volimenes y las velocidades de aclaramiento o eliminacién biolégica de primer orden para el plasma,
tumor, higado y piel respectivamente.

El modelo asume que: (i) después de la inyeccion endovenosa (i.v) la concentracién del anticuerpo en el
plasma decrece exponencialmente desde una concentracion inicial Cpo (0) = Cpo y la concentracion total en
el tumor Crw (0) = 0, en el higado Cr+ (0) = 0y en piel Crp; (0) = 0 (ecuacién 5), (ii) las interacciones desde el
plasma hacia los tejidos y el tumor es bi- direccional y estdn gobernadas por la unién del anticuerpo a su
receptor CB (ecuacion 6) que es una funcién que depende de la constante de disociaciéon (Kp), del nimero de
moléculas de EGF-R por célula (Bo) y de la concentracion libre Cr que esta presente en el 6rgano o tejido; (iii)
la concentracién de anticuerpo en el tumor y los tejidos alcanza rapidamente un equilibrio entre las
concentraciones de lo que esta unido CB y las concentraciones de lo que esta libre Cf de acuerdo a la
isoterma de adsorcién de Langmuir (ecuacién 6) (75) y (jv) la ecuacién 7 es una ecuacién de balance de
masas que refleja que la suma de la concentracién unida CB y la concentracion libre Cf respectivamente es
igual a la concentracion total Cren el 6rgano o tejido.

3.4.2 Calculos de computacion.

Las simulaciones fueron generadas resolviendo numéricamente por el método de Runge-Kutta las
ecuaciones diferenciales 1-4 utilizando las condiciones iniciales descritas en la ecuacién 5 y la ayuda del
paquete de programas Matematica (Version 3.0 Wolfram Research Inc., Champaign, IL, EUA). Para dichas
simulaciones fueron utilizados los valores de los pardmetros que se describen en la Tabla 7.

La resoluciéon por métodos numéricos conduce a la obtencién de las curvas de concentracion del anticuerpo
en funcién del tiempo en el plasma, y la concentracién total CTy la unida CB en cada uno de los érganos y
tejidos (plasma, tumor, higado y piel).

Para el caso de los tejidos y los érganos (plasma, tumor, higado y piel) se obtienen funciones de las curvas
de concentracién en funcién del tiempo dependiente fundamentalmente de los pardmetros F(D, Kp, Bo, t),
velocidad de aclaramiento D, constante de disociacién del anticuerpo por su receptor Kd y del namero de
moléculas de EGF-R en cada célula del 6rgano o tejido Bo. Integrando las funciones que describen las
curvas de concentracién en funcién del tiempo para la concentraciones de unién Cs de cada érgano o tejido
(tumor, higado y piel) en el tiempo se obtiene el area bajo la curva (AUC). La AUC se puede asumir como
un subrogado del efecto farmacodindmico del anticuerpo en ese tejido y va a depender fundamentalmente
de la constante de disociacién del anticuerpo por su receptor Kd y del nimero de moléculas de EGF-R en
cada célula del érgano o tejido Bo.

Una vez que se tienen los valores de AUC para cada érgano o tejido (tumor, higado y piel) para un valor
determinado de la constante de disociacion se puede obtener la dependencia de los valores de AUC en
funcién del valor de la constante de disociacién del anticuerpo Kb por su receptor.

Para realizar las simulaciones se utilizaron valores que son caracteristicos de los anticuerpos monoclonales
anti-EGF-R. Para la cinética de aclaramiento en plasma, piel, higado y tumor se utilizaron los valores
obtenidos en los estudios de farmacocinética y biodistribucién del anticuerpo en pacientes con tumores de
origen epitelial después de una administracion en forma de infusién durante 30 minutos.
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La simulaciéon que se presenta en la Figura 12 muestra el comportamiento del aclaramiento en plasma (Cy),
y las concentraciones de union (Cs) en piel, higado y tumor después de la administracion en forma de
infusién cuando la concentracién inicial en plasma es 100 nM. Los valores de Kb se fijaron como 109 M y los
valores de Bo para la piel, higado y tumor fueron 104 10¢ y 10° moléculas de EGF-R por célula,
respectivamente. La concentracion en plasma C, inicialmente decrece a una velocidad muy rapida en la
primera fase, seguido por un transcurso mds lento de decaimiento en forma bi-exponencial. Las
concentraciones de unién Cg en el tumor, higado y piel aumentan con el tiempo desde un valor inicial igual
a cero hasta que alcanzan el valor maximo de saturacién como se muestra en la Figura 12.

Las simulaciones fueron realizadas por un periodo de 720 horas seguido de la infusién, que cubrieron un
lapso de tiempo tipico al que se utiliza en los protocolos de ensayos clinicos con los anticuerpos
monoclonales, quiméricos, humanizados y totalmente humanos (5, 7,13).

Tabla 7. Resumen de los parametros utilizados en las simulaciones.

Parametro Simbolo Valor utilizado
Constante de disociacion Ko(M) 453 £1.05 x 109
Concentracion inicial en plasma Cpo (nM) 100.0
No. de moléculas de EGF-R por célula
Tumor Bomy 106
Higado Bowi 104
Piel Bori 104
Velocidades de aclaramienl|:o
Plasma D (h1) 2.89x 103
Tumor DTu (ht) 244 x 103
Higado DHI (h1) 7.33 x 102
Piel Dpi (h1) 1.95x 102
Volumen
Plasma Ve (L) 5.0
Tumor Vru (L) 0.005
Higado VHi (L) 1.5
Piel VPi (L) 4.0

Para aplicaciones terapéuticas con anticuerpos monoclonales las dosis que se utilizan normalmente se
encuentran en los rangos que se acercan a la saturacion de los sitios de unién del anticuerpo a los receptores
presentes en el tumor.
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Figura 12. Simulaciéon del modelo farmacocinético que muestra la curva de aclaramiento plasmatico C, y la
cinética de acumulacion expresada a través de la concentracion de unién CB en el tumor, el higado y la piel
del anticuerpo monoclonal humanizado h-R3. La concentraciéon en plasma C, decae bi-exponencialmente,

mientras que las concentraciones de unioén CB crecen hasta que se alcanza la saturacién de los sitios de unién
al EGF-R.

