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RESUMEN

El CIGB-300 es un péptido sintético que inhibe la fosforilacion mediada por la enzima caseina quinasa 2 (CK2) y
ejerce un marcado efecto antineopldsico en diferentes modelos preclinicos. En estudios fase | y Il, se exploran sus
efectos por varias vias de administracién. En particular, la via intravenosa requiere un método analitico confiable
para su deteccién en plasma. Con este propésito, se desarrollé un ELISA de competencia, para detectar y cuantificar
el péptido CIGB-300 en muestras de plasma humano. Este sistema mostré un limite de deteccién de 0.030 ug/mL
y un rango de trabajo de 10 a 0.039 ug/mL, que incluye las concentraciones alcanzadas en el plasma de pacientes
tratados con CIGB-300. Ademds se determiné la variabilidad intraensayo (CV < 5 %) e interensayo (CV < 17 %)
y el rango de recobrado del sistema (de 98.9 a 119.8 %). Finalmente, se evalué el impacto de hasta tres ciclos de
congelacién-descongelacién y de la conservacion de la muestra a - 80 °C sobre la estabilidad del analito. Para
todas las muestras del estudio de estabilidad se obtuvo un coeficiente de variaciéon menor del 20 %. Los resultados
fundamentan la aplicacién de este método analitico como una nueva herramienta para los estudios farmacocinéticos
de las primeras etapas de la investigacién clinica con el nuevo farmaco anticdncer CIGB-300.

Palabras clave: CIGB-300, ELISA, validacién, farmacocinética, via intravenosa, farmaco anticancer

Biotecnologia Aplicada 2014;31:227-231

4

TECNICA

ABSTRACT

Implementation of a competitive ELISA for pharmacokinetics studies of CIGB-300 in human plasma. CIGB-300
is a synthetic peptide that inhibits the phosphorylation mediated by enzyme casein kinase 2 (CK2) and has a marked
antineoplastic effect in different preclinical models. In the clinical setting, it's explored in phase | and Il studies using
different routes of administration. In particular, the use of the intravenous route requires a reliable analytical method
for the detection of CIGB-300 in plasma. A competitive ELISA was developed to detect and quantify the CIGB-300
peptide in human plasma samples. This system showed a detection limit of 0.030 ug/mL and a working range from
10 to 0.039 ug/mL, including concentrations achieved in plasma of patients treated with CIGB-300. In addition, the
intra and inter-assay precisions were (coefficient of variation < 5 %) and (CV < 17 %) and the recovered range from
98.9 to 119.8 %. Finally, the impact of three freeze-thaw cycles and the sample storage at - 80 °C on the stability
of the analyte was evaluated. We obtained a CV < 20 % for all samples in the stability study. The results support
the application of this analytical method as a new tool for the pharmacokinetic studies of the early stages of clinical

research with the new anti cancer drug CIGB-300.
Keywords: CIGB-300, ELISA, system validation, pharmacokinetics, intravenous route, anticancer drug

Introduccién

El CIGB-300 es un péptido sintético que inhibe la fos-
forilacion mediada por la enzima caseina quinasa 2
(CK2), y ejerce un marcado efecto antineoplasico en di-
ferentes modelos preclinicos in vitro e in vivo [1]. Varias
evidencias experimentales en lineas celulares derivadas
de canceres de pulmon, cérvix, prostata y colon sugie-
ren que la proteina multifuncional B23/NPM, sustrato
validado de la CK2, es un blanco molecular relevante
para el CIGB-300 en células tumorales [2]. Como re-
sultado de una extensa experimentacion farmacoldgica
in vivo, se recopilaron datos de eficacia antitumoral y
seguridad, que conformaron el soporte preclinico para
la exploracion del péptido CIGB-300 en estudios cli-
nicos [3].

