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RESUMEN

Para la realizacién de diagnésticos inmunogammagréficos, los anticuerpos monoclonales (AcM) se administran en una
dosis Unica al paciente, por lo que los estudios sobre los efectos de toxicidad después de varias administraciones se
realizan durante periodos relativamente cortos. En este trabajo se evalta la toxicidad del AcM IOR C5, propuesto para
el diagnéstico de lesiones colorrectales en 15 administraciones reiteradas a ratas Sprague Dawley. Se evaluaron tres
niveles de dosis: 0,11; 1,10 y 2,75 mg/kg. El AcM IOR C5 se administré por via endovenosa. El peso corporal y el
consumo de agua y alimentos, se registraron semanalmente después de la administracion del AcM IOR C5. Se
realizaron dos muestreos: el primero, al dia siguiente de la Ultima administracién, y el segundo, transcurridos 14 dias.
Se determinaron algunos indices hematolégicos y bioquimicos, incluidos los niveles de las enzimas aspartato-amino-
transferasa y alanina-amino-transferasa en suero, sin que se encontraran efectos de toxicidad atribuibles a la
administracion del producto. Se realizaron los estudios anatomopatoldgico (por inspeccién macroscopica) e histopatolégico
del higado, el bazo, los rifiones, el estémago, el corazén, el intestino delgado (duodeno-yeyuno-ileon) y los pulmones.
La inspeccion de los 6rganos no evidencié alteraciones macroscépicas. Segun los resultados del estudio histopatolégico,
no se observaron diferencias entre el grupo control y el de la dosis maxima del ensayo (2,75 mg/kg de peso). Las
lesiones no fueron especificas de un grupo porque se presentaron aleatoriamente en ambos grupos, por lo que se
puede decir que su aparicién no esté relacionada con el tratamiento. La administracién reiterada del AcM IOR-C5 en
forma liofilizada por via endovenosa, no produce alteraciones que puedan atribuirse a efectos toxicos en las ratas.

Palabras claves: administraciones repetidas, ALAT, anticuerpos monoclonales, ASAT,
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ABSTRACT

Toxicological Evaluation by Reiterated Administrations of IOR C5 Monoclonal Antibody in Female Rats.
To carry out immunogammagraphic diagnosis, monoclonal antibodies (MAbs) are administered to patients in a
single dose. For this reason, the studies of their toxic effects after several administrations are carried out for
relatively short periods. The objective of this work was to evaluate the toxicity of the MAb IOR C5 proposed for the
diagnosis of colorectal lesions in 15 reiterated administrations to Sprague Dawley rats. Three dose levels of 0.11,
1.10 and 2.75 mg/kg of weight were evaluated. MAb IOR C5 was administered intravenously. Body weight was
registered weekly after the administration of MAb IOR C5, as well as the consumption of water and food. Two
samplings were carried out. The first was taken the day after the last administration, and the second one 14 days
later. Hematological and biochemical indexes were determined, including the levels of the serum enzymes aspartate-
amine transferase and alanine-amine transferase. Toxicity effects are not to be attributed to the administration of
the product. An anatomopathologycal macroscopic study was carried out in liver, spleen, kidneys, stomach, heart,
small intestine (duodenum-jejunume-ileum), and lungs, as well as their histological study. Organ inspection did not
evidence macroscopic alterations. No differences were observed between the control group and that of the maximal
dose (2.75 mg/kg). Lesions were not specific of any group, and they were randomly present in both groups. For this
reason, we can say that they are not related to treatment. The reiterated intravenous administration of MAb IOR C5
in freeze-dried form does not cause alterations that can be attributed to toxic effects in rats.
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Introduccién

Las caracteristicas peculiares de los preparados bio-
farmacéuticos, han hecho que se necesiten regulacio-
nes y recomendaciones especia mente disefiadas para
su evaluacion preclinica. Estas regulaciones han sido
el resultado del andlisis de la experiencia acumulada
en el proceso de desarrollo de medicamentos de este
tipo [1-5].

En las evaluaciones preclinicas de la toxicidad de
los anticuerpos monoclonales (AcM) y otros produc-
tos biotecnoldgicos, se plantea la necesidad de hacer

. Autor de correspondencia

una seleccidn adecuada del modelo animal paralarea
lizaciéon del estudio, asi como de tener en cuenta la
edad de los animales que se van a utilizar, sus condi-
ciones fisioldgicas, las dosis que se van a administrar,
laviay € régimen de administracion [6].