Integrando en el tiempo las curvas de concentracién en el tiempo para el aclaramiento en plasma y la
acumulacion en el higado, la piel y el tumor representadas en la Figura 12, se obtiene el area bajo la curva
(AUC) para el plasma, el higado, la piel y el tumor. El AUC se puede asumir como un subrogado del efecto
farmacocinético del anticuerpo en ese tejido.

Una vez obtenido el AUC para el plasma, el higado, la piel y el tumor para valores fijos de la constante de
disociacion del anticuerpo y del nimero de moléculas de EGF-R por célula en cada tejido, se obtuvo
utilizando el modelo la dependencia del efecto farmacocinético AUC de los valores de la constante de
disociacion ko como se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Dependencia del efecto farmacocinético AUC o farmacolégico en el tumor y los tejidos normales
cuando varia la constante de disociacién Kb de anticuerpos anti-EGF-R para las dosis de 100 mg (A) y 200

mg (B).

El modelo predice que existe una dependencia entre el efecto farmacocinético, la farmacodinamia del
anticuerpo en el tumor y los tejidos normales, donde para afinidades con valores intermedios (10 y 10 © M)
ocurrird el méximo efecto (una alta acumulacién en el tumor
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y muy baja en los tejidos normales el higado y la piel), mientras que para los anticuerpos con afinidades
bajas KD < 107 M, tendran una acumulacién muy baja en el tumor y los anticuerpos con una afinidad muy
alta (KD mayores que 1010 M) inducirdn una acumulacién rapida en los tejidos normales (el higado y la
piel) reduciendo de nuevo el indice terapéutico como se muestra en la Figura 13.

Otro tipo de andlisis que deriva de las aplicaciones del modelo radica en que el modelo predice el
comportamiento del AUC o efecto farmacocinético en dependencia de la dosis que se administra Figura 14.
Como se muestra en la Figura 14 con el aumento de la dosis se obtiene una dependencia no lineal en el
AUC dado que a concentraciones mayores de 200 mg se obtiene la saturaciéon de la mayoria de las
moléculas de EGF-R por célula en los tejidos normales como la piel y el higado y queda mayor cantidad de
anticuerpo libre, que aunque los mecanismos de degradacién del organismo operan sobre éste, el tumor
tiene mayor disponibilidad del anticuerpo libre no unido a los tejidos normales en los diferentes
compartimientos.
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Figura 14. Dependencia no lineal del efecto farmacocinético AUC o farmacolégico en el tumor y los tejidos
normales con el aumento de las dosis para 100 mg (A), 200 mg (B) y 400 mg (C) cuando varia la constante
de disociacion Kb de anticuerpos anti-EGF-R.

Para el caso del anticuerpo TheraCIM h-R3 se estima una razén terapéutica mucho mayor que 1 sin llegar a
la saturacién de los tejidos normales, para el ERBITUX aproximadamente de 1y para el ABX-EGF menor
que 1, estos dos altimos con saturacién de tejidos normales.

IV.DISCUSION GENERAL.
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Durante los altimos afios a través de estudios clinicos se ha podido demostrar que anticuerpos monoclonales
y otras entidades bioldgicas dirigidos contra antigenos que se encuentran expresados en diferentes tejidos
normales del organismo pueden ser efectivos en el tratamiento del cancer. Uno de estos antigenos es el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF-R), cadena polipeptidica simple formada por 1186 amino
acidos (76-82). Aunque las células normales de los epitelios también expresan el EGF-R, el elevado ntiimero
de receptores en las células tumorales confiere un grado de especificidad como blanco para la terapia. Por
ende las células tumorales pueden, proporcionalmente, unir mayor cantidad de moléculas de anticuerpo.
Varios anticuerpos monoclonales anti-EGF-R que reconocen diferentes epitopes del EGF-R han sido
desarrollados utilizando dos aproximaciones fundamentales. Una aproximacién ha sido la de obtener
anticuerpos dirigidos contra la variante salvaje de receptor (1, 5, 6, 50, 51, 74) y la otra contra el nuevo
epitope que es creado por un desdoblamiento alternativo en la variante mutada del EGF-RVIII (83).

Aunque se ha trabajado intensamente en esta area, no existen todavia herramientas de evaluacion
cuantitativa que permitan la caracterizacién del EGF-R como blanco para la terapia especifica del cancer.
Dentro de las limitantes mds comunes para lograr una terapia exitosa de las enfermedades malignas
utilizando anticuerpos monoclonales se incluyen, la dosis de anticuerpo que se utiliza y el esquema de
administracion, la vida media en sangre de los anticuerpos y su rapido aclaramiento plasmaético,
demostrado en muchos estudios clinicos (5, 7, 13, 74, 84, 85). La presencia de antigenos circulante, la pobre
penetrabilidad en los tumores de moléculas de alta peso molecular, dentro de las que se encuentran los
anticuerpos y la forma en que estas moléculas son metabolizadas y catabolizadas por los 6rganos del
sistema del reticulo endotelial (86).

Para resolver estas limitantes y lograr mayor acumulacién, penetracién en los tumores, mejor aclaramiento
plasmatico y una mayor retencién en los tumores, se requiere generar anticuerpos monoclonales con
caracteristicas fisicas, bioquimicas e inmunolégicas adecuadas para el desarrollo de una buena terapia. Es
necesario también desarrollar nuevas estrategias para aumentar la eficacia de los tratamientos
inmunoterapéuticos (86).

Esta tesis tuvo dentro de sus propésitos fundamentales la evaluaciéon farmacodinamica del receptor de EGF
como blanco para la terapia especifica del cancer.

4.1 Marcacion del anticuerpo h-R3 con 188Re y 9mTg,

La utilidad clinica del diagndstico por medio de imagenes y la terapia del cancer fue bien establecida al
realizar la marcaciéon de los anticuerpos monoclonales con isétopos radiactivos como el «ii, el min y el 1231
(87-89).

Aunque en un inicio fueron muy utilizados los isé6topos antes mencionados se han hecho grandes esfuerzos
en la basqueda métodos eficientes para el mareaje de anticuerpos y sus fragmentos con 18Re y %mTc (62, 90-
92).

En el presente trabajo se han obtenido sondas radiactivas del anticuerpo monoclonal h-R3 marcado con 88Re
y #mTc, con una alta actividad especifica, que reconoce in vitro e in vivo al
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antigeno presente en células de carcinomas de origen epitelial, y que en términos de estabilidad, es una
sonda radiactiva estable a temperatura ambiente en solucién salina fisiolégica después de realizada la
marcacion.

