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La iodacidén de un anticuerpo
monoclonal (AcM) involucra la sus-
fitucion de uno o méas jtomos natu-
rales de la molécula en estudio por
uno de yodo, de una abundancia
menos comun. En los estudios de la
farmacocinética y biodistribucion de
AcM, estas consideraciones no pue-
den ser olvidadas, pues el isétopo, el
método de marcaje y los resuitados
particulares del radiomarcaje aplica-
do son fundamentales para la correc-
fa comprensién y evaluacién de los
resultados del ensayo.!?

Para estudiar la farmacocinética
y biodistribucién en ratas del AcM
iortl, se marcé previamente con '*1,
Para validar el empleo de la entidad
marcada se necesitaba comparar su
farmacocinética con la de la molécu-
la sin marcar. Esta validacidn fue rea-
lizada en conejos debideo a ia no po-
sesién de un método especifico para
realizar la determinacién del ior tl
nemarcado enratas, Se comenzé por
marcar con cloramina T al AcM ior
t1, siguiendo un protocolo estableci-
do, lo gue acarred una dréstica dis-
minucion de la inmureactividad. Lo
anterior condujo al empleo de una
metodologia de marcaje menos agre-
siva, como la del monocloruro. Este
tltimo método tampoco resultd sa-
tisfactorio por baja estabilidad del
marcgje.

El objetivo de este trabajo fue
determinar por el método del
iodogen, la posible influencia de la
radioiodacién en la farmacocinética del
ior tl en conejos ¥ definir la farma-

cocinética, asi corno la bicdistribucion
de ese anticuerpo monoclonal en ratas.

Radioiodacion deliortl

El ior t1, una IgG,, anti-CD§,
(Centiro de Inmunologia Molecular,
Ciudad de La Habana)} fue marcado
con '*] por una variante del método
de! iodogen (I(G) en que se adicioc-
naron 100 ug de jor t1, disuelios en
PBS, pH 74, a un vial de reaccidn
que contenia 12 pg de iodogen
{Pierce, London). Se empled Na™I
{Amershamj} para el marcaje. La pro-
teina marcada se separd del isdtopo
libre y de las impurezas de bajo peso
molecular mediante una celumna
Sephadex [ 50 fine (40x1} cm),
usando como estabilizador de corri-
da la glicina al 0,2 mol/L.; pH 8,8. La
radioactividad asociada a la proteina
de interés y 1a radiolisis del producto
marcado se determinaron por cro-
matografia de papel ascendente, em-
pleando como disolvente el TCA 10 .

Detferminacion de la inmunorreac-
tividad

Se determiné la inmunorreacti-
vidad a partir de muestiras de las
fracciones radiomarcadas de interés
lag que se incubaron a temperatura
ambiente con linfocitos T humanos.
Se determind la radioactividad total
¥ la del precipitado, después de
centrifugar Ia. muestra ¥ a partir de
ellas, se calculd el porcentaje de in-
munorreactividad. Las uniones no
especificas se estudiaron frente a
eritrocitos humanos, segin el
procedimiente descrifo anteriormente,

Estudio de la farmacocinética y bio-
distribucion del *I-ior t1 en ratas

Se emplearon ratas Wistar ma-
chos {Centro Nacional de Produc-
cidén de Animales para Laboratorio
(CENPALAB), Ciudad de La Habana).
Se administré una dosis de 600 mg del
AcM por la vena de la cola y Ia san-
gre se extrajo por la cava abdominal.
El perfil farmacocinético en suero s¢
ajustd por programas de regresicn
utilizando la programateca pKeale?
Para la seleccidn de la ecuacion mul-
tiexponencial que describe mejor el
curso temporal de las concentracic-
nes séricas del farmaco, se aplicaron
los criterios de Akaike y Schwartz

A partir del modelo seleccionado,
se calcularon los pardmetros farma-
cocinéticos caracteristicos respecto
a su modelo dependencia. * Los 6rga-
nos para el estudio de bicdistribu-
cion se extrajeron y perfundieron
con disolucidn salina en los instan-
tes posteriores a la administracion
intravenosa: 1,4,12,24y48h .

Ensayo farmacocinético en conejos

Se utilizaron conejos rmachos de
ia estirpe F1 (CENPALARB). Se admi-
nistraron 2 mg del AcM por la vena
lateral de la oreja y la sangre se ex-
trajo por incisién de esa misma vena,
perc de la oreja contraria. Se com-
pararon log parametros farmacociné-
ticos obtenidos por el ELISA con
respecto al método radioquimico
mediante la prueba t de Student,
con un nivel de significacién del
95 % {p < 0,05).
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Se cornprobd la ccurrencia deun
aumento de las &reas bajo la curva
{AUC), asi como de los tiempos de re-
sidencia media (MRT) y de vida me-
dia de eliminacion beta, al comparar-
se con los resultados reportados previa-
mente para la farmacocinética después
de marecado por cloramina T {Tabla 1}.