Debido a su especificidad por los antigenos presen-
tesen lacélulas tumorales, los AcM han sido usados en
la generacion de radioféarmacos para € diagnéstico y €
seguimiento de pacientes con enfermedades maignas.
Lainmunogammagrafia surgio de estaforma[7, 8].
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Los AcM empleados en estudios inmunogamma-
gré&ficos deben ser evaluados como medicamentos por-
que se administran a hombre por la via parenteral.
Paralarealizacion de diagndsticos con esta tecnologia,
el AcM se administra a paciente en una dosis Unica,
razén por la cual los estudios acerca de la aparicién de
efectos colaterales indeseables después de varias ad-
ministraciones, se realizan durante periodos relativa-
mente cortos [9].

Desde el afio 1990, en el Departamento de Investi-
gaciones Preclinicas del Instituto Nacional de Oncolo-
giay Radiobiologia (INOR, La Habana, Cuba), se han
acumulado experiencias en la evaluacion preclinica de
AcM con vistas a su registro como medicamentos, ya
sea para su uso en e diagnéstico o para la terapia del
cancer. Es dentro de esta temética que se inserta el
objetivo de este trabajo, que consiste en la evaluacion
de la toxicidad del AcM IOR C5 en ratas Sprague
Dawley hembras, después de administraciones suce-
sivas durante 15 dias. El AcM IOR C5 esta propues-
to para su uso en estudios inmunogammagraficos para
el diagnéstico de lesiones colorrectales.

Materiales y Métodos

Se utiliz6 como sustancia de ensayo la formulacién
liofilizada del AcM 10R C5 lote 9602, que fue sumi-
nistradapor el Centro de|nmunologiaMolecular (CIM,
La Habana, Cuba). En este centro se produce el AcM
IOR C5 con calidad de inyectable para su uso en hu-
manos. El producto liofilizado es presentado en bulbos
con la siguiente composicion: 1 mg de AcM 10R C5;
50 g de metilendisulfonato (MDP); 3,4 ng de cloruro
de estafio (SnCl,); 20 ng de &cido aminobenzoico y
10 mg de glucosa. El anticuerpo liofilizado se
reconstituyé en 1 mL de solucién salina fisiol6gica a
una concentracion de 1 mg/mL. Como sustancia de
referencia se empled solucion saina fisiolégica

Disefo experimental

Modelo animal de ensayo y formacion de los grupos
experimentales. Como no se encontraron efectos toxi-
Cos en |as ratas para ambos sexos cuando se evalué la
toxicidad aguda de este anticuerpo, en la realizacion
del ensayo se utilizaron ratas hembras pertenecientes
aunasublinea del Centro Naciona parala Produccién
de Animales de Laboratorio (CENPALAB, La Haba-
na, Cuba), producida a partir de la linea Sprague
Dawley. Los animales, con pesos corporales compren-
didos entre 174,86 g y 188,99 g, se distribuyeron al
azar para formar 4 grupos de ensayo de 8 animales
cada uno, suficientes pararealizar los estudios al con-
cluir la administracion del producto y al finalizar €l
periodo de observacion [9]. Los animales se mantu-
vieron en cajas plésticas T, con lecho de bagazo de
cafia prensado y esterilizado, a raz6n de 4 animales
por caja durante los 6 dias correspondientes a perio-
do de adaptacion y en la realizacion del ensayo. Las
condiciones de mantenimiento fueron las normadas
para esta especie [10]. Los animales fueron identifi-
cados mediante tincidn con &cido picrico. Las ratas
fueron alimentadas con pienso proveniente del
CENPALAB. Lacomiday el agua de beber se sumi-
nistraron ad libitum. En cada caja, se colocaron 500 g
de pienso y 500 mL de agua, y su consumo se con-
trolé cada 3 dias.
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La temperatura en €l local de permanencia de los
animales durante el ensayo, se mantuvo entre 21 °C y
25 °C, y la humedad entre 55% y 65%. Las condicio-
nes de extraccion del aire garantizaron diez cambios de
aire por horay los ciclos de luz/oscuridad fueron de
12 h por dia.

Seleccion de las dosis de ensayo. La dosis propues-
ta para uso en humanos fue de 1 mg, lo que correspon-
de a 0,67 mg/m? de superficie corporal. La dosis equi-
valente para larata es de 0,11 mg/kg de peso [11].

