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Resumen: Introduccién: La vacuna cubana CIMAvax-EGF®, es util en pacientes con cancer de pul-
moén de células no pequenas (CPCNP) con altas concentraciones séricas de factor de crecimiento epi-
dérmico ([EGF]). Sin embargo, la discriminacion por [EGF] entre pacientes e individuos sanos, que
determina la exactitud diagnostica y eficacia del biomarcador, es cuestionable debido a deficiencias
metodoldgicas en su medicion. Métodos: En este trabajo se desarrolld una metodologia para la cuantifi-
cacion de EGF sérico humano, dirigida a controlar los factores causa de sesgo y variabilidad en las es-
timaciones, que incluyo el desarrollo del estuche de cuantificacion UMELISA EGF®, la estandarizacion
de la separacion de los sueros y la normalizacion de las concentraciones por conteo plaquetario. Resul-
tados: El estudio evidenci6 la capacidad discriminatoria (valor diagnostico) del EGF en circulacion,
medido en sueros separados 1h después de la flebotomia ([EGF]in); a diferencia de la provision total en
plaquetas, estimada en sueros colectados a las 4h ([EGF]4n). Se identificaron varias variables relaciona-
das con el EGF, con potencialidad como biomarcador en CPCNP. En particular el EGF circulante
([EGF]in) y el retenido en las plaquetas ([EGF]4n-[EGF]i11), ambos normalizados por conteo plaquetario,
discriminan mejor los pacientes que el EGF circulante o total. Conclusiones: La mayor capacidad dis-
criminatoria de las variables normalizadas indica su relacion mas directa con la biologia del tumor,
comparadas con el biomarcador de eficacia actual; asi como su mejor desempefio en la prediccion de
respuesta a terapias anti EGF/EGFR y a la vacuna CIMAvax-EGF® en particular.
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I. INTRODUCCION

El céncer constituye un problema de salud. Segun la plataforma “Global Cancer Observatory”, V) en
el afio 2020 el cancer de pulmén (CP) fue la primera causa de muerte por tumores malignos a nivel glo-
bal (18%) y la segunda en incidencia (11.4%), solo superada por el de mama. En Cuba los carcinomas
de trdquea, bronquios y pulmoén estdn dentro de los tumores malignos més frecuentes, presentando la
mayor tasa de mortalidad en ambos sexos al cierre del afio 2019. @ EI diagnostico temprano del CP,
critico en su manejo, es uno de los aspectos mas importantes no resueltos, ) que junto a la personaliza-
cion de las terapias determina una mejor respuesta y supervivencia. Los biomarcadores aprobados care-
cen de la sensibilidad, especificidad y reproducibilidad requeridas para el diagnostico, incluso en esta-
dios avanzados. ¥ Consecuentemente, y debido a la ausencia de sintomas obvios, la mayoria de los
pacientes con cancer de pulmon de células no pequenas (CPCNP), subtipo histolégico mayoritario, se
presentan en estadio localmente avanzado o metastasico. Este diagndstico tardio hace inviable la ciru-
gia, estrechamente ligada al concepto de cura y determina una tasa de supervivencia global (SG) a los
cinco afios de 4%-12%, que podria elevarse a 50%-80% si el diagnostico ocurriera en estadio I. > En
los ultimos afos, la tomografia computarizada de bajas dosis (TCBD) ha reducido sustancialmente la
probabilidad de morir por CP en poblaciones de alto riesgo, constituyendo el estdndar actual para la
pesquisa de la enfermedad. *%7 Sin embargo, la prueba es costosa, los casos falsos positivos deben
confirmarse por examenes ocasionalmente mas invasivos y la exposicion repetida a radiaciones ionizan-
tes puede causar cancer en los sujetos pesquisados.