El péptido CIGB-300 se evalud por primera vez
en seres humanos en el afio 2006. Este estudio clinico
pionero consistié en su aplicacion directa en lesiones

premalignas de cérvix, y aporto las primeras evidencias
robustas de seguridad del producto [4]. No obstante,
dos de los nichos oncoldgicos en los que actualmen-
te se explora son las neoplasias malignas de pulmén
y la leucemia mieloide aguda (LMA), localizaciones
tumorales que deben ser tratadas utilizando una via
sistémica de administracion del farmaco, por ser difi-
ciles de intervenir (como el cancer de pulmon) o cons-
tituir una enfermedad diseminada (como la LMA).
En este contexto, la implementacion de un sistema
analitico que permita estimar las concentraciones del
compuesto en los fluidos bioldgicos de los pacientes
y calcular los parametros farmacocinéticos, es una he-
rramienta imprescindible para la optimizacion y futuro
desarrollo del farmaco en la investigacion clinica [5].
Los estudios farmacocinéticos con el CIGB-300 en
modelos animales y humanos, se basan en la estimacion
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de las concentraciones del péptido en el plasma median-
te un método radiactivo con una variante de CIGB-300
conjugada a tecnecio *Tc [3, 6]. Sin embargo, los mé-
todos radiactivos presentan importantes limitaciones,
pues impide conocer cuanto de la sefial radiactiva re-
gistrada se corresponde con el péptido integro y no con
degradaciones de este. Ello pudiera conducir a sobresti-
maciones de la cantidad real de molécula circulante y,
por ende, a una incorrecta evaluacion de sus parametros
farmacocinéticos [7].

El sistema ELISA es una de las metodologias
mas empleadas en laboratorios clinicos y analiticos
para estudios farmacocinéticos [8]. Es muy sensi-
ble para la cuantificacién de analitos en muestras
complejas y no presenta peligros para la salud hu-
mana [9]. Nuestro grupo implementd un ensayo de
competencia tipo ELISA que utiliza un anticuerpo
policlonal generado contra el CIGB-300, para la
captura de ese analito presente en el plasma. Para
su establecimiento, inicialmente se determinaron
los parametros: exactitud, precision, selectividad,
sensibilidad, reproducibilidad y estabilidad, reco-
mendados para este tipo de analisis [10].

Materiales y métodos

Reactivos

El reactivo Tween 20 se adquirié a Sigma Aldrich
Labochemikalien GmbH, Reino Unido. Se emplearon
los anticuerpos policlonal anti-CIGB-300 desarrollado
en conejo (Atlanbio, Francia) y anti-conejo peroxidasa
(Sigma, Missouri, EE.UU.). Las soluciones de sustrato
y de parada para la reaccion inmunoenzimatica se ad-
quirieron de R & D Systems (Minneapolis, EE.UU.),
y la solucion bloqueadora Seablock a EastCoastBio
(Maine, EE.UU.). Las soluciones de lavado (Tween
20 al 0.05 %), y de dilucion (Tween 20 al 0.1 % y
suero fetal bovino (SFB; PAA, Canada) al 2 %), se
prepararon en tampon fosfato salino (PBS; NaCl 1.37
M, KCI 27 mM, Na,HPO, 100 mM, KH,PO, 18 mM,
pH 7.4) al 1x.

Como material de referencia del analito se emple6
el lote del péptido CIGB-300 P-300-02-0807 (CIGB,
La Habana, Cuba).

Muestras de plasma humano

Las muestras de plasma de los donantes sanos las su-
ministré el Banco de Sangre del Vedado, La Habana,
Cuba. Las de los pacientes con cancer (carcinoma
de vulva con metastasis en pulmoén, adenocarcinoma
de células no pequefias de pulmon, cancer retroperi-
toneal, adenocarcinoma de recto con infiltracion de
musculo) las suministr6 el Centro de Investigaciones
Meédico Quirurgicas (Cimeq). Las muestras se alma-
cenaron a - 80 °C hasta su descongelacion (solamente
una vez).

