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I.LABREVIATURAS






Abreviaturas

[1'C]C-colina: [metil-1'C]colina

[ C]C-flumazenil: Etil 8-fluoro-5"'C]metil-6-oxo0-4H-imidaz[1,5-

a [ 1,47 ]benzodiacepina-3-carboxilato

[1'C]C-PIB: N-Methyl-[ 11C7J-2-(4"-methylaminophenyl)-6-hydroxybenzothiasole
[¥F]FDG: 2-['8I" Jfluoro-2-desoxi-D-glucosa

[#Ga]Ga-DOTATOC: [4Ga]DOTA-edotreotida

[mTc]Te-IDA: [*9mTc]Tc-4cido N-(3-bromo-2,4,6-trimetilfenilcarbamoil metil)-
iminodiacético,

[ Tc]Tc-MAG-3: [99"T'c]Tc-mercaptoacetiltriglicina

[*o»Tc¢]Tc-DTPA: [9"Tc]Tc-4cido dietilentriaminopentaacético
[oo»Tc¢]Tc-DMSA: [9"T¢]Tc-4cido dimercaptosuccinico

[*onTc¢]Tc-MAA: [*mTc¢]Tc-macroagregados de albiimina

[*onTc¢]Tc-ECD: [T c]Tc-dimero de etilencisteina

(oo Tc¢]Tc-HMPAO: [*mT'¢]Tc-hexametil propilen amino oxima
[oonTc]Tc-PYP: (99" T'¢ Te-pirofosfato

[oo»Tc]Tc-MIBI: [99"T'¢]Tc-metoxi-isobutil-isonitrilo

[e*nTc]Tc-DPD: (9" Tc]Te-Acido 3,3-difosfono-1,2-propanodicarboxilico
[*mTcINaTcO.]: pertecnetato sédico de tecnecio-99m

=1/ IJMIBG: Yodo-123/yodo-181-metayodobenzilguanidina

3,4,3-(Li-1,2-HOPO):N,N'-1,4-Butanodilbis(N-(3-(((1,6-dihidro-1-hidroxi-6-oxo-2-

piridinil)carbonil)amino)propil)-1,6-dihidro-1-hidroxi-6-oxo-2-piridincarboxamida
ADN: Acido desoxirribonucleico

BFCA: Agente quelante bifuncional



Abreviaturas

DFO: Deferoxamina

DLS: Dispersién dindmica de la luz

DS: Desviacién estandar

DOTA: Acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético
DOTAGA: Acido 1,4,7,10- tetraazaciclododecano, 1-(acido glutarico)-4,7,10-triacético
DTPA: Acido dietiltriaminopentaacético

EDDA: Acido N,N-etilendiaminodiacético

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

GANTREZ AN-119: Copolimero de metilviniéter y anhidrido maleico
GMNZ2: Polimero conjugado de Gantrez AN-119-manosamina

GPM2: Polimero conjugado de Gantrez AN-119-polietilenglicol 2000
GTM2: Polimero conjugado de Gantrez AN-119-tiamina

HEPES: Acido 4-(hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico

HPMC: Hidroxi-propil-metil-celulosa

HYNIC: Hidrazinonicotinamida

NP: Nanoparticula

NOTA: Acido 1,4,7-triazaciclononan-1,4,7-triacético

NODAGA: Acido 1,4,7-triazaciclononan(écido glutarico)-4,7-triacético

NOTA-p-Bn-SCN: Acido 2-S-(4-1sotiociantobencil)-1,4,7-triazaciclononan-1,4,7-

triacético
PDI: Indice de polidispersion

PET: Tomogratia por emisién de positrones



Abreviaturas

p-NCS-Bz-DFO: N1-hidroxi-N 1-(5-(4-(hidroxi(5-(3-(4-isotiocianatofenil )tiourei-
do)pentil)amino)-4-oxobutanamido)pentil)-N4-(5-(N-hydroxiacetamido)pentil )succi-