Las terapias dirigidas e inmunoterapias, cuya eficacia depende de la aplicacion de biomarcadores para
su prediccion, también han incrementado la SG en los pacientes. La vacuna cubana CIMAvax-EGF®,
dirigida al Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF), se indica de manera personalizada teniendo en
cuenta la concentracion de EGF sérico pre-tratamiento, % aunque el biomarcador no permite predecir
o explicar la respuesta en todos los pacientes. ®!9 Es conocido que la capacidad discriminatoria de un
biomarcador (valor diagnostico) incide directamente en su desempefio. !V En diversos tipos de céncer y
patologias que presuntamente involucran al EGF, y en CPCNP en particular, la capacidad discriminato-
ria del EGF sérico, que sustentaria su eficacia en el prondstico, prediccion, evaluacion de respuesta a
tratamientos, y el diagndstico en si mismo, se ha estudiado escasamente con resultados no concluyentes.
(1213) Las incongruencias se deben principalmente a la variabilidad en la cuantificacion del biomarcador,
producto de carencias metodologicas. En ese sentido, es relevante que las plaquetas constituyen el
reservorio y fuente principal de EGF sérico. (¥ Consecuentemente, existe una correlacion entre sus ni-
veles séricos y el conteo plaquetario, 319 que es dependiente del tiempo de coleccion del suero, (4 y
de otros parametros como el tipo de tubo para la coleccion de la sangre y la temperatura de incubacion.
(17 Adicionalmente, el polimorfismo de un solo nucle6tido SNP +61G>A (¥ constituye otra fuente de
variabilidad entre sujetos, (') que socava la clasificacion de los niveles de EGF sérico individuales en
“bajos o altos” y cuyo impacto en la capacidad diagnostica de la molécula en CPCNP no ha sido estu-
diado, hasta donde conocemos. Las limitaciones del biomarcador actual de CIMAvax-EGF®, podrian
también estar asociadas al establecimiento retrospectivo de su valor de corte, ®? en muestras de suero
cuya obtencion no fue estandarizada y validada como 6ptima; (19 aspecto critico en la medicina de pre-
cision. Asimismo, se ha reconocido que la seleccion del biomarcador mediante analisis de supervivencia
post-hoc 'y dicotomizacion, adiciona un sesgo en su evaluacion, ®” con impacto en la eficacia. Con
estos antecedentes, se desarrollé una metodologia para la cuantificacion fiable y normalizada de EGF
sérico humano; que concibi6 el desarrollo, validacion y registro del ensayo UMELISA EGF®. @V



II. METODO

A. Muestra. Aspectos éticos

De octubre de 2014 a mayo de 2016, 25 pacientes con CPCNP (52-76 afos, mediana 62,5 afios, rela-
cién hombre : mujer de 5:1), confirmados por técnicas cito-histologicas, fueron incluidos en el estudio.
(22) Para la conformacion de los grupos control se estudiaron 105 individuos sanos (18-78 afios, mediana
51 afios para ambos sexos, 52 mujeres y 53 hombres). !9 El protocolo clinico fue aprobado por los Co-
mités de Etica respectivos y la voluntariedad de participacion se expresé mediante la firma del docu-
mento de consentimiento informado.

B. Colecta de los sueros, cuantificacion y variables de estudio

Los sujetos sanos se evaluaron tras la inclusion. Los pacientes en el momento del diagnostico (tiempo
To, n=25, NSCLC1) y de cuatro a seis semanas después de la quimio-radioterapia en primera linea
(tiempo Ti, n=18/25, NSCLC2). Se identificaron como tiempos relevantes para la coleccion de los
sueros lh y 4h. Asi cada extraccion generd dos concentraciones ([EGF]in y [EGF]an), que constituyen
buenos estimadores del EGF circulante y su provision total en las plaquetas, respectivamente, y que
junto a los conteos plaquetarios constituyen las variables primarias; cuya combinacion genero otras va-
riables de estudio (r=[EGF]iv/[EGFan, d=[EGF]an-[EGF]1n, [EGF]in/plaquetas/L, d/plaquetas/L).

III.  RESULTADOS

A. Estuche UMELISA EGF®

La Figura 1 describe el estuche de cuantificacion UMELISA EGF® desarrollado, ?! basado en un
ELISA tipo sandwich. Este juego de reactivos esta soportado sobre la plataforma cubana SUMA (Sis-
tema Ultra Micro Analitico) que incluye un lavador de placas MW-2001 y el fotometro-fluorimetro PR-
621 para la lectura de las placas o tiras de reaccion.

Presentacion Reactivos del ensayo Pasos del ensayo
\I/ Anticuerpo monoclonal en fase solida
+.  EGF en suero humano |'| .'.
A Anticuerpo monoclonal biotinilado A A A A
YO N v
2 Conjugado Estreptavidina-fosfatasa alcalina Y Y Y
Sustrato 4-metilumbeliferil fosfato 1 2 3 4

1- dilucion del suero en anticuerpo biotinilado, 2- adicion a la placa del
4 suero diluido, 3- adicion del conjugado, 4- adicion del sustrato.

