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RESUMEN. EIl anticuerpo monoclonal ior EGF/r3, por sus propiedades bloqueadoras del receptor al fac-
tor de crecimiento epidérmico, presenta propiedadesrelevantes en laterapia del cancer. Serealiz6 su estu-
dio de caracterizacion farmacocinética en ratas Wistar a tres nivelesde dosis: 0,5, 1y 2 mg, bolusi.v. Me-
diante un Andlisis por Radiorreceptor se obtuvieron las concentraciones a diferentes intervalos, desde 30
min hasta 96 h, en réplicas de 5x. L as dosis mayor es se ajustaron a un transcur so bi-exponencial, mientras
gue en la dosis de 0,5 mg sdlo fue posible alcanzar un ajuste mono-exponencial. Se estimar on los parame-
tros caracterigticos y se encontraron diferencias fundamentales en el ty5 (31,66-68,07 h, p<0,05) y en &
CL (1,35-2,68 mL/h, p<0,05). Sereporta una conducta dosis-dependiente. No se reportan altas captaciones
a organos, con excepcion del higado y rifién, érganos asociados al aclaramiento del monoclonal, aunque
sus valores no sobrepasan al 7,03% de radio-actividad/6rgano. Se estudi6 también su farmacocinética en
congjosy perros. Los datos fueron en ambos casos ajustados a transcur sos bi-exponenciales. En ambos se
demuestra una regularidad farmacocinética, sin notables diferencias entre animales, mostrando par ame-
tros confiables para su aplicacion clinica. El tyg alcanzd valores de 35,31 y 34,99 h, respectivamente, lo
cual ratifica su potencialidad para una administracién terapéutica.

SUMMARY. “Pharmacokinetic Disposition and Biodistribution of the Monoclonal Antibody ior EGF/r3 in rats,
dogs and rabhits’. MoAb ior EGF/r3 is well known by its antitumoral properties due to its anti-EGFr action.
This survey was focused on the pharmacokinetic analysis of this drug in three different species, i.e., Wistar rats
(at three dosage: 0.5, 1 and 2 mg), F1 rabbits and Beagle dogs, by bolusiv administration. The serum MoAb con-
centrations in rats were measured by radiobinding assay at several time points ranging from 30 minto 96 h, as 5
replication. At higher doses the pharmacokinetic biexponential decay profiles were fitted according to bicompart-
mental analysis, but at lower 0.5 mg dose the data points were better fitted using a monocompartmental modeling
approach. It was reported the pharmacokinetic parameters with significant differences for ty/,g (31.66-68.07 h,
p<0.05) and CL (1.35-2.68 mL/h, p<0.05); showing a dose- dependence disposition pattern. Tﬁere no exist sig-
nificant uptake of the ®¥mTc- ior EGF/r3 into the organs, but liver and kidney, which are both associated with its
elimination clearance, although their values were not higher than 7.03 percentage of radioactivity/total organ
weight. The pharmacokinetically characterized drug in rabbits and dogs was better fitted to biexponential elimi-
nation pofiles. The regularity of the drug disposition time course was provided in both species, without signifi-
cantly differences between animals. Finally, the elimination half-lives of 35.3 h (rabbits) and 35 h (dogs), sup-
ported its potential for further clinical administration.

INTRODUCCION

El anticuerpo monoclonal (AcM) ior EGF/r3,
una inmunoglobulina de tipo 1gG2a, reconoce
el receptor al factor de crecimiento epidérmico
con una alta afinidad, siendo capaz de inhibir la
union del factor de crecimiento epidérmico
(EGF) a su receptor, con una constante de inhi-

bicién 10° M, y muestra un patrén de reconoci-
miento inmunohistoquimico similar al AcM anti
receptor al factor de crecimiento epidérmico
(anti EGFr) de la firma Amersham 1.