namida

PRQ: Pureza radioquimica

Radio-TLC: Radiocromatogratia en capa fina
Rf: factor de retencién

RMN: Resonancia magnética nuclear

RO: Alcoxi

RO.: Peroxi

SnCl.: Cloruro de estafio

SPECT: Tomogratia por emisién de fotén tnico
T Periodo de semidesintegracién

TC: Tomografia computerizada

VOI: Volumen de interés






ILINTRODUCCION

En este capitulo se hace una breve introduccién sobre la radiofarmacia, la
radioquimica del tecnecio-99, galio-67 y zirconio-89 y los radiofarmacos marcados con
estos radiois6topos. También se hace un repaso sobre las técnicas de imagen molecular
y el empleo de nanoparticulas (NP) como sistemas para la administraciéon de

radiofdrmacos







Radiofarmacia y radiofirmacos

1 RADIOFARMACIA Y RADIOFARMACOS

La Radiofarmacia es una ciencia que estudia los aspectos farmacéuticos, quimicos,
bioquimicos, biolégicos y fisicos de los radiofarmacos, aplicando dichos conocimientos
en los procesos de disefio, produccién, preparacién, control de calidad y dispensacién,

tanto en su vertiente asistencial (diagnéstica y terapéutica) como en investigacién (1).

Un radiofarmaco es cualquier producto que cuando esta preparado para su uso,
con finalidad diagnéstica o terapéutica, contiene uno o mas radionucleidos
(radioisétopos radiactivos). La finalidad diagnéstica o terapéutica del mismo depende

del tipo de desintegracién del radiois6topo empleado.

La Medicina Nuclear es la especialidad médica que utiliza los radiofdrmacos para
el diagnéstico, tratamiento e investigacién de enfermedades. Se basa en la
administracién de los radiofarmacos por diferentes vias y la posterior visualizacién de
su biodistribucién en el organismo mediante la utilizacién de un aparato detector de

radiacién.




Radiofarmacia y radiofirmacos

Desde el punto de vista estructural, los radiofdrmacos son compuestos que poseen
en su constitucién algin 4tomo radiactivo. Su estructura quimica puede ser muy
diversa, pudiendo tratarse de simples d4tomos radiactivos o compuestos radiomarcados.
El marcaje de compuestos se basa en la asociacién de un radionucleido y una molécula
orgénica o inorgénica que se dirige de forma selectiva hacia una diana especifica en

respuesta a condiciones fisiolégicas o fisiopatolégicas concretas (2).

La emisién radiactiva ha de ser adecuada en funcién de su utilidad diagnéstica
(emisién gamma, captura de electrones, emisién de positrones) o terapéutica (emisiéon
alfa y beta). En el caso de los radiofirmacos de uso diagnéstico la emisién radiactiva
debe ser lo suficientemente penetrante para poder ser detectada desde el exterior del
cuerpo del sujeto de estudio, y adecuada a los equipos de deteccién empleados en la

préctica clinica.

En la tabla 1 se detallan los radionucleidos mds utilizados en radiofarmacia y sus

principales caracteristicas.

Energia Periodo de
Emision principal” semidesintegracion Utilidad
(KeV) (Tw)
Tecnecio-99m Gamma 140 6 horas Diagnéstica
Galio-67 Gamma 93 3,2 dfas Diagnéstica
Talio-201 Gamma 70 3,05 dias Diagnéstica
Indio-111 Gamma 245 2,83 dias Diagnéstica
Yodo-123 Gamma 159 13,1 horas Diagnéstica
Yodo-125 Gamma 27 60,1 dias Diagnéstica




