K,) del fragmento y el anticuerpo completo se
calculé la cantidad de fragmento o anticuerpo para cada dilucién que quedd unido
especificamente a las células (B) mediante la multiplicacién del valor promedio en cpm, obtenido
después de restar el fondo y dividir el valor del patrén, por el valor de la concentracién del
anticuerpo frio en mmol/L. La cantidad de anticuerpos libres (F) se estimd sustrayendo la
cantidad que quedd unida del total de anticuerpos.

Posteriormente, se determiné la relacién de anticuerpos unidos entre el total de
anticuerpos libres (B/F), estos valores se graficaron contra la concentracién molar del total de
anticuerpos unidos (B). Se obtuvo una linea recta donde el valor de la pendiente se correspondié
con el valor de la Ka.

3.23 Experimentos en animales con el fragmento anti-CEA M3 radiomarcado.

Con el objetivo de analizar el comportamiento del fragmento de anticuerpo anti-CEA M3
marcado con el ¥ y con ! en un modelo animal se realizaron varios experimentos de
Biodistribucion en ratones.

Para los primeros experimentos se utilizaron ratones sanos de la cepa NMRI que se
inyectaron con el fragmento radiomarcado con '#I. Se realizé la evaluacién de la biodistribucién
del mismo en varios érganos.

Para los estudios de biodistribucién en animales atimicos se utilizaron ratones Balb/c nunu
de ambos sexos suministrados por el Centro Nacional para Animales de Laboratorios (CENPALAB,
Cuba). Para la induccién de tumores se utilizé la linea celular humana de adenocarcinoma de
colon LS 174T. Las células se inyectaron en medio libre de suero inmediatamente después de
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cosechadas, por via subcutdnea en la regién dorso lateral derecha anterior, a razén de 4-5x10°
células por animal y en un volumen de aproximadamente 200-400 pL. Los ratones se
mantuvieron en observacién hasta que los tumores alcanzaron un volumen promedio superior a
150 mm3.

Después de inyectados los animales con el fragmento radiomarcado y a los tiempos de
muestreo establecidos, se extrajeron los érgano principales y el tumor, estos se lavaron en PBS,
se pesaron y se colocaron en tubos de forma separada, la radioactividad de cada uno se midié
en el contador gamma (CliniGamma counter LKB, Suecia).

Para estimar el porciento de la dosis inyectada entre el peso de los érganos (%ID/g) se
utilizé la siguiente férmula:

__ conteo(cpm)delTejido < 100

%ID/
? I conteo(cpm)Patron Peso(g)

Ademds para analizar la acumulacién del fragmento en el tumor y tener un estimado de su
permanencia en cada 6rgano se determind la relacién existente entre los valores de %ID/g
obtenidos en cada uno de ellos con el valor de %ID/g de la sangre y del tumor, mediante la
divisién de ambos valores.

3.23.1 Biodistribucion del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con %],

Para el analisis de la biodistribucién del fragmento marcado con *?°I se utilizaron 15 ratones
atimicos xenotrasplantados con 4-5 x 10° células humanas LS 174T, se administraron dosis de 5
ug del fragmento marcado con 5 pCi de '#I, disueltos en 50 pL de soluciéon salina por via
intravenosa (plexo retrorbital). Un total de cinco ratones se sacrificaron a las 24, 48 y 72 horas
después de la administracién y se les extrajeron los siguientes érganos y tejidos: sangre, higado,
bazo, pulmén, corazén, rifién, intestino delgado, intestino grueso, estémago, musculo, hueso y
tumor. Cada 6rgano se pesé en una balanza analitica y la radioactividad en cpm de cada uno se
midi6 en el contador gamma (Clinigamma 1272, LKB Wallac, Suecia).

Para corregir el decaimiento del isétopo, una cantidad igual a la dosis inyectada se
mantuvo como patrén de la calibracién del conteo de cpm para cada tiempo. A los valores
obtenidos en cada érgano se le sustrajo el valor del fondo y se dividié entre el valor del patrén,
la estimacién del %ID/g se realizé tal y como se describe en el acapite 3.23.

Con el objetivo de determinar la acumulacién especifica en el tumor se analizé la relacién
entre los valores de %ID/g del tumor con los valores de %ID/g de los tejidos més vascularizados
(sangre, pulmones y bazo), asi como entre los principales érganos excretores (higado y riflones).
Para ello se procedié como se describe en el acapite 3.23.

3.23.2 Biodistribucion del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con 3!l.

La biodistribucién del fragmento marcado con 3!, se realizé en 12 ratones atimicos con
una edad de entre 4 y 6 semanas, xenotransplantados con 4-5 x 10° células de tumor humano
LS 174T, después de que los tumores alcanzaron un volumen aproximado de 150 mm?, los
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ratones se inyectaron con 5 ug de fragmento marcado con 12 pCi de 3! (0,0917 GBg/mg) en un
volumen de 150 pL por via intravenosa (plexo retrorbital), 3 animales se sacrificaron a las 2,5;
24; 48 y 72 horas. Tanto el tumor como el resto de los tejidos, incluso la sangre, se colectaron y
se pesaron en una balanza analitica. La radioactividad de cada tejido se medié en el contador
gamma (Clinigamma 1272, LKB Wallac, Suecia). Al igual que en el acapite anterior un patrén por
duplicado de la dosis inyectada se midié en cada tiempo con el propésito de corregir el
decaimiento del isétopo, el calculo del % de dosis inyectada (ID) entre los gramos de tejidos (g)
se realiz6 como se describe en el acapite 3.23.

La relacién entre los valores de %ID/g en el tumor y el resto de los tejidos se analizé como
se describe en el acapite 3.23. Se estudié ademas la relacién entre el higado y la sangre y entre
los rifones y la sangre.

3.23.3 Gammagrafia en ratones con el fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con *3!l.

En otro experimento y teniendo en cuenta que el isétopo 3! es también un emisor gamma
de alta energia, que puede ser empleado en imégenes, dos ratones atimicos xenotransplantados
con células tumorales humanas LS 174T, se inyectaron con 5 pg del fragmento anti-CEA M3
marcado con 150 uCi de ! (0.21GBg/mg) por via retrorbital, con el objetivo de realizar una
biodistribucién a través de imagenes gammagraficas.

Las imdgenes se tomaron a las 24, 48 y 72 horas posteriores a la inyeccién, el animal se
anestesio previamente y se utilizé una camara GE 400T (General Electric, EUA) con un colimador
de alta energia.

3.24 Estudio del Fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con 3!l en Pacientes con
cancer colorectal.

Con el objetivo de evaluar la utilidad del fragmento anti-CEA M3 en humanos y en el marco
de un ensayo clinico fase | aprobado por las autoridades regulatorias, se estudiaron en pacientes
con céncer colorectal los primeros indicios sobre la seguridad bioldgica, la estabilidad, la
farmacocinética y la captacién tumoral mediante gammagrafia del fragmento radiomarcado con
131, Para este estudio el fragmento de anticuerpo fue producido siguiendo las buenas practicas
de fabricacién requeridas para el uso en humanos (Richter, 2004) y sometido a los controles de
calidad establecidos en la unidad de desarrollo farmacéutico del CIGB para estos productos.

Se utilizaron cinco pacientes adultos con diagnéstico confirmado de la presencia de tumor
en las regiones de colon y/o recto sin tratamiento oncoespecifico previo y positivos por
inmunohistoquimica para la presencia del antigeno CEA en el tejido tumoral. A cada uno de los
pacientes se le ofrecié la informacién completa sobre el producto y el ensayo y ofrecieron su
consentimiento de participacién (Anexo 5).

Antes de administrar el producto se les indicé el consumo de 10 gotas de solucién de lugol
tres veces al dia con el objetivo de evitar la acumulacién del yodo libre en la tiroides y se les
midié el valor de CEA sérico.
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A cada uno se les administrd, por via intravenosa en forma de bolo, una dosis de 0,3 mg
del fragmento de anticuerpo anti-CEA M3 radiomarcado con 5-7 mCi de ®*!. La presencia de
anticuerpos anti-fragmentos en el suero de cada uno de los pacientes se evalud antes, 15 dias y
1 mes después de la administracién del fragmento mediante un ensayo ELISA, detalles del
ensayo mas adelante en el acépite 3.24.4. El estudio se realizd en el Instituto Nacional de
Oncologia y cada paciente permanecié ingresado durante 72 horas.

3.24.1 Estabilidad en el suero de los pacientes y excrecidén por la orina del fragmento
anti-CEA M3-311,

La presencia e integridad del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con **'| en el suero de
cada paciente se analizé mediante cromatografia en FPLC.

Un total de 50 pL de cada una de las muestras de suero tomadas a los 30 minutos y a las 2
y 24 horas se filtraron por 0,2 um y se aplicaron en una columna 10/60 HR de Superosa 12
(Pharmacia, Suecia), el flujo de trabajo fue de 0,5 mL/minuto y el tampdén de corrida usado fue
solucién salina 0,9% (m/v), se colectaron fracciones a intervalos de 1 minuto y su actividad
radioactiva se medié en el contador gamma.

Con los valores obtenidos en cpm se realizdé un radiocromatograma graficando los conteos
de cada fraccidn contra el tiempo. Los graficos resultantes se compararon con un grafico control,
gue consistié en 50 L de la dosis inyectada del fragmento radiomarcado con 3.

Para conocer el porciento de radioactividad asociada al fragmento anti-CEA M3 en cada
determinacién se procedié a precipitar las proteinas presentes en 1 mL de suero obtenido a los
30 minutos, 1, 2, 4, 8, 24, 48, 72 horas, con acido tricloroacetico (TCA) al 10% (v/v). Las
muestras se incubaron durante 10 minutos a 23°C y se centrifugaron a 3000 rpm durante 20
minutos, separando el sobrenadante del precipitado. Las proteinas precipitadas se lavaron en
dos acasiones con PBS y se midieron los cpm de ambas fracciones en el contador de centelleo.

Se determind, ademas, el porciento de excrecién del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado
con 'l a través de la orina. Para ello se colecté toda la orina excretada en los intervalos de
tiempo de 0-2 horas, 2-8 horas, 8-24 horas, 24-48 horas y 48-72 horas. Para cada intervalo de
tiempo, se midié el volumen de la misma usando una probeta graduada y se colectaron 2 viales
de 1 mL, que se midieron en el contador de centelleo. Las proteinas presentes en 1 mL de orina
se precipitaron con &cido triclorodcetico al 10% (v/v). Después de centrifugar a 3000 rpm
durante 20 minutos se separé el sobrenadante del precipitado, este ultimo se lavé en dos
ocasiones con PBS y se midieron en el contador gamma. Un patrén correspondiente a la dosis
inyectada se midié en cada tiempo junto con las muestras, para sustraer el decaimiento del
isétopo.

3.24.2 Farmacocinética del Fragmento anti-CEA M3-3!] en el suero de los pacientes.

El estudio de farmacocinética se realizé al calcular el porciento de la dosis inyectada del

fragmento radioactivo presente en el suero a diferentes tiempos. Se extrajeron 5 mL de sangre

55



Materiales y Métodos

antes de la inyeccién, inmediatamente después de inyectar y 5, 15, 30, 60, 120 minutos,
ademads a las 4, 8, 24, 48 y 72 horas después de la inyeccién. Después de separar el suero, la
concentracién radioactiva presente en 1 mL se midié por triplicado en el contador gamma y se
determinéd el % que representaba de la dosis inyectada distribuida en el volumen total de sangre
del paciente (%ID/L).

Los datos de los cinco pacientes se promediaron y los pardmetros farmacocinéticos se
estimaron con el programa WinNonlin Professional aplicandose un modelo bicompartimental.
3.24.3 Evidencia gammagrafica de la captacion tumoral del fragmento anti-CEA M3-131|
en los pacientes.

Con el fin de observar la biodistribucién y evaluar la captaciéon del fragmento anti-CEA M3
radiomarcado con 3!, tanto en los érganos normales como en el tumor, se tomaron imagenes
gammagraficas de los pacientes a las 2, 4, 8, 24, 48 y 72 horas después de la inyeccién. La toma
gammagraficas se realizaron en las zonas del créneo, el térax, el abdomen y la pelvis, con las
vistas anterior y posterior de cada zona. Se empled para ello una cdmara gamma GE 400T
(General Electric, EUA) con colimador de alta energia.

3.24.4 Evaluacidén de anticuerpos anti-fragmento en el suero de los Pacientes.

Teniendo en cuenta que existen antecedentes que demuestran la generacién de
anticuerpos anti-ratén durante el empleo del anticuerpo CB/iorCEA.1 en los pacientes (Oliva y
col., 2005), se determiné la inmunogenicidad del fragmento anti-CEA M3 en aquellos pacientes
incluidos en el ensayo clinico. Este analisis se realizé mediante un ensayo ELISA donde se evalud
la existencia de anticuerpos anti-fragmentos en el suero.

Para ello se recubrié una placa de PVC con 25 pg/mL del fragmento anti-CEA M3 diluido en
PBS, y se incubd durante 4 horas a 37°C. Posteriormente, para bloquear los posible sitios activos
de la placa, se adicioné PBS-leche al 3% (m/v), 200 L por pocillo e incubando durante 1 hora a
37°C. Tanto suero negativo como las muestras de suero de los pacientes tomadas antes de la
administracién del radiofdrmaco, asi como 15 dias y 1 mes después de la administracién, se
diluyeron desde 1:50 hasta 1:64 000 (Desde 12,0 ng hasta 0,9 ng) en PBS-leche 3% (m/v) y se
aplicaron en la placa por duplicado conjuntamente con una curva patron realizada con
anticuerpos policlonales de conejos anti-fragmento anti-CEA M3. Se aplicaron muestras de 100
uL por pocillo y se incubaron durante 1 hora a 37°C. Luego la placa se lavé varias veces con
agua-Tween 20 al 0,05% (v/v) y se aplicaron 100 uL por pocillo de conjugado proteina A-
peroxidasa en una dilucién de 1:80 000. La placa se incubdé durante 1 hora a 37°C.
Posteriormente, se lavé la placa con agua-Tween 20 al 0,05% (v/v) y se adicionaron 100 uL por
pocillo de la solucién de sustrato. Finalmente la reaccién se detuvo con la adicién de 50 uL por
pocillo de solucién de parada y se realizd la lectura a 492 nm en el lector de placa LabSystems
Sensldent scan (Finlandia).
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Los valores obtenidos en las muestras se compararon con los de la curva patrén para
determinar la cantidad de anticuerpo anti-fragmento presentes en el suero.
3.25 Métodos estadisticos empleados

Para la confirmacién del cardcter significativo de la diferencia estadistica entre mas de dos
valores experimentales se utiliz6 la prueba de Analisis de Varianza (ANOVA) de clasificacién
simple, sequida de pruebas de comparacién multiple tipo Dunnet, ambas contenidas en el
paquete de programas GraphPad Prism, versién 4.00 (GraphPad Software Inc, EUA).

Los anélisis correspondientes a la evaluacién de la farmacocinética del fragmento anti CEA
M3 marcado con !l se realizaron utilizando el paquete de programas WinNonlin professional

versién 2.1 (Pharsight Corporation, EUA), siguiendo la formula C(t)=A*EXP(-alpha*t)+B*EXP(-
beta*t).
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4. Resultados

4.1 Clonacién y Secuencia de los genes de la region variable de cadena pesada y
ligera del anticuerpo CB/iorCEA.1.

A partir del ARN total del hibridoma productor del anticuerpo monoclonal CB/iorCEA.1 se
logré aislar, clonar y secuenciar los genes que codifican para las regiones variables de cadena
pesada y ligera. Los cebadores para la amplificacién mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) de estas regiones, se disefaron de forma que cubriera desde el péptido seial,
por el extremo 5’, hasta la regién CH1, por el extremo 3’ de la inmunoglobulina de ratén. De
estas reacciones se obtuvieron bandas de ADN con una talla molecular esperada para las
regiones variables de aproximadamente 350 pb (Figura 8, lineas 3 y 4), las cuales se purificaron
y se clonaron en el vector pMOS Blue para reproducirlas y secuenciarlas.

Las secuencias consensos del producto de al menos 3 PCR para ambas cadenas del
anticuerpo se obtubieron mediante secuenciacién automatica, correspondiendo con las regiones
variables de las cadenas ligera y pesada de la inmunoglobulina de ratén (Anexo 1).

1 2 3 4
Figura 8: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de

10000 pb las regiones V. y V. del anticuerpo CB/iorCEAl
g amplificadas por PCR. Linea 1: Patron de peso molecular,
2000 pb e . lkb DNA ladder; Linea 2: Fragmento de simple cadena de
— L 700pb; Linea 3: Region variable V. del AcM CB/iorCEA1L; Linea
1000 pb : v ooy 4: Regién variable V. del AcM CB/iorCEA 1.
et o=
/00U pu ] v A W
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Una vez defilnuas 1as secuencas de las cadenas pesada y ligera de este anticuerpo,
mediante la PCR, se conformé el gen que codifica para el fragmento de anticuerpo con la unién
de ambas regiones variables entre si a través de un péptido de 5 aminoacidos (Gly,Ser), lo cual
da origen a una molécula de simple cadena. El ensamblaje del gen se confirmdé mediante la
electroforesis en gel de agarosa al 1% (m/v), al observarse una banda de ADN a la altura
esperada de 700 pb, segun el patrén de peso molecular 1 Kb ladder (Figura 8, linea 2).

Después de conformado el gen que codifica para el fragmento de anticuerpo, el mismo se
cloné en el vector de expresién para E. coli pAcR 1, y se transformd en la cepa de E. coli RV 308,
el ADN procedente de 8 colonias de esta transformacién se purificé y se realizé un andlisis de
restriccion con las enzimas Nco /' y Not I La talla de 700 pb del fragmento se confirmé
nuevamente en un gel de agarosa al 1% (m/v). Uno de los clones positivos se seleccioné

aleatoriamente para continuar con los analisis de expresién de la proteina.
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4.2 Expresion y Purificaciéon del fragmento anti-CEA.
4.2.1 Seleccion de los clones que expresan el fragmento anti-CEA.

Después de inducir las células de bacterias que contienen el gen del fragmento de
anticuerpo, se determiné el nivel de expresién del mismo en la biomasa total mediante la
densitometria. La banda correspondiente al fragmento de anticuerpo anti-CEA se identificé
correctamente por el anticuerpo 9E10 que reconoce el péptido etiqueta c-myc situado en el
extremo carboxilo terminal de la proteina. El tamafio molecular del fragmento se estimé con el
fragmento de anticuerpo (F3) como control de la talla y de la presencia del c-myc. El F3 es un
fragmento de simple cadena que presenta el péptido etiqueta c-myc y tiene un peso molecular
entre 27-30 kDa.

Los valores de expresién del fragmento estuvieron entre el 25-28% de las proteinas totales
de las bacterias. Como puede observarse en la Figura 9A (lineas del 2 al 12), practicamente
todos los clones analizados expresaron la proteina de interés con la misma intensidad, mientras
gue en la cepa transformada con el vector sin el gen de interés no aparece la banda
correspondiente a la proteina (Figura 9A y B, linea 13). Los clones positivos se
inmunoidentificaron correctamente por Western blotting con el anticuerpo monoclonal 9E10 anti-
c-myc (Figura 9B). Este resultado significa que los fragmentos se sintetizaron correctamente, ya
gue la sintesis proteica ocurre en orientacién de 5’ al 3' y el péptido etiqueta c-myc esta situado
en el extremo carboxilo terminal de la secuencia.

Uno de los clones se seleccioné de forma aleatoria con el fin de aumentar el volumen de
fermentaciéon y efectuar la extraccién y purificacion del fragmento.