El AcM ior EGF/r3 provoca una inhibicion
del crecimiento sin efectos citotoxicos relevan-
tes, lo que sugiere un papel citostatico por blo-
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gueo de la funcién fisioldgica del EGFr. Ningun
efecto téxico fue observado a dosis acumuladas
mayores de 1 g. Este AcM inhibe la autofosfori-
lacion del receptor, probablemente por bloqueo
de la dimerizacion del mismo 2. Ademas del va-
lor que el ior EGF/r3 puede presentar para con-
firmar el diagnostico de algunos carcinomas es-
camosos y adenocarcinomas, este AcM puede
ofrecer un medio para la evaluacién del poten-
cial proliferativo de tumores humanos, lo que
permite un mayor y mejor pronostico de los pa-
cientes, particularmente aquellos con cancer de
mama y de pulmén 3,

La alta expresion del EGFr en tumores epi-
dermoides poco diferenciados ofrece la posibili-
dad de considerar al anticuerpo como otra via
para el tratamiento oncoespecifico. En este sen-
tido se reportan internacionalmente trabajos
orientados al uso de los AcMs anti-EGFr, simila-
res al ior EGF/r3 47,

La gran aplicacion prevista para los anticuer-
pos monoclonales en general inevitablemente
exige la realizacion de determinados estudios
gue garanticen inocuidad y eficacia, al ser admi-
nistrados a un paciente; de ahi el reclamo, entre
otros, de los estudios farmacocinéticos, preclini-
cos y clinicos. En dependencia del disefio expe-
rimental y sus objetivos, se han reportados para
otros anticuerpos monoclonales estudios precli-
nicos en ratones, ratas, curieles, conejos, perros
y monos 89,

El presente trabajo se orienta a la caracteriza-
cién farmacocinética del AcM ior EGF/r3 en di-
ferentes especies de mamiferos: perros Beagle,
conejos F1 y ratas Wistar, estudiando, ademas,
en esta Ultima, la posible existencia de conduc-
tas dosis-dependientes sobre su disposicion sis-
témica, asi como el establecer su patrén de bio-
distribucion. No obstante, dado que este anti-
cuerpo murino ya encuentra una aplicacion co-
mo método de diagndstico 10, es de interés re-
portar estos valores farmacocinéticos, ya que los
mismos significaran aportes sustanciales al desa-
rrollo posterior de la aplicacion terapéutica, a
partir de una version humanizada de dicho anti-
cuerpo.

Como toda nueva entidad terapéutica, a fin
de definir posteriormente su administracion en
clinica en correspondencia con la regularidad
manifiesta en su conducta de disposicion, las
agencias regulatorias orientan la realizacion de
estudios farmacocinéticos en diferentes especies
animales 11, incluyendo roedores y no roedores,
aunqgue las mismas no sean especies relevantes
para la respuesta farmacodinamica.

246

MATERIALES Y METODOS
Producto a Ensayar

AcM ior EGF/r3, con Kd de 10-° M, obtenido
en los laboratorios del Centro de Inmunologia
Molecular (CIM), La Habana, Cuba; por inmuni-
zacion de ratones con el receptor al EGF, purifi-
cado a partir de una fraccion de placenta huma-
na por una cromatografia de alta afinidad. El
producto ensayado, ior EGF/r3 ®, se correspon-
de a la formulacién comercializada por la firma
CIMAB S.A., Cuba, preparado como inyectable
mediante las Buenas Précticas de Produccidn,
segln los Procedimientos Normalizados de Tra-
bajo de las areas de produccién del CIM. El en-
vase se corresponde a viales que contienen 50
mg de AcM ior EGF/r3 en 10 mL de solucién
buffer, para una concentracion de 5 mg/mL. El
lote empleado se liberd con alta afinidad al
EGFr en tejido fresco por inmunohistoquimica.
Presente menos de 1 pg de DNA por dosis; es-
terilidad y pir6égenos de la solucién de acuerdo
a la USP XXII y ausencia de virus murino por el
listado de la norma ECCMP (I11/859/86"EN) de
la Unién Europea.

Animales de Experimentacion

Se utilizaron ratas machos de la linea Wistar,
de peso aproximado 250 g, 4 conejos machos,
de la linea F1, entre 1,9 y 2,2 Kg de peso, y 5
perros machos, de la raza Beagle, entre 12 y 14
Kg de peso, procedentes del Centro Nacional de
Produccion de Animales de Laboratorio (CEN-
PALAB). Los mismos se mantuvieron en las con-
diciones de cria vigentes en el Bioterio del Cen-
tro de Estudios para las Investigaciones y Eva-
luaciones Biolbgicas (CEIEB), en corresponden-
cia con lo estipulado en los Procesos Normaliza-
dos de Trabajo, para la temperatura (20-22 °C),
humedad (50%), dieta de pienso ratonina, cone-
jilla y para perros, segin proceda, y agua ad li-
bitum, fotoperiodos (12h x 12h) y espacio vital.
Todos los animales se mantuvieron en ayunas
desde la noche anterior, sin restriccion a la toma
de agua. Después de la administracion del far-
maco se les mantuvo libre acceso a la toma de
alimentos y agua.