Fig. 1 Estuche UMELISA EGF®.

En las validaciones del estuche, realizadas por el productor (Centro de Inmunoensayo, CIE) y el Cen-
tro de Inmunologia Molecular (CIM), se verifico la concordancia entre las cuantificaciones UMELISA
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EGF®y Quantikine® Human EGF Immunoassay kit (R&D, EE.UU.), estuche este ultimo que acompafid
el desarrollo e insercion de la vacuna CIMAvax-EGF® en la practica clinica. La Tabla 1 resalta en
italicas las fortalezas de cada ensayo.

Tabla 1 Comparacion entre los estuches UMELISA EGF®y Quantikine® Human EGF Immunoassay.

Aspecto UMELISA EGF® (TecnoSUMA, Cuba) Quantikine (R&D, EE.UU.)
Indicacion VD FRUO. No para diagnostico
Soberania Tecnoldgica St No
Estabilidad del kit 2 meses, 2-8 °C 1 mes, 2-8 °C
Costo determinacion ~ 15 CUP ~ 750 CUP
Automatizacion Semiautomatico Semiautomatico
Devuelve/Calculo [EGF] en pg/mL/ Software con Control de Calidad  Sefiales de Absorbancia/Manual

Incubaciones 17-19 h Incubaciones 5 h
Duracion del ensayo (16-18h muestras, 30 min conjugado y sustrato) (2h muestras y conjugado, 20 min sus-
trato)
Control de placa St No
Serial/ A lectura Fluorescencia/450 nm Densidad 6ptica/450 nm,

con correccion a 540/570 nm

3,9-250 pg/mL/ fijos

Cur.va efect- 12,5-250 pg/mL/ movibles EGF humano recombinante calibra-
va/calibradores EI EGF (NIBSC) do vs. El EGF (NIBSC)

Séandwich en el Elisa Ac de captura Monoclonal/ Ac captura Monqclonal/

Ac reportero Monoclonal-biotinilado Ac reportero Policlonal POX

Montaje fraccionado Si Si

Lectura cinética Si No

Montaje Comodo Trabajoso

LD (pg/mL) 10 1

LO (pg/mL) 39 3,9

Exactitud (%) 80-120 80-120

CV (%) <10 <10

IVD: del inglés in vitro diagnostic; FRUO: del inglés for research use only; NIBSC: del inglés National Institute for Bio-
logical Standards and Control; El: estandar internacional; EGF: del inglés Epidermal Growth Factor, Ac: anticuerpo.

B. Propuesta de nuevos biomarcadores

El mejor manejo y tratamiento de los pacientes con CPCNP depende de la evaluacion de biomarcado-
res, cuya identificacion exitosa no requiere de tamafios de muestra excesivos. ?* Este estudio clasifica
como exploratorio, 1% en los cuales el tamafio de la muestra oscila entre 25 y 200 ?>25 y con no poca
frecuencia alrededor de 25. No obstante la modesta muestra estudiada, ?» ésta reproduce en sus aspec-
tos demograficos y clinico-patoldgicos mas importantes la evaluada por Rodriguez y colaboradores, ®
con alrededor de 400 pacientes provenientes de 19 sitios clinicos y diferentes provincias del pais; por lo
que puede considerarse representativa de la variabilidad bioldgica de los pacientes cubanos.

El estudio reveld que controles sanos y pacientes no tratados (T,) tienen como promedio igual reserva
total de EGF (Figura 2A), medido en muestras colectadas a las 4h ([EGF]4n); lo que sugiere la irrele-
vancia de la variable en la fisiopatologia tumoral. ?» En tanto evidencié una mayor accesibilidad del
EGF a la circulacion en los pacientes como promedio, quienes muestran una media superior de EGF
circulante ([EGF]in), una mayor fraccion de EGF en circulacion con respecto al total



(=[EGF]iw/[EGF]4n) y menos EGF retenido en las plaquetas (d=[EGF]4n-[EGF]in) (datos no mostra-
dos). ?? Este incremento del EGF libre en el torrente sanguineo implica una mayor accesibilidad a este
factor de crecimiento por parte del tumor, que podria ser relevante para la biologia del CPCNP.
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Fig. 2 Concentraciones séricas de EGF medidas a las 4h: pacientes vs. controles sanos. A) Valores absolutos al diagnostico
(NSCLC1) y después de quimio-radioterapia (NSCLC?2). controles sanos emparejados por sexo y edad (HC1 y HC2).