A B

Fragmento F:
C+
27-30 k Da

A \

Figura 9: Analisis de la expresion del fragmento anti-CEA en el vector pAcR.1. A: Gel de poliacrilamida en
presencia de SDS al 15% tefiido con Coomasie blue; B: Western blotting con el anticuerpo monoclonal 9E10 anti c-
myc. Linea 1: Control positivo (fragmento F3 puro); Lineas del 2 al 12: Colonias analizadas; Linea 13: Cepa RV 308 sin
transformar.
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4.2.2 Purificaciéon por IMAC del fragmento anti-CEA presente en el sobrenadante de

ruptura.
Después de escalar el cultivo hasta 1 L con el clon seleccionado, el fragmento anti-CEA se
purific6 a partir de las proteinas solubles extraidas en el sobrenadante de ruptura. La
purificacién por IMAC se realizé en una matriz de Ni-NTA con la ayuda que proporciona la
presencia de las 6 histidinas en el extremo carboxiloterminal de la proteina.

La Figura 10 muestra los resultados obtenidos durante todo el proceso de purificacién por

IMAC
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Figura 10: Purificacién del Fragmento anti-CEA por IMAC. A: Perfil cromatogréfico, F-1: Fraccién no unida a la

matriz (5 mmol/L de imidazol). F-2: Lavado con 50 mmol/L de imidazol. F-3: Proteinas eluidas con 250 mmol/L de
imidazol; B: Electroforesis de acrilamida al 15%; C: Western blotting revelado con AcM anti-cmyc 9E10. Linea 1:

Proteinas totales, Linea 2: Proteinas no unidas a la matriz, Linea 3: Lavado, Linea 4: Elucién.

En la Figura 10A se observa el perfil cromatografico de la purificacién con las tres
fracciones que eluyen de la columna segun la concentracién de imidazol usada en cada paso. En
la Figura 10B se presenta la electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida al 15% (v/v) en
condiciones desnaturalizantes de cada una de las fracciones. Como se observa en la fraccién no
unida la matriz y en la fraccién de lavado existe una banda de proteina a la talla esperada del
fragmento, en la fraccién de elucién se destaca una banda de proteina caracterizada por un
elevado grado de pureza.

En la Figura 10C se exhiben los resultados de la inmunoidentificacién del fragmento anti-
CEA por Western blotting con el AcM 9E10 anti-cmyc. Como se puede observar en la fraccién que
no queda atrapada a la matriz aparece una banda de proteina correspondiente al fragmento de
anticuerpo, es posiblemente que esto sea debido a la saturacién de la matriz o a la exposicién
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incorrecta de las histidinas en algunas moléculas. En el siguiente paso de la purificacién, durante
el lavado con 50 mmol/L de imidazol, también se identifica una banda de proteina
correspondiente al fragmento de anticuerpo, motivada posiblemente por el desprendimiento de
la matriz de una porcién de los fragmentos que estaban débilmente unidos al Ni-NTA. En la
fracciéon de elucién solo se identifica una banda, indicativo de que durante la purificacién no
ocurren degradaciones de la proteina.
4.2.3 Segunda Etapa de purificaciéon por cromatografia de exclusién molecular

La cromatografia de exclusién molecular o filtraciéon en gel, realizada como segunda etapa
de purificacién (Figura 11), permitié separar dos conformaciones moleculares del fragmento de
anticuerpo que estaban formando parte de la fracciéon de elucién en IMAC y que no se habian
observado durante la electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida, este paso de
purificacién ademads, contribuye a la eliminacién del imidazol presente en la fraccién eluida del

IMAC.
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Figura 11: A: Perfil cromatografico a la absorbancia de 280 nm de la cromatografia de exclusién molecular en HPLC
con una columna analitica XK-10/30 y la matriz Superdex 200 calibrada con un patrén de peso molecular que contiene:
ribonucleasa A (13,7 kDa); quimotripsinégeno A (25 kDa); ovalbUmina (43 kDa); albumina (67 kDa). Se aplicaron entre
150 y 200 pL del fragmento eluido de la purificaciéon por IMAC. B: Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
SDS al 15% y tefiido con Coomssie blue. C: Western Blotting con el anticuerpo 9E10 anti-c-myc. PM: Patrén de peso
molecular, Linea 1: Pico 1 de la gel filtracién, Linea 2: Pico 2 de la gel filtracién, Linea 3: F3, Control Positivo.

En el perfil cromatogréafico de esta corrida se observan dos picos muy bien definidos tal y
como se presenta en la Figura 11A, el pico 1 eluyé en un tiempo de retencién de 31,84 minutos,
3,44 minutos después que la Albimina (PM de 67 kDa) y 1,44 minutos antes que la Ovalbimina
(PM de 43 kDa), lo que corresponde con el peso molecular tedérico para un fragmento con
conformacién dimérica que se encuentra entre 55 y 60 kDa (estd es la fraccién de interés y en lo
adelante se denominara fragmento anti-CEA M3). Como se exhibe en el cromatograma el pico 2
eluyé 3,37 minutos después del pico 1 con un tiempo de retencién de 35,21 minutos, entre la
Ovalbumina y el quimiotripsinégeno A (PM de 43 y 25 kDa respectivamente), lo que corresponde

en este caso con el peso molecular tedrico para un fragmento con conformacién monomérica, de
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entre 25 y 30 kDa. En el anadlisis del drea bajo la curva de ambos picos se estimdé que la
proporcidon entre ellos es de aproximadamente 2:1 y es el pico 2 el de la mayor cantidad de
moléculas eluidas.

Durante el estudio de ambos picos por electroforesis de proteinas en geles de
poliacrilamida al 15% en condiciones desnaturalizantes se puede observar una elevada pureza
de ambas fracciones. Con estas condiciones de corrida las proteina de ambos picos migran en la
misma talla molecular de aproximadamente 27-30 kDa (Figura 11B). En el Western blotting se
observé la inmunoidentificaciéon, con el AcM 9E10 anti-cmyc, de los dos Picos eluidos y del
fragmento de anticuerpo F3 (usado como control positivo del ensayo) (Figura 11C).

4.3 Efecto del pH y la concentracion de NaCl en la relacion entre los picos 1y 2.

En la Tabla 3 se presentan los tiempos de retencién y los porcientos obtenidos para las
fracciones de proteina 1 y 2 que eluyen de la cromatografia en gel filtraciéon del fragmento anti-
CEA, al variar el pH y la concentracién de NaCl.

Tabla 3: Efecto del pH y la concentracién de NaCl sobre la proporcién entre picol-pico 2 durante el proceso de
purificacién del fragmento anti-CEA M3. Se sefiala el tiempo de retencién y los porcientos de cada fraccién, calculados
segun el area bajo la curva.

300 mmol/L de NaCl
pH Pico 1 Pico 2
7.0 33,37 min, 29,9 % 36,79 min, 57,9 %
7.5 33,53 min, 32,9 % 37,17 min, 66,8 %
8.0 33,11 min, 42,2 % 36,76 min, 54,8 %
150 mmol/L de NaCl
7.0 33,11 min, 33,8 % 36,59 min, 63 %
7.5 32,96 min, 23,9 % 36,36 min, 36 %
8.0 32,72 min, 40,8 % 36,16 min, 51,5 %
100 mmol/L de NaCl
7.0 40,52 min, 82,08 % 50,88 min, 0,86 %
7.5 38,45 min, 28,0 % 40,63 min, 48,97 %
8.0 38,15 min, 70,25 % -
Tampdn para gel filtracién (50 mmol/L NaH,PO,; 300 mmol/L NaCl) Control +
7.8 31,97 min, 27,08 % 35,68 min, 33,21 %

El resultado de estas variaciones se compara ademas, con las proporciones de los picos
obtenidas usando el tampdén descrito en el acapite 4.2. En la Figura 12 solo se presentan los
cromatogramas correspondientes al pH 8 por ser el de mayor rendimiento de pico 1.

Al elevar el pH hasta 8 se obtiene un ligerd incremento de la fraccién de interés hasta 42,2
y 40,8% de pico 1 tanto a 300 como a 150 mmol/L de NaCl respectivamente. El tiempo de
retencién asi como las proporciones entre los picos 1 y 2 no reflejaron grandes variaciones con el
pH ni tampoco al reducir la concentracién salina hasta 150 mmol/L, en ambos casos el tiempo de
retencién se mantuvo entre los 33 y 37 minutos respectivamente (Tabla 3, Figuras 12A y B).
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Al disminuir la concentracién de NaCl hasta 100 mmol/L se produce un aumento del
tiempo de retencién en los dos picos a cualquiera de los pH estudiados (Tabla 3),
especificamente a pH 8 se observé la elucién de un solo pico con un tiempo de retencién de 38
minutos (Figura 12C), el pico 3 que aparece en las graficas correspondié a otros componentes
del tampdn de elucién del IMAC, como el imidazol.

En la Figura 12D, se puede apreciar que al realizar la comparacién con las condiciones
previas de purificacién, las proporciones entre los picos 1 y 2 son bastante conservadas. Las
cantidades de pico 2, siempre fueron superiores a las del pico 1.
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Figura 12: i8Matosiamasd® 1a purificacion en columna XK 10/30T¢BR° fa¥FS % PEdex 200 del
fragmento anti-CEA, obtenidos a una absorbancia de 280 nm. A: extraidos en concentraciones de 300 mmol/L de
NaCl; B: extraidos en concentraciones de 150 mmol/L de NaCl; C: extraidos en concentraciones de 100 mmol/L de NaCl a

pH 8; D: Muestra control, perfil de elucién del fragmento en tampdn de gel filtraciéon. Se aplicaron 250 uL de cada
muestra.

En otros experimentos realizados con el objetivo de estudiar la estabilidad de estas
conformaciones, al desnaturalizar el pico 2 con urea 6 mmol/L pH 7.8 el tiempo de retencién en
gel filtracién de esta fraccién se incrementa significativamente sugiriendo un tamafio molecular
superior al dimero, sin embargo, luego de renaturalizar nuevamente la proteina, mediante
dialisis en el tampdn para gel filtracién, se pudo observar nuevamente la formacién de los picos
1 y 2 en las mismas proporciones ya descritas (resultados no mostrados).
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4.4 Reconocimiento del fragmento anti-CEA M3 al CEA Humano.

Una vez purificado el fragmento anti-CEA M3 y con el fin de estudiar el reconocimiento
especifico al antigeno, se realizé un ensayo tipo ELISA donde se incubd el fragmento de
anticuerpo con el CEA y con la BSA.

Como puede apreciarse en la Figura 13 el fragmento anti-CEA M3 al igual que el
anticuerpo monoclonal CB/iorCEA.1 reconocieron especificamente al CEA humano.
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Figura 13: ELISA de reconocimiento especifico del Fragmento anti-CEA al antigeno CEA humano. ELISA
realizado en una placa recubierta con concentraciones fijas de 2 pg/pozo de CEA humano y 1 ug/pozo de BSA
respectivamente. Como control positivo se utilizé el anticuerpo monoclonal CB/iorCEA.1. Se realizaron diluciones de los
anticuerpos desde 10 hasta 1 000 ng/mL en PBS-leche al 2% (m/v). Como segundo anticuerpo se utilizé6 un anticuerpo
policlonal anti Fab del anticuerpo monoclonal CB/iorCEA.1 obtenido en conejo, usdndose a una concentracién de 10
pg/mL. Posteriormente se utilizé un conjugado anti-IgG de conejo unido a peroxidasa diluido 1:5 000, y como cromégeno
OPD.

El mayor valor de absorbancia a 492 nm obtenido para el anticuerpo fue de 1,50
alcanzédndose con una concentracién de anticuerpo de 1 ug/mL. Para el fragmento anti-CEA M3 a
esta misma concentracién la absorbancia fue de 1,0. Los valores de ambas moléculas contra
BSA (usada como proteina no relacionada), se mantuvieron inferiores a 0,25 de absorbancia en
todas las concentraciones, y fue similar al fondo del ensayo.

4.5 Determinacion de la constante de Afinidad del fragmento anti-CEA M3.

La constante de afinidad del fragmento anti-CEA M3 se determiné mediante dos métodos.
(1) Un ensayo ELISA no competitivo, en el cual se estimaron los valores de afinidad tanto para el
fragmento como para el anticuerpo CB/iorCEA.1. El calculo de estos pardmetros demostré que el
fragmento posee una KA de 2,8 + 0,3 x 10*° (mol/L)!, mientras que para el AcM CB/ior-CEA.1 el
valor de KA fue de 6,1 + 0,5 x 10*° (mol/L)™.
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La determinacién de la afinidad realizada en el (2) BlAcore (Pharmacia, Suecia) después de
inmovilizar la molécula de fragmento sobre un sensor recubierto de acido nitriloacético y niquel,
con el empleo de las colas de histidinas, demostré que el fragmento anti-CEA M3 presenta una
KA de 3,71x10° (mol/L)?!. Por este método no fue posible estudiar la afinidad del anticuerpo
completo ya que no posee la cola de histidinas mediante la cual se inmoviliza la molécula sobre
el sensor.

4.6 Ensayo de Inmunofluorescencia del fragmento anti-CEA M3 sobre células LS 174T.

Con el objetivo de estudiar la especificidad del fragmento anti-CEA M3 al antigeno
expresado en la membrana celular, se realizaron experimentos de inmunofluorescencia sobre las
células humanas LS 174T que expresan el CEA en membrana. Se demostré que el CEA es
reconocido especificamente por el fragmento anti-CEA M3 de manera similar a como lo hace el
anticuerpo monoclonal CB/iorCEA.1 (Figuras 14A y B). En las figuras se observa la
inmunofluorescencia en la membrana alrededor de toda la célula. Desde el punto de vista
cualitativo tanto el fragmento de anticuerpo como el AcM CB/iorCEA.1 tuvieron una evaluacién
de tres cruces en cuanto a la intensidad del marcaje. En las células incubadas con un anticuerpo
no relacionado no se observé fluorescencia (Figura 14C).

Figura 14: Inmunofluorescencia sobre células humanas LS 174T. A: Anticuerpo monoclonal CB/iorCEA.1. B:
Fragmento anti-CEA M3. C: Control negativo (Anticuerpo T1 no relacionado).

El ensayo se realiz6 mediante la incubacién de las células con 20 pL del fragmento anti-CEA M3 a una concentracién de
2,5 pg/mL y 20 yL del anticuerpo monoclonal que se encontraba a una concentracién de 10 ug/mL, después de la
incubacién y como segundo anticuerpo se utilizé el anticuerpo policlonal anti-fragmento M3 generado en conejo.
Seguidamente las células se incubaron con el conjugado anti-conejo FITC.

4.7 Reconocimiento del fragmento anti-CEA M3 sobre las células LS 174T por
Citometria de flujo (FACS).

El porciento de las células LS 174T que expresan el antigeno y que son reconocidas por el
fragmento anti-CEA M3 y el anticuerpo completo se analizaron en un ensayo de citometria de
flujo (FACS).

Como se observa en la Figura 15 el fragmento anti-CEA M3 (pico 1) reconoce el 75,2% de
las células LS 174T presentes en la preparaciéon y que expresan el CEA en membrana, mientras
gue el anticuerpo monoclonal CB/iorCEA.1 reconoce el CEA expresado en el 72,7% de las células.
En el caso del pico 2 del gel filtracién, también reconocié al antigeno en un 75,2% de las células,

resultado no esperado y que originé una serie de experimentos con el fin de estudiar con mayor
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detalle las conformaciones del fragmento anti-CEA que se separan durante la cromatografia de
exclusién molecular.

Las células incubadas solamente con el anticuerpo policlonal anti-fragmento tuvieron un
fondo de marcaje de el 12,5%, valor que fue sustraido al realizar el analisis con las moléculas de
interés.

12.8%

Figura 15: Representacién
grafica por densidad de |Ila
Citometria de flujo con células LS
174T para el fragmento anti-CEA
M3 y el anticuerpo monoclonal
CB/iorCEA.1.

La citometria de flujo se realizé con el
empled de 3x10° células LS 174T para
cada muestra, 5 pg/mL de fragmento y
10 pg/mL de anticuerpo completo se

_ I _ incubaron con las células en un

10° 10" 102 10° 0* 100 10" 102 10° 10¢ .
05% FL1 ) 0.0% 04% FL1 0.0% volumen de 250 pL, posteriormente se
Control Negativo AcM CB/iorCEA.1 incubaron con 30 pg/mL de anticuerpo
policlonal anti-fragmento  anti-CEA.
24.4% 75.2% 24.4% 75.2% Concluidos los lavados las células se

incubaron con el conjugado anti-conejo
FITC diluido 1:100. Un total de 20 000
células en cada muestra se analizaron

en el citémetro de flujo.

o° 10! 107 10° 0 0° 10' 10° 10° ot
0.4% FL1 0.0% 0.4% FL1 0.0%

Fragm. Anti-CEA Pico 1 Fragm. Anti-CEA Pico 2
4.8 Estudio de la estructura del fragmento anti-CEA.

Con el objetivo de estudiar con mayor detalle las conformaciones de los fragmentos anti-
CEA que se obtienen durante la cromatografia de exclusién molecular (pico 1 y 2), y buscar
elementos que permitan explicar la actividad biolégica de un fragmento de simple cadena
conformado con un péptido de unién de 5 aminodacidos, se realizaron varios experimentos donde
se compararon estos fragmentos con el fragmento L15 de conformacién monomérica.

4.8.1 Clonaje y Expresion de un fragmento de simple cadena conformado con un
péptido de unién de 15 aminoacidos.

En la Figura 16 se muestra la electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% (v/v)
desnaturalizante y la inmunoidentificacién en Western blotting de la purificacién del fragmento
L15 por IMAC. Como se observa en la electroforesis (Figura 16A), el fragmento L15 se purificd
usando la matriz Ni-NTA y siguiendo el mismo procedimiento descrito para el fragmento anti-
CEA, en este tipo de electroforesis los dos fragmentos migran en a una talla molecular esperada
de aproximadamente 25 a 30 kDa como moléculas monomérica (Lineas 4 y 5). La pureza con la
cual eluyé el fragmento L15 del IMAC estuvdé cerca del 90% y fue inmunoidentificado
correctamente en Western blotting con el anticuerpo policlonal anti-fragmento M3, Figura 16B,
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Linea 2, en la figura también se observa la inmunoidentificacion del fragmento anti-CEA M3

(Linea 1).

MWM 1 2 3 4 5 1 2

67 kDa -
43 kDa
e e |

- .

et

18,4 kDa
14,3 kDa -

- A B

Figura Electroforesis en gel

de poliacrilamida al 12% de la purificacion por IMAC de los sobrenadantes de ruptura de los fragmentos
anti-CEA (se incluye el fragmento L15). MWM (molecular weight markers): lisozima, 14.3 kDa; b-lactoglobulina, 18.4
kDa; chimotripsinogeno A, 25 kDa; ovalbumina, 43 kDa; albimina, 67 kDa Lineas 1-3: Un ejemplo representativo de la
purificacién de ambas construcciones: Linea 1: Proteinas totales del subrenadante de ruptura; Linea 2: Proteinas no
unidas a la matriz; Linea 3: Proteinas del lavado; Linea 4: Proteinas del fragmento M3 y Linea 5: Proteinas del fragmento
L15 eluidas de la matriz con 250 mmol/L de imidazol. B: Western blotting de las proteinas eluidas, con el
anticuerpo policlonal anti-M3 obtenido en conejo. Linea 1: Proteinas de la elucién del fragmento M3; Linea 2:
Proteinas de la elucién del fragmento L15.

4.8.2 Cromatografia en gel filtracion de los fragmentos anti-CEA y L15.

Los perfiles cromatogréficos de las purificaciones de los fragmentos anti-CEA y L15 en la
matriz Superdex 200 se muestran en la Figura 17. Como se observa en la cromatografia el
fragmento L15 (Pico 3) eluyd a un tiempo de retenciéon de 34,30 minutos, en correspondencia a
una molécula con un peso molecular entre 25-30 kDa de acuerdo a la calibracién de la columna,
mientras que los picos 1 y 2 del fragmento anti-CEA eluyeron con tiempos de retencién de 30,20
(55-60 kDa) y 32,78 (30 kDa) respectivamente. En el cromatograma del fragmento L15 se
observa ademds un pequeiio pico que eluyd por delante del Pico 3, el cual corresponde a la
fraccion dimérica de este fragmento.