Experimento Farmacocinético
Ratas

Se realizaron administraciones bolus i.v., a
tres niveles de dosis: 0,5, 1 y 2 mg. de AcM ior
EGF/r3. Después de la administracion, las mues-
tras se tomaron para cada dosis a los siguientes
tiempos: 30 min, 1, 2, 4, 8, 16, 20, 24, 36, 48, 60,
72 y 96 h. Para cada valor de tiempo se tomaron
réplicas de 5 ratas.



Previo a la administracién del AcM y a la to-
ma de muestra, las ratas se anestesiaron con at-
mosfera de éter dietilico. La sangre fue tomada
de la vena cava abdominal y se transfirié a tu-
bos colectores. La obtencién del suero se llevo a
cabo dejando que ocurriera la retraccion del co-
agulo espontaneamente, seguido de 15 min de
centrifugacién a 3000 r.p.m., en centrifuga refri-
gerada Sigma 2k15. El suero se transfirié a tubos
destinados a la cuantificacién del AcM.

Conejos

El farmaco se administr6 a una dosis de 3
mg, mediante administracion bolus i.v. Tanto
para la administracion de la dosis como para la
toma de muestra, los animales se colocaron en
cepos, a fin de garantizar su inmovilidad. La ad-
ministracion del AcM se realiz6 por la vena mar-
ginal de la oreja e igualmente para la recolec-
ciébn de muestras sanguineas, pero correspon-
diendo a la vena de la oreja opuesta.

Se establecieron tiempo de medicién de 5,
10, 15, 25, 45 min, 1, 1,5, 2, 4, 8, 12, 16, 24, 28,
36 y 48 h posteriores a la administracién. La
sangre recolectada se transfirié a tubos colecto-
res y seguidamente se mantuvieron a temperatu-
ra ambiente hasta la espontanea retraccion del
coagulo. Se centrifugaron a 3000 r.p.m. en cen-
trifuga Sigma 2K15, durante 15 min, para la se-
paracion del suero, el cual fue destinado a la
cuantificaciéon del AcM ior EGF/r3.

Perros

Por medio de un bolus i.v. se administré una
dosis de 2 mg, inyectandose el producto a ensa-
yar por la vena femoral. Se recolectaron mues-
tras sanguineas a los tiempos de 30 min, 1, 2, 3,
4,5,6,7,8, 24, 32,48, 56, 72y 96 h.

Las muestras de sangre se recolectaron en
correspondientes tubos y se mantuvieron en re-
poso hasta la formacion y retracciéon del coagu-
lo, centrifugdndose a 3000 r.p.m. en centrifuga
Sigma 2K15, durante 15 min, y transfiriéndose el
suero a otros tubos destinados a la cuantifica-
cion del AcM ior EGF/r3.

Cuantificacion de la concentracion sérica
del AcM ior EGF/r3
Ratas

La cuantificacion de los niveles séricos del
ACM se realizé a través de un Analisis por Ra-
diorreceptor (RRA), descrito previamente 12. Este
método presenta un coeficiente de variacion in-
ter- e intra-ensayo de 5%, y una sensibilidad de
Ing/mL.
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Conejos y Perros

El AcM se cuantific6 por un método ELISA
directo tipo sandwich. En la determinacién de la
concentracion de IgG total de raton (IgGr) se
utiliz6 anti-lgGr, obtenida en carnero e IgGr di-
luida en suero humano como patrén, como cap-
tura y un conjugado anti-lgGr marcado con la
enzima fosfatasa alcalina (FA) como revelador.
Se recubrieron placas Maxisorp (Nunc) con 50
pL de anticuerpo anti IgGr (10 pg/mL) y en tam-
pén de recubrimiento (carbonato de sodio/bi-
carbonato de sodio 0,1 M, pH 9,6) y se incuba-
ron en cdmara himeda durante 18 h a 4 °C. Se
lavaron las placas 4 veces con 150 pL de solu-
cion salina fosfato (0,15 M, pH 7,2 con 0,05 de
Tween 20). Se aplicaron 50 puL de muestras di-
luidas en solucion salina fosfato en suero de ter-
nera al 0,5% inactivado y 0,05% de Tween 20,
en cada pozo de las microplacas incubadas una
hora a 37 °C en camara hiumeda. Se lavaron y
secaron las placas de la forma descrita y se afia-
dieron 50 pL en cada pozo de la solucién del
anticuerpo anti-lgGr/FA, incubando a 37 °C du-
rante 1 h. Se lavaron las placas, se disolvieron
50 uL de reactivo colorante (5 mg de p-nitrofe-
nilfosfato, Koch Light) en 5 mL de solucién de
dietanolamina 1M, pH 9,8 y se afiadié en cada
pozo. Se determind absorbancia a 405 nm en
fotdmetro de placa (Titterket Multiscan). EI mé-
todo establece coeficientes de variacion intra e
inter-ensayos de 6,5 y 5,7%, respectivamente,
para el recobrado del rango desde el 92 hasta el
96% vy la sensibilidad de 10 mcg/mL, de IgGr
como minimo detectable.