Se evaluaron tres niveles de dosis: € equivalente a
la dosis propuesta para los humanos, y 10y 25 veces
estevalor; 0 sea, que las dosis del ensayo fueron 0,11;
1,10y 2,75 mg/kg de peso.

Administracion del AcM IOR C5. El AcM IOR C5
se administro a las ratas por la via endovenosa (me-
diante puncion de la vena marginal de la cola), por
ser ésta es la forma de administracién propuesta para
los humanos. El AcM IOR C5 fue administrado dia-
riamente a cada uno de los grupos en las dosis res-
pectivas, entre las 9:00 y las 11:00 de la mafiana
durante 15 dias, teniendo en cuenta las variaciones
semanales del peso. Cada uno de los animales perte-
necientes al grupo control recibié 0,25 mL de solu-
cién salina fisiolégica.

Observaciones clinicas

Una vez administrado el producto, las ratas fueron
observadas con el proposito de registrar ateraciones
en su comportamiento o la aparicion de mortalidad.
Estas observaciones se realizaron tanto en e periodo
de administracion del producto, como en el periodo de
observacion después del tratamiento. El peso corpo-
ra se registré semanalmente a partir de la administra-
cion del AcM IOR C5.

Al dia siguiente de la Ultima administracién, se pro-
cedi6 a sacrificar la mitad de los animales (primer
muestreo), con vistas a evaluar algunos indices fisiol6-
gicos las posibles ateraciones anatomopatol 6gicas que
pudieran manifestarse de forma macroscépica. Trans-
curridos 14 dias después de la dltima administracion,
se sacrificd e resto de los animal es (segundo muestreo),
con vistas a valorar ateraciones tardias. Los animales
fueron sacrificados por didlocacion cervical.

Determinacién de indices hematolégicos
y bioquimicos
Una vez concluidos los dos muestreos, se determina-
ron algunos indices hematoldgicos y bioquimicos:
hematocrito, trombocitos, leucocitos, conteo diferen-
cid, colesteral, glicemia, proteinas totales, creatinina,
asi como los niveles de las enzimas alanina-amino-
transferasa (ALAT) y aspartato-amino-transferasa
(ASAT) en e suero [12].

La extraccion de sangre se realizé durante los
muestreos a través de la vena femora de las ratas, las
cuales fueron previamente anestesiadas con éter.

Andlisis anatomopatolégico

Durante las necropsias, se realizd la descripcion
macroscopica de |os 6rganos extraidos y se registro su
peso. Se extrajeron e higado, e bazo, los rifiones, €l
estémago, el corazoén, e intestino delgado (duodeno-
yeyuno-ileon) y los pulmones. Las muestras extrai-
das de las necropsias se conservaron en formol 10%,
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seincluyeron en parafinay se cortaron en un micrétomo
(820 Spencer, American Optical Corp, Estados Uni-
dos), con un grosor de 4 a 5 mm. Se uso la técnica
tradicional de coloracion con hematoxilina-eosina para
la redlizacion de los estudios de histopatologia

Durante la realizacion del ensayo, se observé el
estricto cumplimiento de las Buenas Précticas de La
boratorio y Garantia de la Calidad [13].

Andlisis estadistico

Se calcularon las medias aritméticas y las desviacio-
nes estandar para los indices fisiologicos y las otras
variables estudiadas. La comparacion entre los gru-
pos experimentales para la busqueda de diferencias es-
tadisticamente significativas, se realizd por medio de
la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, con el
auxilio del programa SPSS paraWindows (SPSSrelease
5.0.1 octubre 09/1992 Microsoft Corp.), con un nivel
de significacion de 95%.

Resultados y Discusion

No se registr6 mortalidad en ninguno de los grupos
experimentales. Los animales tratados con las diferen-
tes dosisdel AcM IOR C5y los del grupo control, no
mostraron ateraciones en el examen clinico y su com-
portamiento fue normal.

Como se puede observar en la Tabla 1, no hubo
diferencias significativas en € peso corpora en €l in-
tervalo de tiempo (semana 0 ala semana 4) en que se
determind esta variable.