El aumento del tiempo de retencién del fragmento L15 con relacién al pico 2 del anti-CEA
puede deberse a un mayor empaquetamiento de la molécula, lo que provoca una ligera
disminucién 1, 2

n 3

Absorbancia 280nm

7

0 30,20 32,78 34,30 &0
Tiempo de Retencién (min)
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Figura 17: cCromatogramas de la purificacion de los picos del fragmento M3 y L15 mediante
cromatografia de exclusion molecular en Superdex 200. Los picos 1 y 2 corresponden al fragmento anti-CEA,
ambos picos puros se mezclaron para la corrida, el pico 3 corresponde al fragmento anti-CEA L15 y se corre en la
cromatografia de forma independiente. Los perfiles cromatograficos de cada uno se superponen para su comparacion.

4.8.3 Determinaciéon del Coeficiente de Absortividad especifica de los fragmentos
anti-CEA y L15.

Con el proposito de estudiar y comparar los fragmentos, se realizé la determinaciéon del
coeficiente de absortividad especifica. Los picos 1 y 2 del fragmento anti-CEA (Figura 17) dieron
valores promedios de 0,9289 + 0,0343 mL mglcm?® y 1,0359 = 0,0296 mL mglcm?
respectivamente, mientras que el coeficiente de absortividad especifica (as) para el fragmento
L15 (pico 3, Figura 17) fue de 1,0993 =+ 0,0942 mL mg*cm™. Teniendo en cuenta que el peso
molecular tedrico para el pico 1 es de 55854 Da, la constante de absortividad molar para esta
conformacién tuvo un valor de 51892 (mol/L)*cm™, mientras que para los picos 2 y 3 la
constante de absortividad molar fue parecida con un valor de 30147 (mol/L)*cm™.

Estos resultados sugieren que los picos 1 y 2 son estructuralmente diferentes entre ellos y
gue el pico 2 del fragmento anti-CEA es mas semejante al fragmento L15 que al pico 1.

4.8.4 Estimacion de la talla molecular de los fragmentos anti-CEA y L15 mediante

difraccion dinamica de luz.

Los resultados obtenidos en los andlisis mediante difraccién dindmica de luz a las
moléculas presentes en los picos 1 y 2 del fragmento anti-CEA y del pico 3 del fragmento L15
(Figura 17) se presentan en la Tabla 4. Los picos 2 y 3 exhibieron valores de distribucién de
particulas y de peso molecular relativo de 65 y 63 kDa respectivamente, mientras que el valor
obtenido para el pico 1 fue de 107 kDa.

Las tallas moleculares obtenidas por este método duplican los estimados registrados en
gel filtracién, no obstante los fragmentos presentes en los picos 2 y 3 vuelven a ser mas
parecidos entre si que con el pico 1.
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Tabla 4: Promedios de los valores de distribucién en dependencia de las tallas de las moléculas presentes en las
preparaciones de los Picos 1 y 2 del fragmento anti-CEA M3 y del Pico 3 del fragmento L15.

Muestras R (nm) MW-R (kDa) % Int % Mass
Pico-1 4,4 107 100 100
Pico-2 3,6 65 100 100
Pico -3 (L15) 3,5 63 100 100

4.9 Escalado de la produccion del fragmento hasta 5 litros de Fermentacion.

En cada una de las fermentaciones de 5 litros realizadas con la cepa de bacteria RV 308
transformada con el gen del fragmento anti-CEA M3 (12 fermentaciones), se obtuvo un promedio
de 100 gr de biomasa himeda por fermentacién.

La ruptura de esta cantidad de biomasa en la prensa de French permitié la recuperacién
de mds de 8 gr de proteinas totales en el sobrenadante de ruptura, el cual fue posteriormente
purificado por IMAC y gel filtracién.

La Tabla 5 presenta los resultados obtenidos en 2 procesos de purificacién realizados por
IMAC a partir de 100 gr de biomasa (1 Fermentacién), donde se evaluaron las concentraciones
de 50 y 25 mmol/L de imidazol durante el paso de lavado.

Como puede observarse, al disminuir la concentracién del imidazol en el tampén de lavado
se logré aumentar los rendimientos en la elucién final del IMAC desde 3,02 hasta 10,07 mg de
fragmento por litro de cultivo no obstante comenzar la purificacién con 25 mL menos de material
inicial. La cantidad total de fragmento anti-CEA producida en cada proceso fueron de 15,14 y
50,35 mg totales respectivamente, sin alterarse el porciento de pureza del producto final.

Tabla 5. Anilisis de los rendimientos del fragmento anti-CEA M3 en IMAC con lavados a 50 y 25 mmol/L de Imidazol a
partir de la biomasa de 5 L de fermentacién.

Lavado con 50 mmol/L de Imidazol

A partir de 100g de biomasa | Volumen de Conc. Proteinas Pureza | Total de

(51 de cultivo). muestra (ml) | (mg/ml) Totales (mg) (%)* fragmentos (mg)
Muestra inicial 450 18,25 8212,5 4,74 N/D
Fraccién no unida a la matriz 600 12,95 7770 N/D N/D
Lavado 60 1,28 76,8 51,48 39,54
Elucién 15 1,04 15,6 97,05 15,14

Rendimiento = 3,02 mg de fragmentos/L de cultivo.
Lavado con 25 mmol/L de Imidazol

Muestra inicial 425 20,08 8534 4,74 N/D

Fraccién no unida a la matriz 525 14,66 7696,5 N/D N/D
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Lavado 41 0,52 21,32 18,66 3,98
Elucién 18 2,82 50,76 99,2 50,35

Rendimiento = 10,07 mg de fragmentos/L de cultivo.

N/D: No determinado
*E| porciento de pureza se estimé por densitometria.

En la Figura 18 se presentan los resultados obtenidos en la cromatografia por IMAC donde
se empledé 25 mmol/L de imidazol en el lavado, asi como los andlisis de pureza en geles de
poliacrilamida al 15% e inmunoidentificacién por Western Blotting. Como puede apreciarse en el
perfil cromatografico (Figura 18A) de la columna eluyen tres fracciones en dependencia de la
concentracién de imidazol usada en cada paso.
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Figura 18: Purificd&i6n™qér £¥dYhiento anti-CEA por IMAC y andlisis de pureza e identidad. A: Perfil
cromatografico, F-1, fraccién no unida a la matriz (5 mmol/L de imidazol). F-2, lavado con 25 mmol/L de imidazol. F-3,
proteinas eluidas con 250 mmol/L de imidazol; B: Electroforesis de acrilamida al 15% (v/v), C: Western blotting con
anticuerpo policlonal anti-fragmento M3, Linea 1: Proteinas totales, Linea 2: Proteinas no unidas a la matriz, Linea 3:
Lavado, Linea 4: Elucién (se aplicaron 10 ug totales de proteina en cada muestra).

En la electroforesis de poliacrilamida al 15% (v/v) en condiciones desnaturalizantes (Figura
18B) se pueden apreciar la presencia de la proteina de interés en el material inicial de entrada a
la columna (Linea 1), la ausencia de esta banda en la fraccién no unida a la matriz (Linea 2), lo
cual significa que todos los fragmentos presentes en el material inicial guedaron acoplados a la
misma, las bandas de proteinas eluidas con el tampén de lavado (Linea 3) y la Unica banda que
eluye con el tampdn de elucién (Linea 4).

Durante la inmunoidentificacién de las proteinas en Western blotting con el anticuerpo
policlonal anti-fragmento M3 (Figura 18C), se observa el reconocimiento de los fragmentos
presentes en la fraccién soluble del sobrenadante de ruptura aplicada en la columna (Linea 1),
se confirma que no existen fragmentos en la fraccién no unida a la matriz (Linea 2), y se observa
gue durante el lavado con 25 mmol/L de imidazol contindan eluyendo fragmentos anti-CEA
acoplados débilmente a la matriz (Linea 3), en este caso la cantidad observada es mucho menor
al comparar con los lavados de procesos anteriores donde se utiliz6 una concentracién de 50
mmol/L de imidazol. La banda correspondiente al fragmento anti-CEA presentes en la fraccion de
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elucién muestra un alto porciento de pureza (Linea 4) no obstante haber disminuido la cantidad
de imidazol durante el paso de lavado.

En el analisis por densitometria de las fracciones de lavado y elucién de la purificacién por
IMAC se puede observar que al emplear 25 mmol/L en el tampdn de lavado el 18,66% de las
proteinas presentes en esta fraccién corresponden al fragmento de anticuerpo (Figura 19A). En
la fraccién de elucién usando 250 mmol/L el fragmento anti-CEA contituyé el 97% de las
proteinas presentes (Figura 19B).
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Figura 19: Densitometria de la purificacion del fragmento por IMAC. A: Corresponde a la fraccién F-2 del
cromatograma (fraccién de lavado); B: Corresponde a la fraccién F-3 del cromatograma (fraccién de elucién).

En la Figura 20 se muestra la cromatografia de exclusién molecular en una columna
semiprepartiva con matriz Superdex 200 realizada a la fraccién del fragmento anti-CEA del IMAC
eluida con 250 mmol/L de imidazol. En los resultados que se presentan se puede apreciar la
existencia de los dos picos que ya se habian observado durante las purificaciones usando una
columna analitica. Los tiempos de retencién para los picos 1 y 2 en estas condiciones son 63 y
70 minutos correspondiendo nuevamente a estimados de peso molecular para dimeros y

mondmeros como ya se describié anteriormente.
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poliacrilamida al 15%, densitometria y gel filtracién analitica y ambos se inmunoidentificaron
mediante Western blotting con el anticuerpo policlonal anti-fragmento M3 (resultados no
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mostrados). El rendimiento final promedio alcanzado de 3 procesos se calculé en 3,18+0,25
mg/L de cultivo de fragmentos de anticuerpo del Pico 1 el cual corresponde a la fraccién
dimérica y es el fragmento anti-CEA M3.

Tabla 6: Anilisis de rendimiento del Fragmento anti-CEA en la cromatografia de Gel Filtracién.

. . Promedio de Total de fragmentos
A partn;’:eullﬂ(i)vg)de blomasa (séoncentracién PL(|:/e)za Producidos
: (mg/ml) ° (mg)
Elucién de IMAC 3,05+0,32 97,2 50,35
Primera fraccién (Pico 1) 0,44+0,05 99,80 15,90
Segunda fraccién (Pico 2) 0,85+0,08 99,03 35,24

Recobrado: Pico 1=30%, Pico 2 = 70%.
Rendimiento = 3,18+0,25 mg de fragmentos diméricos/L de cultivo.

Partiendo de esta escala de fermentacién (5L) se logré reproducibilidad en la extraccién y
purificacién del fragmento anti-CEA M3, lo que permitié diseflar un proceso productivo para la
obtencién de las cantidades necesarias en los estudios de formulacién, estabilidad, toxicologia y
ensayo clinico. El diagrama de flujo del proceso productivo se muestra en los Anexos (Anexo 2).
4.10 Estudio de Formulacion y de Estabilidad del fragmento anti-CEA M3.

4.10.1 Formulacién del fragmento anti-CEA M3.

Los estudios de formulacién del fragmento anti-CEA M3 realizados sin NaCl demostraron
gue el fragmento pierde la estabilidad y la actividad biolégica al estar expuesto durante 5 dias a
una temperatura de 45°C en esta solucién. En todas las muestras se observaron precipitados y
una disminucién en la concentracién de proteinas, independientemente de la concentraciéon de
fosfato de sodio y del pH, solamente la muestra liofilizada mantenida también en estas
condiciones, conservé su conformacion como lo demuestra la cromatografia de exclusidon
molecular (Figura 21). Esta muestra ademads fue positiva en el andlisis de actividad bioldgica
realizado mediante citometria de flujo sobre las células LS 174T (resultados no mostrados).

Absorbancia 280 nm

0 33.08 60
Tiempo de Ret. {minutos)
Figura 21: Perfil cromatografico en Superdex 200 analitica del fragmento anti-CEA M3 liofilizado en

tampdn fosfato con 2% de sacarosa e incubado durante 5 dias a 45°C. (1): Perfil cromatogréfico del fragmento a
tiempo cero del estudio, (2) Perfil cromatogréfico a los 5 dias de incubacién a 45°C (Se aplic6 el doble de proteina).

72



Resultados

En el siguiente estudio de formulacién, realizado con los dos picos del fragmento anti-CEA
y durante el cual se mantuvieron las muestras en el tampdn de gel filtracién, se analizé el efecto
de la variacién del pH y de la adicién a la formulacién de 5 mmol/L de EDTA sobre la estabilidad
del fragmento.

En las electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida al 15% (v/v) realizadas a
los 20 dias de estudio con las muestras incubadas a 4°C, al comparar con el tiempo inicial del
ensayo (Figura 22A), se puede observar la disminucién de la talla en las bandas de proteinas que
no presentan EDTA, independientemente del pH usado, en algunas muestras se observan
bandas de degradacién por encima y por debajo de la banda del fragmento (Figura 22B). Como
ya se habia sefalado la talla molecular de ambos picos, en estas condiciones de electroforesis,
migran con un peso de 27-30 kDa, levemente por encima de la cadena ligera de la
inmunoglobulina de ratén cuyas bandas se pueden apreciar tenuemente en la Figura 22A.

A C
1 2 3 4 5 6 7 8 9 2 3 4 5 6 7 8 9
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Figura 22: Estudio de pureza en electroforesis de poliacrilamida al 15% tefida con Coomasie blue, de los
Picos 1 y 2 del fragmento anti-CEA en presencia de EDTA y varios pH. A: Muestras al tiempo 0 del estudio; B:
Muestras a los 20 dias de incubacién a 4°C; C: Muestras liofilizadas, tiempo 0; D: Muestras liofilizadas y mantenidas
durante 15 dias a 45°C. Linea 1: Patrén de peso molecular (cadena pesada y ligera de Inmunoglobulina de ratén); Linea
2: Pico 2 S/EDTA pH 6.0; Linea 3: Pico 2 C/EDTA pH 6.0; Linea 4: Pico 2 S/EDTA pH 7.8; Linea 5: Pico 2 C/EDTA pH 7.8;
Linea 6: Pico 1 S/EDTA pH 6.0; Linea 7: Pico 1 C/EDTA pH 6.0; Linea 8: Pico 1 S/EDTA pH 7.8; Linea 9: Pico 1 C/EDTA pH
7.8.

Las muestras liofilizadas e incubadas a 45°C durante 15 dias se mantuvieron estables
durante todo el estudio (Figura 22C y D), sin apreciarse alguna influencia del EDTA y del pH de
los tampones.

4.10.2 Estudio de Estabilidad del fragmento anti-CEA M3.

Los estudios de estabilidad del fragmento se realizaron para dos lotes del ingrediente
farmacéutico activo (IFA), conservados en el tampén para la conservacién con una formulacién
liquida y almacenadas las muestras a -20°C, ademas se estudiaron dos lotes del producto
terminado usando una formulacién liofilizada consistente en el tampdn para la conservacién con
la adicién de 2% (m/v) de sacarosa y almacenada a 4°C.
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Se estudiaron muestras tomadas a cada lote del fragmento al tiempo 0, 1, 2, 3 y 6 meses.

Los resultados obtenidos en cada analisis se presentan en la Tabla 7, y demuestran que el

fragmento de anticuerpo anti-CEA M3 mantuvé durante los 6 meses del estudio los pardmetros

de calidad establecidos previamente. Estos resultados posibilitaron proponer a las autoridades

de calidad del CIGB un periodo de 6 meses como el tiempo de estabilidad del fragmento

liofilizado y almacenado a 4°C.

Tabla 7: Resultados de los andlisis realizados a dos lotes del producto final del fragmento anti-CEA M3. El estudio de
estabilidad fue por un periodo de hasta 6 meses.

Prueba Meses

0 1 3 6

Determinacién de Pureza por
electroforesis en gel de 99% 98,3% 99% 99%
poliacrilamida (SDS-PAGE)

Determinacién de Pureza por

HPLC-Gel Filtracién 100% - 100% 100%

Contaminantes de ADN

Hibridizacién por sonda = 100pg de la =< 100pg de la =< 100pg de la |[= 100pg de la

. . dosis dosis dosis dosis
radioactiva
Inmuno Identificacion por Western| gentificado Identificado dentificado | Identificado
Proteinas contaminantes del =1,5%dela =1,5% dela =15%dela |=15%dela
hospedero dosis de 50ug dosis de 50ug dosis de 50ug [dosis de 50ug
Actividad Bioldgica
Citometria de Flujo =50% = 50% = 50% = 50%
Concentracion de proteinas 1,24 mg/ml 1,020 mg/ml 1,30 mg/ml 1,31 mg/ml

totales

4.11 Secuencia de Aminoacidos por espectrometria de masa del fragmento anti-CEA

La secuencia completa de aminoacidos de la proteina verificada por espectrometria de

masas se observa en la Figura 23.

VH VH- VH----
EVKLVESGGDLVKPGGSLKFS CAASGFPFNRYAMSWVRQTPEKRLEWVAFISSDGIA

VH VH-----

YYADSVKGRFTISRDNARNILYLQMSSLRSEDTAKYY CARVYYYGSSYFDYWGQGTT

------ Pépt de unién---VL VL--

LTVSSGGGGSDILMTQSPKFMSTSVGDRVSVT CKASQNAGTNVAWYQQKPGQSPK

VL VL --

ALIYSVSSRNSGVPDRITGSGSGTDFTLTISNVQSEDLAEYF CQQYNSYPLVTFGAGTK
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Figura 23: Secuencia de aminodcidos obtenida por espectrometria de masa de la fraccibn monomérica del
fragmento anti-CEA M3. En negritas e itdlicas las cisteinas que forman los puentes disulfuro, el péptido de unién, el
péptido etiqueta c-myc y la cola de histidinas.

El resumen de los péptidos secuenciados y los espectros ESI MS/MS se muestran en el
(Anexo 3). El tipo y la posicién de cada aminoacido que compone la molécula monomérica del
fragmento de anticuerpo anti-CEA M3 se confirmaron y coincidieron con las secuencias tedricas.
Se confirmé ademas, la existencia de los puentes disulfuro, dos en la regién variable de la
cadena pesada (cisteinas 22-95) y dos en la regién variable de la cadena ligera (cisteinas 147-
212), la existencia del péptido de unién de 5 aminodcidos, el péptido etiqueta y la cola de
histidinas situados en el extremo carboxiloterminal. La masa molecular experimental para la
fraccion monomérica del fragmento de 27971.21 Da se diferencié en solé 0.12 Da de la masa
molecular esperada (27971.09 Da). En total la secuencia aminoacidica de la proteina se verificé

hasta un 94% y quedaron secuenciados los extremos amino y carboxilo terminales.

4.12 Radiomarcaje del fragmento anti-CEA M3 con '?*] y 31|, Estabilidad del
radiomarcaje in vitro.

El fragmento anti-CEA M3 se marcd con los is6topos radiactivos %l y 31| por el método de
la cloramina T. En los experimentos realizados los mejores resultados se obtuvieron a pH 7.0 con
una relacién molar de cloramina T:Proteina de 50:1. El promedio de marcaje para ambos
isétopos, estimado en cromatografia de capa fina, se mantuvo sobre el 92,5 + 4,3%.

La integridad de la molécula después de marcada se comprobd mediante cromatografia en
FPLC. La Figura 24 muestra la pureza del fragmento anti-CEA M3 (Pico 1), después de marcado
con el radioisétopo !l a una baja actividad especifica y comparado con el fragmento sin marcar.
Resultados similares se obtuvieron con la misma molécula marcada con '?*I. Como se puede
observar el fragmento radiomarcado mantiene su talla molecular aparente en gel filtracién, no
observandose por este método agregacién ni degradacién de la proteina.

cpm UV (abs)
20000 - 42
15000 A 15

Fragm. Anti-CEA M3-131] |

— & Fragm. Anti-CEA M3

10000 4 1
5000 - tos
0 : : : - = |
0 10 20 30 40 50 60
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Figura 24: Anilisis de la estabilidad del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con *3!| mediante FPLC.
Cromatogramas de los andlisis del fragmento anti-CEA M3 realizados en FPLC antes y después de marcado con 31, 100
ug del fragmento no marcado se aplicaron a la columna HR 10/30 de Superosa 12, con un flujo de corrida de 1
mL/minuto, la elucién se monitoreé mediante absorbancia a 280 nm. En el caso del fragmento marcado con |, se
aplicaron a la columna 50 pg del fragmento, el flujo de corrida se mantuvo a 1 mL/minuto y fracciones correspondientes
al volumen eluido en 1 minuto se recogieron y midieron en el contador gamma, los valores en cpm de cada fraccién se
graficaron y la curva obtenida superpuesta al cromatograma del fragmento sin marcar con el fin de estimar el tiempo de
retencién en ambos casos.

