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Resumen
El CEA es una glicoproteina que se encuentra muy concentrada en el propio tejido tumoral,
pero escasamente elevada en el suero. Este marcador es Util en casos de cancer colorectal,
aumentado la concentracion del antigeno con relacion al estadio de la enfermedad. Una vez
estandarizada la técnica de marcacion, obteniendo una pureza radioquimica (PRQ) 97.57%
con una estabilidad de seis dias post-marcacion, se procedié a realizar las evaluaciones
bioldgicas de este anticuerpo (distribucion biolégica (DB), toxicidad aguda, esterilidad y
pir6genos) en ratones sanos de la variedad Balb/c. Para las pruebas de DB, después de 24
horas de la inyeccion del anticuerpo Monoclonal (AcMo), se aloja en mayor concentracién
en los dérganos especificos (intestino, higado y estémago), siendo el mejor momento para
realizar la toma de imagenes. Con respecto a las demas pruebas biol6gicas se concluye que

tenemos un producto estéril, no toxico y libre de pirégenos.

1. Materiales y Métodos

Anticuerpo monoclonal (AcMo):
IOR-CEAL de origen murino, utilizado para
el diagndstico y seguimiento con pacientes
con cancer colorectal. Este reactivo fue
donado por el OIEA, proyecto ARCAL LII.

Método de marcacion:

Materiales:

Na'*l 100mCi/mL, para diluir se utiliza
Buffer fosfato 0,25M pH=7,5; 2 mg/mL de
Cloramina T , 2,4 mg/mL de L-Cysteina, 0,5
- 1,0 mg/mL de IOR-CEAl todas los
reactivos y se diluye con Buffer Fosfato
0,05M pH=7,5.

Método de marcacion:

0,5-1,0mCi (5-10uL) de Na*l, dispensado
en un tubo de poliestireno, Agregue
rapidamente a este tubo de piliestireno 50 a
100uL de una solucién Buffer Fosfato 0,25M
pH = 7,5. Se homogeniza con la ayuda de un
vortex, luego se adiciona 10uL (5 a 10ug) de
la solucion del AcMo IOR-CEAL, luego
agregar 25uL de Cloramina T e incubar por
60 segundos, para detener la reaccion de
oxidacion se le agrega 50ul L-cysteina.

Luego, se toma toda la solucidn y se la vierte
a una columna PD-10 (previamente ha sido
lavada con una solucion Buffer Fosfato
0,05M). Una vez colocada la solucion dentro
de la columna PD-10, se lleva a un calibrador
y se mide la actividad (Actividad Inicial).

Posteriormente, se agrega una solucion buffer
Fosfato 0,05M que contiene 2% de albdmina
bovina y se colecta la muestra mililitro por
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mililitro, dentro de unos tubos de vidrio,
aproximadamente se colectan 20 muestras,
cada tubo se lleva al calibrador para poder
ubicar la molécula marcada.

Luego, se mide la actividad de la columna
PD-10 para determinar el porcentaje de
retencion que hay en la columna.

a) Prueba de esterilidad

Para la determinacion de la esterilidad del
producto se utiliza dos medios de cultivos:
Caldo Tripticasa de Soya (deteccion de
microorganismos aerobios y mohos) y Caldo
Tioglicolato (deteccidon de microorganismos,
anaerobios), procedimiento descrito en la
USP 24 pp. 1818.

b) Toxicidad aguda

Para determinar la toxicidad aguda del
ligando, se inyecta 0.1mL de solucién de la
molécula marcada, evaluar los ratones por un
espacio de 1 a 2 semana.

c) Determinaciéon de endotoxinas por el
método de LAL

Se realiza una dilucion de 1/200 del AcMo
con agua despirogenada, homogenizando con
la ayuda de un vortex por espacio de 30
segundos; con una jeringa se toma 0.2 ml se
agrega al tubo LAL control negativo e igual
cantidad al control positivo. Incubar por 1
hora a 37 °C£1 en bafio maria.

Pasado el tiempo de incubacidn, el tubo de
control positivo debe formarse una fase
solida y el control negativo mantenerse en
fase liquido.



d) Distribucion biolégica

Se trabajo con ratones sanos de la variedad
Balb/c, machos, edad aproximada de 6 meses
y con un peso promedio de 33g+2.
Inyectandole 0.1ml de una solucién estéril del
IOR-CEA1 marcado con **1, por vena caudal
a cada raton, con una actividad de 50 a
100uCi.

Los ratones fueron sacrificados a las 4, 24, 48
y 72 horas post-inyeccion. Posteriormente
realizando la diseccion, extraccién y pesado
de los diferentes érganos. Realizando la
medicion de actividad de los dérganos en el
contador gamma CANBERRA con detector
Nal (TIl) tipo pozo. Determinandose
posteriormente el porcentaje de dosis de
inyeccion de cada érgano.

2. Resultados

De los siete lotes analizados para los ensayos
de esterilidad, se encontrd que en ninguno de
los lotes hubo crecimiento microbiano (Tabla
1).

Para esta prueba se realizaron tres ensayos,
en cada ensayo se utilizo dos ratones de la
variedad Balb/C. En el primer ensayo de
toxicidad aguda, se inyecto el producto a los
ratones y se les observo por espacio de una
semana inicialmente, para verificar que el
IOR-CEA1 marcado I no causaba algin
efecto colateral. Como en la primera semana
no se observo ninguna anomalia se decidio
extender las observaciones por otra semana
mas, obteniendo igual resultado.