Al estudiar las manifestaciones de toxicidad del
producto a través de la evaluacion de los indices
hematol égicos y bioguimicos de la sangre, incluidos
los niveles de las enzimas ALAT y ASAT en e sue
ro, se observé que en el primer muestreo no hubo
diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos experimentales y € grupo control, en relacion
con € conteo de trombocitos y leucocitos, € hemato-
crito y e contenido de hemoglobina (Tabla 2). A los
14 dias de terminado el tratamiento, tampoco se de-
tectaron diferencias entre los grupos en las determi-
naciones del contenido de hemoglobina, el conteo de
trombocitos y los hematocritos (Tabla 2). En rela-
cién con los leucocitos, se detectaron diferencias en-
tre los grupos, pero no se manifestaron como altera-
ciones de la formula hemética, que siempre fue la
usual de la especie [14].

Para |os indices bioguimicos sanguineos evaluados,
no se observaron diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre los grupos tratados y el grupo control en
el primer y segundo muestreos (Tabla 3).

En el caso de los niveles en suero de las enzimas
ALAT y ASAT, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos en el
primer muestreo realizado. En el segundo muestreo
(Tabla 3) se observaron diferencias entre los grupos,
pero éstas no se deben a un efecto dependiente de la
dosis. Estos valores estén incluidos en el rango normal
de variacion de los indices fisiolgicos de la especie,
segun |os datos de laboratorio para la técnica de deter-
minacion de los niveles de estas enzimas en suero, y
seglin |os reportes que aparecen en la literatura [14].
Como se puede apreciar, los indices hematol 6gicos y
bioguimicos no muestran diferencias entre los grupos
de experimentacién que puedan ser atribuidas al pro-
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Tabla 1. Variacién del peso corporal de ratas tratadas con el AcM IOR C5 liofilizado. Se reportan
los valores de las medias aritméticas para cada grupo y las respectivas desviaciones estandar.
No existen diferencias significativas entre los grupos tratados con el AcM IOR C5 y el grupo
control (p < 0,05).

Dosis Peso inicial Dias después de la administracién de la dosis
(ma/ka) 7 14 21 28
2,75 188,99 + 15,47 227,75+ 18,67 231,78 +18,64 273,03+ 18,69 248,00+ 13,64
1,10 180,89 + 10,59 214,31+ 6,88 226,69+596 241,05+4,12 174,86+ 10,55
0,11 174,86 + 10,55 202,55+9,83 217,15+17,50 227,63+ 18,39 231,10+ 2,29
Control 175,30 + 14,09 213,79 + 15,84 235,71 +23,69 252,15+ 15,17 227,53+ 10,87

Tabla 2. indices hematolégicos de ratas Sprague Dawley hembras tratadas con el AcM
IOR C5 liofilizado. (Se reporta media aritmética + desviacién estandar, n = 4).

Dosis Leucocitos  Trombocitos = Hemoglobina Hematocrito  Linfocitos  Polimorfos
(mg/kg) (x10°/L) (x10°/L) (g/L)

Primer muestreo
2,75 8,43+2,32 491,25+134,81 159,8+1,03 0,47+0,04 0,84+0,05 0,08+0,02
1,10 9,93+1,98 647,25+189,71 146,5+1,10 0,44 + 0,02 0,90+0,04 0,08+0,04
0,11 9,43+1,30 739,50+96,35 143,8+1,60 0,43+0,04 0,93+0,07 0,04+0,04
Control + 1,44 613,75+122,30 142,8+0,38 0,43+0,02 0,89+0,05 0,09+0,05
Segundo muestreo
2,75 11,58 +1,30 703,75+77,00 174,7+0,92 0,48+001 0,83+0,06 0,12+0,01
1,10 11,83 +1,96 603,75 +240,00 169,2+0,53 0,48+001 085+0,07 0,14+0,07
0,11 11,70 +1,60 510,00 + 69,16 153,8+0,15 0,46+0,01 0,77+0,06 0,16+0,06
Control 10,80 + 0,91 632,75 +240,00 161,8+0,50 0,48+0,02 0,86+0,05 0,11+0,04

Tabla 3. indices bioquimicos de la sangre y niveles de las enzimas ALAT y ASAT en el suero
de ratas Sprague Dawley hembras tratadas con el AcM IOR C5 liofilizado. (Se reporta media
aritmética * desviacién estandar, n = 4).