Después de realizar el marcaje del fragmento anti-CEA M3 con mayor actividad especifica
de 3| y de analizar la integridad de la molécula en FPLC, se demostré en el perfil
radiocromatogréafico obtenido que aln con estas condiciones el fragmento no pierde su
conformacién original (resultados no mostrados).

Con el objetivo de estudiar la estabilidad de la conjugacién del fragmento con el yodo
radioactivo, se incub6 el fragmento radiomarcado con !l a baja y alta actividad especifica en
PBS y suero humano. Durante este estudio se estimé por cromatografia en capa fina la cantidad
de 13! que se desprende del fragmento y que es detectada como yodo libre. Se demostré que el
fragmento mantiene una estabilidad en el marcaje con el is6topo de un 100% hasta las 24 horas
de incubacién en ambos medios. Después de las 48 y hasta las 72 horas de incubacién a 37°C
en presencia de PBS o de suero humano respectivamente se determiné desde un 20% hasta un
30% de ** libre.

4.13. Inmunorreactividad del Fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con yodo.

La inmunorreactividad del fragmento anti-CEA M3 después de marcado con los isétopos 2%
y 13 se analizé al incubar el radioconjugado con el CEA humano purificado o expresado en la
membrana de las células LS 174T. En el caso del fragmento radiomarcado con '?°|, el analisis se
efectud sobre las células, los resultados obtenidos se interpretan mediante la comparacién entre
el fragmento y el anticuerpo completo que también se radiomarcd con ¥l y se empled en el
mismo experimento. Para el caso especifico del fragmento marcado con ! |Ia
inmunorreactividad se analizdé directamente sobre el antigeno CEA humano y no se utilizd el
anticuerpo completo como control.

Los resultados del experimento de inmunorreactividad realizado con el fragmento anti-
CEA M3-'2°| y el AcM CB/iorCEA1-'*| sobre células LS 174T que expresan el antigeno en
membrana se presenta en la Figura 25.

Los graficos muestran la recta obtenida al plotear los valores inversos donde se aprecia el
intercepto en Y que corresponde a una concentracion infinita de antigeno, al dividir 1 entre el
intercepto, se obtuvieron valores de inmunorreactividad de 25,7% para el fragmento (Figura
25A) y de 34,2% para el anticuerpo monoclonal (Figura 25B).
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Figura 25: Andlisis de la inmunorreactividad del fragmento anti-CEA M3 y del anticuerpo monoclonal
murino CB/iorCEA. 1, ambos radiomarcados con '*°l, sobre las células LS 174T fijadas en placas de 24 pozos.
Experimento realizado sobre células LS 174T fijadas sobre una placa de 24 pozos a concentraciones desde 150 000 hasta
5 000 000 células por pozo. Se emplearon 26 y 76,9 ng/pozo del fragmento y el anticuerpo marcados respectivamente,
que se incubaron con las células. Las cantidades de fragmento (Figura 25A) o anticuerpo radioactivo (Figura 25B) que
quedaron unidos en cada concentracién celular se colectaron y se midieron en el contador gamma Las rectas se
obtuvieron al graficar el inverso de los porcientos del total de fragmento y/o AcM empleados entre los fragmentos y/o
AcM que quedaron unidos a las células (T/B) para cada concentracién celular.

La imunorreactividad del fragmento radiomarcado con !l se estimé incubando con el
antigeno en solucién. Los radiocromatogramas de las corridas realizadas en FPLC después de
incubar el fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con **!la baja y elevada actividad especifica con
el antigeno CEA se presentan en la Figura 26.
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Figura 26: Inmunorreactividad del fragmento anti-CEA M3-3!l. A y B: Radiocromatograma de las purificaciones
en FPLC del fragmento marcado con ! a baja (A) y alta (B) actividad especifica antes y después de incubar con el
antigeno CEA en solucién. Pico 1: Inmunocomplejo antigeno-fragmento; Pico 2: Fragmento radiomarcado. La
inmunorreactividad se estimé calculando el &rea bajo la curva del inmunocomplejo (Wu y col. 1999).

Como se observa existe una fraccién de proteina que eluye con un tiempo de retencién

aproximado de 19 minutos correspondiente al inmunocomplejo proteina-fragmento de
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anticuerpo (Pico 1, Figura 26A y B). En ambos cromatogramas hay presente un segundo pico que
corresponde a fragmentos que no han reaccionado con el antigeno, el cual coincide con el pico 2
procedente de la elucién del fragmento radiomarcado sin incubar con el CEA, estos picos
presentan un tiempo de retencién cercano a los 27 minutos de corrida.

En el radiocromatograma del fragmento radiomarcado con alta actividad especifica se
aprecia que el incremento de la radioactividad en la molécula no alteré la estructura dimérica de
la misma (Figura 26B, pico 2).

La inmunorreactividad del fragmento anti-CEA M3-13!| estimada mediante el célculo del
area bajo la curva de los dos picos presentes en la cromatografia del inmunocomplejo es de
aproximadamente el 85% tanto con baja como con alta actividad especifica del isétopo.

4.14 Efecto del radiomarcaje con '*°l sobre la Afinidad del fragmento anti-CEA M3.

La constante de afinidad del fragmento anti-CEA M3 después de radiomarcado con | se
calculd sobre las células LS 174T fijadas en placas de 24 pozos. En la Figura 27 se presentan las
rectas obtenidas al graficar los valores de la relacién entre los anticuerpos unidos al antigeno y
los anticuerpos libres (B/F) contra la concentracién molar utilizada de los anticuerpos, las
pendientes de estas rectas presentaron valores de 1x10’ (mol/L)* para el fragmento anti-CEA M3
(Figura 27B), mientras que el valor para el anticuerpo CB/iorCEA1 fue de 2x107 (mol/L)* (Figura
27A).
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|
0.000 : ® : : ‘ ‘
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Figura 27: Afinidad del fragmento anti-CEA M3-1'** (B) y del anticuerpo monoclonal CB/iorCEA1-*?*| (A)
sobre células LS 174T fijadas en placas de 24 pozos.

Diluciones desde 0,06 hasta 200 pg/mL del fragmento anti-CEA y del anticuerpo CB/iorCEA.1 no marcados se incubaron
con células LS 174T fijadas a una placa de 24 pozos a una concentracién fija de 500 000 células/pozo. Después de lavar
la placa, los fragmentos y el anticuerpo unidos a las células se analizaron en el contador gamma, determinandose la
cantidad de anticuerpo que quedé unido a las células del total de anticuerpos incubados. La pendiente de la curva
corresponde con la constante de afinidad de las moléculas.

Para el fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con !l no se ha realizado el céalculo de Ia
afinidad.
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4.15 Biodistribuciéon del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado en modelos animales.

Con el objetivo de demostrar la biodistribucién del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado,
se emplearon ratones como modelo animal. Comenzamos los experimentos con ratones sanos
de la cepa NMRI y marcando la molécula con el is6topo '?°I. A los ratones se les administré por
via intravenosa el fragmento anti-CEA M3-!?°l. Después de las 24 horas de la inyecciéon quedd
demostrado que este producto no se acumulaba en ninguno de los érganos criticos analizados.
Los valores del %ID/g eran menores de 0.25 en todos los casos (resultado no mostrado). Estos
resultados permitieron continuar los estudios del fragmento en ratones con tumores.

4.15.1 Biodistribucion del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con '*| en ratones
atimicos.

La biodistribucién del fragmento anti-CEA M3 marcado con '*’| se estudié en ratones
xenotransplantados con células tumorales humanas LS 174T (imagen del ratén con el tumor en
el Anexo 4).

Los porcientos de dosis inyectada por gramos de tejido (%ID/g) en los tres periodos
analizados (24, 48 y 72 horas) se muestran en la Figura 28.
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Figura 28: Biodistribucion del fragmento anti-CEA-3!l en ratones atimicos xenostransplantados con
células humanas LS 174T. %ID/g del fragmento anti-CEA M3-'?*| para los principales érganos a las 24, 48 y 72 horas
post-administracién. Una dosis total de 5 ug de fragmento marcado con '#| se inyectd por via intravenosa en 15 ratones
atimicos xenotrasplantados con 4-5 x 10° células tumorales humanas LS174T. Cinco ratones se sacrificaron a las 24, 48 y
72 horas después de la inyecciéon y una muestra de sus principales tejidos se examind. La radioactividad presente en
ellos se midié en el contador gamma vy el porciento de la dosis inyectada para cada tejido se calculé dividiendo este valor
entre el total administrado, restando el decaimiento del isétopo en una muestra patrén en cada tiempo.

Todos los valores estdn referidos a la media = la desviacién estandar. La mayor
acumulacién del fragmento en tumor se alcanzé a las 24 horas de la inyeccién con 3,05 %ID/g,
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para este tiempo también se alcanzaron los mayores valores de %ID/g en el resto de los
6rganos, excepto en hueso donde a las 48 horas de la inyeccidén se observé un pico de actividad
radioactiva. Transcurridas las 72 horas de la inyeccién el %ID/g en todos los érganos se
encontraba por debajo de 0.5% mientras que en el tumor se observaron acumulados cercanos a
este valor. Durante todo el estudio los menores acumulados de %ID/g se encontraron en el
intestino grueso y el musculo, ademas se observé que la acumulacién en los rifones siempre fue
superior al higado.

Los resultados de %ID/g en cada 6rgano se compararon con los valores del tumor
mediante una prueba ANOVA, seguida de una prueba tipo Dunnet. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas durante todo el periodo de estudio, entre el tumor y cada uno de
los tejidos analizados, con una P menor a 0,001 durante las primeras 24 horas y menor a 0,05
transcurridas las 72 horas de la administracién. Se observé una cinética de disminucién en el
tiempo, de la acumulacién del fragmento radioactivo en casi todos los érganos, con excepcién
del hueso, donde los mayores valores se alcanzaron a las 48 horas de la administracién del
producto, aunque este valor es practicamente cero a las 72 horas, no obstante las diferencia en
el %ID/g entre este tejido y el tumor continuaron siendo significativas a las 48 horas.

En la Tabla 8 se muestran los resultados del andlisis entre el %ID/g en el tumor con
relacién a varios tejidos. Como se puede apreciar a las 48 horas de la inyeccién se produce la
maxima relacién entre el %ID/g en el tumor con respecto al %ID/g en sangre, con un valor de
8,05. A las 72 horas la relacién %ID/g del tumor con relacién a la sangre era de 2,98 veces
favorable al tumor. Al analizar las relaciones entre los valores de %ID/g en el tumor con el
higado, los pulmones, el bazo y los rifiones se observa que durante todo el estudio las mismas
son favorables al tumor, durante las primeras 24 horas de la inyeccién se obtienen valores de
8,03 y 6,63 para el higado y los riflones, las relaciones del tumor con estos tejidos a las 72 horas
eran de 2,75 y 1,91 respectivamente. Cuando comparamos los %ID/g entre el tumor y los
pulmones y el bazo se observan valores desde 4,62 y 4,55 a las 24 horas hasta 2,20y 1,69 a las
72 horas respectivamente.

Las relaciones entre los %ID/g del higado y los rifiones comparados con la sangre durante
todo el andlisis muestra valores mayores con los rifiones que con el higado, siendo esta la
principal via de excrecién. A las 72 horas de la administracién del fragmento radiomarcado se
calculé 1,43 veces mas radioactividad en los rifiones que en la sangre, mientras que en el higado
existia la misma radioactividad.
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Tabla 8: Relacién entre los valores de %ID/g del fragmento marcado con '?*| en el tumor y los valores de %ID/g en los
tejidos (6rganos) mas vascularizados o de excrecidn, durante los diferentes tiempos después de la administracién del
producto.

Relacion %ID/g del tumor :%ID/g tejidos 24 horas 48 horas 72 horas

Tumor:Sangre 5,69 8,05 2,98
Tumor:Higado 8,03 5,48 2,75
Tumor:Pulmén 4,62 2,21 2,20

Tumor:Bazo 4,55 2,40 1,69
Tumor:Rifiones 6,63 3,59 1,91
Higado:Sangre 0,7 1,05 1,0
Rifiones:Sangre 0,85 1,60 1,43

4.15.2 Biodistribucion del fragmento radiomarcado con **!l en ratones atimicos.

La biodistribuciéon del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con baja actividad especifica
de 3! e inyectado en ratones atimicos xenotransplantados con células tumorales humanas LS
174T se presenta en la Figura 29.
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Figura 29: Biodistribucién del fragmento anti-CEA M3-3!| en ratones atimicos xenotrasplantados con
células LS 174T. %ID/g del fragmento anti-CEA M3-3!| para los principales érganos a las 2,5; 24; 48 y 72 horas post-
administraciéon. Una dosis total de 12 uCi de fragmentos marcado con 3| se inyectd por via intravenosa en ratones
atimicos xenotrasplantados con 4-5 x 108 células tumorales humanas LS174T. 3 ratones se sacrificaron a las 2,5; 24; 48 y
72 horas después de la inyeccion. Una muestra de los principales tejidos se aislé y se pesd. La radioactividad presente en
ellos se medié en el contador gamma. El porciento de la dosis inyectada presente en cada tejido se calculé teniendo en
cuenta el decaimiento del isétopo con el tiempo.

Los resultados demuestran una rapida acumulacién en el tumor con un valor maximo de

14,16 %ID/g a las 2,5 horas de la administracién. Como se puede observar en la gréfica los
valores maximos de marcajes se obtuvieron en el tumor durante todo el estudio (%ID/g en tumor
de 12,78; 9,48 y 3,79 para 24, 48 y 72 horas). A las 2,5 horas de la administraciéon la media de
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los valores de %ID/g en sangre, higado, pulmén, bazo y rifiones eran de 6,23; 2,64; 3,91; 1,99 y
6,60 respectivamente. Estos valores disminuyeron con el tiempo y a las 72 horas de la
administracién eran de 0,55; 0,41; 0,74; 0,99; 1,92 %ID/g para cada uno de ellos. Las mayores
diferencias entre los %ID/g en el tumor con relacién al resto de los tejidos se observaron a las 48
horas de la administraciéon. A las 72 horas los valores de %ID/g en practicamente todos los
tejidos, excepto rifiones, se redujeron drasticamente manteniéndose el marcaje elevado en el
tumor.

En la Tabla 9 se presentan los resultados obtenidos al analizar la relacién de de %ID/g
entre el tumor y diversos tejidos durante el tiempo de muestreo. La relacién entre el %ID/g del
tumor y el %ID/g para la sangre alcanzé un méximo de 7,98 a las 24 horas de la administracién.
Las mayores diferencias entre el %ID/g del tumor y el % ID/g en el higado, los pulmones y los
rinones se registraron a las 48 horas con valores de 6,36; 4,20; 2,61 respectivamente, mientras
gue la mayor diferencia con el bazo ocurrié en las primeras horas de la administracién con 7,11
veces mas en tumor. Demostrandose la acumulacién preferencial del fragmento radiomarcado
en el tumor.

Tabla 9: Relacién entre los valores de %ID/g del fragmento marcado con 3!l en el tumor y los tejidos (6rganos) mas
vascularizados o de excrecién, a los diferentes tiempos después de la administracién del producto.

Relacion %ID/g del tumor : 2,5 horas 24 horas 48 horas 72 horas

%ID/g tejidos

Tumor:Sangre 2,41 7.98 4,86 4,42
Tumor:Higado 5,37 3,37 6,36 4,25

Tumor:Pulmén 3,62 2,71 4,20 2,77
Tumor:Bazo 7,11 6,48 5,61 2,26

Tumor:Rifiones 2,14 2,22 2,61 1,64

Higado:Sangre 0,47 2,37 0,76 0,74

Riflones:Sangre 1,12 3,6 1,86 2,69

Analizando las diferencias entre el %ID/g en el higado y los rifiones con relacién a los
valores de %ID/g de la sangre se observa que a las 24 horas de la administracién del producto
los valores de estos son de 2,37 y 3,6, lo cual demuestra que los riflones son la via principal de
excrecién del fragmento. A las 72 horas de la administracion del producto existia 2,69 veces mas
%ID/g en el los rifones que en la sangre.

4.15.3 Gammagrafia en ratones atimicos con el fragmento anti-CEA-3'l.

Con el proposito de explorar la utilidad de fragmento anti-CEA M3 en la captacién de

imagenes gammagraficas, el fragmento radiomarcado con 3!l a una alta actividad especifica se
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administré a ratones atimicos xenostrasplantados con células LS 174T. La Figura 30 muestra las
imagenes gammagraficas tomadas a las 24, 48 y 72 horas posteriores a la inyeccién.

Se puede observar en las imdgenes tomadas a las 24 horas la radiolocalizacién del tumor
por el fragmento de anticuerpo anti-CEA M3-13!l. Las gammagrafias también muestran la
acumulacién del fragmento en la tiroides (glandula que no se bloqueé previamente y que tiene
afinidad por el yodo) y el patrén de orientacién colocado a la derecha del animal. Durante las 48
y 72 horas no se observé marcaje al parecer debido a un rapido aclaramiento de la molécula. La
gran acumulacién observada en la tiroides demuestra la presencia de isétopos libres y puede

haber contribuido a la disminucion de la sefal en el tumor.
tiroides

24 h 48 h V2 h

Vistas de 24, 48y 72 horas en la camara gamma

Figura 30: Gammagrafias realizada en ratones atimicos xenostransplantados con células tumorales
humanas LS 174T.

Para la gammagrafia se emplearon 2 ratones atimicos, que se inyectaron con 5 pug de fragmento anti-CEA marcados con
150 uCi de '3, las imagenes se tomaron a las 24; 48 y 72 horas posteriores a la inyeccién, después de anestesiar al
ratén. En la imagen tomada a las 24 horas se observa la captacién tumoral. En el resto de las imagenes esta sefal fue
muy tenue y no se observa, se obtuvo ademds acumulacién del isétopo en la tiroides. El punto observado a la derecha
de la imagen corresponde a un patrén usado para definir la orientacién del animal.

4.16 Estudio del fragmento anti-CEA radiomarcado con 3!l en pacientes con cancer
colorectal.

En el marco de un ensayo clinico en pacientes con cancer colorectal, el fragmento anti-CEA
radiomarcado con 3!l se administré en una Unica dosis de 0,3 mg. Esta dosis no provocé eventos
adversos en ninguno de los pacientes tratados. Los valores de anticuerpos anti fragmentos anti-
CEA M3 presentes en el suero de los pacientes después de 1 mes de la inyeccién estuvieron en
todos los casos por debajo de 1 ng/mL.

Al comenzar el ensayo los niveles séricos de CEA en los pacientes oscilaron entre los 2,18
y 11,21 ng/mL (los parametros establecidos por el laboratorio clinico como niveles normales del
CEA en suero se encuentran entre 0 y 4,60 ng/mL), por lo que algunos de ellos tenian alterados

este indicador.
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4.16.1 Estudio de la estabilidad del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con 3!l en el

suero de los pacientes.