Radiofarmacia y radiofirmacos

; Diagnostico/
Yodo-131 Beta/Gamma 606/ 364 8 dfas &
Terapia
Itrio-90 Beta 2.284% 2,67 dias Terapia
Radio-223 Alfa/Gamma 5.715/84 11,4 dias Terapia
Actinio-225 Alfa 5.935 10 dias Terapia
Renio-186 Beta 1077 3,78 dias Terapia
Lutecio-177 Beta/Gamma 497/208 6,7 dias Terapia
Erbio-169 Beta 350 9,4 dias Terapia
Estroncio-89 Beta 1.460 50,5 dias Terapia
Samario-153 | Beta/Gamma 702/103 1,95 dias Terapia
Emisién ) ) .
Carbono-11 ] 960 20,4 min Diagnéstica
positrones
Emisién ) ) .
Flaor-18 ) 634 109,8 min Diagnéstica
positrones
) Emisién ) ) ]
Nitrégeno-13 ) 1190 9,98 min Diagnéstica
positrones
Emisién ) ] )
Oxigeno-15 ] 1723 2,05 min Diagnéstica
positrones
) Emisién ) ) .
Galio-68 ) 1900 68 min Diagnéstica
positrones




Radiofarmacia y radiotarmacos

) _ Emisién ) ]
Zirconio-89 ] 897 78,4 horas Diagnéstica
positrones

*Maéxima en el caso de particulas
RN: Radionucleido. KeV: Kiloelectronvoltio

Tabla 1. Radionucleidos empleados en radiofarmacia y sus principales caracteristicas

La vida media efectiva del radiofdrmaco es la combinacién de la vida media biolégica

(tiempo necesario para que la mitad del radiofirmaco desaparezca del organismo
debido a procesos biolégicos como la absorcién, distribucién, metabolizacién,
excrecion, etc..) y la vida media fisica (tiempo necesario para que la mitad de los 4&tomos
de una sustancia radiactiva se desintegren, y la actividad de la misma se reduzca a la
mitad). Los radiofdrmacos empleados en diagnéstico han de tener una vida media
efectiva relativamente corta, idealmente de 1 a 1,5 veces el tiempo necesario para
realizar el estudio, con el fin de minimizar la radiacién al paciente. Sin embargo, en los
radiofirmacos de uso terapéutico interesa que su vida media efectiva sea més larga

(dfas) con el fin de obtener el efecto terapéutico deseado.

La radiacién inherente al radiofdrmaco es un efecto inevitable para el paciente por
lo que antes de su administracién hay que valorar la relaciéon coste/beneficio. El
radiofdrmaco ideal es aquel que presenta una dosis absorbida alta en el érgano diana
cuando se quiere conseguir un efecto terapéutico y una dosis efectiva baja en su

aplicacién diagnéstica.

El tipo de desintegracién del radionucleido debe ser adecuado a su uso. Los
radiofdrmacos destinados a un uso diagnéstico deben decaer mediante emisién gamma,
captura de electrones o emisién de positrones, con una energia adecuada para poder
ser detectada por los equipos de imagen y sin emisién de particulas alfa o beta. Los
radiofdrmacos empleados con fines terapéuticos deben emitir particulas alfa o beta con

el fin de producir dafos biolégicos que lleven finalmente a la muerte celular.
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Una vez administrados al paciente, cada radiofirmaco tiene afinidad por un
determinado 6rgano o tejido, localizandose en ¢l mediante diferentes mecanismos.

Estos mecanismos de localizacién son muy variados como puede verse en la tabla 2.

Mecanismo de localizacion Radiofarmacos

[#7]-Nal, [*mTc¢INaTcOs,, [**'1]I-norcolesterol,
Transporte activo [/ IMIBG, [20'T1], [99mTc]Te-IDA, [#mTc¢]Te-
MAG-8, [9"Tc¢]Tc-DTPA, [9"Tc¢]Tc-DMSA

Bloqueo capilar [9mTc]Te-MAA

Secuestro celular [99mT'¢]Tc-hematies, [1''In7]In-plaquetas

EQSmTC] Tc-ECD, [99"‘TC:' Tc-HMPAO, [QSmTC] Tc-

Difusién pasiva
PYP, [9mTc]Tc-MIBI, [**mTc]Tc-glucoheptonato

Fagocitosis [99mTc]Te-coloides
Adsorcién fisico-quimica [99mTc]-HDP, ['*F Jfluoruro de sodio
Unién a transportadores [1'C]C-dihidrotetrabenazina, ['*F]DPA-714
Quimiotaxis [99mT'¢]Te-HMPAO-leucocitos
Sustrato metabélico [FIFDG