En estudios de estabilidad in vitro en los cuales la sonda radiactiva fue sometida a retos con 100 mM de
DTPA vy cisteina, a concentraciones en varios 6érdenes de magnitud mads altas que los niveles fisiol6gicos, no
ocurre disociacién o pérdida del renio o el tecnecio acoplado al anticuerpo. Estos estudios mostraron que el
h-R3 marcado con 88Re y mTc es estable en DTPA, y que mas del 92 % de la radiactividad permanece
asociada al anticuerpo durante 1 h de reto a 37 °C. Sin embargo cuando el reto se realiza frente a 100 mM de
cisteina bajo las mismas condiciones, ocurre una transquelacién del 85 % de la radiactividad del anticuerpo
hacia la cisteina después de 1 h a 37 °C (62). Estas concentraciones de cisteina utilizadas en los experimentos
de reto fueron 1,000 veces mas altas que las concentraciones normales de cisteina en el suero y los tejidos
(64).

Aparentemente en el suero humano parece que existen sustancias antioxidantes que retardan o protegen la
formacion u oxidacion del 188Re a perrenato. El aumento de la estabilidad de los anticuerpos monoclonales
marcados con 8Re en el suero ha sido reportado previamente por Griffiths y cols. (90).

Experimentos de reconocimiento inmunolégico en células H-125 medido a través de la técnica de Citometria
de Flujo demostraron que més del 85 % de las células eran reconocidas por el h-R3 acoplado al 18¢Re y
ocurria la unién del anticuerpo marcado con el is6topo radiactivo a su antigeno expresado en la membrana.
Estos valores son similares a otros reportados en la literatura (62, 90-92). En el caso de la sonda radiactiva
del 9mTc-h-R3 el reconocimiento inmunoldgico se determiné utilizando el ensayo de los radiorreceptores
(52, 53). El ajuste de las curvas de desplazamiento del 12°I-EGF por el 9mTc-h-R3 permitieron determinar los
valores de concentraciéon de anticuerpo que producen un desplazamiento del 50 % del 125I-EGF. Estos
valores resultaron similares para ambos anticuerpos: 5.81 pg/mL y 5.53 pg/mL para el anticuerpo nativo y
para el anticuerpo reducido, respectivamente (52, 53).

4.2 Estudios de biodistribucién en modelos de animales experimentales
4.2.1 Biodistribucidn en ratones atimicos con xenoinjertos de lineas tumorales humanas

Determinacion de la constante de disociacion.

Desde la introduccion de los procedimientos de ELISA para la medicion de la constante de disociaciéon de las
reacciones de los complejos antigeno-anticuerpo se ha extendido el uso de estos (93, 94).

En el presente trabajo se emple6 una fase sélida para la adhesién de las células H-125 adenocarcinoma de
pulmoén, A431 carcinoma epidermoide de vulva y MDA-MB-468 carcinoma de mama que fueron utilizadas
en los ensayos de unién en equilibrio para la determinacién de la constante de disociaciéon por el EGF-R del
anticuerpo humanizado h-R3.

La cinética en fase sélida de las reacciones antigeno-anticuerpo difiere significativamente de la cinética de
los métodos clésicos en fase liquida utilizados inicialmente para estos propoésitos (93). El método utilizado
en el presente trabajo para medir la constante de disociacién en fase sélida
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estima directamente la afinidad del anticuerpo por su antigeno (EGF-R) presente en la membrana de las
células fijadas previamente a esta fase. Este método para la mediciéon de la afinidad utiliza una densidad de
moléculas de EGF-R por célula constante, mientras que el anticuerpo se usa en diluciones doble seriadas
(94).

Los valores de la constante de disociacién obtenidos como resultado de este estudio corroboran las
mediciones previas de la constante de disociacion de los anticuerpos anti-EGF-R murino ior egf/r3 (50, 51) y
el humanizado h-R3 (48) realizadas utilizando el radioinmunoensayo y el de ensayo de radiorreceptores (48,
50, 51).

Biodistribucion en ratones con xenoinjertos de lineas de tumores humanos.

Desde el primer reporte del uso exitoso de los ratones atimicos para el crecimiento de tumores humanos
xenoinjertados, la disponibilidad de estos sistemas animales representé una herramienta de gran valor en el
estudio in vivo de muchos aspectos de los tumores humanos (95, 96). La mayoria de los tumores que crecen
en los ratones atimicos mantienen sus caracteristicas morfolégicas y biologicas. La similitud entre el
comportamiento de estos tumores en un hospedero natural y un ratén atimico, ha demostrado el valor
potencial de este sistema animal para el estudio de los tumores humanos (97, 98).

Para los estudios de inmunolocalizacion en tumores del anticuerpo humanizado h-R3 marcado con 8Re se
selecciond el modelo de ratones atimicos xenoinjertados con las lineas celulares de tumores humanos U-87
glioblastoma multiforme, H-125 adenocarcinoma de pulmoén, A431 carcinoma epidermoide de vulva y
MDA-MB-468 carcinoma de mama. En estos estudios no se observé acumulacion estadisticamente
significativa en los 6rganos normales.

La acumulacién en el tumor provoca un mayor impacto en la biodistribucion en érganos normales para el
caso de la linea celular MDA-MB-468, linea con una mayor expresion de moléculas de EGF-R por célula, el
anticuerpo se acumula en un mayor % DIl/g de tejido en el tumor, lograndose un (20.01 + 5.77) % Dl/g a las
24 h después de la administracion, pero al mismo tiempo los porcientos en los restantes érganos normales
también fueron mas altos si se comparan con los porcientos alcanzados cuando los tumores fueron de otras
lineas celulares como se observoé en la Tabla 3.