Ensayo inmunoenzimatico

Se recubrié una placa ELISA/RIA (placas de polies-
tireno high binding EIA, Costar, EE.UU.) con
100 pL del CIGB-300 (material de referencia) disuelto a
1 pg/mL en solucion salina tampén fosfato (PBS) 1x.
Se incubo a 4 °C durante 16 h. Seguidamente se blo-
qued con 200 pL de solucion de bloqueo Seablock a
temperatura ambiente (TA; 25 °C) en la oscuridad,
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durante 2 h. A continuacion se adicionaron 50 pL de
las diluciones seriadas del CIGB-300 (curva estandar)
en un rango de concentraciones de 0 a 10 pg/mL o
de la muestra problema conjuntamente con 50 pL del
suero policlonal de conejo anti-CIGB-300 previamen-
te diluido 1:10 000 en PBS 1x. La placa se incub6 a
TA en la oscuridad durante 2 h. Posteriormente se rea-
lizaron cuatro lavados con solucion PBS 1x-Tween
20 al 0.05 % y se adicionaron 100 pL del conjugado
anti-conejo peroxidasa diluido en tampon de dilucion,
y se incubo a TA en la oscuridad durante 2 h. Des-
pués se efectuaron cuatro lavados con solucion PBS
1x-Tween 20 al 0.05 % y se adicionaron 100 uL por
pocillo de la solucién sustrato, y se incubaron durante
30 min a TA en la oscuridad. Para detener la reaccion,
se adicionaron 100 pL de la solucion de parada y se
realiz6 la lectura de la absorbancia a 450 nm (Abs, )
en un lector de placas SUMA modelo PR-521 (Centro
de Inmunoensayo, Cuba).

Finalmente, para los calculos se sustrajo a todos los
valores de Abs,, del ensayo el valor de la Abs,,
base (muestra sin recubrimiento con CIGB-300). La
curva de calibracion se grafic con el cociente de
union/union maxima (B/Bmax) en las ordenadas con-
tra logaritmo de la concentracion de CIGB-300 en las
abscisas, y la ecuacion resultante se ajustd mediante
un modelo no-lineal sigmoidal de pendiente variable
(programa Prisma, version 4.0). El valor de concen-
tracion del CIGB-300 se obtuvo mediante la extrapo-
lacion del valor individual de B/Bmax de cada mues-
tra problema en la curva de calibracion. La Bmax se
define como el valor equivalente a una concentracion
cero del CIGB-300 en el plasma evaluado; por tanto,
la mayor Abs,,  detectada.

Parédmetros de calidad del ensayo

La repetibilidad se comprobdé mediante cuatro curvas
de la misma muestra en idénticas condiciones, en un
mismo ensayo, el mismo dia. Para la precision inter-
media se realizaron cuatro curvas de la misma mues-
tra en idénticas condiciones, en diferentes ensayos, en
diferentes dias.

Para determinar la linealidad del sistema y el rango
de trabajo (RT), se realizaron cuatro curvas de cali-
bracion durante la validacion (en dias diferentes). Las
concentraciones del analito en los puntos de la curva
fueron 10 pg/mL, 2.5 pg/mL, 0.6 pg/mL, 0.15 pg/mL
y 0.039 pg/mL. El limite de deteccion inferior (LDI) se
determin6 mediante la sustraccion al valor de Abs,,
correspondiente a Bméx de dos desviaciones estandar
(DE) en la curva de calibracion del sistema (LDI =
Bmaéx - 2DE). El limite de deteccion superior (LDS)
se calcul6 interpolando el valor de ABS correspon-
diente al fondo del sistema (LDS = media + 2 DE).
El RT se definié como el rango de concentraciones
comprendido entre los limites superior e inferior del
sistema (LDI < RT < LDS).

La especificidad se determind como la capacidad
del método ELISA para detectar el analito de forma
especifica, en presencia de componentes que pueden
estar en la matriz e interferir con el sistema. Para este
proposito, se proceso el plasma de cuatro individuos
y se analizaron concentraciones conocidas del anali-
to (10 pg/mL, 2.5 pg/mL, 0.6 pg/mL, 0.15 pg/mL,
0.039 pg/mL). Se compararon los valores de Abs
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correspondientes de cada una de estas muestras con
los valores de Abs, para esa misma concentracion
de analito en la curva estandar.

Para la medicion de la especificidad, si la estima-
cion de la concentracion del analito es exacta, no exis-
ten interferencias en el sistema matriz factor (FM),
con valor 1. El FM se calcul6 segln el cociente de
respuesta en presencia del analito de la matriz sobre la
respuesta en su ausencia. El coeficiente de variacion
porcentual (CV %) entre ellas debe ser menor o igual
a 20 %, por lo que el FM debe ser mayor o igual a 0.8,
y menor o igual a 1.2, para cada uno de los plasmas
analizados con respecto a la mezcla, cuya determina-
cion se realizo en el plasma de donantes sanos (plasma
estandar).