B) Analisis similar, para las concentraciones normalizadas (NSCLC1 y NSCLC2 vs. HC3).

De igual manera la normalizacion por conteo plaquetario, del EGF circulante y del retenido en
plaquetas, evidencié mas EGF contribuido a la circulacion por plaqueta (Figura 3A) y consecuentemen-
te menos EGF retenido también por plaqueta (Figura 3B).
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Fig. 3 Comportamiento de las variables normalizadas por conteo plaquetario en pacientes (NSCLC1, NSCLC2) y controles
sanos (HC3). (A) [EGF]1h/plaquetas/L: HC3 vs. NSCLC1, p=0,0155; HC3 vs. NSCLC2, p=0,0148. (B) d/plaquetas/L: HC3
vs. NSCLC1, p<0,0001; HC3 vs. NSCLC2, p=0,0807.

El andlisis de la capacidad discriminatoria de las nuevas variables, realizado por analisis ROC (Tabla
2), reveld que la normalizacion permite la discriminacion de los pacientes incluso después de quimio-
radioterapia (T1), a pesar de que ésta provoca una disminucion en los niveles de EGF. ?? Esto indica el
mayor vinculo de las variables normalizadas con la biologia del tumor, en comparacion con el EGF cir-
culante ([EGFT]in) o su stock total ([EGF]4n), y sugiere su mayor eficacia en la estratificacion de los pa-
cientes para la prediccion de respuesta a terapias anti-EGF/EGFR, asi como su empleo potencial en la
pesquisa de la enfermedad. En contraste, la reserva total promedio de EGF, aun normalizada por conteo
plaquetario (Figura 2B), no discrimina entre pacientes y controles, lo que indica nuevamente su irrele-
vancia en la fisiologia tumoral. ??)
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Tabla 2 Evaluacion de la capacidad discriminatoria de las nuevas variables

Variable To T
AUC p c e s Spb AUC p cecr) Se? Sp?
Plaquetas/L 0.8181  0.0009553 302 © 75 87 - - - - -
[EGF] 0.8250 0.0007371 291 ™ 83 73 - - - - -

r=[EGF]u/[EGF]a 08278 00006635 0.68* 54 100 - - - - -
d=/[EGF]u-[EGF]; 07056 00178 2394 58 100 - - - - -
[EGF]u/plaquetas/L 07389 001308  0.63) 83 53 07431 00071 162 6470 80.00
d/plaquetas/L 0.8875  <0.0001 180 92 80 07059 00349 184  70.60 80.00

AUC: Area bajo la curva; C®9: Puntos de corte optimizados (los casos por encima/debajo de C*/C=, respectivamente); Se:
Sensibilidad en % ; Sp: Especificidad en %; * Expresado en las unidades estiandar de cada variable; ® Valores redondeados

El mejor desempefio de las variables normalizadas en la discriminacién, estd muy probablemente
relacionado con el control que logran sobre las diferencias naturales interindividuales de los niveles de
EGF sérico. La normalizacién del EGF circulante considera la variabilidad debida a variaciones en el
recuento plaquetario, mientras que la normalizacion del EGF retenido en plaquetas considera también
las diferencias de expresion de EGF causadas por el SNP +61G>A.

C. Impacto cientifico, social y economico

La aplicacion de la metodologia desarrollada permitio esclarecer el valor diagnostico del EGF, con-
troversial hasta ese momento y explicar algunas limitaciones del biomarcador actual de eficacia de CI-
MAvax-EGF®. Adicionalmente, reveld que las variables normalizadas por conteo plaquetario
constituyen potenciales biomarcadores para la estratificacion de los pacientes y la prediccion de su
respuesta a la vacuna CIMAvax-EGF® u otras terapias anti-EGF/EGFR. El alcance del resultado podria
extenderse a citosinas y factores de crecimiento igualmente almacenados en las plaquetas (PDGF,
TGFp,VEGF), con un impacto analogo en las mediciones y la clinica y a otras patologias en las cuales el
protagonismo del EGF ha sido reportado (aterosclerosis, diabetes mellitus, Alzheimer, depresion, au-
tismo, esquizofrenia, entre otros), contribuyendo a una mejor lectura de sus niveles séricos y al aclara-
miento de la relacion de la molécula con la enfermedad, con beneficio en el manejo de los pacientes.