Analisis Farmacocinético

Los valores de las concentraciones séricas
del monoclonal se grafican, a partir de su valor
medio y su desviacidn estandar, para cada uno
de los tiempos experimentales de muestreo pre-
viamente establecidos. En el caso de los perros
y los conejos, se estimaron los parametros far-
macocinéticos correspondientes a cada animal
por separado, a partir del ajuste de los datos ex-
perimentales correspondientes a cada caso.
Mientras que para las ratas se estiman los res-
pectivos parametros farmacocinéticos, corres-
pondientes al perfil promedio, para al menos 5
animales por tiempo de muestreo.

Cada uno de estos perfiles farmacocinéticos
se ajusta mediante un enfoque clasico de mode-
lacién compartimental mamilar, de acuerdo a la
ecuacién poli-exponencial de mejor ajuste, del
tipo: C(t)= = A-e?it: donde, A; y Ai son los res-
pectivos coeficientes y exponentes de la ecua-
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cion poli-exponencial que caracteriza cada una
de las fases visualizadas del perfil de disposi-
cion sistémico del producto estudiado, y C(t)
son los valores de concentracion en cada tiem-
po experimental.

El modelo fue seleccionado segun los si-
guientes criterios estadisticos: Criterio de Infor-
macion de Akaike (AIC) 13 y test de Schwartz
(SC) 14, Para los ajustes de las curvas al modelo
compartimental, y el célculo de sus pardmetros
farmacocinéticos caracteristicos, se utilizo el
software WINONLIN Professional. v2.1 15, me-
diante el método de regresiéon cuadratica no li-
neal de Gauss- Newton (modificado por Leven-
berg-Hartley). Por su parte, el area bajo la curva
de concentraciones en el tiempo (AUC), el tiem-
po medio de residencia (MRT), el volumen area
(Vz) y otros parametros basados en el célculo
de los momentos de las curvas de disposicion,
fueron determinados utilizando un enfoque no-
compartimental, mediante la regla de los trape-
zoides lineal/log lineal.

Estudios de Biodistribucion
Técnicas de Marcaje

Se utiliz6 el AcM ior EGF/r3, marcado con
9mTc en sus formas reducidas elaborado en los
laboratorios del Centro de Inmunologia Molecu-
lar para fines diagnostico. EI método de reduc-
cion y marcaje empleado es una modificacion
reportada por lznaga-Escobar et al. 16, para el
AcM ior EGF/r3, a partir de las propuestas por
Schwarz y Steintrass en 1987.

Ensayo de Biodistribucion

El AcM 9mTc-ior EGF/r3 (200 pCi/mg en 3.5
mL) se administrd, mediante bolus i.v., por la
vena de la cola de ratas Wistar machos, de 250
g, con dosis unitarias de 1 mg. Después de la
administracion, a los tiempos de: 1, 4, 8, 16, 24
y 48 horas, se extrae la sangre por el plexo ocu-
lar e inmediatamente se perfunde el animal, pa-
ra eliminar restos de coagulos sanguineos. Para
cada instante de tiempo se toman 3 ratas. La
perfusién se realiza administrando solucion Rin-
ger mediante un catéter que se coloca en el co-
razon y hasta que se observe palidez en el higa-
do. Posteriormente se extraen los 6rganos dese-
ados (rifién, higado, pancreas, bazo, estbmago,
intestino delgado, pulmdn, cerebro y cerebelo)
empleando materiales quirdrgicos (pinzas, tije-
ras, espatula y guantes) y se pesan en una ba-
lanza analitica FX 2000 AND, obteniéndose 1 g
de cada uno de ellos una vez pesados. Dichas
muestras se conservan a temperatura de = 4 °C
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hasta que se efectla la lectura en el contador
gamma (Automatic Gamma Counter, 1227 Clini-
gamma) y la actividad por drgano se expresa
como porciento de la dosis inyectada por gramo
de tejido (%DI/g).