El recobrado del sistema (REC) se determiné usan-
do tres concentraciones del analito en el plasma de
pacientes (n = 4) y en el plasma estandar. Se calcu-
16 como el cociente entre las ABS de diferentes con-
centraciones del analito (X) en la matriz que se debia
evaluar y la ABS de concentraciones equivalentes del
analito en el plasma estandar, seglin la siguiente for-
mula:

Abs, (X plasma paciente)

REC= 100
Abs (X plasma estandar) *

450nm

Para el analisis de la estabilidad del analito en el plas-
ma se realizaron analisis de varianza en la muestra
almacenada a - 80 °C, en las muestras sujetas a ciclos
sucesivos (hasta 3 ciclos) de congelacion-descongela-
cion (- 80 °C-TA), y del analito en la matriz sin pro-
cesar.

Estabilidad de la muestra almacenada
a-80°C

Las muestras del analito en plasma se prepararon a tres
concentraciones: alta (10 pg/mL), media (0.6 pg/mL)
y baja (0.039 pg/mL). De las muestras preparadas, se
analizaron dos réplicas de cada nivel de concentracion
al tiempo 0. Las demds muestras se almacenaron a
- 80 °C y se analizaron a los 18 y 30 dias. La concen-
tracion de la determinacion inicial se compar6 con el
valor de concentracion de las muestras almacenadas a
mediano y largo plazo.

Estabilidad de la muestra en ciclos
de congelacién-descongelacién

Las muestras preparadas a las tres concentraciones
se sometieron a uno, dos o tres ciclo de congelacion-
descongelacion (- 80 °C-TA). Después de cada ciclo,
la muestra se procesé y analizd segln lo descrito. Las
determinaciones se compararon con el analisis de
muestras no sometidas a este tratamiento y el experi-
mento se hizo por duplicado para cada nivel de con-
centracion, en cada grupo experimental.

Los resultados de las determinaciones se procesa-
ron en el programa Prisma (version 4.0).

Andlisis estadistico

Se calculd la desviacion estandar y el coeficiente de
variacion porcentual, mediante el programa Excel
2007 de Microsoft® (Microsoft Corp.; EE.UU.).

Resultados y discusion

El péptido CIGB-300 es un nuevo farmaco antitumo-
ral con un potente efecto antineoplasico en modelos
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preclinicos de cancer [1], y cuya fase de evaluacion
clinica transcurre actualmente. Esta molécula inhibe
la fosforilacion mediada por CK2, un blanco molecu-
lar oncologicamente validado [11]. En el afio 2006 se
evalud por primera vez en seres humanos, a los que se
administré directamente en lesiones premalignas de
cérvix, y demostrd ser seguro y bien tolerado [4]. Los
nuevos nichos oncologicos en los que se explora esta
molécula son las neoplasias malignas de pulmén y la
leucemia mieloide aguda (LMA), cuya ruta de admi-
nistracion debe ser la sistémica. La implementacion
de un sistema analitico que permita estimar las con-
centraciones y calcular parametros farmacocinéticos
en fluidos bioldgicos, es un objetivo primordial para
la optimizacion y el desarrollo de este farmaco [5].

En los primeros estudios de biodisponibilidad del
CIGB-300 en los fluidos biologicos se empled un
método radiactivo, en el que se conjugo el péptido a
tecnecio 99 (Tc*) [3, 6]. Si bien se pudieron estimar
las concentraciones de CIGB-300 que se alcanzan en
el plasma humano, asi como las correlaciones preli-
minares con variables de biodistribucion, toxicidad y
signos de eficacia clinica, las desventajas de este mé-
todo son ampliamente conocidas [12, 13].