En las subsiguientes dos pruebas de toxicidad
se realiza la observacion de los ratones por
un espacio de 2 semanas, concluyendo que de
las tres pruebas realizadas con el IOR-CEAL
marcado con el **I, no se detectd efectos
colaterales después de su administracion al
modelo bioldgico utilizado y el producto es
atoxico y puede ser utilizado en humanos.

Se realiz6 tres pruebas de distribucion
bioldgica; utilizando para cada ensayo un
total de 8; un par de ratones para la
distribucion biolégica (DB) a las 4, 24, 48 y
72 horas post-inyeccion de la molécula
marcada.

De los tres controles de distribucién bioldgica
realizados se puede observar que la molécula
marcada  (IOR-CEA1+™!1)  tiene un
decrecimiento exponencial. En las 4 primeras
horas de la post-inyeccién de la molécula
marcada hay una alta concentracién en
sangre, un 30%, esto se debe a que el CEA
€s un anticuerpo circulante, que poco a poco
se va alojando en los o6rganos especificos
como intestinos (7.46%), higado (7.36%) y
estdmago (1.14%).

A las 24 horas de la post-inyeccion la
concentracion de AcMo marcado en sangre
desciende al 19.71%, en intestino tiene un
pequefio descenso a (6.12%), en higado
(2.69%) en estomago hay un pequefio
incremento (3.28%) y en el resto de érganos
se encuentran en concentraciones menores

0.5%. Esto se debe a que el CEA es una
glicoproteina ~ emparentada con las
inmunmoglobulinas 'y que por sus

caracteristicas se encuentra muy concentrada
en el propio tejido tumoral y escasamente
elevada en suero, pero en condiciones
normales el CEA se produce naturalmente en
intestino, estomago e higado.

A las 72 horas de la post-inyeccion la
concentracion de la AcMo marcado es menor
al 1% en todos los ¢drganos. Con esto
podemos decir que nuestra molécula tiene
una buena depuracion. (Figura 1).

Tabla 1. Resumen de control de esterilidad.

Caldo
Tripticasa de

Caldo

Lotes Thioglycolato  Resultados

Soya
- Estéril

Estéril

Estéril

Estéril

Estéril

Estéril
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Estéril
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(-) Sin crecimiento. (+) Con crecimiento

3. Discusion

En los ensayos de Distribucién Bioldgica
(DB) nos permite evaluar de forma indirecta
la PRQ de nuestro anticuerpo, siendo una
etapa esencial para el establecimiento y
determinacion de la eficacia de todo agente
nuevo utilizado para diagnostico y terapia.
Para este ensayo de trabajo con un total de 24
ratones de la de la variedad Balb/c con un
peso aproximado de 25g; los analisis se
realizaron a las 4, 24, 48 y 72 horas de las
post inyeccion del AcMo IOR-CEAL
marcado con el 1. En el cual se pudo
observar que en las cuatro primeras horas de
haber inyectado el anticuerpo marcado hay
una alta concentracion de esta molécula en
sangre, esto se debe a que la principal via de
transporte de este anticuerpo es mediante el
sistema circulatorio y poco a poco se va
alojando en los 6rganos especificos como son
el intestino, estémago e higado, y en menor
concentracién en los otros 6rganos (<1%);
Después de 24 horas de la post-inyeccién del
anticuerpo en el ratén, la concentracién del
anticuerpo en sangre desciende mientras que



los drganos especificos el descenso el menor
siendo el mejor momento para realizar la
toma de imagenes gammagréaficas, debido a
que la emision radiactivas en los 6rganos
especificos (Intestino, estomago e higado) se
mantiene constante, mientras que en el resto
de 6rganos la actividad de emision radiactiva
es despreciable, y practicamente a las 71
horas de las post-inyecciéon de la molécula,
esta se ha depurado casi en totalidad del
organismo del animal de experimentacion;
por lo que podemos decir clue nuestro AcMo
IOR-CEA1 marcado con **I tiene una buena
depuracién, lo cual es importante ya que no
deja  residuos radiactivos que  seria
contraproducente al paciente.

Seglin Martinez® el area que ha despertado
mayor interés en los Gltimos afios ha sido el
uso del IOR-CEA1l en el monitoreo de
pacientes con enfermedades al colén y recto;
la elevacion de este marcador en pacientes
asintomaticos, permite detectar recidivas
cinco meses antes de que aparezca los
sintomas.

En la actualidad, existe mayor interés por la
aplicacion de AcMo marcados con
radiois6topos en tratamiento bioldgico de las
células cancerosas, la modalidad de
tratamiento todavia es controvertida, porque a
pesar de que las células sean atacadas o
destruidas, su regeneracion de las mismas es
rapida mientras se van eliminando las células
cancerigenas. Esto se debe a que la
localizacion de un AcMo es gradual, este

anticuerpo circula por el torrente sanguineo y
se va alojando poco a poco en la superficie
del tumor y con ayuda de la radiactividad va
matando a esta célula de forma especifica.

La utilizacion de AcMo para
radioinmunoterapia (RIT) esta todavia en la
fase de investigacion y desarrollo en muchas
partes del mundo, pero esta mostrando que
tiene un futuro promisorio por su eficacia en
el tratamiento de tumores hematoldgico y
sera mas ampliamente empleada en un futuro
muy préximo en la terapia de tumores
solidos.
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Figura 1. Resumen de las pruebas de distribucion biolégica del IOR-CEA1 marcado con e
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