RESULTADOS Y DISCUSION

De inicio podemos presuponer que la reso-
lucion de los transcursos farmacocinéticos para
definir su ajuste a un modelo dado, va a estar
afectada por una dependencia de la dosis admi-
nistrada, siendo factible visualizarlo a través de
las Figuras 1, 2 y 3, donde se presentan los res-
pectivos perfiles farmacocinéticos a las diferen-
tes dosis ensayadas. A los niveles de 1 y 2 mg,
el ajuste conlleva a una modelacion caracteristi-
ca de dos compartimentos, lo cual queda pon-
derado a través de los coeficientes de regresion
de 0,98 y 0,.99, respectivamente, asi como por
los resultados logrados al emplear los criterios
de seleccién del modelo éptimo. Sin embargo,
el nivel de dosis de 0.5 mg nos refiere una mo-
delacién mono-compartimental.

s
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tiempo (horas)

Figura 1. Perfil farmacocinético ajustado a un trans-
curso mono-exponencial (r=0.84) del AcM ior EGF/r3
en ratas Wistar (5 réplicas/ tiempo de muestreo), me-
diante administracion bolus i.v. de una dosis de 0.5
mg.

tiempo (horas)

Figura 2. Perfil farmacocinético ajustado a un trans-
curso bi-exponencial (r=0.98), para el AcM ior EGF/r3
en ratas Wistar (5 réplicas/ tiempo) mediante una ad-
ministracion bolus i.v. de una dosis de 1 mg.



tiempo (horas)
Figura 3. Perfil farmacocinético ajustado a un trans-
curso bi-exponencial (r=0.99), para el AcM ior EGF/r3
en ratas Wistar (5 réplicas/ tiempo), mediante una ad-
ministracion bolus i.v. de una dosis de 2 mg.

En la Tabla 1 se muestran los valores de los
parametros obtenidos, resaltando que la caracte-
rizacién bi-compartimental en ambos casos pre-
senta un valor de t 1/2a de 1,41 y 1,48 h seme-
jantes en ambos casos, dosis de 1y 2 mg, y ca-
racteristicos de una rapida fase de distribucion,
tipica de los transcursos farmacocinéticos de
moléculas biotecnoldgicas 7. En todas las dosis,
los valores estimados del volumen aparente de
distribucién resultaron superiores al volumen
sanguineo de la especie, lo cual indica que la
molécula es capaz de distribuirse ampliamente
por procesos de capilaridad, fendmeno de trans-
porte atribuido a los anticuerpos monoclonales 18.

Si analizamos los valores de la fase terminal,
encontramos que los t1/23 presentan diferencias
notables, no observadas con los tiempos de vida
media en la fase de distribucion. Si recordamos
que la dosis de 0,5 mg no manifiesta resolucién
de una fase de distribucion cinéticamente distin-
guible, la reflexion anterior nos permite asumir
que la farmacocinética del AcM ior EGF/r3 pre-
senta un fenédmeno dosis dependiente, conside-
racion a tener en cuenta en aplicaciones clinicas
del monoclonal. En el mismo célculo de los pa-
rametros puede observarse que no existe una
tendencia a correlacionar los t1/23 y el CL, pu-
diendo ser una explicacién en cuanto a que en
los niveles de dosis estudiados no existe satura-
cion de los mecanismos de biotransformacion
como las vias fundamentales de la eliminacion
desde la sangre. Tampoco los valores de volu-
men de distribucion presentan una constancia,
aunque en si refieren una similar explicacion a
las caracteristicas de interiorizacién corporal del
AcM, sin desvirtuar las posibles relaciones de la
captacion a érganos. El AUC, presenta un au-
mento con relacidn al aumento de las dosis,
siendo este incremento no proporcional a los
correspondientes a las dosis, ya que para las do-
sis altas el incremento del AUC tiende a ser me-
nor, prueba fehaciente de la no-linealidad.
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Niveles de dosis