Dosis Protein reatinin | lesterol ALAT
ima/kg fotales (o/L) fm:gles/lj (rfmlflz?u (ﬁiqecfl:;u Uy ASATIUIA
e peso)
Primer muestreo
2,75 61,90+ 14,34 74,00+11,60 11,10+0,28 1,64+0,21 24,33+13,82 36,67 +3,06
1,10 63,80 +8,57 102,25+58,67 9,38+1,42 1,59+0,21 25,50+6,61 37,00+5,29
0,11 58,33+7,58 77,15+7,23 12,70+2,46 1,49+0,35 21,25+4,35 34,25+3,86
Control 64,22 +10,99 69,50 +7,37 12,10+0,94 1,80+0,21 21,75+3,99 32,25+2,22
Segundo muestreo
2,75 108,78 +49,03 595+1,40 2,05+0,10 12,41 +1,82 42,75+4,43
1,10 No 80,00 +22,18 9,07+2,02 1,90+0,26 19,75+3,10 52,50+5,20
0,11 determinado 85,38+ 45,68 9,17+3,63 1,87+0,32 21,00+1,41 46,25+2,99
Control 82,25+40,82 10,45+3,07 2,02+0,15 13,25+2,50 51,21+3,59

ducto. En los casos en que se manifestaron diferencias
significativas, los valores obtenidos nunca se alejaron
de los marcos propios descritos para la especie. Tam-
poco hubo ninglin efecto de dependencia de la dosis
que pudiera estar relacionado con la administracién
del producto.

Estudio anatomopatolégico

Las observaciones anatomopatol gicas —que consis-
tieron en la inspeccidn externay macroscopica de los
6rganos—, no mostraron la existencia de alteraciones
que pudieran relacionarse con €l tratamiento con el
AcM IOR C5. El andlisis de los pesos relativos de los
6rganos, tampoco mostrd diferencias estadisticamen-
te significativas entre los grupos.

En agunos animales se observaron ateraciones en
la zona de inyeccion; sin embargo, la aparicion de es-
tas lesiones no fue atribuible a un efecto dependiente
de la dosis, pues éstas aparecieron de forma cualitati-
vamente similar en todos |os grupos experimentales y
en el grupo control. Entonces, se puede afirmar que €

13. MINSAP. Buenas Practicas de Labora-
torio y Garantia de la Calidad en Ensayos
Toxicolégicos. ECIMED; 1993

14. Canadian Council on Animal Care
(CCAC). Hematology and Clinical Bioche-
mistry Reference Values, In: Guide to the
care and use of experimental animals. Vol.
1. Ottawa (Canadd): CCAC Publishing
House; 1984. p.86-8.
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motivo de aparicidn de estas ateraciones fue la conti-
nua manipulacién en el area de inyeccién, durante los
15 dias de administracién del AcM IOR C5. Los ha
Ilazgos congestivos o hiperémicos observados se pue-
den relacionar con e proceso de sacrificio del animal.

Seguin los resultados del estudio histopatol 6gico, no
se observaron diferencias entre e grupo control y € gru-
po de ladosis méxima del ensayo (2,75 mg/kg de peso).

En ambos grupos se observaron lesiones como
nefrocalcinosis y proliferacion a nivel de los tabiques
alveolares (neumonia alveolar proliferativa). La pri-
mera afeccion es frecuente en los animales de labora-
torio y es considerada un trastorno espontaneo muy
frecuente en las ratas hembras, el cual estarelacionado
con diferencias en el contenido de minerales de la die-
ta, principalmente calcio y fosforo. La neumonia
alveolar proliferativa puede deberse a enfermedades
sistémicas en estos animales. No obstante, esta lesion
también puede aparecer como respuesta a la inhala-
cién del éter, que fue la sustancia empleada durante el
sacrificio para anestesiar a los animales.

Sin embargo, estas lesiones no fueron especificas
de un grupo, sino que se presentaron aleatoriamente

Recibido en mayo de 1998. Aprobado
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en ambos grupos (control y dosis maxima), sin pre-
ferencia por alguno de ellos, por lo que se puede
afirmar que su aparicion no esta relacionada con el
tratamiento.

El AcM IOR C5 en formaliofilizada, administrado a
las ratas hembras durante 15 dias, no indujo manifesta-
ciones de toxicidad en los animales tratados, y 1os 6rga-
nos no evidenciaron ateraciones macroscopicas ni mi-
croscopicas que puedan ser atribuidas a producto.

Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede
concluir que la administracion reiterada (15 adminis-
traciones) del AcM I0OR C5 en forma liofilizada por
via endovenosa, no produce alteraciones que puedan
atribuirse a efectos toxicos en ratas.
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