En experimentos con xenoinjertos de cuatro lineas diferentes de tumores humanos, que expresaban
diferentes densidades de moléculas de EGF-R por célula, U-87 (5.0 x 104), H-125 (2.0 x 105), A431 (2.0 x 10¢) y
MDA-MB-468 (3.6 xlO¢) se pudo constatar que una concentracion mas alta (% DI/g de tejido)
estadisticamente significativa (p < 0.05) comparada con los otros tumores fue alcanzada en los tumores
MDA-MB-468 que tenian, 72, 18 y 1.8 veces mayor nimero de moléculas de EGF-R por célula que los
tumores U-87, H-125 y A431 respectivamente. Los datos de acumulacion en el tumor para este anticuerpo
anti-EGF-R h-R3 sugieren que existe un umbral en el nimero de moléculas de EGF-R por célula por encima
del cual este anticuerpo con una constante de disociacion en su uniéon al EGF-R de 4.53 £1.05 x 10 mol/L se
une a las células tumorales que expresan el EGF-R in vivo y se acumula en los tumores xenoinjertados. Esta
acumulacion preferencial en el tumor, que no era evidente que se produjera una vez que el anticuerpo fuera
transformado a su version humanizada, valida la utilidad practica del anticuerpo para la radiolocalizacion
de tumores que expresan el EGF-R.
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Estudios de biodistribucion (99) realizados con otros anticuerpos anti-EGF-R marcados con isétopos
radiactivos en ratones atimicos con xenoinjertos de lineas de tumores humanos para el caso del anticuerpo
C225 acoplado a DTPA y marcado con 1In en tumores de A431, MDA-MB- 468 y de carcinomas mamarios
MCF-7 han mostrado que la acumulacién en el tumor A431 a las 72 h después de administrado el producto
fue de (28.0 £ 2.4) % DIl/g de tejido y el contenido de anticuerpo en el resto de los tejidos normales fue
menor que la acumulacién en los xenoinjertos, el higado y la sangre mostraron (4.7 + 0.7) % y (6.7 £ 0.5) %
DI/ g, respectivamente.

Otros estudios en ratones atimicos con xenoinjertos de tumores A431 realizados con los anticuerpos anti-
EGEF-R, el anticuerpo murino ior egf/r3 y el humanizado h-R3 marcados con ¥mTc (53) mostraron que a las 4
h después de la administracion del compuesto la acumulacién en el tumor fue de (6.14 £+ 2.50) y (5.06 + 2.61)
% Dl/g para el ior egf/r3 y el h-R3 respectivamente, el contenido de anticuerpo medido en los tejidos
normales fue menor que la acumulacién en el tumor, el higado y la sangre mostraron (3.11 + 0.1) y (29.30 +
8.11) % Dl/galas4 hy (1.95 +1.03) y (15.27 £ 1.46) % DIl/g para el ior egf/r3 y h-R3, respectivamente. Sin
embargo, a las 24 h después de la administracion, el contenido de anticuerpo en el tumor se mantuvo mas
alto que en el resto de los tejidos normales ensayados.

4.2.2 Biodistribucion en ratones normales Balb/c y primates no humanos

Biodistribucion en ratones normales Balb/c

En estos estudios de biodistribucién en la mayoria de los érganos y tejidos, con excepcién de la sangre, el h-
R3 mostré una acumulacién minima y un rdpido aclaramiento en comparacién con otros anticuerpos
monoclonales ya sean quiméricos o humanizados (100).

El incremento de la acumulacion del producto a las 24 h después de la administracion en los rifiones sugiere
que el aclaramiento esta ocurriendo a través de las vias urinarias y la baja actividad o falta de acumulacién
en el higado y el intestino delgado sugiere que el mayor porciento del aclaramiento del producto no ocurre a
través de la ruta hepatobiliar-intestinos.

En estudios realizados con ratones Balb/c utilizando otros anticuerpos humanizados (101) se demostré que
no existe union especifica en tejidos normales y si en los tumores. En estos experimentos los autores
concluyen que la captacion que se observa en algunos tejidos normales pertenecientes al sistema del reticulo
endotelial después de los 48 h de administrada la sonda radiactiva estd dada por uniones no especificas de
las regiones Fe del anticuerpo (101).

En ensayos de biodistribuciéon en ratones de la misma cepa Balb/c realizados con el anticuerpo humanizado
anti-Lewis Y (hu35193) se demostré que aunque existe expresion del antigeno Lewis Y en las glandulas
gastricas del estomago y en las glandulas basales del intestino delgado de estos ratones no se observé
aumento de la captacion especifica en el intestino delgado de los ratones Balb/c (102). La presencia del
antigeno Lewis Y en estas glandulas implica un patrén de distribucién en tejidos humanos normales muy
similar al reportado previamente a través de estudios de inmunohistoquimica con otros anticuerpos anti-
Lewis Y (103).

Si en lugar de evaluar otros anticuerpos humanizados que son irrelevantes a la especie en estudio,
empleamos la IgG humana, se observa que en un transcurso de tiempo similar al utilizado en el presente
trabajo autores han reportado que la sonda radiactiva 12°I-IgG humana
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hasta las 48 h después de la administracion en ratones Balb/c no se acumula en los tejidos normales (104)

En estudios cuando se utilizé el anticuerpo murino ior egf/r3 que sirvié de parental para la obtencién de
este anticuerpo h-R3 en ratones de la misma cepa se demostré que tampoco ocurria acumulacién en los
tejidos normales (105).

Biodistribucion en primates no humanos.

El compuesto h-R3 acoplado al 18Re, que por vez primera se utilizaba en primates no humanos para
estudios de farmacocinética y biodistribuciéon tuvo un aclaramiento plasmético con una cinética bi-
exponencial con un tiempo de vida media para la fase inicial o fase alfa de 3.63 + 2.93 h, que representa en
parte la distribucioén entre los compartimientos vasculares y extravasculares del compuesto h-R3 acoplado al
188Re, y un tiempo de vida media para la segunda fase o fase beta de 42.19 + 7.54 h, que representa la
eliminacién, aclaramiento y catabolismo del h-R3 acoplado al 188Re completamente equilibrado entre los dos
compartimientos. Los tiempos de vida media obtenidos en el presente estudio fueron consistentes con
estudios previos realizados con otros anticuerpos quiméricos y humanizados en otros modelos de animales
experimentales (6,106-108). Estudios publicados recientemente han mostrado un tiempo de vida media para
la fase terminal de 45 h para el anticuerpo monoclonal humanizado CTMOI (109).

La biodistribucién del h-R3 acoplado al 188Re en los monos babuinos fue comparable a la lograda en otros
estudios con el anticuerpo humanizado 425 marcado con 23] (107) y a la del anticuerpo quimérico B72.3
marcado con %] (110).