(2] 7Iobenguano, ['*'In7]In-octreétido ,
Unién a receptores [T ¢ Te-octredtido [*Ga]Ga-DOTATOC, [1'C]C-

flumazenil, [metil-''CJracloprida

Metabolismo aminodacidos [1'C]C-colina, L-[metil-''CJmetionina
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[1'C]C-PIB, ['*F flutemetamol, ['*FJflorbetaben,

Unién a proteinas .
['*F]florbetapir

Tabla 2. Mecanismo de localizacion de los radiofirmacos
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2 RADIOFARMACIA DEL TECNECIO-99M

2.1 Radioquimica del tecnecio-99m

El tecnecio es un elemento con simbolo quimico Tc¢ y nitmero atémico 43
perteneciente al grupo VIIB de la tabla periédica. Fue descubierto en 1937 por Perrier
y Segré en una placa de molibdeno previamente irradiada con deuterones,
perteneciente a un deflector del ciclotrén de Berkeley (UCLA) (3).  Su nombre
proviene del griego teyvntog, que significa “artificial”, ya que fue el primer elemento

obtenido de esta forma.

El tecnecio-99m es un isétopo metaestable, es decir, su ntcleo permanece excitado
durante un periodo prolongado de tiempo antes de emitir un fotén gamma, regresando
al estado mds estable tecnecio-99. Se obtiene a partir del decaimiento radiactivo del

molibdeno-99, obtenido por fisién nuclear del uranio-235.
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El tecnecio-99m es el radioisétopo més utilizado en medicina nuclear ya que sus
caracteristicas fisicas y quimicas lo hacen muy adecuado para su uso clinico. Su periodo
de semidesintegracién de 6 horas y la radiacién gamma de baja energfa (140 KeV),
permiten la obtencién de imagenes de alta calidad con una baja tasa de irradiacién del
paciente. Ademads, se obtiene facilmente, de forma estéril y apirégena, mediante la

utilizacién de un generador de molibdeno-99/tecnecio-99m (figura 1).

Figura 1. Imagen de un generador de *Mo/*"Tc comercial (Tekcis ®,Curium Pharma) visto por fuera y por
dentro. Los principales componentes del generador son la columna de aliimina donde se encuentra embebido
el”Mo (1), la bolsa de solucion salina para la elucion (2) y el vial de vacio con su contenedor plomado para
la elucion del tecnecio-99m. (3).

El generador es un sistema que incorpora un radionucleido (padre) que en su
desintegracién radiactiva origina otro radionucleido (hijo), que se utiliza como parte

integrante de un radiofarmaco.

El generador de molibdeno-99/tecnecio-99m es un sistema compuesto por un
radionucleido padre con un periodo de semidesintegracién largo (molibdeno-99, T/.
= 2,75 dias), que se desintegra para dar lugar a un radionucleido hijo con un periodo
de semidesintegracion corto (tecnecio-99m, T,/ = 6 horas), en la forma quimica de
pertecnetato de sodio ([**"T¢]NaTcOy), donde el tecnecio-99m se encuentra en estado
de oxidacién VII. En la figura 2 se muestra el esquema de desintegracién del

molibdeno-99.
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~ transition, 73/, = 6.01 h
712 = 211100 y N_Ru

Figura 2. Esquema de desintegracion del Molibdeno-99

El tecnecio-99m presenta 8 estados de oxidacién que van del (VII) al (-I), siendo los

maés estables el (VII), (V), (IV), (III), (I) y 0.

El mayor estado de oxidacién es el (VII) y corresponde al anién pertecnetato
(99TcOvx), que se obtiene a partir de la elucién con suero fisiol6gico de un generador de

molibdeno-99/tecnecio-99m.

Los estados de oxidacién més importantes en la quimica del tecnecio-99m son el (I),
(III) y (V) por lo que se requiere la reduccién a un estado de oxidacién menor del
[99mTcINaTcO, obtenido a partir del generador. Para ello se recurre a la adicién de

un agente reductor.