Paradmetro T 1 mg 0.5 mg
tipp () 56.71 68.07 -
tioq (h) 1.41 1.48 -
B (h-1) 0.012 0.010 -
a (h1) 0.49 0.47 -
Ve (mL) 49.90 43.65 -
AUC (ug -h/mL) 744.46 664.88 370.46
CL (mL/h) 2.68 1.54 1.35
Vz (mL) 281.96 147.68 61.67
MRT (h) 75.10 91.97 48.62
Crnax (Hg/mL) 40.07 22.89 8.56
tie (D) - - 31.66
Ke (h-1) - - 0.02
Vd (mL) - - 58.47
Vss (mL) 201.27 141.63 -

Tabla 1. Pardametros farmacocinéticos caracteristicos
del AcM ior EGF/r3, en ratas Wistar, a tres niveles de
dosis. Administracion bolus intravenosa.

Todos los aspectos antes mencionados, indi-
can una cinética dosis dependientes del AcM ior
EGF/r3, lo cual resulta de particular interés clini-
o, ya que se requiere en el sujeto humano ana-
lizar los distintos efectos de la dosis en cuanto a
sus posibles manifestaciones farmacolégicas y
toxicoldgicas, mas adn cuando la expresion del
EGF en humanos si presentard sitios de enlaza-
miento especifico, y los sistemas efectores de la
respuesta inmune pueden responder interac-
tuando con el AcM ior EGF/r3, ya que el mismo
es de origen murino, mediante respuesta HAMA
(Human Anti-Mouse Antibody).

En cuanto a los ensayos de biodistribucion,
en la Tabla 2 se expresan los valores de capta-
cion de los 6rganos mas indicativos. Con excep-
cion del rifdn y del higado, practicamente la
captacién es muy baja, y de escasa considera-
cion durante las horas observadas. Aunque la
captacién a higado vy rifion no es alta (<10%),
debe considerarse que ambos se encuentran
asociados a los mecanismos de eliminacion, de
ahi sus més altos valores.

Los mecanismos de captacién hepatica del
anticuerpo monoclonal radio-marcado de origen
murino han demostrado que son mas rapida-
mente bio-transformados que los policlonales
humanos 17. Los factores que inciden en ello
son la variabilidad de la especie, los efectos del
radio-marcaje y las posibles diferencias de canti-
dad, naturaleza y/o posicion de las entidades de
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Tiempo (horas)

Organos
1 4 8 16 24 48

Higado 1.81 2.31 2.30 3.05 3.58 2.34
Rifion 2.23 5.14 7.03 5.41 6.31 4.95
Pulmoén 0.31 0.35 0.24 0.39 0.48 0.31
Pancreas 0.04 0.10 0.19 0.10 0.16 0.07
Estdbmago 0.07 0.11 0.22 0.36 0.32 0.21
Intestino 1.21 1.36 1.35 1.55 0.68 0.93
Cerebro 0.03 0.02 0.04 0.02 0.03 0.06
Bazo - 0.13 0.07 0.06 0.05 0.12

Tabla 2. Porcentaje de la radioactividad (%DI/g) asociada al AcM %mTc-ior EGF/r3, en ratas Wistar (3 animales
por tiempo de muestreo), respecto al peso total del érgano. Administracion bolus intravenosa. Dosis 200 puCi.

carbohidratos. Aunque no se conoce a fondo su
mecanismo de aclaramiento, la captacion hepa-
tica de la IgG y el aclaramiento del anticuerpo
monoclonal en el rifidn mediante los fragmen-
tos, parecen ser las rutas de eliminacion que es-
tablecen la generalidad.

Algunos autores 19 plantean que las células
hepaticas poseen un receptor para la porcion Fc
del anticuerpo monoclonal que es el responsa-
ble de la captacion hepatica de los anticuerpos
monoclonales radio-marcados. Todavia se des-
conoce si estos receptores son para los carbohi-
dratos predominantes en la region Fc o para re-
siduos aminoacidicos de este fragmento, descri-
biéndose una rapida formacion de metabolitos
marcados con el radio-ligando, de bajo peso
molecular, posterior a la inyeccion endovenosa
del anticuerpo, sugiriéndose que probablemente
los metabolitos citados de este anticuerpo pue-
den quedar adheridos al higado. EI mecanismo
para la retencidn se desconoce, siendo una po-
sible explicacion la incapacidad de los hepatoci-
tos para depurar la molécula marcada.