La expresion de EGF-R en varias especies de monos (Cynomolgus, Verdes, Rhesus y Babuinos) tiene el 90 %
de homologia con la expresién de este receptor en el higado de los humanos. Los altos niveles de excreciéon
del compuesto durante las primeras horas a través de los rifiones pudiera estar relacionado con diferentes
razones debido a: (i) alto metabolismo en los monos que pudo provocar que parte del 188Re se transquelatara
a especies de bajo peso molecular en el suero, (ii) origen y caracteristicas de los monos, (iii) el patrén de
glicosilacién de la molécula que pudo conducir a diferencias en el catabolismo y (iv) ser una consecuencia
del tipo de is6topo empleado.

4.3 Biodistribucidn en pacientes.

El presente trabajo incluy6é dentro de sus objetivos realizar una caracterizacion preliminar sobre la
disposicién farmacocinética del anticuerpo humanizado anti-EGF-R h-R3.

El anticuerpo h-R3, una IgGi humanizada, en estos pacientes con tumores de origen epitelial en diferentes
localizaciones, tuvo un aclaramiento de la circulacién de los pacientes con una cinética bi-exponencial que
consistié en una fase de distribucién con tiempos de vida media de 2.99 + 4.99, 11.12 + 1.44, 22.56 + 12.26 y
21.83 + 8.49 h y una segunda fase de eliminacién con tiempos de vida media de 62.91 + 61.88, 82.60 + 7.90,
302.95 + 44.14 y 304.51 + 41.23 h para las dosis de 50, 100, 200 y 400 mg respectivamente. Otros anticuerpos
humanizados de la subclase IgGi como el Herceptin (111) también han mostrado similar disposicién
farmacocinética donde
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los tiempos de vida media han sido de 36,103,155, 242 y 373 h para las dosis de 10, 50,100, 250 y 500 mg
respectivamente.

Esta caracterizacion farmacocinética, por el nimero de sujetos analizados en cada grupo de tratamiento es
considerada como preliminar, pero a pesar de esto los pardmetros farmacocinéticos obtenidos a través de los
perfiles sugieren que el anticuerpo presenta una cinética no-lineal de eliminacién (aumento de los valores
del tiempo de vida media y la AUC y disminucién de los valores del aclaramiento sistémico con el aumento
de la dosis). El tiempo de vida media del anticuerpo y el AUC se incrementaron linealmente como se mostré
en las Figuras 7 y 8, y el aclaramiento sistémico disminuy6 con el aumento de la dosis como fue presentado
en la Tabla 5. Este incremento lineal del tiempo de vida media y de los valores de AUC con relacién al
aumento de la dosis se observo solo hasta las dosis de 200 mg, en el intervalo de dosis entre 200 y 400 mg los
valores del tiempo de vida media y del AUC alcanzaron valores de saturacién para el caso del tiempo de
vida media, mientras que el AUC experiment6 una disminucién de su valor.

Los valores de saturacion obtenidos en el tiempo de vida media y el AUC para este intervalo de
concentraciones pudieran estar relacionados con la saturacién sistemica del nimero de moléculas de EGF-R
presentes en los diferentes tejidos del organismo, donde a concentraciones menores 50 y 100 mg, que a su
vez estan relacionadas con la constante de disociacion del anticuerpo, no se alcanza la saturacién de todas
las moléculas de EGF-R que estan expuestas en los diferentes compartimientos de los tejidos, por lo que el
tiempo de vida media y el AUC aumentan linealmente con el aumento de la concentracion.

La ausencia de saturaciéon de la mayor parte de las moléculas de EGF-R presentes en los tejidos normales y
tumor lleva a que exista una menor cantidad de anticuerpo libre que pueda ser degradado por lo que el
tiempo de vida media y el AUC aumentan linealmente con el aumento de la concentracién. Mientras que a
concentraciones crecientes del anticuerpo en el intervalo entre 200 y 400 mg, se constat6 una dependencia no
lineal del tiempo de vida media y del AUC cuando la concentracién aumenta, los valores del tiempo de vida
media del anticuerpo alcanzan los valores de meseta, y el AUC disminuye, similar cambio de fase se observa
en el comportamiento del aclaramiento sistemico.

Este comportamiento cinético no lineal del anticuerpo h-R3 ha permitido justificar la selecciéon del rango de
dosis para maximizar la razén terapéutica para el h-R3. Donde se observa que existe una ventana de dosis
alrededor de la cual a dosis por debajo de los 200 mg el tiempo de vida media no ha alcanzado sus valores
maximos y por encima de los 200 mg como es el caso de la dosis de 400 mg, para la cual el tiempo de vida
media no aumenta linealmente con el aumento de la dosis, este alcanza valores de meseta y ocurre una
inversion de fase como se observé en la Figura 7.

La seleccion de la dosis 6ptima asi como el esquema de tratamiento adecuado es una de las posibilidades
que brinda este tipo de caracterizacién farmacocinética y disposicion farmacoldgica del anticuerpo h-R3
estudiado en el presente trabajo.

Para los estudios de biodistribucién se obtuvieron los datos de la cuantificaciéon realizada en las imagenes
adquiridas en la cdmara gamma. La resoluciéon de la imagenes fue tal, que las regiones de interés (RDI)
pudieron trazarse sobre los 6rganos fuente sin necesidad de administrar un
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radiois6topo adicional para definir las fronteras de los 6rganos (112) o realizar un mapeo del torrente
sanguineo para la substracciéon del fondo (113). Las curvas de tiempo-actividad para cada uno de los
6rganos fuente fueron ajustadas a un transcurso con funciones mono o bi- exponencial utilizando una
regresion no-lineal por el método de los minimos cuadrados. Posteriormente se realiz6 la integraciéon para el
calculo de los tiempos de residencia en cada 6rgano o tejido.

El andlisis cualitativo de las imagenes de cuerpo entero evidencié la existencia de 5 érganos fuente para el
AcM h-R3 en las dosis estudiadas: corazén, higado, rifiones, bazo y vejiga urinaria como se mostr6 en las
Figuras 9y 10.

Para todos los niveles de dosis, el érgano que mostré la mayor captaciéon del h-R3 fue el higado. El AcM se
acumuld en este 6rgano, inmediatamente después de la administracion, alcanzando la absorcién méxima en
la primera hora.