Como alternativa, se han desarrollado ensayos
inmunoenzimaticos que incluyen la especificidad,
sensibilidad, reproducibilidad y rapidez, entre otras
ventajas [14, 15], y permiten cuantificar péptidos y
proteinas en matrices bioldgicas de manera rutinaria.
Este trabajo describe el proceso de desarrollo e imple-
mentacion de un sistema ELISA de competencia para
la determinacion del péptido CIGB-300 en el plasma
humano. Es el primer método que permite monitorear
la presencia de la molécula integra en fluidos biolo-
gicos, de manera relativamente facil y confiable, y
evita los riesgos que implica el trabajo con is6topos
radiactivos [16].

El sistema ELISA implementado permitié detec-
tar el analito en el plasma humano en el rango na-
nomolar, con un LDI estimado de 0.030 pg/mL. La
determinacion de los limites de deteccion es un paso
importante para todo sistema analitico, pues define la
cantidad minima de analito que puede ser cuantifica-
da de manera confiable en un fluido biolégico, y al
mismo tiempo determinar el limite inferior del RT del
sistema [17]. Un limite de deteccion bajo posibilita el
seguimiento del péptido en el plasma durante mayor
tiempo. Un niimero superior de puntos experimenta-
les contribuye a una mejor estimacion de los parame-
tros farmacocinéticos del formaco en estudio. Por otra
parte, la estimacion del LDS a partir de las curvas de
dosis-respuesta obtenidas, indicé que el ELISA puede
detectar concentraciones del CIGB-300 en el plasma
humano de hasta 15 pg/mL, sin necesidad de una di-
lucién previa. Estas determinaciones permitieron es-
tablecer un RT amplio y confiable (de 0.039 a 10.0 pg/
mL) para futuras evaluaciones, con el fin de estimar
las concentraciones del analito en muestras de plasma
de pacientes con cancer.

Otros parametros importantes en el establecimien-
to de un método analitico son la precision y la exac-
titud, caracteristicas del rendimiento que describen
la magnitud de los errores aleatorios y sistematicos
[18]. Durante el estudio de la variabilidad intraensayo
se obtuvo un CV menor de un 5 % para cada punto
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de la curva (Tabla 1), mientras que los valores para la
precision intermedia estuvieron entre 14y 17 % (Ta-
bla 2). Esto significa que el ensayo es reproducible y
ofrece una precision aceptable, segun lo establecido
para este tipo de determinacion donde el CV debe ser
menor del 20 % [19].

Para el analisis de la linealidad, se empled un ensa-
yo de unioén a ligando, que emplea el modelo logistico
de cuatro parametros (4 PL). Este tipo de ensayo se
comporta tipicamente con una relacion sigmoidal no
lineal, entre la concentracion del analito y la respues-
ta. Se escogid este modelo porque optimiza la preci-
sion y exactitud en el rango de calibracion que se esté
empleando (de 5 a 8 concentraciones que se han de
evaluar) [20, 21]. Las curvas de calibracion presentan
un coeficiente de determinacion mayor o igual a 0.98
(R*>0.98) (Figura 1). Mientras mas cercano a | sea
el R?, habra un mejor ajuste de los datos al modelo
empleado y ello, ademas, es otro elemento en favor de
la precision y exactitud del ensayo.

Con el fin de establecer la selectividad del sis-
tema, se evalud la influencia de la matriz biologica
empleada en las determinaciones. Los valores de FM,
obtenidos en las muestras de plasma de los pacientes
con cancer, en cada punto de la curva, se encuentran
entre 0.8 y 1.0 (Tabla 3). Aunque este resultado debe
ser corroborado en un mayor nimero de muestras, se
demostro que las interferencias que pudieran existir
en el plasma, como proteinas, lipidos o la hemdlisis
de alguna de las muestras, no afectan significativa-
mente la determinacion del CIGB-300. Otra medida
de la capacidad del sistema de detectar el analito es
mediante el estudio del recobrado. Este se expresa
como la relacion porcentual entre la respuesta obteni-
da para el analito en una muestra (por ejemplo, plasma
de un paciente) con relacion a la respuesta obtenida
para la misma cantidad de analito en una matriz estan-
dar (por ejemplo, plasma de un individuo sano) [18].
Se analizaron tres concentraciones: alta (10 pg/mL),

Tabla 1. Andlisis de la repetibilidad de un ELISA de competen-
cia para estudios de farmacocinética del péptido CIGB-300
en plasma humano*

Concentracién Coeficiente de

(ug/mL) Medias variacién (%)
10 0.224 5
25 0.427 3
0.6 0.558 5
0.15 0.603 2
0.039 0.748 3

* Se muestran los resultados de la variabilidad del sistema pro-
cesado en el mismo dia, bajo las mismas condiciones (n = 4).