En la Figura 31 se muestra con un ejemplo la estabilidad del fragmento radiomarcado con
1311 en el suero de los pacientes. El radiocromatograma obtenido en el estudio por FPLC de las
muestras de suero tomadas a los pacientes en diferentes tiempos después de la administracion
del fragmento, reflejé que desde los primeros 30 minutos de la administracién eluye una fraccién
gue tiene un tiempo de retencién aparente de 18 minutos y que corresponde con el
inmunocomplejo formado entre el fragmento y el CEA circulante. Este resultado se demostré con
el analisis de la inmurreactividad realizado en paralelo. Posteriormente eluyé un segundo pico a
un tiempo de retencién de 23 minutos que se corresponde con el tiempo de retencién del patrén
(fragmento anti-CEA M3-131]),

En la figura 31 se puede apreciar ademds que a las 2 y 24 horas estas fracciones estan
presentes aunque a concentraciones menores. Los picos observados al final de las corridas (61
minutos) corresponden al yodo libre desprendido de la proteina y que se incrementa después de

las 24 horas.
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Figura 31: Radioinmunocromatograma del fragmento anti-CEA M3 marcado con 3!l en el suero de uno de

los pacientes.
Para el FPLC se aplicaron a la columna 10/60 de Superosa 12 un volumen de 100 pL de suero de los pacientes obtenidos

a los 30 minutos, 2 y 24 horas después de la inyeccién. El flujo de trabajo se mantuvo a 0,5 mL/minuto colectandose
fracciones de 0,5 mL que se midieron en el contador gamma. El radiocromatograma se obtuvo al graficar los cpm de

cada fraccién por el tiempo de corrida.

Comazexperimento adicional, se tomé 1 mL del suero y se precipitaron las proteinas
presenté_, con el objetivo de conocer exactamente las cantidades de **'| que se mantienen
unidas a,gfrgogo gnto anti-CEA M3. En la Figura 32 se aprecia el promedio de estos analisis en los
e demuestra qu;eprrgrgeglgl 50% del 3| presente en la circulacién sanguinea

estaba aun asociado a la proteina. El incremento

cinco pacienfees,
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gue se observa posterior a esta hora puede ser debido a la disociacion de parte de los

fragmentos radiomarcado que aln permanecen en el tumor.

Figura 32: Promedio del porciento
de *'l asociado a proteina precipitadas
del suero de los pacientes incluidos en
el estudio. 1 mL de suero se precipité con
10% de TCA, después de centrifugar, se
lavé el precipitado en dos ocasiones con
PBS. La radioactividad presente tanto en el
precipitado como en el sobrenadante se
midié en el contador de centelleo.

4.16.2 Excrecidn en la orina de la actividad inyectada a los pacientes.

En la Figura 33 se puede apreciar el promedio del porciento de excrecién en la orina de la
actividad inyectada en los cinco pacientes. Como se observa la excrecién de la actividad
radioactiva en la orina se incrementa con el tiempo durante las primeras 24 horas de la
administracién, produciéndose un pico maximo en el intervalo de tiempo entre las 8 y 24 horas.
Se calcula que durante este intervalo ocurre cerca de un 40% de excrecién de la actividad
inyectada, estimandose que el 2% de estd se encuentra aun asociada al fragmento de
anticuerpo. A las 72 horas de administrado el fragmento radiomarcado se calculé que el 85,47+
11,72% de la radioactividad habia sido excretada en la orina. El porciento de esta radioactividad
gue se encuentra asociada al fragmento anti-CEA M3 a las 72 horas se calculé en un 2,2%.

Figura 33: Porciento de excrecién
40.00 en la orina de la actividad inyectada
(promedio de 5 pacientes).
Un volumen de 1 mL se colectd después
30.001 de medir la cantidad total de orina
o excretada para cada intervalo de tiempo.
=B La radioactividad se estimé en el
@ 20.001 contador gamma y se calculé el porciento
g que representaba ese valor del total
&) inyectado restandole el valor de
X 10.001 decaimiento del isétopo en cada hora.
0.00-

0-2h Intervalps de tiempo 48-72h

4.16.3 Farmacocinéti el fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con **!l en Pacientes

con cancer colorectal.

El comportamienpg fdrmacocinético promedio del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado

con 3!l en el suero=de lo§ §inco pacientes con cancer colorectal estudiados se presenta en la
Figura 34. El grafico muegtrd una curva bicompartimental, con dos fases alfa y beta muy bien

definidas. En la fase alfjaogne ob¥erva una rapida distribuciéon del fragmento durante las primeras

0 10 20 385 40 50 60
Tiempo(h)



Resultados

4 horas de la administracién, mientras que en la fase beta se observa una lenta eliminacién. El
porciento de la dosis inyectada por Litro de suero era muy bajo a las 50 horas de la inyeccién.

Figura 34: Curva promedio de la Farmacocinética del fragmento anti-CEA M3 marcado con ¥l e
inyectado por via intravenosa en pacientes con cancer colorectal.

Muestras de suero se tomaron a los 5; 15; 30; 60; 120 minutos y a las 4; 8; 24; 48 y 72 horas después de la inyeccién, 1
mL de cada muestra se midié en el contador gamma y se estimé el porciento correspondiente de la dosis inyectada entre
el volumen sanguineo de distribucién. Los valores de la farmacocinética se obtuvieron en el programa WinNonlin.

En la tabla 10 se pueden observar algunos pardmetros obtenidos con el Winnolin, donde se
refleja que el fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con **!| tarda un tiempo de 3,2 horas en
completar la primera fase alfa de la distribucién, mientras que la fase beta se produce en 20,01
horas, debido a la eliminacién lenta de la circulacién. El andlisis de los pardmetros
farmacocinéticos promedios de los 5 pacientes muestra un tiempo medio de residencia (MRT)
del fragmento radiomarcado de 20,18 horas, con un tiempo medio de eliminacién (K10-HL) de
6,96 horas. La concentracién méaxima alcanzada (Cmax), en %ID/L, es de 24,4% vy el
aclaramiento (Cl) es de 0,41 %ID L/horas.
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Tabla 10: valores promedio en los pardmetros de la farmacocinética del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con 3|
en el suero de cinco pacientes con cancer colorectal.

Parametros Valores Estimados Error estandar C.V.%
Alpha-HL 3,20 0,40 12,52
Beta-HL 20,01 6,90 34,52
K10-HL 6,96 0,64 9,2
Cmax 24,44 0,24 1,02
Cl 0,41 0,037 9,07
MRT 20,18 5,59 27,73

Alpha-HL: Tiempo medio de la primera fase (h)
Beta-HL: Tiempo medio de la segunda fase (h)
K10-HL: Tiempo medio de eliminacién (h)
Cmax: Concentracién maxima (%ID/L)

Cl: Aclaramiento (%ID L/h)

MRT: Tiempo medio de residencia (h)

4.16.4 Evidencias Gammagraficas de la captaciéon tumoral del fragmento anti-CEA M3
radiomarcado con 3],

La Figura 35 muestra un ejemplo de la gammagrafia realizada a cada uno de los pacientes
en los diferentes tiempos después de la administraciéon del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado

con 3.

A Turmaoar *

GG 4 horas de la inyeccidn
Abdomen
B
Tumar l
FOST
7
GG at 72 hours

Figura 3 e 3 8 8 8 . o anti-CEA M3-

131], Las imdagenes se tomaron en una cdmara gamma GE 400, con un indice de contraste de 0,2, se presentan imdgenes
anterior y posterior del abdomen y la pelvis tomadas a las, A: 4 horas de la inyeccién y B: 72 horas del estudio.

En la gammagrafia realizada sobre la zona del abdomen y la pelvis durante las primeras
horas de la admistracién del producto (Figura 35A), no se observaron acumulaciones
inespecificas del fragmento en érganos criticos ni tampoco en medula ésea. Las sefiales mas
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intensas se observaron en los rifiones y la vejiga. En la imagén posterior de la pelvis se puede
observar la captacién del fragmento unido al tumor.

En las imagenes tomadas a las 72 horas (Figura 35B), la captacién del fragmento anti-CEA
M3 en el tumor se hiz6 mas evidente en la toma posterior de la pelvis, cuando gran parte del
fragmento circulante ya ha sido eliminado de la circulacién sanguinea. Comparando las
imdgenes gammagraficas tomadas de la pelvis anterior y posterior se logré descartar el fondo
gue pudd estar creando la acumulacién de la actividad en la vejiga, teniendo en cuenta que en
este caso el tumor estaba situado en la regién del sigmoide que se encuentra ubicado detras de
la vejiga.
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5. Discusion
5.1 Expresion y Purificaciéon del fragmento anti-CEA M3.

El desarrollo y el éxito alcanzado por la ingenieria genética y la biotecnologia han sido
posibles, entre otros factores, debido al empleo de un amplio nimero de vectores y células que
conforman los sistemas para la expresién y produccién de las proteinas de interés. Dentro de
estos, la utilizacién de los modelos bacterianos para la expresién de proteinas recombinantes
presenta multiples ventajas que incluyen la capacidad de producir grandes cantidades de
proteinas, la accesibilidad para introducir modificaciones genéticas, el requerimiento de medios
de cultivo baratos y los vastos conocimientos adquiridos acerca de la genética y la fisiologia
bacteriana (Plickthun, 1991; Joosten y col., 2003).

Sin embargo, dentro de los problemas a los cuales nos enfrentamos cuando se decide
utilizar los sistemas de expresién en procariontes se encuentran las diferencias que existen
entre los procesos post-traduccionales de estas células y los de las células eucariota, tales como:
la glicosilacién, la fosforilacién, la acetilacién, etc (Hanes y col., 1999). No obstante, son
numerosos los ejemplos de proteinas producidas en sistemas procariontes que demuestran la
conveniencia y factibilidad del uso de estos organismos (Soares y col., 2003).

Para el caso especifico del empleo de un modelo de expresién bacteriano en la obtencién
y producciéon de los fragmentos de anticuerpos los mayores inconvenientes serian con la
ausencia de glicosilacién caracteristica de estos modelos, sin embargo, es reconocido que los
fragmentos de anticuerpos conformados por las regiones variables de las cadenas pesada y
ligera del anticuerpo, por lo general carecen de sitios de glicosilacién (Plickthun y col., 1996).

Hasta el momento la mayoria de las producciones de proteinas recombinantes que se
realizan con el uso de las bacterias como biofédbricas, utilizan la estrategia de expresar estas
proteinas al citoplasma celular, donde pueden formar grandes agregados conocidos como
cuerpos de inclusién, los cuales son generalmente insolubles. Aunque es reconocido que el
empleo de medios de cultivo mas ricos en nutrientes puede dar lugar a la obtencién de proteinas
solubles en el citoplasma celular (Moore y col., 1993). Sin embargo, el caracter oxidante del
citoplasma bacterial, generalmente no brinda las condiciones requeridas para que ocurra un
correcto reordenamiento de las proteinas, sobre todo de aquellas que requieren de la formacién
de puentes disulfuros, como es el caso de los fragmentos de anticuerpos. Debido a ello después
gue el fragmento se extrae del citoplasma bacterial se hace necesario someter la proteina a un
proceso de plegamiento Jin vitro para que adquiera su forma activa. Este procedimiento tiende
generalmente a comprometer el rendimiento final (Sanchez y col., 1999).

El estudio de las bacterias como sistemas para producir proteinas ha permitido acumular
evidencias que permiten asegurar que es posible un correcto plegamiento de los fragmentos de
anticuerpo en el espacio periplasmatico, donde los fragmentos siguen una via de ensamblaje
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similar a la que ocurre durante la produccién de Ac completos en el reticulo endoplasmatico de
una célula B (Plickthun y col.,, 1996). En este sentido se ha demostrado ampliamente que
fragmentos de anticuerpos extraidos directamente del periplasma celular pueden ser
biolégicamente activos (Skerra y Plickthun, 1988; Plickthun y col., 1996). No obstante, el éxito
de esta alternativa para la expresidon de los fragmentos de anticuerpos dependerd de la
secuencia nucleotidica de cada anticuerpo en particular.

En la actualidad se han desarrollado métodos que permiten obtener buenos rendimientos
de estos procesos de expresion (Arbabi-Ghahroudi y col., 2005).

El fragmento anti-CEA M3, se expresé de forma soluble al periplasma bacteriano
mediante la utilizacién de un péptido sefial proveniente de Erwinia carotovora llamado pelB. Para
facilitar la expresiéon y acumulacién del fragmento de anticuerpo en el espacio periplasmatico se
le adicionaron a los medios de cultivos, los reactivos, sorbitol y betaina, que son compuestos de
bajo peso molecular, modificadores de la osmolaridad y que ayudan a la bacteria E. coli a crecer
bajo condiciones de estrés osmético (Barth y col., 2000). Estos autores demostraron que cuando
empleaban en el medio de cultivo de E. coli 4% de NaCl, 0,5 mol/L de sorbitol y 10 mmol/L de
betaina obtenian un 95% de proteinas funcionales acumuladas en el periplasma celular, en
contraste con menos del 10% obtenido en condiciones estandar de cultivo donde no se emplean
estos compuestos.

Después de comprobar la secuencia nucleotidica del fragmento anti-CEA se introdujo en
la cepa de E. coli RV 308 para su expresién. Esta cepa, segun estudios descritos anteriormente
(Horn y col. 1996), ha sido empleada con éxito en la produccién de fragmentos de anticuerpos y
se caracteriza por permitir cultivos de alta densidad celular al producir bajas cantidades de
acetato sin la acumulacién concomitante de niveles significativos de ion-acet, el cual es uno de
los componentes que pueden reducir el crecimiento del cultivo (Horn y col., 1996).

La obtencién en nuestro trabajo de una expresién total en biomasa cercana al 30% de las
proteinas es similar a la obtenida por Ren y col., en el 2001 al expresar un fragmento de
anticuerpo de simple cadena en el periplasma de la cepa de E. coli BL21 (coden plus), estos
mismos autores también describen expresiones para su fragmento de entre 5-10% y 15-20% del
total de proteinas en las cepas de E. coli JM109 (DE3) y BL21 (DE3) respectivamente. Esta
expresién representé uno de los mayores valores alcanzado para el fragmento anti-CEA en
nuestras condiciones de cultivo.

Al gen que codifica para el fragmento de anticuerpo le fue incorporado en el extremo
carboxilo terminal un péptido etiqueta que permitié la inmunoidentificacién de la proteina
durante la expresién y la purificacién, corroborando la importancia y utilidad del uso de estas
secuencias, tal y como habia sido demostrado y recomendado por Kolodziej y Young en 1991.

Ademaés, la adicidon de una secuencia nucleotidica para la sintesis de seis histidinas en la

zona carboxilo terminal, permitié la purificacién de la proteina mediante la afinidad a iones
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metdlicos. Tanto la pureza obtenida, el costo de la matriz y lo sencillo del método hacen que
esta sea la opcidn mas conveniente para la produccién a mediana escala de esta proteina,
reafirmando los resultados alcanzados por Lichty y col. en 2005, los cuales después de comparar
8 péptidos diferentes para la purificacién por afinidad de extractos de E. coli, levadura,
Drosophila y células HeLa demostraron que se obtenia una mejor relacién costo-beneficio al
realizar la purificacién usando la cola de histidinas y la matriz Ni-NTA. Por tal motivo ellos
recomiendan la afinidad por las histidinas para la produccién de grandes volimenes de proteinas
provenientes de bacterias. Finalmente la ubicacién de este péptido en la secuencia proteica es
atil ya que permite usarlo también como blanco para dirigir el marcaje radioactivo mediante
métodos directos, en caso de que se requiera conjugar la proteina con isétopos radioactivos
como el ®"Tc 6 el 8¥18Re (Waibel y col., 1999).

El uso de la prensa de French como método de ruptura fue Util desde el punto de vista
practico al incrementarse el volumen de cultivo y ademas con el fin de aumentar la eficiencia de
este proceso. El empled de este método provocd un aumento en las cantidades de proteinas
totales presentes en el sobrenadante de ruptura y por consiguiente también un aumento de la
cantidad de proteinas unidas inespecificamente a la matriz. Estas proteinas se removieron con el
tampon de lavado y concentraciones de imidazol de 50 y 25 mmol/L, sin que estas condiciones
de lavado comprometieran la pureza final. El alto porciento de pureza obtenido al eluir las
proteinas pegadas en la matriz demostré la factibilidad de emplear este método para extraer y
purificar el fragmento anti-CEA M3, contrario a los resultados descritos por Das y col., 2005, en
los cuales informan sobre la obtencién de bajos porcientos de pureza en IMAC al coeluir
proteinas del hospedero conjuntamente con el fragmento de simple cadena anti-CD19-c-myc-
Hise-Cys.

Se describe en la literatura que en este tipo de purificaciones la elucién de las proteinas
se puede realizar mediante variaciones de pH o por competencia con imidazol (Hochuli y col.,
1987; Hoffmann y Roedor, 1991). En nuestro caso utilizamos la competencia con el imidazol
debido a que es una forma menos agresiva que la variacién por pH y disminuye el riesgo de
precipitaciéon de las proteinas. Las pérdidas de fragmento observadas durante el lavado de la
matriz con 50 mmol/L de imidazol pueden ser debido a la pobre exposicién de las histidinas en
un grupo de los fragmentos extraidos, lo cual implica una menor interaccién de estos fragmentos
con los iones de Ni?* presentes en la matriz, aspecto que ya habia sido previsto por Hoffmann y
Roedor, 1991.

El razonamiento anterior estd sustentado por el hecho de que al utilizar una menor
concentracién de imidazol durante el lavado fue posible incrementar practicamente tres veces el
rendimiento final del proceso, sin comprometer la pureza final durante la elucién. El rendimiento
alcanzado al final de la purificacién por IMAC para el fragmento anti-CEA es superior a los 5 mg/L
logrado por Asvadi y col. 2002, con un fragmento dimérico contra el RhD humano que se
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expresé al periplasma y se purificd por Ni-NTA, y ademas, mayor al rendimiento final alcanzado
por Das y col.,, 2005 con un fragmento de simple cadena anti-CD19-c-myc-Hiss-Cys donde
obtuvieron de 100 a 300 pg/L de cultivo. Sin embargo, el rendimiento obtenido al final de la
purificacién por gel filtracién del fragmento dimérico anti-CEA M3 es muy inferior al reportado
por Horn y col. 1996, para un mini anticuerpo que es expresado en la cepa de E. coli RV 308
cultivada a alta densidad celular cuando obtienen un rendimiento de 4,1 g/L, el mas alto
reportado hasta el momento para un fragmento expresado en el periplasma bacterial. Al ser
obtenido este resultado con un vector parecido al nuestro y en la misma cepa debemos explorar
el aumento de la expresién unido al incremento de la densidad celular, aunque los resultados
finales estaran en dependencia de las secuencias especificas de cada anticuerpo.

5.2 Anadlisis de la conformacién del fragmento anti-CEA M3,

No obstante el alto porciento de pureza de las proteinas obtenidas en la elucién del IMAC,
durante un segundo paso de purificacién mediante cromatografia de exclusién molecular se
observé la elucién de 2 proteinas que segun la calibracién previa de la columna correspondieron
a las formas monomérica y dimérica del fragmento. Debido a que la conformacién multimérica
del fragmento anti-CEA se alcanza mediante uniones no covalentes que pueden ser rotas con
pequefios cambios de temperatura o fuerza idnica, durante las electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones reductoras el fragmento eluido siempre se observé como una
banda unica que migré a una talla molecular correspondiente a un fragmento monovalente,
ademas producto de que el punto isoeléctrico de esta proteina es cercano a un valor neutro no
fue posible en nuestras condiciones realizar una electroforesis nativa. Por esta razén la
estimacién del peso molecular de cada fraccién se realizé con el empleo de la cromatografia de
exclusién molecular.

En nuestros experimentos, durante la cromatografia de exclusién molecular, no se
observaron fragmentos con conformaciones de talla superior a 60 kDa, lo cual difiere de los
resultados descritos por Kortt y col. 2001, que ademds de la fraccién dimérica reportan la
formacién de trimeros y tetrdmeros al expresar y purificar un fragmento del anticuerpo anti-
neuraminidasa NC10 conformado con un péptido de unién de 5 aminoacidos entre las regiones
variables.