En la década de los 70 se emplearon como agentes reductores el acido ascérbico o
el cloruro ferroso (4, 5). El 4cido ascérbico provoca una reduccién incompleta del
[o9mTc¢INaTcOy, requiriéndose una etapa de purificacién previa a su administracién al
paciente, mientras que el cloruro ferroso requiere un pH acido para que se produzca la
reduccién. Posteriormente, se desarrollaron agentes reductores mas fuertes como el
ditionito sédico (6, 7) y el borohidruro de sodio (8, 9), que pueden ser utilizados a pH

alcalino y no requieren de una etapa de purificacion.
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En la actualidad, el agente reductor mis comtinmente utilizado es el cloruro de
estafio (SnCl) (figura 3), que es una sal no téxica y estable frente a la liofilizacién y la
atmosfera inerte presente en las formulaciones comerciales. El grado de reduccién
depende de diversos factores: oxigeno presente, la relacién estequiométrica
estafio/tecnecio-99m, las condiciones de reaccion, la presencia de un quelante y la

naturaleza quimica del mismo.

2 9¥MTcO,” + 16 HT + 8 Sn*? = 2 99MTc* + 3 Sn*™* + 8 H,O

Figura 3. Reaccion de reduccion de *"TcOs empleando como agente reductor el SnCl.

La concentracién de 4tomos de tecnecio-99m en el eluido es baja, del orden
nanomolar, por lo que la cantidad de sal de estano necesaria para su completa reduccion
es baja. A pesar de ello, en las formulaciones comerciales, el SnCl; se afiade en exceso
con el fin de asegurar la reduccién total, siendo la relacién entre los iones del estafio y
los atomos de tecnecio de 10* a 106 veces superior a la necesaria para que se produzca

la reduccién (10, 11).

También pueden emplearse otras sales de estafio como el citrato de estario, fluoruro

de estaiio o el tartrato de estafio (12).

En general, el rendimiento de los marcajes con tecnecio-99m es superior al 90%,
pero en ocasiones este porcentaje se ve reducido por la aparicién de las siguientes

impurezas:

1. Tecnecio-99m libre: 1a presencia de oxigeno del aire en el interior del vial

provoca la oxidacién del agente reductor disminuyendo su disponibilidad
para reducir el tecnecio-99m. Ademds, una elevada concentracién de
tecnecio-99m en presencia de oxigeno puede dar lugar a una reaccién de

radidlisis con agua u otros componentes del vial produciendo radicales
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libres hidroxi (OH), alcoxi (RO) y peroxi (RO,), que pueden producir la
radiolisis de los radiofdrmacos incrementando la cantidad de tecnecio-99m
libre. La aparicién de esta impureza se puede minimizar afiadiendo un
exceso de agente reductor, eliminando el oxigeno mediante la inyeccién de
nitrégeno para obtener una atmésfera inerte, o mediante la adicién de

agentes antioxidantes como los 4cidos ascérbico y gentisico (13).

Tecnecio reducido o hidrolizado: el tecnecio-99m reducido puede sufrir un

fenémeno de hidrdlisis en soluciones acuosas dando lugar a diferentes
especies hidrolizadas (figura 4). Dicha hidrélisis puede competir con el
proceso de quelacién reduciendo su rendimiento. Los compuestos de
estafio empleados como agentes reductores también pueden sufrir este
fenémeno de hidroélisis cuando se encuentran en solucién acuosa a un pH
de 6-7 dando lugar a la formacién de coloides insolubles, que se unen
posteriormente al tecnecio-99m reducido, comprometiendo el marcaje del
quelante. Para prevenir el fendmeno de hidrdlisis se recomienda afiadir un
medio 4cido para prevenir la hidrélisis del estafio antes de la reduccién del
tecnecio-99m y un exceso de quelante para garantizar la reaccién de

marcaje (13).