La localizaciéon del producto en el higado inmediatamente seguido de la administraciéon de "mpc-acoplado al
anticuerpo h-R3 como se muestra en la Figura 9 A, ademas de la presencia del EGF-R en las células de los
hepatocitos, se debe a que el higado es el centro de catabolismo de las proteinas, especialmente de las
moléculas marcadas con isétopos radiactivos. El higado, en este caso, acttia como el 6rgano con mayor
numero de sitios de excreciéon y/o catabolismo de los productos radiomarcados y de sus productos de
degradacion. El intestino grueso se visualizé en 5 pacientes luego de 24 h de la administracién. En el caso
del aumento del porciento de la dosis inyectada en los rifiones a las 24 h comparado con los porcientos
después de una hora de administrado el producto sugiere que parte de la excreciéon del producto se realiza a
través de la via urinaria. Los porcentajes de acumulacion en los rifiones y en la vejiga urinaria, se
modificaron ampliamente en dependencia de la evacuacién urinaria.

El perfil de distribuciéon se correspondié con los reportes previos para el anticuerpo murino (2, 3). Las
semejanzas en el patrén de biodistribucién confirmaron que tras el proceso de humanizacién, el AcM h-R3
mantuvo in vivo el patrén original de reconocimiento en tejidos y 6rganos normales, asi como en los
tumores.

4.4 Modelo Matematico para la union cinética de los anticuerpos anti-EGF-R a su receptor

El tratamiento de tumores sélidos es una tarea extremadamente dificil que requiere una comprension
minuciosa de la oncologia clinica, de la anatomia y la fisiologia del tumor, de farmacologia, inmunologia y
sus interacciones (114). Durante la década de los afios ochenta Goldenberg y colaboradores (99) encontraron
que los tumores que tenian més elevados los niveles de expresion de antigenos de membrana (el EGF-R) in
vitro también acumulaban la mayor cantidad de anticuerpo cuando las mismas células tumorales crecian in
Vivo; sin embargo in vivo los niveles de expresiéon del antigeno no fueron medidos.

El modelo utilizado en el presente trabajo predice que para que exista una real acumulaciéon en el tumor
para un anticuerpo con afinidad de 10° M y que esta prevalezca a lo largo del tiempo en experimentos in
Vvivo, el tumor debe tener una densidad de moléculas de EGF-R por célula (Bo) mayor o igual a 105 EGF-
R/cél. Los datos de acumulacién en el tumor para el anticuerpo monoclonal humanizado anti-EGF-R h-R3
mostrados en la Tabla 3 sugieren que existe un
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umbral en el nimero de EGF-R por célula por encima del cual este anticuerpo monoclonal con una
constante de disociacién en la unién al EGF-R en el orden de 10° mol/L se une a las células tumorales que
expresan el EGF-R in vivo y se acumula en los tumores xenoinjertados con las lineas celulares humanas cuyo
nimero de EGF-R por célula es mayor o igual a 105 y por debajo del cual no ocurre unién, ni existe
acumulacion en los tumores xenoinjertados.

Las variables criticas que se espera sean importantes en la interpretaciéon de los resultados de los
experimentos de mediciones de la afinidad lo constituyen la dosis administrada del anticuerpo monoclonal
en cuestion, las concentraciones resultantes en el plasma y las magnitudes de la constante de disociacion ko
1s). Para la mayor parte de las dosis administradas en aplicaciones terapéuticas experimentales, las
concentraciones resultantes en el plasma ( entre 10- 200 nNM) son mayores que 1Koy por ende se encuentran en
la parte de la meseta, en la porcién no dependiente de la concentracion de la isoterma de unién de Langmuir
del anticuerpo para un AcM con ko mayor que 5 x 10 8 mol/L. Consecuentemente, no se esperaria un gran
efecto en la acumulacién en el tumor incrementando la afinidad del AcM, especialmente para anticuerpos
con KD > 10°mol/L (114).

El modelo predice una vez obtenida la AUC para el plasma, el higado, la piel y el tumor, con valores fijos de
la constante de disociaciéon del anticuerpo y del nimero de moléculas de EGF-R por célula en la piel, el
higado y el tumor, como se mostré en la Figura 13, que existe una dependencia entre el efecto
farmacocinético, la farmacodinamia del anticuerpo, y la afinidad, donde para una afinidad con valores
intermedios (108 y 10 M) ocurrird el méximo efecto (una alta acumulacion en el tumor y muy baja en los
tejidos normales como el higado y la piel), mientras que los anticuerpos con una baja afinidad, tendran una
acumulacién muy baja en el tumor y los anticuerpos con muy alta afinidad, inducirdn una acumulacion
rapida en los tejidos normales (el higado y la piel) reduciendo de nuevo el indice terapéutico como se
mostré en la Figura 13.

Sin unién especifica, sin embargo, la concentracion del AcM en el tumor no seria mayor que la concentracion
en el plasma, es decir una afinidad muy baja se ve claramente que no seria ttil. Otros autores han reportado
que una alta afinidad del anticuerpo a una dosis dada tiende a disminuir la percolacién del anticuerpo
porque existen muy pocas moléculas de anticuerpo libres. Como resultado, se obtiene una distribucién mas
heterogénea y la concentraciéon promedio del anticuerpo en el tumor no aumenta linealmente con la afinidad
(114,115).

El modelo explica una selecciéon adecuada de la dosis que posibilitaria un mayor indice terapéutico y la
optimizaciéon de la dosis y efecto sobre tejidos normales y el tumor como se observé en la Figura 14. Al
analizar el concepto farmacodindamico de Antigeno Tumor Asociado, sobre todo de los antigenos
relacionados con la familia de receptores de membrana, con el modelo se introduce un cambio de
paradigma porque predice que existe una ventana de afinidad y una ventana de dosis para maximizar el
indice terapéutico cuando son utilizados anticuerpos anti-EGF-R.

