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1. Resumen

ElI CIGB le ha apostado al empleo de los péptidos sintéticos como agentes
terapéuticos para el tratamiento de enfermedades como el cancer, desérde-
nes autoinmunes y trastornos cardiovasculares, entre otras. Varios candidatos
terapéuticos peptidicos se encuentran en la etapa de solicitud de autoriza-
cién de estudios clinicos 0 han rebasado satisfactoriamente la fase |. En esta
etapa, tanto la seguridad del farmaco como su perfil farmacocinético, son as-
pectos exigidos por las entidades regulatorias. Si bien el marcaje radioactivo
sigue siendo el método més utilizado en estudios de farmacocinética precli-
nica, este no es selectivo, puede alterar el perfil farmacocinético del farmaco
y su aplicacion en seres humanos es limitada. Esta desventaja, aparejada a
la elevada diversidad estructural y funcional de los péptidos, asi como a su
rapida eliminacion, hacen necesario el desarrollo de nuevos métodos anali-
ticos con este propédsito. La espectrometria de masas (MS) posee elevadas
selectividad, sensibilidad y velocidad de andlisis, aunque su empleo para la
cuantificacion de estas moléculas en el contexto del plasma, constituye un reto
analitico. De ahi que los métodos analiticos basados en MS deban adaptarse
a las propiedades fisico-quimicas de la molécula de interés y a las caracte-
risticas de la matriz bioldégica en que se encuentra. En el presente trabajo
se desarrollaron dos métodos analiticos para la cuantificacion absoluta en
plasma humano de dos candidatos terapeuticos peptidicos: el CIGB-500 (ci-
toprotector) y el CIGB-300 (antineoplasico). Ambas metodologias se validaron
segun las exigentes normas de la FDA. El método para el CIGB-500 se basé
en el acoplamiento de la cromatografia liquida a la espectrometria de masas
(LC-MS), mientras que para el CIGB-300 solo se empled la espectrometria
de masas MALDI-MS. En ambos casos se utilizé el monitoreo de la senal
del péptido intacto (SIM), lo que garantizé la elevada selectividad del anélisis.
La utilizaciéon del MALDI-MS sin el empleo de la cromatografia liquida cons-
tituye un elemento de novedad cientifica del trabajo, por su simplicidad y su
generalidad para el estudio del perfil farmacocinético de péptidos catidnicos.
Estos métodos fueron aplicados en los estudios de farmacocinética durante
los ensayos clinicos fase | de ambos candidatos. Para el péptido CIGB-500,
el método desarrollado permitié detectar el posible reciclaje enterohepatico de
la molécula intacta y para el CIGB-300 se demostré que este no se acumulé
de una administracion a la otra, siguiendo el régimen de administracion pro-
puesto. Los resultados aqui presentados se incluyeron en los informes finales
de ambos ensayos clinicos. Ademas han sido publicados en 3 articulos en
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revistas internacionales arbitradas de impacto, se presentaron en el FORUM
de Ciencia y Técnica a varios niveles, asi como en otros eventos cientificos
con cardcter nacional e internacional. En nuestro pais es la primera vez que
se utiliza la espectrometria de masas para el estudio del perfil farmacocinético
de péptidos terapéuticos.

2. Comunicacion Corta

2.1. Introduccion

Dentro de la proyeccion estratégica de investigacion y desarrollo del CIGB,
una de las variantes es el empleo de los péptidos sintéticos como agentes
terapéuticos para el tratamiento, entre otras enfermedades, del cancer, los
desérdenes autoinmunes y los trastornos cardiovasculares. Varios candida-
tos terapéuticos, basados en péptidos sintéticos, se encuentran en la etapa
de solicitud de autorizaciéon para realizar estudios clinicos o han rebasado
satisfactoriamente la fase | de estos. Uno de los objetivos principales de es-
tos ensayos es la realizaciéon de estudios de farmacocinética, donde se hace
necesario el analisis de estas moléculas y su cuantificacion en muestras bio-
l6gicas complejas. Sin embargo, la diversidad estructural y funcional de los
péptidos, unida a que son moléculas pequefias, poco inmunogénicas y de
rapida eliminacion en el organismo, dificulta su seguimiento en este tipo de
muestras.

Teniendo en cuenta que durante los estudios de farmacocinética no solo es
necesario detectar los compuestos de interés en distintos fluidos biolégicos
sino que ademas estos deben ser cuantificados de forma confiable en una
gran cantidad de muestras; se hace cada vez mas necesario el desarrollo de
métodos de andlisis eficientes que se caractericen por una elevada sensibili-
dad y la mayor velocidad de analisis posible, para garantizar la culminacion del
estudio y la obtencion de los resultados en un tiempo razonable. Ademas del
desarrollo de herramientas analiticas con este objetivo, también es importan-
te su validacién segun las normas de entidades regulatorias internacionales
(Ej./ la FDA, EMEA, etc.). Este aspecto ubica el resultado de la aplicaciéon de
estos métodos en el contexto regulatorio adecuado para el registro de estos
productos y su futura comercializacién en el mercado internacional.