9mTct+ 1 H,0 = %mTcO,

Figura 4. Reaccion de formacion de *"Tc reducido hidrolizado
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2.2 Radiofiarmacos marcados con tecnecio-99m

La mayorfa de los radiofirmacos empleados en medicina nuclear tienen finalidad
diagnostica, de 1 les al 1 80 % est4 d i ;
iagnostica, de los cuales al menos el 80 % estdn marcados con tecnecio-99m; en su

mayor parte son compuestos de coordinacién (14).

Los ligandos tipicos para la formacién de complejos con tecnecio-99m suelen tener
un grupo dador de electrones tales como la amida, amina, tiol, fosfina, oxima o
isonitrilo, dando lugar a compuestos monodentados. En ocasiones pueden tener dos o

mas grupos dadores, formando complejos bidentados o polidentados (15).

Generalmente, son complejos metalicos que se preparan mediante la reduccién del

[99mT¢INaTcO4 a un estado de oxidacién menor.

Segun su disefio, los radiofirmacos marcados con tecnecio-99m se dividen en tres

categorias (figura 5):

1. Radiofdrmacos de primera generacion: son compuestos marcados que son captados

por distintos érganos sin un receptor especifico, aprovechando en ocasiones

procesos fisiolégicos para visualizar su distribucién biolégica en el organismo.

2. Radiofdrmacos de segunda generacidn: son el resultado del desarrollo de

compuestos de coordinacién bien caracterizados donde el metal se une a un
ligando con una geometrfa bien definida, como los complejos Tc(V)-oxo. Su
biodistribucién depende de sus caracteristicas fisicoquimicas (carga total, peso

molecular, forma y lipofilia).

3. Radiofdrmacos de tercera generacion: permiten la obtenciéon de imégenes de dianas

moleculares especificas. Se utiliza un quelante bifuncional (BFFCA) que se localiza
entre el tecnecio-99m y un fragmento bioactivo, que puede ser un péptido,
protefna, 4cido desoxirribonucleico (ADN), 4cido ribonucleico (ARN) y

oligonucleétidos (16).
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Figura 5. Estructura quimica de un radiofdrmaco tecnectado de primera generacion (A), segunda generacion (B)
y tercera generacion (C)

En la préctica clinica, el marcaje de los radiofirmacos con tecnecio-99m se lleva a
cabo en Unidades de Radiofarmacia mediante un procedimiento de preparacion

extemporanea, la cual se suministra inmediatamente después de su preparacién.

Generalmente se utilizan equipos reactivos comerciales que se componen de uno
o varios viales que contienen todos los reactivos necesarios para el marcaje: la molécula
que se desea marcar, el agente reductor, el quelante, el bufter para ajustar el pH y

aditivos como agentes antimicrobianos, excipientes y antioxidantes.
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Es importante que los viales tengan una atmésfera inerte (vacio o inyeccién de
nitrégeno) ya que la presencia de oxigeno en el vial puede causar la oxidacién del ién
estannoso (Sn*2) a estdnnico (Sn+**), disminuyendo la cantidad disponible para la
reduccién del [*9mT'cINaTcO4. Asimismo, el tecnecio-99 reducido puede reoxidarse y
convertirse de nuevo en [*"Tc¢INaTcOy, por lo que la cantidad de tecnecio-99m

reducido disponible puede no ser suficiente para el marcaje completo del ligando.

Ademas, los equipos reactivos se encuentran liofilizados lo que incrementa su

estabilidad y la posibilidad de producirlos de forma industrial.

El marcaje de compuestos quimicos con tecnecio-99m puede ser directo o indirecto.
El marcaje directo se lleva a cabo mediante la inyeccién en el vial de la cantidad
necesaria de [9mTcINaTcOy, obtenido de un generador. En general, el marcaje se
lleva a cabo a temperatura ambiente aunque hay radiofirmacos que requieren un

incremento de la temperatura para su correcto marcaje ([9*mT'c]Tc-MIBI, [9omT¢]Tc-

MAG-3)

El marcaje indirecto requiere un proceso de transquelacién. En primer lugar, el

tecnecio-99m reducido reacciona con un ligando débil para posteriormente reaccionar
con un ligando fuerte capaz de desplazar al ligando débil, formdndose un complejo
tecnecio99m-ligando mds estable (ejm; [*"Tc¢]Tc-MAG-3, [#"Tc¢]Tc-ECD,
[99mT¢]Tec-tetrofosmina). Este método se emplea en el caso de quelantes poco solubles

en agua, que requieren calentamiento o largos procesos de tiempo para disolverse.