Tabla 2. Andlisis de la precisién intermedia de un ELISA de
competencia para estudios de farmacocinética del péptido
CIGB-300 en plasma humano*

Concentracion

Coeficiente de

(ug/mL) Medias variacion (%)
10 0.305 14
25 0.560 16
0.6 0.723 15
0.15 0.800 15
0.039 0.959 17

*Se muestran los resultados del andlisis de la variabilidad
interensayo (n = 10).
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Figura 1. Andlisis de la linealidad de un ELISA de competencia para estudios de farmacocinética del
péptido CIGB-300 en plasma humano. Curvas generadas en cuatro dias diferentes (A-D), elabora-
das con el programa Prisma (versiéon 4.0). Los cuatro ensayos fueron hechos por el mismo analista.

media (0.6 pg/mL) y baja (0.039 pg/mL), y se obtu-
vieron 110.2, 98.9 y 119.8 %, respectivamente. Las
interferencias presentes en la muestra influyen positi-
vamente en el recobrado. Para los valores extremos de
la curva, el andlisis del recobrado indica que se pue-
den sobrestimar las concentraciones del CIGB-300.
Sin embargo, estos resultados se deben interpretar con
cautela, pues el aumento de los valores del recobrado
se ubica dentro de la variabilidad del sistema.
Finalmente se estudi6 la estabilidad de la muestra
en dos y tres ciclos de congelacion-descongelacion
(- 80 °C-TA). Los experimentos de estabilidad deben
simular las condiciones en que se recogeran, procesa-
ran y almacenaran las muestras de estudio. La estabi-
lidad de la muestra se puede evaluar durante la fase de
implementacion del método, para lo cual generalmen-
te se incluyen estudios a temperatura ambiente, de 2
a 8 °C, y ciclo de congelacion-descongelacion. Estas
evaluaciones permiten definir cuando las muestras
seran desechadas del ciclo de vida del sistema [17].
Varios analisis fisico-quimicos evidenciaron que la
molécula CIGB-300, no es estable a 4 °C. Por esta
razon y considerando el elevado niimero de protea-
sas en la sangre [22], nuestros estudios de estabilidad

19.Kelley M, DeSilva B. Key elements of
bioanalytical method validation for macro-
molecules. The AAPS J. 2007;9(2):E156-63.

20. Findlay JW, Dillard RF. Appropriate ca-
libration curve fitting in ligand binding as-
says. The AAPS journal. 2007;9(2):E260-7.

21. Ministry of Health, Labour and Welfare
of Japan. Draft Guideline on Bioanalytical
Method (Ligand Binding Assay) Validation
in Pharmaceutical Development. Tokyo:
MHLW; 2014 [cited 2014 Jan 27]. Avai-
lable from: hitp://www.nihs.go.jp/drug/
BMV/BMV-LBA_draft_140124_E_rev.pdf

Tabla 3. Evaluacién de la interferencia por la matriz en un ensayo ELISA de competencia para estudios

de farmacocinética del péptido CIGB-300 en plasma humano*

Matrices
Concentracion Coeficiente
(ug/mL) de variacion (%)
2 3 4 Medias
10 0.853 0.742 0.872 0.966 0.858 11
2.5 0.836 0.869 0.851 0.815 0.843 2
0.6 0.740 0.804 0.776 0.786 0.777 4
0.15 0.748 0.883 0.938 0.900 0.867 10
0.039 0.912 0.994 0.989 1.023 0.979 6

* La interferencia se expresa como el cociente de la relacion B/Bmax del punto en cada matrizy la relacion