Actualmente la cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas
(LC -MS) se ha convertido en la metodologia de andlisis por excelencia para



los péptidos durante las distintas etapas de su desarrollo clinico. Este tipo de
método resulta conveniente en los estudios de farmacocinética, puesto que
es aplicable a una amplia gama de compuestos de diferente naturaleza qui-
mica. En este caso, la cuantificacion de la molécula se realiza mediante la
adicién de una concentracién conocida del estandar interno (El) a la muestra.
Por lo general el El que se utiliza es el mismo compuesto que se desea cuan-
tificar, pero marcado con isétopos estables, de modo que se garantice igual
recobrado durante el procesamiento de la muestra, idéntico comportamiento
cromatografico y la misma eficiencia en la ionizacion durante su andlisis por
espectrometria de masas. También pueden emplearse compuestos quimica-
mente relacionados al analito o incluso metabolitos de este [1].

A partir de los aspectos comentados con anterioridad, se definieron como
objetivos de este trabajo: (1) Desarrollar metodologias de analisis altamente
especificas y sensibles, basadas en la espectrometria de masas, que sean
validables de acuerdo a las normas de la FDA y (2) Aplicarlas al analisis de
muestras clini cas provenientes de los ensayos clinicos fase | de los candida-
tos terapéuticos peptidicos CIGB -500 y CIGB-300.

2.2. Resultados

Este trabajo aborda el desarrollo de métodos analiticos basados en la

espectrometria de masas para la determinaciéon de candidatos terapéuticos
peptidicos en plasma humano, con el objetivo de realizar la cuantificacion de
estas moléculas durante los estudios de farmacocinética incluidos en los en-
sayos clinicos fase |.
En el caso del CIGB-500, péptido con actividad citoprotectora demostrada en
diversos modelos experimentales [2, 3] , se desarrollé una metodologia ba-
sada en el método AQUA R) [4, 5] , donde se utiliz6 la espectrometria de
masas acoplada a la cromatografia liquida (LC-MS) para separar el péptido
de interés de otros componentes del plasma. Aqui se cuantificé el CIGB-500
con la utilizacion de un estandar interno similar al péptido, pero marcado con
'3C3}-Ala (Figura 1).

El método fue validado de acuerdo a los requerimientos de la FDA [6] y
aplicado con éxito al analisis de muestras clinicas provenientes del estudio
de farmacocinética realizado en nueve individuos sanos con este candidato
terapéutico, a los niveles de dosis de 100, 200 y 400 ug/kg de peso corporal.
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Figura 1: Diagrama de flujo del método implementado para la cuantificacion
del péptido CIGB-500 en plasma humano. La muestra de plasma de partida
contiene el péptido de interés y solo se le afade el El, a la concentracién
apropiada, para realizar la cuantificacion absoluta

Por otra parte, se desarroll6 un método analitico para el péptido pro-apoptético
CIGB-300, inhibidor de la fosforilacion mediada por CK-2 y con actividad anti-
tumoral ampliamente demostrada en modelos animales y durante su aplica-
cién clinica [7, 8, 9] . En este caso, el método se baso6 en la espectrometria
de masas MALDI-TOF, con el empleo de un estandar interno que consistié
en el propio péptido acetilado en el extremo N-terminal. No se requirié ninguin
paso de cromatografia para separar el péptido de interés de otros compo-
nentes mayoritarios del plasma y solamente se utiliz6 la precipitacién acida
directamente seguida del analisis por espectrometria de masas, para realizar
la determinacion (Figura 2).

Este método también fue validado de acuerdo a los requerimientos de la
FDA [6] y aplicado con éxito al andlisis de muestras clinicas provenientes del
estudio de farmacocinética realizado en cuatro pacientes con tumores sélidos
en estadio avanzado. Aqui se estudiaron la primera y la quinta administracion
del péptido por via endovenosa, a una dosis de 1,6 mg/kg de peso corporal.
Debido a las diferencias entre estos dos péptidos en cuanto a su tamafno,
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Figura 2: Diagrama de flujo del método implementado para la cuantificacion
del péptido CIGB-300 en plasma humano. Se asume que la muestra de plas-
ma de partida ya contiene el péptido CIGB-300 y solamente se le afade el El
a la concentracion apropiada

presencia de aminoacidos cargados, etc.; se requirid el desarrollo de metodo-
logias diferentes para el analisis y la cuantificacion de cada uno de ellos, lo
que proporciona una mayor versatilidad al resultado que se propone en este
trabajo.