En referencia a la unién de estas inmuno-
proteinas a las células del tumor sélido, para lo-
grar su radiolocalizacion para el diagnostico cli-
nico, se puede preconizar que la salida del
compartimento vascular y la entrada al espacio
intersticial se puede efectuar sin contratiempo,
dado que la molécula no parece tener afinidad
particular por ningun 6rgano, salvo los implica-
dos en su depuracién, higado y rifién, y puede
acceder al tumor desde la vasculatura via la red
de capilares tortuosos que constituyen parte in-
tegra del tumor, los cuales son mas permeables
que las de los 6rganos normales y representan
una barrera significativa a través de las cuales
pueden pasar las inmuno-proteinas largas.
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Figura 4. Perfil farmacocinético ajustado a un trans-
curso bi-exponencial para describir la trayectoria de
disposicion sistémica del AcM ior EGF/r3 en conejos
F1 machos, mediante la administracion de un bolus
i.v., dosis de 3 mg. Los datos experimentales utiliza-
dos para el ajuste se corresponden a los valores pro-
medios (n=4) de concentracion estimada.

En la Figura 4 se observa el perfil farmacoci-
nético promedio, en la experiencia con conejos.
A partir de su andlisis, se puede referir que su
patrén de disposicion sistémico muestra una tra-
yectoria regular, con distribucion predominante
hacia los 6rganos altamente irrigados de la cavi-
dad central, y una suave depuracién sistémica
desde el lecho vascular, que resulta l6gica para
una inmunoglobulina murina. De esta manera
se justifica un ajuste bi-exponencial, para el cual
se obtuvo un alto coeficiente de regresion, r =
0,97, lo que ratifica la validez del modelo bi-
compartimental propuesto para los correspon-
dientes perfiles individuales.

En la Tabla 3 se relacionan los parametros
farmacocinéticos para cada animal con su co-
rrespondiente valor promedio. Resalta que en
cada uno de los animales se alcanzaron un alto
valor de regresién (0,97-0,98) y cada uno de
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Conejos F1

Parametro
1 2 3 4 Media (+DS)
t1pq (h) 1.36 1.04 1.77 2.63 1.69 (x0.69)
timp (h) 36.05 24.72 37.78 42.69 35.31 (+7.60)
a (h?) 0.51 0.67 0.39 0.26 0.46 (+0.17)
B (h1) 0.02 0.03 0.02 0.02 0.02 ((0.01)
Vss (mL) 108.17 118.0 121.20 144.63 123.0 ((5.45)
Ve (mL) 74.0 63.3 84.6 82.4 76.1 ((9.69)
MRT (h) 50.3 34.3 52.5 57.3 48.6 ((9.98)
CL (mL/h) 2.15 3.44 231 2.52 2.61 ((0.58)

Coeficiente de regresion 0.98 0.97 0.97 0.98 -

Tabla 3. Parametros farmacocinéticos del AcM ior EGF/r3, en Conejos F1 (n=4). Administracién bolus intraveno-

s0. Dosis 3 mg. Ajuste bi-compartimental.

100 e,

0

Figura 5. Perfil farmacocinético caracteristico para
describir la trayectoria de disposicién sistémica de los
niveles de AcM ior EGF/r3 en perros Beagle machos,
en conformidad al ajuste bi-exponencial de los datos
experimentales posteriores a una administracion bo-
lus i.v. de 2 mg.

ellos correspondié afirmativamente a los crite-
rios estadisticos AIC y SC, para el ajuste bi-ex-
ponencial, mediante un modelo abierto bi-com-
partimental.

Analizando los valores obtenidos, de los pa-
rametros para cada animal se puede distinguir
que no existieron diferencias marcadas entre los
sujetos estudiados. El tiempo de vida media de
eliminacién oscil6 entre las 24,7-42,7 h, siendo
aproximadamente cercano al valor promedio
(35,3 h) en dos de los sujetos. ldénticamente los
valores del volumen aparente de distribucién y
de aclaramiento guardan relacién con lo mani-
festado en la especie roedora (rata Wistar) ante-
riormente descrita.