En el modelo desarrollado predice que un incremento de la afinidad no lleva a un aumento lineal de la
acumulacién en el tumor, valido para otros anticuerpos generados contra el receptor como, el ERBITUX
(C225) (5, 85) y el ABX-EGF (84).
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Finalmente, con el modelo se corrobora teéricamente porque el anticuerpo h-R3 con afinidad un orden maés
baja que la del ERBITUX y dos orden mas baja que la del ABX-EGF tiene un alto efecto terapéutico en
pacientes, una acumulacion diferencial entre tejidos normales y tumores in vivo y no provoca reacciones
alérgicas y toxicidad dermatolégica en piel. Para el h-R3 se alcanza un indice o razén terapéutica > 1 sin
tener que llegar a la saturacion de las moléculas de EGF-R presentes en los tejidos normales como la piel y el
higado como se muestra en la Figura 14, sin embargo para los anticuerpos ERBITUX y ABX-EGF bajo las
mismas condiciones la razon terapéutica es <1 (Figura 14) y para que se alcance una razén terapéutica > 1 es
necesario la administracién de altas dosis de anticuerpo como se observa en la Figura 14. Tras el tratamiento
con los AcMs ERBITUX (C225) (Kp =10-10 M) (9) y ABX-EGF (Kp =10-1 M) (116) o los pequefios inhibidores
de la actividad quinasa asociada al EGF-R, tales como el IRESSA (117) y el Tarceva (8) se han detectado
reacciones alérgicas tales como rash de tipo acné, foliculitis, diarrea, reacciones alérgicas y neumonitis
intersticial, que pueden llegar a ser severas o muy severas. Mds adn, para algunas drogas como el AcM
ERBITUX (C225) y Tarceva (OSI 774), se ha reportado la existencia de correlacion entre la respuesta anti-
tumoral, la sobrevida y la presencia de reacciones en piel; en consecuencia se ha propuesto que la aparicion
de rash cutaneo es un marcador subrogado del bloqueo de EGF-R (118,119). A lo que estos autores no hacen
mencién en su presentacion es a que aquellos pacientes que mayor sobrevida tuvieron, fueron los pacientes
respondedores y como criterio de los protocolos, los pacientes que hacian respuesta al tratamiento con estas
drogas continuaban recibiendo los beneficios del tratamiento y por consecuencias fueron los que mayor
nimero de reacciones de rash cutaneo tuvieron y con mayor intensidad.

El modelo matematico farmacodindmico de la interaccion cinética de anticuerpos especificos contra el EGF-
R en tejidos normales y tumor, que es valido para aquellos anticuerpos que reconocen antigenos expresados
en tejidos normales y tumorales y donde el efecto farmacodindmico depende de la expresiéon del blanco
antigénico, de la afinidad del anticuerpo, de la dosis administrada y de su tiempo de vida medio confirma
que existe una ventana de afinidad que puede explotarse terapéuticamente, donde los anticuerpos con
afinidad intermedia (108 - 10° M) para el EGF-R muestran una acumulacion preferencial en tejidos
tumorales, con alta expresion de la proteina diana > 105 receptores por célula, con relaciéon a 6rganos
normales que también expresan el antigeno en menor proporcion.

Otras diferencias relativas a la especificidad epitépica de los anticuerpos y los cambios resultantes en la
sefializacion del receptor, no pueden desestimarse para explicar la ausencia de reacciones dermatolégicas
tras el uso del h-R3.

Este modelo farmacocinético que describe las interacciones y union cinética de anticuerpos anti- EGF-R a su
receptor en tejidos normales tales como la piel y el higado y en el tumor es una simplificacién matemaética de
muchos aspectos muy complejos que gobiernan las interacciones y la localizacion en los tejidos normales y
el tumor de los anticuerpos con sus receptores una vez que son administrados en forma de inyeccién en bolo
i.v o en infusién. Por ejemplo, el modelo no contiene ninguna informacién sobre la distribucién espacial del
anticuerpo dentro del tejido tumoral, si existen regiones del tumor que estan distantes de los capilares, o
tienen muy baja perfusion o es un tejido que ha hecho necrosis, entonces el volumen a que puede acceder el
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anticuerpo es menor que el volumen intersticial total del tumor, que se considera en el modelo. Desarrollar
un modelo que incluya la distribuciéon espacial dentro del tumor, llevarfa a la confusién y a tratar de
incorporar informacién sobre capilaridad, presiones, gradientes, perfusion dentro del tumor, informacién
que generalmente no esta disponible o no esta bien caracterizada.

V.

VI.

CONCLUSIONES.

Se obtuvieron sondas radiactivas del anticuerpo h-R3 marcado con 18Re y el ¥mTc, con buena
actividad especifica, estabilidad en el tiempo y capacidad de reconocimiento por el EGF-R que
permitieron realizar la evaluacién farmacoldgica del anticuerpo en los diferentes modelos
experimentales y pacientes.

Para el anticuerpo h-R3 con una Kb en el orden de 10° M se necesita un minimo de 105 moléculas de
EGF-R / cél. para que exista una acumulacién diferencial entre tejidos normales y tumor y se
obtengan razones terapéuticas mayores que 1.

El anticuerpo h-R3 no se acumula en los érganos normales en los modelos experimentales
estudiados. En aquellos 6rganos diana en los que hubo una acumulacion inicial como el higado, fue
producto del catabolismo, y en el caso de los rifiones producto de la excrecién que ocurre en este
organo.

El anticuerpo h-R3 presenta una cinética no-lineal de eliminacién y a partir de la dosis de 200 mg
ocurre una inversion de fase, se logra la saturaciéon de los receptores y los tiempos de vida media
alcanzan valores de meseta.

El comportamiento cinético no lineal del anticuerpo h-R3 permitio justificar la seleccion del rango de
dosis 6ptima de tratamiento entre 200 mg y 400 mg para maximizar la razén terapéutica en
pacientes.

El modelo matematico farmacodindmico de la interaccion cinética de anticuerpos especificos contra
el EGF-R sugiere 2 predicciones contra-intuitivas: (i) existe una ventana de afinidad entre 10 y 10¢
M (estimada tedricamente) donde hay una acumulacién diferencial y se maximiza la razén
terapéutica entre tumores que sobre-expresan el EGF- R y tejidos normales; y (ii) anticuerpos con
afinidades mayores que 10 M, paradéjicamente, requieren dosis mayores para tener un efecto anti-
tumoral, pero que coincide con la saturacion total en los tejidos normales y un maximo de toxicidad.

RECOMENDACIONES.

Realizar mediciones precisas de la constante de disociacion KD del anticuerpo h-R3 utilizando la
técnica de Biacore que ya estd disponible en el pais.