2.3. Aporte metodoldgico, cientifico y social

El aporte de este trabajo, desde el punto de vista metodoldgico, esta con-
dicionado al desarrollo de novedosos métodos de andlisis para estos candi-
datos terapéuticos peptidicos en plasma humano, utilizando la espectrometria
de masas ESI| y MALDI como herramientas analiticas de base. Esto propor-
ciond un nivel de selectividad y sensibilidad a los métodos desarrollados que
nunca antes se habia podido alcanzar con las herramientas analiticas conven-
cionales, como el marcaje radioactivo, que en el péptido CIGB-500 se empled
en estudios de farmacocinética y biodistribucion durante la investigacion pre-
clinica; y que para el péptido CIGB-300 se emple6 en el ensayo clinico fase |
aplicado directamente en las lesiones malignas del cuello uterino. En los méto-
dos analiticos basados en la espectrometria de masas, lo que se cuantifica es
el péptido integro, a la vez que se confirma su identidad y se pueden identificar
los principales metabolitos en que se transforma. Otro aporte desde el punto



de vista metdologico lo constituye el disefio de un estandar interno especifi-
co y adecuado a cada estrategia, lo que permitié la cuantificacién confiable de
cada uno de los péptidos en las muestras de plasma. Ambos métodos pueden
servir de plataforma analitica para la cuantificacién de otros péptidos biol6gi-
camente activos con caracteristicas similares; a partir del conocimiento de los
parametros criticos a tener en cuenta para el procesamiento de la muestra, el
diseno de los estdndares internos, asi como el método de deteccion.

Desde el punto de vista cientifico, el aporte de este trabajo esta sustentado en
la versatilidad de los métodos analiticos desarrollados, lo que senté las bases
para el analisis de cualquier tipo de péptido, individualizando la estrategia a
seguir en dependencia de sus caracteristicas fisicoquimicas, las particularida-
des de su secuencia aminoacidica, asi como de su comportamiento durante
el andlisis cromatogréafico o por espectrometria de masas. Otro aporte cien-
tifico es el empleo por primera vez de una metodologia de analisis basada
en la espectrometria de masas MALDI-TOF/SIM para la cuantificacion de un
péptido en plasma humano; con un procesamiento muy simple de la muestra
al no requerir separacion cromatogréafica previa. Este pudiera ser un procedi-
miento general para la cuantificacion en plasma de péptidos catiénicos que
tengan dianas moleculares intracelulares. Ademas se demostrd la factibilidad
del empleo de estandares internos relacionados al analito (péptido acetilado
en el N-terminal) para realizar la cuantificacién, aun cuando tengan diferen-
cias en cuanto a la ionizacién. Por otra parte se aplicaron de forma creativa
las normas de validacion de la FDA para métodos basados en LC-MS, a un
método que solo empleé MS, constituyendo este otro de los aportes cientifi-
cos del presente trabajo.

Por otra parte, el aporte social de este resultado radica en que ambos mé-
todos se validaron de acuerdo a las normas de la FDA y se aplicaron a la
cuantificacion de estos candidatos terapéuticos peptidicos en el contexto de
los estudios clinicos fase |. De esta forma, se cuenta con una herramienta
analitica cuantitativa propia (de nuestra institucion), a la altura de lo que exi-
gen las entidades regulatorias internacionales, para la cuantificacion de estos
péptidos en plasma humano . Esto aporta valor agregado a la investigacion
y pone en ventaja al producto a la hora de su registro sanitario con vistas a
su posterior comercializacién. Ademas, la documentacion asociada a la vali-
dacion de estos métodos avala su aplicacion para el propésito con que fueron
creados, y ofrece un nivel de confiabilidad elevado a los resultados obtenidos
de esta. Una determinacién mas confiable de los parametros farmacociné-
ticos tiene un impacto directo en la estimacion acertada de la dosis 6ptima
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para los candidatos peptidicos estudiados. Los resultados de la aplicacion de
estos métodos forman parte del informe final presentado a nuestra entidad
regulatoria al término del ensayo clinico fase | realizado con ambos péptidos.

2.4. Conclusiones

Los resultados obtenidos de la cuantificacién de ambos péptidos en las
muestras clinicas permitieron la caracterizacion farmacocinética de estas mo-
léculas en los niveles de dosis estudiados. Esta informacion, incorporada al
expediente del ensayo clinico fase | en cada caso, complementa ambos es-
tudios y le afade confiabilidad adicional al resultado, por tratarse de métodos
validados segun las normas vigentes de la FDA[6].

Ademas, con el método basado en la espectrometria de masas MALDI-TOF
para la cuantificacion del péptido CIGB-300 en plasma humano se sentaron
las bases metodoldgicas para el andlisis de otros péptidos catidnicos, como
los péptidos penetradores de células, cuyos blancos terapéuticos tienen loca-
lizacién intracelular.

El presente trabajo no interfiere con otros premios de la Academia de Cien-
cias de Cuba otorgados previamente a trabajos relacionados con los candida-
tos terapéuticos peptidicos CIGB-500 y/o CIGB-300, pues centra su novedad
cientifica y su aporte metodolégico y social, en el desarrollo de novedosos
métodos de andlisis para la cuantificacion de estas moléculas en plasma hu-
mano, en el marco de los en sayos clinicos fase |; donde los estudios de
farmacocinética constituyen uno de los objetivos fundamentales.
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