El empleo de 5 aminodacidos en el péptido que une a las regiones variables de las cadenas
pesada y ligera se selecciond con el fin de evitar el reordenamiento entre las regiones variables
de una misma cadena, y de esta forma facilitar la blsqueda de la estabilidad molecular
mediante la unién no covalente entre dos cadenas idénticas, donde la V4 y la V. de una cadena
se acoplan a la V. y la V4 de la otra cadena respectivamente tal y como fue demostrado por
Holliger y col. en 1993, cuando construyeron por esta via un fragmento divalente y biespecifico a
partir de los anticuerpos NQ11l y D1.3 anti hapteno de la feniloxazolona y anti lisozyma de
huevo.
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La manipulacién del tamano del péptido de unién entre las regiones variables de un
anticuerpo con el fin de obtener estructuras multiméricas estd ampliamente documentada, se
describe que basta reducir el péptido de unién a 3 6 5 aminodcidos, para obtener fragmentos
predominantemente divalentes. Desplancq y col., 1994 describen el analisis en FPLC de varios
fragmentos de simple cadena con péptidos de unién entre 0 y 10 aminoacidos en los cuales
ademds de dimeros obtienen una pequena cantidad de mondmeros, por su parte Atwell y col.,
1999 demuestran que basta con reducir el péptido de unién de 3 a 2 residuos de glicina para
provocar la transiciéon de dimero a trimero.

Las proporciones entre las conformaciones diméricas y monoméricas obtenidas al final de
cada proceso, puede depender ademdas de una serie de factores como son: las condiciones de
cultivo, el pH, la concentracién de sales del tampdén de extraccién y de purificacién, la
concentracién de proteinas y la presencia o ausencia de antigeno, como fue demostrado por
Arndt y col., 1998, al estudiar el efecto de estos factores sobre el equilibrio dimero-monémero de
un fragmento de simple cadena especifico a fosforilcolina y con un péptido de unién de 15
aminoacidos entre las regiones variables.

En el caso del fragmento anti-CEA, sin estar concebido igual al fragmento descrito por
Arndt y col., y teniendo en cuenta que las mayores proporciones obtenidas son de pico 2
(mondmero a juzgar por los resultados de la gel filtracién), se decidié experimentar el posible
efecto del pH y la concentraciéon de sales sobre las proporciones entre los picos 1y 2 de la
elucién por gel filtraciéon. Se demostré que ligeros cambios de pH no son suficientes para alterar
la correlacién entre los dos picos del fragmento M3. Sin embargo, la fuerza iénica si es un
pardmetro critico, pues al bajar la concentracién de sales todos los fragmentos tienden a
aumentar el tiempo de retencién eluyendo con un peso molecular cercano a la conformacién
monomérica, tal y como demostraron Arndt y col., 1998, confirmédndose la importancia de la
fuerza i6nica para mantener las interacciones hidrofébicas que estabilizan la estructura
multimérica.

La reproducibilidad de las proporciones entre ambos fragmentos con independencia del
tampén de ruptura y extraccién, asi como la estabilidad demostrada una vez purificada ambas
conformaciones sugieren que la estructura dimérica del fragmento anti-CEA M3 se produce
desde el momento de la expresidon y acumulacién en el periplasma bacteriano. Estd descrito por
varios autores (Atwell y col., 1999; Le Gall y col., 1999; Dolezal y col., 2000) que la forma final en
las conformaciones de los fragmentos puede ocurrir desde el momento mismo de la expresién
celular o durante los procesos de extraccién y/o purificacién.

Arndt y col., 1998 describen la conformacién completamente dimérica de un fragmento
de simple cadena formado con un péptido de unién de 15 aminoacidos cuando es expresado en
el periplasma de la bacteria, en contraste con el 10-20% de dimero obtenido cuando este mismo
fragmento es expresado como cuerpo de inclusién y ensamblado in vitro. Ellos plantean que la
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alta concentracién de la proteina durante el ensamblaje en el periplasma juega un rol critico en
la formacién del dimero, se estima que la concentraciéon en el periplasma es 500 veces mayor
que la lograda en sistemas de ensamblajes in vitro (Arndt y col., 1998).

Con el objetivo de estudiar y comparar las conformaciones del fragmento anti-CEA se
construyé y expresé un nuevo fragmento donde se unieron las regiones variables del anticuerpo
CB/iorCEA.1 con un péptido de unién de 15 aminoécidos (L15). En los estudios de gel filtracién se
demostré que este fragmento eluye con un tiempo de retencién correspondiente a un fragmento
con estructura monomeérica, aunque ligeramente menor que el pico 2, lo cual puede ser debido a
las condiciones de reordenamiento propio de esta molécula, posiblemente producto a que
adquiere una estructura molecular mas compacta.

En el calculo del coeficiente de absortividad especifica (as) se obtuvieron valores similares
entre el pico 2 y el L15, los cuales presentan la misma constante de absortividad molar, mientras
gue para el pico 1 se obtuvo un valor muy cercano al valor teérico previsto para el dimero.
Teniendo en cuenta que el as puede variar de acuerdo a la exposicién estructural de los
croméforos triptéfano, tirosina y cisteina en la proteina, como describen Yanari y Bovey, 1960 y
Brandts y Kaplan, 1973 y ademés que estos residuos en una molécula globular, como son los
fragmentos de anticuerpos, pueden estar hacia su interior y por lo tanto absorber menos luz a
una longitud de onda de 275 nm comparados con una estructura mas relajada (Lesser y Rose,
1990), podemos esperar que si la estructura 3D del fragmento dimérico es mas compacta su as
sea menor que para el resto de los fragmentos. Los resultados obtenidos demuestran que
aunque el pico 1 y el pico 2 presentan igual secuencia primaria son estructuralmente diferentes,
y existe mayor semejanza entre el pico 2 y el L15.

Otro de los experimentos realizados como parte de los estudios de conformacién fue la
difracciéon dinamica de luz, la cual permite la medicién de tallas en particulas menores de 1 nm
de didmetro y ha sido utilizado para caracterizar proteinas en solucién (Wyatt, 1993). En el caso
de las inmunoglobulinas y otras moléculas semejantes a anticuerpos, aunque no se ha usado
para medir el peso molecular real de los mismos, constituye una herramienta vadlida para
analizar la homogeneidad de las muestras y comparar la talla molecular relativa entre muestras
con diferentes conformacién (Ahrera y col., 2003). Como se aprecia en la tabla 7, los pico 2 y L15
tuvieron igual comportamiento en cuanto al tamafio de las particulas distribuidas (R), mientras
este valor fue diferente para el pico 1. Después de los cdlculos el valor del peso molecular
obtenido para el pico 1 fue practicamente el doble de los estimados para los pico 2 y L15.

Estos experimentos brindan elementos que apoyan en la practica el criterio de la
existencia de dos conformaciones del fragmento anti-CEA.

Mediante la espectrometria de masa con el andlisis de péptidos tripticos por LC-MS se
confirmd experimentalmente la secuencia aminoacidica de la proteina y la existencia de los
puentes disulfuros, sin embargo por este método no fue posible definir la estructura dimérica del
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fragmento, al estar formado el dimero por dos unidades idénticas que se unen mediante enlaces
no covalentes. Lo anterior lo confirmé el hecho de que la masa molecular experimental
alcanzada se diferencié muy poco de la masa tedrica esperada para el fragmento de cadena
Unica.

5.3 Estudio de la especificidad y actividad biolégica del fragmento anti-CEA M3.

Después de obtener el fragmento anti-CEA M3 fue necesario determinar su especificidad
al CEA, comparando con el anticuerpo monoclonal de origen CB/iorCEA.1 (Tormo y col., 1989).
Este anticuerpo al ser generado se evaludé tanto para el CEA como para los antigenos no
relacionados NCA (antigeno no especifico de reactividad cruzada) y BGP (glicoproteina biliar)
descritos por von Kleist y col., 1972 y Svenberg y col., 1979 respectivamente.

Es conocido que el CEA forma parte de una gran familia de moléculas con estructuras
muy parecidas y que los anticuerpos obtenidos contra una de ellas pueden presentar
reconocimiento entrecruzado con las otras (Hammarstrom, 1999). En el ensayo ELISA realizado
guedé demostrado que el fragmento reconoce al CEA humano y no a la BSA que se uso como
antigeno no relacionado. La diferencia en los valores de absorbancia que se observan entre el
anticuerpo y el fragmento, son debidas al empleo de un anticuerpo policlonal generado contra el
anticuerpo monoclonal, que se usé como segundo anticuerpo en la reaccién, este reactivo, por
ser de caracter policlonal, puede reconocer las regiones constantes del anticuerpo que estan
ausentes en el fragmento.

La comparacién de las afinidades entre el fragmento anti-CEA M3 y el anticuerpo
CB/iorCEA.1, permitié comprobar que la avidez de ambos por el antigeno es muy similar al
obtenerse valores de afinidades muy cercanos, este resultado sugiere que el fragmento presenta
dos sitios de unién al antigeno al igual que el anticuerpo completo, siendo un elemento més que
puede definir la caracteristica dimérica del mismo. Los valores de Ka obtenidos para el
fragmento anti-CEA M3 tanto por el método de ELISA como por el BIAcore se encuentran en los
limites superiores de los estimados que reportan Adams y col. 2001, como valores apropiados
cuando se trata de moléculas pequefias de anticuerpos cuya utilidad sea la radioinmunoterapia.
Ellos demostraron que los fragmentos de anticuerpos con afinidades por encima de 1x10°
(mol/L)* podian presentar serias limitaciones de difusién intratumoral al quedar fuertemente
unido al antigeno presente en las células tumorales de la periferia del tumor dando lugar a
parches que impiden la penetracién hacia las células mds internas, ademas las altas afinidades
pueden provocar acumulaciones de los fragmentos en sitios inespecificos del organismo y limitar
la localizacién tumoral (Saga y col., 1995), por tales motivos se recomienda usar en la
radioinmunoterapia fragmentos con afinidades cercanas o menores que este valor. El fragmento
anti-CEA M3 radiomarcado presentd una afinidad de 10° (mol/L)* que lo sitda en los limites de
estos valores.
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Los resultados positivos obtenidos al usar el pico 2 en el ensayo de citometria de flujo
estimularon la realizacién de una serie de experimentos como se explicé anteriormente, debido
que se aparta de lo planteado en la literatura para este tipo de fragmentos. Considerando la
gran cantidad de informacién que indican la imposibilidad de que moléculas monoméricas
formadas a partir de preparaciones de fragmentos con 5 aminodacidos en el péptido de unién
(como el caso del pico 2) sean capaces de reconocer a su antigeno, debido a las restricciones
gue le impone el tamafio del péptido para recrear el sitio de unién (Atwell y col., 1999; Le Gall y
col., 1999; Dolezal y col., 2000; Kortt y col., 2001; Power y col., 2003; Le Gall y col., 2004).
Incluso si en nuestro caso nos propusiéramos considerar que los dos Ultimos aminoacidos de la
regién variable de la cadena pesada y los dos primeros de la regién variable de la cadena ligera
aportaran de alguna manera en la formacién del péptido de unién, alin no se dispondria de la
cantidad de aminoacidos necesaria para permitir el reordenamiento correcto de ambas regiones
variables, para lo cual se necesitan no menos de 12 aminodcidos, como demostraron Holliger y
col. 1993 y Atwell y col. 1999, basados en evidencias cristalograficas y de microscopia
electrénica.

En el contexto de estos resultados hay dos posibles explicaciones, una de ella es que
ambos picos (el 1 y el 2) sean dos fragmentos diméricos formados con diversos apareamientos
de las moléculas monoméricas, o incluso que el pico 1 realmente sea un trimero y el pico 2 sea
el dimero y que debido a que adquieren estructuras mas compactas migran en la cromatografia
de gel filtracién como moléculas de menor talla. Otra posibilidad es que cuando se encuentre en
presencia del antigeno las moléculas monoméricas sean capaces de unirse entre ellas
favoreciendo la dimerizacién. Esta teoria esta demostrada por Arndt y col. 1993 y Huang y col.
2005 en experimentos separados realizados con fragmentos de simple cadena y péptidos de
unién de 15 o mds aminodacidos, sugiriendo que la presencia del antigeno puede ser un factor
importante para mantener y estabilizar la estructura dimérica de estas moléculas.

Como parte del estudio de estas conformaciones se hace necesario realizar experimentos
de cristalizacién de los pico 1 y 2, ya sean puros o como parte de inmunocomplejos con el
antigeno, que demuestren estas teorias.

5.4 Produccion y Formulacién del fragmento anti-CEA M3.

El objetivo de establecer un proceso productivo con vista a obtener el fragmento anti-CEA
M3 con la calidad necesaria para el desarrollo de un ensayo clinico se logré al quedar disefiado
los procedimientos para la fermentacién a escala de 5 litros, la purificacién, la formulacién y la
estimacién de todos los pardmetros de calidad cuyo resultado final es la obtencién de un
producto con calidad inyectable, tal y como lo describe Richter y col., 2004 para los anticuerpos.

La adicién en la formulacién final del producto de 5 mmol/L de EDTA se realizé al observar
en las electroforesis de poliacrilamida la disminucién de la talla del fragmento en aquellas
muestras incubadas a 4°C y luego de comprobar mediante secuencia de aminoéacidos y Western
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blotting que esta disminucién era provocada por una degradacién que se producia en el extremo
carboxilo terminal de la proteina (Sanchez y col., 2007). Ademas teniendo en cuenta de que en
la literatura se informa que en los extractos de E. coli es frecuente la existencia de
metaloproteasas que pueden provocar la degradacién de una parte de las proteinas producidas
(Nieba y col., 1997). La formulacién liofilizada fue la que mayor estabilidad demostré y ademas
se seleccioné con el fin de facilitar la conformacién de las dosis y de evitar condiciones
engorrosas de almacenamiento y transportacién del producto.

Los estudios de estabilidad demostraron un periodo de 6 meses de estabilidad de la
proteina, durante el cual se cumplieron con todas las especificaciones de calidad establecidas.
5.5 Radiomarcaje del fragmento anti-CEA M3 con yodo y experimentos de estabilidad
y biodistribucion.

Para la utilizaciéon de fragmentos de anticuerpo en la radioinmunoterapia del cancer, es
de vital importancia la adecuada seleccién del radiondclido, los cuales deben ser relativamente
baratos y poseer perfiles de desintegracién apropiados (Zimmermann, 2007). El radioisétopo se
escoge teniendo en cuenta una serie de consideraciones en cuanto a sus propiedades quimicas,
las cuales determinaran la facilidad con que se forma el radiocinmunoconjugado con el anticuerpo
y la fortaleza de este enlace (Sharkey y col., 2005).

En nuestro trabajo se seleccionaron los is6topos '#I y 3!l para el marcaje del fragmento
anti-CEA M3. Ambos isétopos han sido ampliamente usados en medicina nuclear tanto para el
diagndstico como la terapia (Zimmermann, 2007). El '?°| emite rayos gamma con fotones de baja
energia (27 keV) que pueden ser captados en un contador de centelleo gamma, presenta un
tiempo de vida medio de 60 dias, y es muy usado en los experimentos preclinicos con animales
y en el tratamiento de algunos tumores empleando la braquiterapia (Divgi, 1996).

El 31l por su parte emite rayos gamma de alta energia (364 KeV) y presenta un complejo
esquema de decaimiento que incluye emisiones B, este is6topo es ideal para el diagndstico y la
terapia del céncer y ha sido usado en una gran cantidad de ensayos clinicos con anticuerpos
marcados (Divgi, 1996, Zimmermann, 2007).

Los métodos de unién del yodo radioactivo a los anticuerpos son procesos relativamente
simples y generalmente permiten la obtencién de elevados rendimientos radioquimicos y
elevadas actividades especificas sin afectar la actividad biolégica de la biomolécula (Oyen y col.,
2007; Zimmermann, 2007).

El método de la cloramina T empleado para el marcaje del fragmento anti-CEA M3 con el
yodo radioactivo fue descrito por McConahey y col., en 1966, este método junto con el del
lodoGen son los mas empleados para el marcaje directo de anticuerpos y fragmentos con yodo,
los dos métodos se caracterizan por dirigir el marcaje hacia las tirosinas presentes en la

molécula (Eary y col., 1988).
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A pesar de que la cloramina T es mas oxidante que el lodoGen y puede provocar mayor
degradacién de la proteina, su empleo es mas sencillo y econdmico y permite lograr buenos
resultados de marcaje, tal y como lo demuestran los resultados reportados por Huang y col.,
2004 y Stein y col., 2005 cuando lo emplearon para el marcaje de sus fragmentos de anticuerpo.

El porciento de eficiencia obtenido durante los marcajes del fragmento anti-CEA M3 con
cloramina T tanto para el **l como para el 3!l se encontraron por encima del 90%, resultados
gue estdn muy por encima para los reportados en la literatura para este método y semejantes a
los reportados por Goel y col., 2001 y Olafsen y col., 2004, los cuales emplearon el método del
lodoGen.

Como quedé demostrado durante las cromatografias en FPLC el radiomarcaje del
fragmento con yodo no provocé cambios en el perfil de elucién ni degradacién de la proteina,
inclusive para marcajes con una alta actividad de 3!, que supuestamente podria provocar
afectaciones por radidlisis en la molécula.

Los estudios de estabilidad de la molécula radiomarcada demuestran que el fragmento
con baja actividad especifica de 3!l es estable en suero humano o PBS por méas de 72 horas. Sin
embargo, para preparaciones de alta actividad especifica una rédpida degradacién fue observada,
con una pérdida de un 54% del radioyodo en buffer fosfato salino y suero humano. Estos
resultados muestran una dependencia de la estabilidad con la actividad especifica y/o la
concentracién radiactiva como resultado de una degradacién autoradiolégica. La solucién a este
fenédmeno ha sido uno de los retos que ha presentado el desarrollo de los radiofarmacos
terapéuticos y varias estratégicas han sido trazadas para superarlo. Uno de ellos son los
lamados basureros o atrapadores de radicales libres (scavengers), tales como el &cido
ascoérbico, el dcido gentisico o algunos alcoholes, sugeridas por Liu y col., 2001 y Jain y col., 2003
para este tipo de moléculas, los cuales disminuyen este efecto de radidlisis.

La determinacién de la fraccién inmunorreactiva de los anticuerpos radiomarcados
constituye uno de los pardmetros mas importantes a evaluar durante el control de calidad que
se realiza antes de la administracién, pues para las aplicaciones in vivo la existencia en la
preparacién de una fraccién significativa no reactiva de anticuerpos radiomarcados, representa
un problema adicional debido a la dosis de radiacién no especifica que podria provocarse
durante los tratamientos (Lidmo y col., 1984).

La via convencional para determinar la fraccién inmunorreactiva de un anticuerpo es
mediante el andlisis de la cantidad de anticuerpo radiomarcado que es capaz de quedar unido
en condiciones de exceso de antigeno. Lidmo y col.,, 1984 desarrollaron un nuevo método
basado en una modificacién del graficado de Lineweaver-Burk donde determinan la fraccién
inmunorreactiva mediante una extrapolacién linear de la unién del anticuerpo en presencia de

un exceso infinito del antigeno.
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Para calcular la inmunorreactividad del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con !9,
empleamos en nuestro trabajo el método propuesto por Lidmo y col. 1984, que consiste en
determinar la fraccién de anticuerpo inmunorreactiva mediante la extrapolacién linear de la
unioén a un exceso infinito de antigeno. En este caso se asumid que la concentracién del antigeno
expresado en las células es una buena aproximacién de la concentracién de antigeno libre.

La fracciéon inmunorreactiva estimada para el fragmento y el anticuerpo, resultaron mas
pequefias que las obtenidas en el trabajo por Lidmo y col. 1984, empleando células en
suspensién y el anticuerpo 9.2.27 anti-antigeno de superficie de melanoma, radiomarcado con
una alta actividad especifica de '*I. También fue menor que las reportadas por Clarke y col.
2000 para el anticuerpo humanizado 35193 anti-Le", radiomarcado con '#I. Ambos autores
utilizaron para el marcaje el método de cloramina T, y sus valores estuvieron cercanos al 50% de
inmunorreactividad. Estas diferencias podrian ser producto del empleo de células fijadas a la
placa, donde es muy dificil de controlar la concentracién de células que finalmente quedan en
cada pozo, ademas de ser posible que las muestras requieran de un mayor tiempo de incubacién
con el fin de que la reaccién de unién de los anticuerpos alcancen los valores de equilibrio,
siendo éste unos de los pardmetros importante a considerar en estas reacciones segun
describen Lidmo y col. 1984.