Igualmente, en la Figura 5 se representa el
perfil promedio ajustado, obtenido en la especie
canina (perros Beagle), donde se refleja un coe-
ficiente de regresion de 0,99, lo que ratifica la
seleccién del modelo bi-compartimental, cum-
plimentdndose por los criterios estadisticos AIC
y SC. De igual forma se observa el ajuste indivi-
dual en valores oscilantes ente 0,98-0,99. En la
Tabla 4 se presentan los valores de los parame-

Perros Beagle

Parametro
1 2 3 4 5 Media (xDS)

t 1704 (D) 3.32 3.06 7.31 151 1.67 2.09 (£2.1)

t 1728 (h) 32.31 37.63 39.50 24.64 40.88 34.99 (£3.6)
a (h1) 0.20 0.22 0.11 0.45 0.41 0.28 (+0.13)
B (h1) 0.021 0.018 0.017 0.028 0.017 0.017 (+0.004)
Vss (L) 6.07 3.73 3.54 3.27 3.98 5.90 (#1.13)
Ve (L) 2.79 2.78 2.74 2.65 1.10 2.41 (+0.67)
MRT (h) 30.8 51.0 52.2 314 55.0 46.8 (+9.79)

CL (mL/h) 197.1 73.1 68.0 104.5 75.5 103.7 (+45.01)

Coeficiente de regresion  0.99 0.99 0.98 0.99 0.99 -

Tabla 4. Parametros farmacocinéticos del AcM ior EGF/r3, en Perros Beagle (n= 5). Administracion bolus intra-

venoso. Dosis 2 mg. Ajuste bi-exponencial.
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tros obtenidos en cada uno de los perros y su
valor promedio.

Analizando el conjunto de valores obtenidos
en perros, se observa que la constante 3 no pre-
senta gran variabilidad inter-sujetos, oscilando
en un rango de 0,017-0,028. Dicho parametro es
de gran importancia a los intereses de definir su
aplicacion clinica perspectiva. Sin embargo, a
muestra una gran variabilidad si se tiene en
cuenta que es la constante hibrida que caracteri-
za la velocidad de distribucion, para alcanzar el
equilibrio entre el compartimento central y peri-
férico. En este caso las diferencias pueden estar
dadas por simultanear en esa fase los procesos
de eliminacion por biotransformacion, los cuales
dependen del nivel de actividad intrinseca en
cada sujeto. Diferente es el comportamiento de
la constante 3, cuya regularidad puede explicar-
se. La misma se manifiesta en el proceso neto
de eliminacidn, posterior al pseudo-equilibrio
de distribucion, donde ya se han equilibrado los
mecanismos condicionantes.

El volumen del compartimento central, VC,
aunque oscila en un rango entre 1,1 y 3,23 L,
sugiere una regularidad manifiesta para valores
cercanos a 2,74 L. Aunque el volumen de distri-
bucién aparente no expresa correspondencia
anatémica corporal, es indice que para estos va-
lores de volumen de distribucidn, el f&rmaco in-
terioriza hacia el espacio extravascular, preconi-
zando que en el sujeto humano puede existir
una captacion periférica a 6rganos que expresan
el receptor al factor de crecimiento epidérmico
con alta densidad, como serd el caso de los car-
cinomas epidermoides 3.

En general los parametros observados para
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los animales estudiados alcanzan valores seme-
jantes en cuanto al orden de los digitos, con re-
lacién a otros trabajos reportados en la literatura
para anticuerpos e inmunoglobulinas de similar
procedencia 20-22,

CONCLUSIONES

Las especies animales estudiadas, ratas, co-
nejos y perros, cumplimentan una regularidad
farmacocinética en la caracterizacion del perfil
de disposicién sistémico del AcM ior EGF/r3, lo
cual ratifica su posible uso terapéutico oncoes-
pecifico. Al analizar los resultados obtenidos po-
demos concluir que los patrones de disposicién
sistémica del AcM ior EGF/r3 son descritos pre-
ferentemente mediante una modelacién bi-com-
partimental clasica. En la especie roedora, se
manifiesta un fendmeno dosis dependiente, que
debe tenerse en consideracion, en el escalado
terapéutico de ensayo clinico Fase |, para corro-
borar su incidencia en los efectos téxicos y tera-
péuticos. Los valores de biodistribucion presen-
tan una baja captacién a 6rganos, garantizando
la utilizacion del diagnéstico radio-inmune, sin
riesgo de un efecto téxico debido a la perma-
nencia o acumulacion del ligando marcado.

En las otras dos especies estudiadas, la no
observada variacion inter-sujeto permite confiar
en establecer regimenes de dosificacion del AcM
con repetidos valores de acumulacién y estacio-
nariedad, para una poblaciéon dada. Estos para-
metros reportados para una entidad de origen
murino resultan de valor comparativo, al anali-
zar la estrategia actual de humanizacion del
AcM ior EGF/r3.
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