El acompafiamiento de CIMAvax-EGF® con el estuche UMELISA EGF® posibilita un manejo de pre-
cision del paciente y el uso racional de la vacuna, facilitando su aplicacion masiva en el pais, con el
impacto correspondiente en la clinica y evolucion de los pacientes. El estudio de otros tumores epitelia-
les malignos y en particular la interpretacion de sus perfiles de EGF sérico a partir de las variables al-
ternativas propuestas, permitird la determinacion de dependencia del EGF en los mismos para la prolife-
racion y la inferencia de un supuesto beneficio de la utilizacion de la vacuna CIMAvax-EGF® u otras
terapias dirigidas al sistema EGF/EGFR. Esto propiciara la aplicacion de dichas terapias en las nuevas
localizaciones seleccionadas y por tanto la disponibilidad de otras opciones de tratamiento para los pa-
cientes no respondedores a terapias previas.

El estuche UMELISA EGF®, garantiza soberania tecnoldgica y permite el ahorro de divisas por
concepto de importaciones. El empleado anteriormente, de procedencia norteamericana, tiene un
elevado precio en el mercado. La aplicacion racional de la vacuna en los pacientes cubanos, ademas de
beneficio clinico, implica un ahorro econdémico para el pais. El estuche posibilita ademas la salida al
mercado de CIMAvax-EGF® con su diagnosticador acompafiante, como paquete y producto mas
completo y competitivo, con la consecuente repercusion en las exportaciones e ingresos.



IV.  CONCLUSIONES

La novedad cientifica del trabajo radica en la demostracion de que las plaquetas liberan el EGF mas
rapidamente en los pacientes con CPCNP que en los individuos sanos. Pacientes y controles sanos tie-
nen en promedio igual stock de EGF, pero los pacientes tienen mas EGF en circulacion como promedio.
Ademas, mientras que la literatura reporta concentraciones absolutas de EGF sérico, el estudio propone
su correccion por el EGF total expresado y/o por el recuento de plaquetas. El ajuste se logra en variables
como 1 ([EGF]iw/[EGF]an, la fraccion que representa el EGF circulante del total) y d ([EGF]an-[EGF]in,
la cantidad estimada de EGF retenido en las plaquetas), asi como a través del EGF circulante y el rete-
nido en plaquetas, normalizados ambos por conteo plaquetario ([EGF]iw/plaquetas/L y ([EGF]4n-
[EGF]in)/plaquetas/L, respectivamente).

La mayor capacidad discriminatoria de las nuevas medidas sugiere su mayor relacion con la biologia
tumoral y por tanto, su mayor eficacia como biomarcador. La identificacion de posibles predictores sé-
ricos de respuesta a CIMAvax-EGF® es clinicamente relevante. La mayoria de los biomarcadores de
eficacia empleados en oncologia constituyen alteraciones genéticas, que requieren material de biopsia y
técnicas costosas para su evaluacion. La prueba de biomarcadores UMELISA EGF®, en cambio, es sim-
ple, minimamente invasiva y econdmica.

Los biomarcadores propuestos, validados clinicamente, podrian apoyar la indicacion personalizada de
CIMAvax-EGF® en primera linea, en funcion de su positividad como ocurre con otras terapias dirigi-
das. La vacuna contrasta con tratamientos no especificos y agresivos como la quimioterapia y/o radiote-
rapia, que pueden comprometer el estado inmunoldgico de los pacientes. La aplicacion de CIMAvax-
EGF® en dicho escenario potenciaria su efecto, dependiente de una respuesta inmunitaria anti-EGF efi-
caz. No obstante, el mayor impacto de los nuevos biomarcadores y de la prueba UMELISA EGF® podria
estar asociado a una deteccion mas temprana del proceso maligno, mediante el cribado a gran escala en
poblaciones de riesgo; como complemento a la TCBD, la radiologia tradicional y otros métodos en uso
para el diagnostico de la enfermedad y de su progresion.
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