El resultado de nuestro experimento, se interpreta mediante la comparacién entre la
inmunorreactividad del fragmento y la del anticuerpo completo usado en el mismo experimento,
debido a las limitaciones que presenta este método en cuanto al niumero de células, y por ende
la cantidad de antigenos presentes (Lidmo y col. 1984).

Para determinar la inmurreactividad del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con 3,
decidimos emplear el método descrito por Wu y col., 1999. Mediante este método se obtuvieron
valores por encima del 80% de fraccién inmunorreactiva, similares a los reportados por Liersch y
col., 2005 cuando procedieron al marcaje radioactivo del anticuerpo Labetuzumab con 13!
mediante la cloramina T, o también a los reportados por Olafsen y col., 2004 para el fragmento
del anticuerpo p185"&*2 y para un fragmento del anticuerpo anti-CEA T84.66. Ambos marcados
con '3, con el método de lodogen.

Varios autores, entre ellos Eary y col., 1988; Nikula y col., 1995 y Olafsen y col., 1996
plantearon la posibilidad de que el marcaje radioactivo de un anticuerpo a través de las tirosinas
pudiera ser un elemento negativo debido a que se puede alterar la estabilidad de la molécula y
eliminar o disminuir su especificidad por el antigeno. Sin embargo, los indices de
inmunorreactividad para el fragmento anti-CEA M3 obtenidos en nuestro trabajo demuestran que
los marcajes con estos isétopos no producen afectaciones en su estructura, a pesar de que
presenta 10 tirosinas que forman parte de los CDR en las regiones variables. Algunas mas que
las reportadas para los anticuerpos Labetuzumab y T84.66 que cuentan con 6 y 7 tirosinas
respectivamente (Liersch y col., 2005, Olafsen y col., 2004).
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La medicién de la constante de afinidad después del marcaje radioactivo también
constituye un pardmetro para confirmar la calidad del anticuerpo radiomarcado. Los valores de
afinidad estimados simultdneamente para el fragmento y el anticuerpo completo radiomarcados
sobre células fijadas a una placa demuestran que ambas moléculas no sufren grandes cambios
en su estructura durante el marcaje radioactivo.

La afinidad del fragmento radiomarcado con ?°| calculada por este método fue 100 veces
menor a la obtenida por el BlAcore para la molécula sin marcar, aunque este valor de afinidad
también puede estar influenciado por el método de las células fijadas a placas empleado en este
estudio.

El resultado obtenido para el fragmento anti-CEA M3 fue completamente inverso a lo
alcanzado por Pavlinkova y col. 1999 al describir durante su analisis en el BlAcore un valor de
107 M? para la Ka del fragmento dimérico del anticuerpo anti-TAG-72 nombrado CC49, lo que
representé un valor 100 veces menor que el obtenido por el andlisis de Scatchard.

El valor de afinidad del fragmento anti-CEA M3 marcado con *?°| también es menor
comparado con el de Lidmo y col. 1984 para el anticuerpo monoclonal 9.2.27, cuyos valores son
de 10° M1, Sin embargo, es comparativamente similar a los 10”7 M! reportados por Clarke y col.
2000 para el anticuerpo humanizado 35193 anti-Le" radiomarcado con *?| con el método de
cloramina T. En otro reporte, Tahtis y col. 2001 sefalan valores de afinidad para el fragmento
dimérico del anticuerpo humanizado anti-Le' 35193 radiomarcado con !?°| de 10° M?, unas 10
veces inferiores al anticuerpo completo, y sefialan como causa probable, la baja
inmunorreactividad y la inestabilidad mostrada por la molécula in vitro al ser incubada en
plasma durante 16 h a 37°C.

No obstante, a las diferencias encontradas entre las afinidades del fragmento anti-CEA
M3 no marcado y radiomarcado con '?°I, los valores obtenidos se encuentran dentro de los
descritos por Adams y col., 2001 para ser aceptables de anticuerpos con objetivo de emplearse
en la radioinmunoterapia. Ellos demuestran en su trabajo que anticuerpos y fragmentos con
afinidades entre 10° M! y 10° M! pueden lograr una alta acumulacién y penetraciéon tumoral.
Previamente, Fujimori y col., 1990 han diseflado un modelo matematico donde demuestran la
importancia que tiene la afinidad para el uso exitoso de los anticuerpos monoclonales
radiomarcados.

Experimentos in vivo con el fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con '?| empleando
ratones sanos fueron llevados a cabo con el fin de demostrar mediante la biodistribucion, que el
fragmento radiomarcado no se acumulaba inespecificamente en ninguno de los érganos vitales
del animal. A las 24 horas de administrado el fragmento radiomarcado ya habia sido
practicamente eliminado el mismo, por lo que quedaba demostrado que el acimulo inespecifico

0 reaccion cruzada era minimo.
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En los ratones atimicos xenotransplantados con las células LS 174T e inyectados con el
fragmento anti-CEA M3 marcado con !?°I, los patrones de biodistribucion durante todo el
experimento mostraron una tendencia similar a la descrita en la literatura cuando se utilizan
este tipo de moléculas y el mismo modelo animal. En estos se observd una rapida eliminacién
del producto de la circulacién y una mayor acumulacién del fragmento en el tumor comparado
con el resto de los érganos durante los tres periodos de tiempo examinados. El porciento de la
dosis inyectada por gramo de tejido presente en el tumor a las 24 horas de la inyeccidn, en
nuestros experimentos, demostraron una rapida acumulacion tumoral, aunque fue ligeramente
inferior si comparamos con los 5,62% y 4,56% reportados por Pavlinkova y col. 1999 y Wu y col.
1999 para los fragmentos dimérico del anticuerpo anti-TAG-72, CC49 y anti-CEA, T84.66,
radiomarcados con '?°| y 23| respectivamente, e inyectados en el mismo modelo animal.

Nuestros valores estuvieron mas cercanos a los informados por Wu y col. 1996 cuando
usaron la fraccién dimérica del fragmento scFv/212 caracterizado por tener un péptido de unién
de 14 aminodacidos. Este fragmento se realizé a partir del anticuerpo anti-CEA T84.66 en un
formato V.-L-V4 y con él se obtuvo un 3,89% de %ID/g a las 24 horas de la administracién. La
fraccion monomérica de este mismo fragmento dio un valor de 0,94% de %ID/g en este intervalo
de tiempo, lo que puede ser debido a una menor avidez por el antigeno y al menor tiempo de
residencia en sangre de este inmunoconjugado.

El decrecimiento de los %ID/g en el tumor entre las 24 y las 48 horas para el fragmento
anti-CEA M3 fue de 1,85%, menor que los reportados para el fragmento del anticuerpo CC49 y
para la fraccién dimérica del fragmento scFv/212 del T84.66 con valores de 2,3 y 2.65%
respectivamente (Wu y col. 1996; Pavlinkova y col. 1999), lo que significa una mayor
permanencia del fragmento anti-CEA M3 en el tumor. Los resultados presentados en la tabla 10
demuestran ademas que es a las 48 horas donde se obtiene los mayores acumulados de %ID/g
en tumor con relacién a la sangre al igual que reporta Wu y col. 1999 para el fragmento dimérico
del anti-CEA T84.66 radiomarcado con 23|, La alta relacién de %ID/g observada en los valores
entre el tumor y los 6rganos mas vascularizados demuestran la acumulacién especifica del
fragmento en el tumor. Por otra parte la disminucién de esta relacién en el caso de los rifiones
ratifica a este érgano como la principal via de excrecién.

Los experimentos de biodistribucién del fragmento marcado con una baja actividad
especifica de 3!l también se realizaron en ratones atimicos xenostransplantados con las células
LS 174T. En este experimento los %ID/g son mayores debido a que se administré a los animales
una dosis mayor de radioactividad. Los resultados obtenidos permitieron confirmar que el
fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con I se acumula rapidamente en el tumor,
detectdndose un pico maximo del %ID/g a las 2,5 horas de la inyeccién. Esta observacién
también fue realizada por Wu y col. 1999, cuando en la biodistribucién de un fragmento dimérico
del anticuerpo anti-CEA T84.66 radiomarcado con '?*| obtuvieron los maximos valores a las 2
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horas de la administracién del fragmento. Sin embargo, este mismo grupo de autores describen
la obtencién de una mayor acumulacién (10,02 %ID/g) en el tumor a las 4 horas de la
administracién, cuando emplean un fragmento de anticuerpo dimerizado covalentemente
mediante la incorporacién de una cisteina en el carboxilo terminal de la molécula y
radiomarcado con 3| (Olafsen y col. 2004).

La retencién del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado en el tumor fue superior al resto de
los érganos durante todo el experimento, observandose en el tiempo un aclaramiento mas lento
gue el obtenido con el isétopo '*°I, y también menor que lo reportado por Olafsen y col. 2004
para el fragmento del anticuerpo anti-CEA T84.66 dimerizado covalentemente con cisteina,
aunque estos autores solo mantuvieron el experimento durante 24 horas.

Analizando la relacién entre el tumor y el resto de los tejidos, asi como los valores de
%ID/g, el fragmento anti-CEA M3 mostré su mejor comportamiento a las 48 horas de la
inyeccién. Las relaciones entre los valores de %DIl/g en el tumor y el resto de los 6rganos mas
vascularizados demostraron una permanencia del fragmento en el tumor en la medida que se
aclaraba del resto de la circulaciéon sanguinea. Ademas, si se tiene en cuenta la relacién entre el
valor obtenido de %ID/g en el tumor y los érganos principales de excrecién se confirma que la
via urinaria es la principal ruta de eliminacién del fragmento radiomarcado, tal y como describe
Wu y col. 1996 para este tipo de biomoléculas. Tanto el tamafio molecular del fragmento como
la ausencia de regiéon Fc hacen que la eliminacién de la circulacién sanguinea se produzca a
través de los riflones, lo cual contribuye a la disminucién del tiempo de vida media en sangre
(Kenanova y col. 2005). En este sentido cuando trabajamos con fragmentos marcados
radiactivamente es importante tener en cuenta el radioisétopo, ya que puede producirse un
dafio renal al irradiarse en exceso los rifiones, un caso tipico de esta situacion es el !In cuya
dosis se establece segun el cdlculo del posible dafio renal que puede provocar este isétopo (Behr
y col., 1998).

La elevada diferencia en la relacién de los valores de %ID/g obtenidos entre el tumor con
relacién al resto de los tejidos es muy favorable para la obtencién de imagenes contrastadas con
la calidad necesaria y es muy Uutil para el futuro uso terapéutico del radiofarmaco. La
permanencia del fragmento radiomarcado en el tumor estard en dependencia de Ia
especificidad, la valencia del mismo y la constante de afinidad, aspectos que pueden provocar
una mayor penetracién y retencién tumoral como ya ha sido explicado.

La captacidon tumoral en ratones atimicos xenostransplantados con células LS 174T
mediante la gammagrafia con el fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con alta actividad de 3,
corrobord los resultados anteriores de biodistribucién cuando no se observé acumulacién

inespecifica en ningln érgano critico.
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5.6 Evaluaciéon del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con '*'l en pacientes con
cancer colorectal.

Los resultados obtenidos en los estudios preclinicos avalaron las condiciones para que en
el marco de un ensayo clinico fase | en pacientes con cancer colorectal se procediera a evaluar
el comportamiento farmacocinético, la biodistribucién y la estabilidad en sangre del fragmento
de anticuerpo anti-CEA M3 radiomarcado con 3.

Las ventajas en las propiedades biolégicas y farmacocinéticas de este tipo de molécula
unido al poder terapéutico del '3, hace prever que pueda convertirse en un agente
radioinmunoterapéutico y superar al anticuerpo completo de origen. El rdpido aclaramiento
sanguineo de los fragmentos comparados con los anticuerpos completos humanos puede
permitir el uso de altas Dosis Mdximas Tolerables (DMT) sin afectacién significativa del tejido
hematopoyético (Pavlinkova y col. 1999) lo que unido a una adecuada biodistribuciéon y
velocidad de aclaramiento podria prolongar la retencién en el tumor, minimizando las
afectaciones resultantes de la actividad circulante.

Durante las evaluaciones realizadas en los primeros 5 pacientes incluidos en el ensayo
clinico, con una dosis Unica de 0,3 mg del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con **!1, no se
detectaron eventos adversos, ni anticuerpos anti-fragmentos en el suero de los pacientes un
mes después de la administraciéon. Lo que representé una de las mayores diferencias
encontradas con relacién al anticuerpo completo, ya que Oliva y col. 2005 en el marco de un
ensayo clinico Fase lll, describen la presencia de respuesta HAMA en los pacientes con cancer
colorectal 15 dias después de administrar 1 mg del anticuerpo CB/iorCEA.1.

En los analisis realizados en HPLC se demostré que la molécula mantenia su
conformacién dimérica a pesar de la alta dilucién que sufre con la sangre del paciente. La
diluciéon del fragmento anti-CEA M3 podia ser un elemento de inestabilidad tal y como
demostraron Huang y col. 2005 con el dimero del fragmento 15-9 anti-laminin 1, el cual tiende a
disociarse en mondmero a concentraciones inferiores de 10 nM, lo que provoca una baja
acumulacién en el tumor. En nuestro caso, aun a las 24 horas después de la administracién se
observé la fraccién correspondiente al fragmento eluyendo con el mismo tiempo de retencién
gue el patrén. Estos resultados son superiores a los obtenidos por Wong y col. 2004 que
observaron la presencia del minianticuerpo de 80 kDa derivado del anticuerpo anti-CEA T84.66
marcado con 23| sélo hasta las 20 horas después de la administracion.

Durante este estudio también se observd la formaciéon de inmunocomplejos con el CEA
circulante en una proporcién mucho mayor que la reportada en su estudio por Wong y col. 2004,
a pesar de que en nuestro caso son inferiores los niveles séricos del antigeno. Es conocido que el
valor sérico del CEA en los pacientes de cancer colorectal puede ser usado como criterio de
pronéstico para la terapia, al existir una correlacién entre este y el tamafio del tumor (Uehara y
col., 2007).
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En la preparacion y administracién del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con *3!, no
se utilizaron aditivos, tales como el acido ascérbico, que pueden ayudar a incrementar la
estabilidad de la molécula en sangre (Jain y col. 2003).

En el andlisis de los pardmetros farmacocinéticos se observd una curva bimodal para la
distribuciéon del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con las dos fases esperadas muy bien
definida. El tiempo de vida media en la fase a fue muy superior al obtenido para el anticuerpo
monoclonal CB/iorCEA.1 radiomarcado con °™Tc durante un estudio clinico en pacientes con
cancer colorectal (Pimentel y col. 2004), debido posiblemente a que el anticuerpo completo
tiende a acumularse rdpidamente en compartimientos no deseados, tales como el higado y la
medula ésea lo que provoca un aumento en su eliminacién. El fragmento sin embargo,
demuestra una distribucién més lenta durante las primeras horas de la administracién, lo cual
significa que es més homogénea y que no se acumula inespecificamente. Sin embargo, el
tiempo medio de la fase B entre el fragmento anti-CEA M3 y el anticuerpo monoclonal fue
practicamente el mismo si se tiene en cuenta la desviacién estdndar de la media (22 = 4 horas
para el AcM CB/iorCEA.1 y 20 *+ 6,9 horas para el fragmento anti-CEA M3).

Es conocido que los anticuerpos monoclonales murinos presentan un tiempo de vida
media en sangre menor que los anticuerpos humanos, como ha sido demostrado por Faxas y col.
2003 cuando informan un tiempo de vida media entre 13,93 y 19,6 horas para el AcM iorT1 al
ser usado en un ensayo clinico en pacientes con linfoma T, o también el anticuerpo
tositumomab, anti-CD20 para el cual se describe un tiempo de vida media entre 36 y 48 horas
(Creus y col. 2002). El comportamiento de estos anticuerpos puede ser el resultado de la
respuesta inmune que por lo generar son capaces de activar cuando se administran en
humanos. En el caso del fragmento anti-CEA M3 el tiempo de vida media en sangre al parecer
estuvo regulado principalmente por el tamafo molecular, debido a la posibilidad de que un
fragmento como este pueda ser filtrado por el glomérulo renal (Kang y col., 2000).

El tiempo de residencia media del fragmento anti-CEA M3 en los pacientes es menor que
el reportado por Wong y col. 2004 para el minianticuerpo (80kDa) del anti-CEA T84.66
radiomarcado con 23|, al describir el tiempo de residencia media para este fragmento de 28,9
horas. Este pardmetro, sin embargo, depende mucho de cada paciente, tal y como lo
demuestran las grandes variaciones observadas por Wong y col. 2004, cuando describen rangos
de entre 10,9 y 65,4 horas para sus pacientes. En nuestro caso el tiempo de residencia medio
también fue menor, debido igualmente a la menor talla molecular del fragmento anti-CEA M3
(55-60kDa), no obstante, se detectd igualmente una amplia variacién entre pacientes.

En el caso de los fragmentos, otro factor que influye en la disminucién del tiempo de
residencia media es la ausencia de la regién Fc de las inmunoglobulinas, esta parte de la
molécula puede provocar la recirculacién de los anticuerpos mediada por los receptores de Fc
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neonatales, aunque se describe que en los humanos este mecanismo no contribuye al
mantenimiento y la recirculacién de las inmunoglobulinas de ratén (Kenanova y col. 2007).

A las 24 horas de la administracién del fragmento anti-CEA M3 -3!| se habia eliminado en
la orina practicamente el 45% de la actividad inyectada, muy distante del 10% en 24 horas
reportado por Gilmara y col. 2004 para el AcM CB/iorCEA.1 radiomarcado con **"Tc el cual debe
ser procesado a través del metabolismo hepéatico. En nuestro ensayo a las 72 horas, la excrecién
en orina de la actividad inyectada era del 85,47%. Sin embargo, de esta actividad solo un 2,2%
se encontraba asociada al fragmento de anticuerpo, por lo que estos valores correspondian
sobre todo al yodo libre presente en la circulacién y proveniente de la degradacién del
fragmento radiomarcado.

Analizando la cantidad de fragmento radiomarcado presente en el suero de los pacientes,
se demostré que a las 72 horas de la inyeccidn mas del 50% del 3!l presente en el suero estaba
aun asociado a las proteinas.

Las imdagenes obtenidas en la camara gamma corroboran los resultados de la
farmacocinética y demuestran un répido aclaramiento del fragmento. A las 72 horas, no se
observé acumulacién inespecifica en ningln 6rgano critico, incluyendo el higado. Este hecho
evidencia una de las grandes ventajas de la utilizacién del fragmento recombinante dimérico
sobre su anticuerpo integro, administrado por via parenteral en la radioterapia dirigida. Estos
Gltimos muestran un acumulo de alrededor del 9% DI en el higado debido a mecanismos
inespecificos de metabolismos de proteinas (Gilmara y col., 2004).

A través de la gammagrafia se pudo demostrar el mantenimiento de la especificidad del
fragmento anti-CEA M3 por su antigeno carcinoembrionario in vivo. Durante la gammagrafia, en
la medida que fue disminuyendo el fondo de radioactividad de la circulacién del paciente, la
acumulacién del fragmento anti-CEA M3 radiomarcado en el tumor fue mas evidente.

Los elementos aportados en estos ensayos dan evidencias de que el fragmento anti-CEA
M3 puede ser superior al anticuerpo completo CB/iorCEA.1 en la radioinmunoterapia del céncer,
ya que en los pacientes estudiados no se presentaron eventos adversos, no se observé
acumulacion inespecifica en ningln érgano critico y si en el tumor, no se produjo respuesta anti-

fragmento M3 y se produjo una rapida eliminacién del fragmento de la circulacién sanguinea.
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6. Conclusiones

El fragmento dimérico derivado del anticuerpo CB/ior CEA.1 se expresd al
periplasma de E. coli de forma activa. El mismo se purificé con un alto grado de pureza
mediante la combinacién de IMAC y cromatografia de exclusién molecular. Se logré
establecer un proceso productivo para el fragmento a escala de 5 L.