Ampliar la evaluaciéon farmacolégica del anticuerpo h-R3 a través de estudios de farmacocinética y
biodistribucién en modelos de animales experimentales y en pacientes con tumores de origen
epitelial a dosis repetida con el objetivo de determinar los parametros cinéticos dentro de los que se
encuentran los tiempos de vida media, las concentraciones de estados estacionarios y el
aclaramiento.
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3. Realizar estudios de farmacodinamia en pacientes utilizando biopsias de tejido normal (piel) y del tumor
para realizar mediciones de: (i) nivel de expresion del EGF-R entre tejido normal y tumoral, (ii)
Inhibicién de la cascada de sefializacion del EGF-R y (iii) determinaciéon de la concentracién de
anticuerpo entre tejido normal y tumoral para comprobar experimentalmente que existe una
acumulacion diferencial.
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VIII. ANEXOS

8.1 Anexo 1: Publicaciones relacionada

La caracterizacion farmacoldgica a través de estudios de farmacocinética y biodistribucion del h- R3 en

modelos de animales experimentales y en pacientes ha dado lugar a 6 publicaciones y otras 5
relacionadas aparecidas en revistas de alto indice de impacto.
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and Humanized h-R3. Iznaga-Escobar N., Luis I., Izquierdo JC., Suarez L., Figueredo R.,
Morales D., Gémez JA, and Pérez R. European Journal of Nuclear Medicine (Abstract PS-
735) 25/8, p. 1167.

10thWorld Congress on Immunology. New Delhi, India November 1-6,1998.

11th International Symposium on Radiopharmacology. St Louis, Misssouri, USA June 24- 27,1999



a) Conferencia: Regulation of Epidermal Growth Factor Receptor Expression in Human Cancer Cell
Lines using 2-Deoxy-D-Glucose and the humanized Monoclonal Antibody h-R3. I1znaga-Escobar
N, Jain V, Figueredo R, DPérez. Proceeding of 11th International Symposium on
Radiopharmacology (Abstract), p.16.

XXVII Annual Meeting of the Spanish Association of Nuclear Medicine. May 24-27, 2000. Puerto La
Cruz, Tenerife, Spain.

XVI European Association of Cancer Research Meeting. May 30 - June 3, 2000, Thesaloniki, Halkidiki,
Greece.
a) Sesion de cartel: Regulation of Epidermal Growth Factor Receptor Expression in Human
Cacner Cell Lines using 2-Deoxy-D-Glucose and the humanized Monoclonal Antibody h-
R3. Iznaga-Escobar N, Jain V, Figueredo R, Pérez.
b) Sesion de cartel:. 18Re-Labeled Anti-Human EGF-R Antibodies Murine ior egf/r3 and
Humanized h-R3: Biodistribution and Pharmacokinetics in Monkeys. 1znaga-Escobar N.,
Gonzélez J., Crombet T., Herrera T., Martinez J.R., Lopez A., Morales D., and Pérez R.

VII World Conference on Clinical Pharmacology and Therapeutics. 4t Congress of the European
Association for Clinical Pharmacology and Therapeutics. July 15-20, 2000. Florence, Italy.
a) Sesion de cartel: 18Re-Labeled Anti-Human EGF-R Antibodies Murine ior egf/r3 and
Humanized h-R3: Biodistribution and Pharmacokinetics in Monkeys. 1znaga-Escobar N.,
Gonzélez J., Crombet T., Herrera T., Martinez J.R., Lépez A., Morales D., and Pérez R.
British Journal of Clinical Pharmacology. CPT 2000 (Abstract No. 881), p. 226.
b) Sesion de cartel: Regulation of Epidermal Growth Factor Receptor Expression in Human
Cacner Cell Lines using 2-Deoxy-D-Glucose and the humanized Monoclonal Antibody h-
R3. lIznaga-Escobar N, Jain V, Figueredo R, Pérez. British Journal of Clinical
Pharmacology. CPT 2000 (Abstract No. 961), p. 247.

d) Premios.

En el afio 2000, en Halkidiki, Grecia en el XVI Congreso de la Asociacién Europea de Investigaciones del
Céncer (EACR) en la sesién de cartel la ponencia titulada: Regulation of Epidermal Growth Factor
Receptor Expression in Human Cacner Cell Lines using 2-Deoxy-D- Glucose and the humanized
Monoclonal Antibody h-R3. 1znaga-Escobar N, Jain V, Figueredo R, Pérez obtuvo el premio de Merck
Sharp and Dohme que otorga esta organizacion.

En el afo 1998, en Berlin, Alemania en el VII Congreso Mundial en Medicina Nuclear y Biologia en la
sesion de cartel la ponencia titulada 88Re-Labeled Anti-Human EGF-R Antibodies Murine ior egf/r3
and Humanized h-R3: Biodistribution and Pharmacokinetics in Monkeys. De los autores 1znaga-Escobar
N., Gonzalez J., Crombet T., Herrera T., Martinez J.R., Lépez A., Morales D., and Pérez R. European
Journal of Nuclear Medicine (Abstract PS-602) 25/8, p. 1134 obtuvo el premio al Mejor investigador
Joven.



En la XIV Edicién del Forum de Ciencia y Técnica, la ponencia denominada Anticuerpo Monoclonal h-R3:
"Un nuevo medicamento para el tratamiento del cdncer avanzado" de los autores Pérez R, Mateo C,
Crombet T, Iznaga-Escobar N. y colaboradores obtuvo premio relevante de la comisién de Biotecnologia y
Farmacia.

e) Avales de la novedad cientifica.

La novedad cientifica del h-R3 a escala mundial se encuentra ademés avalada por las patentes concedidas
en 17 paises, incluyendo EUA, Canada, China y la Oficina Europea de Patentes. La patente de obtencién
del AcM h-R3, denominada "Obtencién de un anticuerpo quimérico y humanizado contra el receptor del
factor de crecimiento epidérmico para uso diagnéstico y terapéutico" de los autores Mateo C, Moreno E y
Pérez R, recibi6 en el afio 2002 la medalla de oro que confiere la Organizacién Mundial de la Propiedad
Industrial. Esta ponencia recibi6 ademas el Premio Anual de la Academia de Ciencias de Cuba en el afio
1998.
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