Por otro lado, se observi una dis-
minucion del aclaramiento total, gue
concucrda con la idea de una elimi-
nacion mas lenta de la radioactividad
cuando se emplea el marcaje con
iodogen. Los volimenes de distribu-
cion del estado estacionario (Vss) ¥
area (Vz} indicaron un posible au-
mento de la distribucidn con respec-
to al marcaje con cloramina T Sin
ermbargo, la biodistribucion del #]-
ior t1{Tabla 2) no resulté mayor que
la medida al emplear la cloramina T,
lo que hizo suponer la no ocurrencia
de un aumento en el paso del AcM a
tejidos . Unido a esto, el mejor ajus-
te del perfil farmacocinético a una
ecuacidén monoexponenciat, es indi-
cativo de que el ior t1 marcado por
iodogen permanece fundamental-
mente en circulacion sistémica.

La caracterizacion del perfil far-
macocinético medido en conejos re-
sultd similar al medido en ratas. Los
resultados se ajustaron mejor a un
modelo monocompartimental segun
los criterios de Akaike y Schwartz.
Fl marcaje con iodogen mosird dife-
rencias significativas con respecto a
la farmacocinetica en conejos del
AcM sin marcar, dada fundamental-
mente por una distninucion de la eli-
minacién, segun el analisis por la
prueba t de Student aplicado (Ta-
bla 3). Este resultado corrobora que
la iodacién afecta el metabolismo
propio de la molécula en estudio.

El lento descenso de las concen-
traciones séricas en el '®I-ior t1 mar-
cado con iodogen y su menor elimi-
nacién puede deberse a algunaunidn
inespecifica a componentes del to-
rrente circulatorio, lo gue esta acor-
de también con el elevado valor del
area bajo la curva, una biodistribu-
cidn que no justifica el aumento del
volumen de distribucién y la nota-
ble disminucién de la radioactividad
detectada en el higado. Motiva tam-
bién la hipotesis anterior el mejor
ajuste a un modelo monocomparti-
mental en ¢l marcaje por iodogen y
el que hemos comprobado la unidén
inespecifica del *I-ior tl a los gidbulos
rojos humanos en ensayos in vitro.

Las diferencias con respecto al
metodo de cloramina T, pudieran es-
tar relacionadas con la agresividad
del procedimiento antes menciona-

Tabla 1. Parametros farmacocinéticos en ratas Wistar del *3-ior t1 marcade por
iodogen, en una dosis por bolo intravenoso de 0,6 mg .

Parametros Cloramina t Todogen
t,, (W 25,56 774
t, 847 _
Bin"Y 0,625 2 8,85 - 107
aih' 1,46 _
MRT {h) 35,98 110,25
AUC [(ug - h¥mLJ 3 120,40 5 685
AUMC [{ug - h*¥mL] 112 275,80 628 - 10°
Vss {mL) 6,92 —
Vz {mL) 7.09 11,79
Cl (mLéh} 0,18 2,83 18°

Tabla 2. Cantidad de '®I-ior ti, marcado por el método de cloramina T y de
iodogen, expresada como drea bajo la curva desdet = O hastat = 48 h, en los
drganos muestreados en ratas Wistar después de administrarles 600 mg por

administracién rapida endovenosa.

Qrgancs AUC
(mg himL)

Cloramina T lodogen
Intestino delgado 3 054 I 876,504
Higado 5 853 499 88
Pulmones 716 392,61
Rifion 668 55140
Estémago 427 893,30
Pincreas 238 290,50
Corazén 2168 214,68
Cerebro 11¢ 181,60
Titno 181 164,60
Buzo 211 251,41

Tabla 3. Analisis estadistico por t student (p>0,05) de los valores medios de los
parametros farmacocinéticos después de la administracidn de ior {1 (ELISA) y de
12T-jor t1 marcado por iodogen, en dosis de 2 mg por bolo endovenoso en conejos F1L

Farémetros Elisa Iodogen e}
{2 mg)
b b 2184 = 1.6 35,66 > 6,94 0.000*
MRT {h) 259 £ 24 3925 » 525 0,006
Cl [(mLJih - kgl 3,88 » 0,62 2,31 = 0,34 4.000*
Vi (mlfkg) 1253 + 20,1 1164 + 12,6 0.709

* Valores significativos {p > 0,058).

do, lo que debid dar lugar a ia for-
macidn de una mayor cantidad y
diversidad de metabolitos radic-
marcadoes.
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