B/Bmadx del punto en el plasma estandar.
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se realizaron a - 80 °C. En los intervalos de tiempo
analizados con respecto al momento inicial (t,), el CV
se mantuvo en el rango de 3 a 6 % (Figura 2A), lo que
indica que una misma alicuota de la muestra puede
ser reevaluada al menos tres veces sin comprometer la
estimacion del analito. En relacion con la estabilidad a
largo plazo, en el estudio de la muestra almacenada 18
dias, el CV con respecto a t, se mantuvo en el rango
de 3 a 14 % (Figura 2B). Para la muestra almacena-
da durante 30 dias, el CV en los tiempos analizados
con respecto a t; se mantuvo en el rango de 6 a 19 %
(Figura 2B). De conjunto, estos resultados permiten
establecer que el analito es estable en plasma humano
durante los tiempos evaluados en estas condiciones de
almacenamiento. Este hallazgo es importante desde el
punto de vista operativo en el laboratorio pues brinda
cierta flexibilidad para la evaluacion de la muestra.

La cuantificacion de analitos mediante la platafor-
ma tipo ELISA generalmente es sencilla, cuando se
trata de un anticuerpo de alta especificidad, como en
el caso del anticuerpo empleado en este estudio [5]. Se
han descrito varios ensayos inmunoenzimaticos para
la deteccion de farmacos de origen peptidico. Uno de
ellos es un ELISA de competencia, disponible de for-
ma comercial, desarrollado para la deteccion y cuanti-
ficacion del exenatide, version sintética del exendin-4.
El exenatide es un agonista del péptido similar al glu-
cagén tipo 1 (agonista GLP-1), empleado en el control
de la glicemia, aprobado desde 2005 [23] para el tra-
tamiento de la diabetes mellitus tipo II [24]. Este sis-
tema detecta hasta 0.1 pg/mL con un LDI de 0.00008
pug/mL [25]. Otro ELISA de competencia fue disefiado
para detectar la presencia del péptido hepcidin, el cual
contribuye a la patogénesis de la anemia cronica. El
sistema mostré un LDI de 5.5 pg/mL, y una varia-
cién intraensayo de entre 8 y 15 %, e interensayo de
entre 5y 16 %, con un recobrado de un 107 % [26].
De manera interesante, la estimacion del LDI de
nuestro sistema evidencid que el ensayo es supe-
rior en este parametro a uno de los ELISA descritos
(hepcidin), mientras que la variacion intra e interen-
sayo se comportd de manera similar (CV < 20 %).
Adicionalmente, como medida de la selectividad se
compararon los recobrados, cuyos valores se compor-
taron dentro del 20 % de variacion.

A pesar de que un proceso de validacion para el
ensayo de union a ligando requiere la introduccion
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Aprobado en julio de 2014.
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Figura 2. Estabilidad de la muestra de plasma de individuos sanos, expuestas a diferentes tratamientos
durante el establecimiento de un ensayo ELISA para estudios de farmacocinética del péptido CIGB-300
en plasma humano. A) ciclos de congelacién-descongelacion (- 80 °C-TA). B) Almacenamiento a largo
plazo a - 80 °C. Las barras de error representan la desviacién estandar.

de otras variables (por ejemplo, equipos, analistas,
nimero de réplicas, muestras biologicas, entre otras)
y métodos de analisis de datos [17], el sistema im-
plementado es preciso y exacto. El ensayo permite
la cuantificacion del péptido CIGB-300 en el plasma
humano, de manera confiable y reproducible, sin los
posibles errores de estimacion derivados de la degra-
dacion del péptido, que son frecuentes en los métodos
radiactivos. Al mismo tiempo, esta etapa de imple-
mentacion permitio establecer los reactivos criticos, el
tipo de revelado del sistema y el diseflo experimental
(es decir, numero de placas, colocacion de los patro-
nes/muestras de validacion, niimero de repeticiones,
condiciones de operacion y el tamafio de los lotes de
evaluacion), elementos que necesitan ser confirmados
durante la futura etapa de validacion [17].
Considerando las ventajas de un sistema analitico
tipo ELISA descritas, el nuevo método se erige como
una alternativa robusta, flexible y facil de implemen-
tar, con el objetivo de estudiar la farmacocinética del
péptido CIGB-300 en los futuros ensayos clinicos.
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