El fragmento dimérico anti-CEA M3 presentd una afinidad y especificidad por el CEA
humano similares al anticuerpo completo, lo cual se demostré mediante los ensayos
ELISA, Inmunofluorescencia y Citometria de flujo.

Se logré altos valores de marcaje del fragmento anti-CEA M3 con los isétopos
radioactivos %I y 13| por el método de la cloramina T. El fragmento radiomarcado es
estable y mantiene la inmunorreactividad y afinidad por el antigeno similares al
anticuerpo completo.

El fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con los is6topos 21 y 13! se acumulé
especificamente en el tumor de los ratones xenotrasplantados con células tumorales
humanas CEA positivas, y mantuvo una relacién favorable al tumor al compararse con
el resto de los 6rganos.

El fragmento anti-CEA M3 en dosis Unica de 0,3 mg no provocd efectos adversos en
los pacientes estudiados y presenté caracteristicas farmacocinéticas y de
biodistribucién superiores al anticuerpo completo. Resultados que sugieren su posible
beneficio en la radioterapia del cancer colorectal.
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7. Recomendaciones

Continuar con los estudios sobre la estructura molecular de los picos 1 y 2
provenientes de la purificacién en gel filtracién, en cuanto a la cristalizacién de las
conformaciones.

Estimar la afinidad del fragmento anti-CEA M3 radiomarado con 3!l y comparar con
el anticuerpo completo, asi como estudiar el efecto de captadores de radicales libres
en la estabilidad de los preparados de alta actividad especifica.

Concluir el ensayo clinico con el fragmento anti-CEA M3 radiomarcado con 3! y

comparar todos los resultados con los datos que se tienen del anticuerpo completo.
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Anexo 1

Secuencias consenso de los nucleétidos que conforman las regiones variables
V4 y V. del anticuerpo monoclonal CB/ior-CEA.1.

Vy del AcM CB/ior CEA.1
Gaagtgaagctggtggagtctgggggagacttagtgaagcctggagggtccctaaaattctectgtgcagectctggat

tccctttcaatcgcetatgecatgtcttgggttcgeccagactccagagaagaggctggagtgggtcgcattcattagtagtgat
ggtatcgcctactatgcagacagtgtgaagggccgattcaccatctccagagataatgccaggaacatcctgtacctac
aaatgagcagtctgaggtctgaggacacggccaagtattactgtgcaagagtttattactacggtagtagttactttgact
actggggccaaggcaccactctcacagtctectca.

V. del AcM CB/iorCEA.1
Gacattctgatgacccagtctccaaaattcatgtccacatcagtaggagacagggtcagcgtcacctgcaaggccagtc
agaatgcgggtactaatgtagcctggtatcaacagaaaccagggcaatctcctaaagcactgatttactcggcategtct
cggaacagtggagtccctgatcgcatcacaggcagtggatctgggacagatttcactctcaccatcagcaatgtgcagt
ctgaagacttggcagagtatttctgtcagcaatataacagctatcctctggtcacgttcggtgctgggaccaagcetggage
tgaaa.

124



Anexos

Anexo 2

D O OO - OO

Realizar el Banco de células Primario (BCP) segln
procedimientos del CIGB, PPO: 4.09.114.98

Almacenar a -70°C y Liberar el BCP

Confeccionar el Banco de Células de Trabajo (BCT).

Almacenar a -70°C y Liberar el BCT.

Inocular un elermeyer de 500 mL, conteniendo 100 mL
de medio 2xYT, 100 pg/mL de Ampicillina y 2% de
Glucosa, con 1mL de un vial del BCT e incubar durante
16 horas a 37 2Cy 250 rpm en zaranda

Inocular el cultivo anterior en dos elermeyer de 2 L
conteniendo cada uno 400 mL de medio 2xYT
suplementado con 100 pg/mL de Ampicillina y 2% de
Glucosa, calculando que quede a una Abs_  de 0,1
Incubar en zaranda a 250 rpm y 37 °C durante 3 horas
( Abs entre 0,7 a 0,8).

620nm

Inocular un fermentador de 5 L que contiene 4,2 L de
medio 2xYT, suplementado con 100 pg/mL de
Ampicillina y 2% de glucosa, crecer a 37 °C, 350 rpm,
lvvm y pH entre 6,8 a 7,0. Comenzar con una Abs

de 0,1 y crecer durante 4 horas.

620 nm

Colectar el cultivo y centrifugar a 5000 g durante 30 minutos,
en pomos de 1L, desechar el sobrenadante y resuspender las
células en 1L de medio fresco 2xYT con 1 M de Sorbitol y 2,5
mM de Betaina (medio YTBS).

Inocular todo el volumen un fermentador de 5 L que contiene 4 L
de medio YTBS, suplementar con 100 ug/mL de Ampicillina y 1
mM de IPTG. Incubar de 16 a 18 horas a 26 °C, 250rpm, pH 6,8 a
7,0y lvvm de O,.
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11 Biomasa de 100 g

Adicionar 110 mL de Tamp6n de Ruptura (50 mM NaH_PO,, 300

Mm NaCL, pH 7,8) y Romper en la Prensa Francesa mediante
tres ciclos a 1500 kgf.

Adicionar 110 mL de Tampén de Ruptura (50 mM NaH,PO,,
300 Mm NacCL, pH 7,8), homogenizar.

Centrifugar a 12000 g durante 90 minutos

Colectar el
Sobrenadante

Desechar

Precipitado Adicionar a la muestra Imidazol 5 M segun la férmula

Vol. Imidazol = 5 * V (muestra)
5000

IMAC

HIS- Select™ Nickel Affinity Gel

Vol. de gel: 20 mL

Flujo Lineal: 60 cm/h

Lavado: 50 Mm NaH;P0,.2H.0, 300 mMNaCL, 25 mM imidazol ph 7,8
Elucién: 50 Mm NaH,P0,.2H,0, 300 mMNaCL, 250 mM imidazol ph 7,8

O-O—1 >

Gel Filtracion

Columna XK 26/70
Gel: Superdex 200
Flujo Lineal: 60 cm/h

Filtracién Esterilizante

O

Fragmento Anti-CEA M3
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Anexo 3

Resumen de los péptidos secuenciados luego del tratamiento con diferentes enzimas. Los
péptidos que contienen puentes disulfuros se muestran de la siguiente manera ()s-s().

Posicion m/z exp z Enzima (procedimiento)
1-31 1145.89 3 Tripsina (doble acetilacion)
(20-31)s-s(93-97) 498.3 3 Tripsina (sin R-PAM)
32-38 954.42 1 Tripsina ( doble acetilacién)
20-43 713.59 4 LEP
45-66 844.40 3 Tripsina (doble acetilacién)
67-71 665.35 1 Tripsina (doble acetilacién)
76-86 690.36 2 Tripsina (doble acetilacion)
87-97 731.32 2 Tripsina (doble acetilacién)
98-133 1291.58 3 Tripsina (R-PAM)
134-142 500.26 2 Tripsina ( sin R-PAM)
(143'1‘;2)5)'5(186' 1311.63 3 Tripsina (sin R-PAM)
149-169 754.07 3 Tripsina (sin R-PAM)
170-178 498.3 2 Tripsina (sin R-PAM)
235-255 611.29 4 Asp-N
241-255 614.64 3 Tripsina sy R-PAM),

Espectro ESI-MS obtenido durante el analisis por LC-MS de digestiones trypticas del fragmento,
se indican los fragmentos de péptidos detectados en cada fraccion.

(20-31)-S-S-(87-97)

(+19)
(149-169) /— (98113)
1004
(13-142) _ (170-178) \', l /—(143-148)-8-8-(186-228)
TIC RS | |
@7 | -
(140169 | ( | 238) || :
(241-255) | || i .
| l [ (76-86) || -| :l
% IR AR TR -
| VO N
[: "ll . | 'I.’.l | L‘n Jﬂ”. | by .| lL
(179-185) Rk '.'ml LV o ~
[ r L]
1 ‘H,._.)l
| ey f e
..H““ﬂf‘—""‘"r
3d""'l""-" | R AR R R R AR R L A LR R B R '|""|""|"":""|'-ir!IIE

L0 E0oe o 3zp0 4000 4000 G0ob  bo00  BOOO e TROD
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Anexo 4

Raton atimico xenotransplantado con células humanas LS 174T mostrando el
tumor generado 10 dias después de inocular.
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Anexo 5

CONSENTIMIENTO DE PARTICIPACION EN LA INVESTIGACION

El que suscribe

Nombre del paciente
diagnosticado de adenocarcinoma colorectal expone que con el objetivo de decidir mi
participacion en el ensayo clinico denominado “Evaluacién de un fragmento
multivalente de anticuerpo anti-CEA radiomarcado en pacientes con adenocarcinoma
colorectal” y obtener mi consentimiento, he recibido una amplia explicacién por parte

de mi médico

Dr(a): quien me ha

ofrecido la siguiente informacioén:

I. INFORMACION

1. Datos sobre el Fragmento de Anticuerpo anti-CEA M3

Se trata del fragmento recombinante de anticuerpo anti-CEA M3, que es una
biomolécula que reconoce al antigeno carcinoembronario (CEA) presente en neoplasias
de colon y recto, razén por la cual se estudiardn sus posibilidades potenciales para su
uso en el diagndstico temprano y tratamiento de este tipo de patologia. Este producto
serd marcado con un isétopo radioactivo, en este caso el '3, para realizar estudios
imagenoldégicos con Cédmara Gamma. Este producto se fabrica en el Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) de La Habana, Cuba.

2. Consideraciones previas

La Inmunogammagrafia (INnGG) es un procedimiento de diagndstico no invasivo que
permite estudiar mediante imdgenes la distribucién en el cuerpo de un radiofdrmaco
administrado a un paciente. Los pacientes que participen en este ensayo seran
rigurosamente seleccionados basdndose en el estado clinico de la enfermedad, sin
tratamientos oncoespecificos previos, con valores normales de laboratorio clinico y sin
antecedentes de enfermedades crénicas descompensadas u otro tipo de neoplasia
interferente. En este estudio participaran 20 pacientes.

3. Objetivo general
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1. Determinar la seguridad biolégica, biodistribucién, dosimetria interna vy
farmacocinética del fragmento recombinante de anticuerpo anti-CEA M3 marcado
con 3! administrado por via intravenosa en dosis Unica de 0.3 6 1 mg, en pacientes

con cancer colorectal.

4. Tratamiento e investigaciones

Se me explicd que permaneceré ingresado durante el estudio por un periodo de 72
horas en la sala Q del Instituto de Oncologia. Recibiré una dosis de 0.3 mg é 1 mg de
fragmento M3 marcado con 5-7 mCi de **!l, en dependencia de grupo de estudio en el
cual sea incluido. El producto se administrara por via intravenosa en un lapso de
tiempo de 1-2 minutos. Durante la administraciéon y las 2h posteriores a la misma,
estard junto a mi un médico y enfermera especializados para atender cualquier efecto
secundario que presente. Posterior a las 72 horas de ingreso podré recibir el
tratamiento especifico para mi enfermedad de manera ambulatoria.

Para evitar en este estudio la acumulacién de 3! en la glandula tiroides se
administrard Solucién Lugol. Comenzaré a tomar 10 gotas diarias de Lugol junto con
jugos caseros a las 10 AM, un minimo de 3 dias antes de la realizacién de la InGG.
Luego continuaré tomando el Lugol a razén de 5 gotas diarias con jugos caseros a las
10 AM por una semana mas (7 dias) luego de realizada la InGG.

Se me ha informado que para evitar la eliminacién del producto marcado por las heces
fecales se me realizard un enema evacuante a las 10:00 pm la noche anterior a la
fecha de comienzo de los estudios gammagraficos y otro a las 6:00 am el dia de
comienzo de estos estudios.

Se me explicara la conducta a seguir durante la InGG. Se me haran mediciones de
actividad en cuerpo completo con cdmara gamma antes de los 60 min y a las 2h, 4h,
8h, 24h, 48h y 72h después de la inyeccién. A las 8 y 24 horas se realizardn otros
estudios en la regién donde se detecte el tumor.

Se me explicd, ademas, que en el brazo contralateral se me colocard un trocar para
realizar extracciones de sangre de 6 mL cada una inmediatamente posterior a la
inyeccién, y luego a los 5 min, 15 min, 30 min, 1h, 2h, 4h, 8h, 24h, 48h y 72h. Por
Gltimo, se colectard toda la orina excretada por mi, durante las primeras 72 h, posterior
a la administracién del producto, en frascos adecuadamente marcados para colectar la
orina excretada entre la 0-2h, 2-8 h, 8-24h, 24-48h y 48-72h.

Que ademads se me extraeradn 15-20 mL de sangre para analisis de laboratorio clinico
(Hemograma, Leucograma con diferencial, plaguetas, TGP, fosfatasa alcalina y
creatinina) antes de la inyeccién y en los dias 7, 14 y 28 después de la misma. Se
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realizaran estudios inmunolégicos del fragmento de anticuerpo antes de la inyeccién y
a las 2 semanas, 1, 3 y 6 meses después, extrayéndose cada vez 3 mL de sangre
adicionales. Otros 3 mL de sangre se me tomardn antes de la inyeccién para medir
CEA. Para todas las tomas de muestra después de las 72 horas de ingreso deberé
asistir al Instituto.

Recibiré, de ser necesario, medicamentos para el tratamiento de los posibles efectos
secundarios, si estos ocurrieran, como por ejemplo: dipirona, antieméticos, etc, que

serdn administrados por profesionales plenamente capacitados para esto.

Todo lo anterior es necesario para evaluar la toxicidad, la biodistribuciéon, el grado de
positividad gammagrafica y la farmacocinética del producto.

5. Beneficios esperados

Se justifica por la bUsqueda de un nuevo procedimiento diagndstico y terapéutico. Mi
participacién en este ensayo pudiera permitir realizar un mejor diagndstico, lo cual
redundara en un beneficio general en el tratamiento y seguimiento de la enfermedad.
Ademas, de ser eficiente el marcaje tumoral con este fragmento de anticuerpo, pudiera
permitir mejoras terapéuticas futuras al aplicar el mismo con una mayor carga
radioactiva o unirlo a otras sustancias radioactivas o compuestos con propiedades
terapéuticas. También se me aclaré que cualquier nuevo adelanto cientifico durante el
tratamiento de mi enfermedad (medicamentos, investigaciones, etc.) que pudiera
beneficiarme, se me tomaria en cuenta inmediatamente. Durante los estudios estaré en

estrecha vigilancia de mis médicos investigadores y enfermeras.

6. Riesgos e inconvenientes

Se me informé que en los estudios realizados en animales con este producto se
administraron dosis hasta 90 veces superiores que la maxima que se me podra
administrar (1 mg), sin que aparecieran efectos téxicos de acuerdos con los resultados
de las investigaciones realizadas.

Se me explicd que este producto serd marcado con una sustancia radioactiva, el 3, y
que la dosis de radiacién que recibiré serd tan baja que no se espera que la
administracién del mismo provoque algun efecto negativo secundario por exposicién a
radiaciones ionizantes. Que las molestias mas frecuentes seran las provenientes de la
canalizacién de las venas. Para esto se dispone mochas y trocares de alta calidad y de

un personal muy bien entrenado.

En cuanto a los efectos secundarios, estos siempre han sido escasos o no se
produjeron en estudios realizados con productos de origen similar al que se me
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administrard. No obstante es posible que pueda presentar reacciones adversas,
caracterizadas fundamentalmente por nauseas, vémitos, dolor de cabeza, fiebre, dolor
en el pecho o malestar general. Estos sintomas, generalmente, si aparecen, son en las
primeras 2 horas, posteriores a la administracién del producto, tiempo que estaré bajo
vigilancia médica altamente capacitada para aplicarme las medidas y medicamentos
previamente establecidos, con el objetivo de disminuir o abolir los posibles efectos
desagradables.

7. Compensacion

Como ciudadano cubano, tengo derecho a toda la asistencia médica gratuita que
garantiza nuestro Sistema Nacional de Salud. Esto incluye los ingresos, atencién
médica, medicamentos convencionales que fueran necesarios y, ademas el producto
ensayado, investigaciones, etc. Mi incorporacién a este ensayo serd sin costo para mi.

En estos estudios no existe compensaciéon econdémica.
8. Derechos

Se me ha informado que tengo derecho a recibir una copia de este consentimiento
informado, ademas, que en cualquier momento puedo abandonar el ensayo clinico, sin
dar explicaciones y sin que por ello se afecte mi relacién con el Instituto, mis médicos y
enfermeras de asistencia, asi como, la posibilidad de recibir cualquier tipo de
tratamiento convencional que se plantee, ni otros cuidados posteriores que yo deba
recibir. También se me informé que puedo preguntar a los investigadores, cuyos datos
se exponen al pie de este documento, por los pormenores de este ensayo, y decidir por
la informacién recibida si continuo o no en el mismo. Que también tengo derecho a ser
informado cada vez que se realice una enmienda o modificacién en el ensayo clinico en
que participo, y que esta debe contar con mi consentimiento, avalado con mi firma.

9. Confidencialidad

Se me explicé que los datos sobre mi persona seran guardados de forma confidencial,
y a ellos solo tendran acceso las siguientes instancias: investigadores, promotor,
agencia reguladora e Instituto de Oncologia y Radiobiologia (INOR). Se mantendra
reserva absoluta sobre el uso de medicamentos, de mis hdbitos téxicos y de otros
estudios en que haya participado. En mi historia clinica hospitalaria, se sefialard mi
participacién en este estudio.

10. Voluntariedad

Después de haber escuchado y analizado toda la informacién anterior puedo afirmar y

resumir lo siguiente:
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Mi decisién voluntaria de participar en este ensayo clinico.

Solo Género Femenino: Como paciente femenina en edad reproductiva y en pleno

juicio de mis facultades acepto realizarme la prueba de embarazo, que se me
aconseja que debo emplear métodos anticonceptivos por un periodo de 6 meses
posterior a la aplicacion del 3, y que de salir embarazada durante ese periodo
debo asistir a una consulta de Genética Médica para descartar algun peligro para el

feto o para mi vida.
No padezco de alergia o hipersensibilidad al yodo.

He tenido tiempo suficiente para decidir mi participacién, asi como, de preguntar

todas mis dudas.

Estoy de acuerdo en los acéapites de la presente informacion.
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CONSENTIMIENTO
ESCRITO

Se me ha explicado de forma oral y escrita, todos los detalles de mi participacion
en el ensayo clinico “Evaluacién de un fragmento multivalente de anticuerpo anti-

CEA radiomarcado en pacientes con adenocarcinoma colorectal”.

He oido, leido y comprendido la informacién arriba detallada.
He podido hacer preguntas y evacuar dudas sobre el estudio.

Mi participacion es completamente voluntaria, y puedo retirarme en cualquier
momento del mismo, sin tener que dar explicaciones y sin que ello repercuta en mi

atencion médica.

En caso necesario, para preguntas, dudas, etc., puedo dirigirme a los médicos
investigadores siguientes: Dr. Juan P. Oliva Gonzalez, Dra. Nery Gonzalez Lazo,
INOR, calle 29 y F, Vedado, Plaza de la Revolucién, Ciudad de La Habana, Teléfonos:
55 2594 6 55 2578-83.

Puedo ademdas para mejor informacién acudir a los miembros del Comité de Etica
del INOR, encargados de la revisién y aprobacién de esta investigaciéon y de
proteger mis derechos.

El presente ensayo clinico es organizado y financiado por el CIGB y el Ministerio de
Salud Publica (MINSAP). El médico que conduce la investigaciéon no recibird pago
extra por ello. Ud. recibird una copia de este formulario.

Doy mi conformidad para participar en el estudio.
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Fecha:

Participante:

Nombre y apellidos firma
Médico:
Nombre y apellidos firma
Testigo:
Nombre y apellidos firma
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