El marcaje de péptidos y proteinas con tecnecio-99m también puede ser directo o
indirecto. El marcaje directo se enfoca al empleo de agentes oxidantes o reductores que
generan especies electrofilicas de los 4tomos radiactivos, que posteriormente
reaccionan con el grupo funcional del péptido. Este método se aplica sélo a proteinas o

a sus fragmentos (17).
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El marcaje indirecto involucra el uso de BFCA. En este caso el radiofirmaco se

obtiene por reduccién directa del [#Tc¢]NaTcO, en presencia del conjugado BFCA-
péptido.

El BFCA ideal es aquel capaz de formar un complejo estable con el tecnecio-99m
con un elevado rendimiento y una muy baja concentracién del mismo (18). Los BEFCA
més utilizados en el marcaje con tecnecio son la hidrazinonicotinamida (HYNIC) y el
diaminaditiol (N,S,), ya que han mostrado una elevada eficiencia en el marcaje de

pequerios péptidos (18).

Generalmente, la conjugacién del péptido se produce a través de la reaccién entre
un grupo amino primario del péptido y un grupo éster o isotiocianato del BFCA, o

entre un grupo sulthidrilo del péptido y un grupo maleimida del BFCA (figura 6) (18).

. Q*omr A g {Q
e St o

Figura 6. Estructura quimica del *"Tc-EDDA/HYNIC-TOC ([ Tc¢]Tc-octredtido). El péptido se une al
quelante y posteriormente se une al radiometal
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3 RADIOFARMACIA DEL GALIO

3.1 Radioquimica del galio

El galio es un metal de transicién perteneciente al grupo 13 (Illa) de la tabla
periddica, de nlimero atémico 31. Fue descubierto mediante espectroscopia por Lecoq
de Boisbaudran en 1875 al examinar una blenda de zinc procedente de los Pirineos,

observandose su caracteristico espectro formado por dos lineas ultravioletas (19).

Sus radiois6topos radiactivos mas importantes son los emisores de positrones galio-
66 (T1/2 = 9,49 h) y galio-68 (T,/o = 67,84 min) y el emisor gamma galio-67 (T1/. =
78,26 h).

El galio-66 se produce mediante la irradiacién con protones de un blanco de zinc
natural o zinc enriquecido, produciéndose las reacciones nucleares »tZn(p,n)¢Ga y
667Zn(p,2n)*Ga. Posteriormente, el galio-66 se purifica mediante cromatografia de

intercambio catiénico o extraccién de solventes (20, 21).

El galio-68 se obtiene mediante la irradiacién con protones de un blanco de zinc

enriquecido produciéndose la reaccién nuclear $Zn(p,2n)**Ga (22). También se puede

~ 46 ~



Radiofarmacia del galio-67

obtener a partir de un generador de germanio-68/galio-68, lo cual facilita su uso en la
préctica clinica ya que no requiere tener las complejas instalaciones de un ciclotrén,
pudiéndose emplear en Unidades de Radiofarmacia convencionales (23). El principal
inconveniente del galio-68 es su corto T/, (67,84 min), que impide su utilizacién en

estudios que requieren tiempos prolongados.

El galio-67 es un emisor gamma puro que decae por captura electrénica a zinc-67,
con un T/, de 78,26 horas que permite su utilizacién es estudios de biodistribucién a
tiempos largos. Se produce en un ciclotrén mediante la irradiacién con protones de un

blanco de zinc produciéndose la reaccién nuclear ¢Zn(p,2n) Ga (24, 25).

El blanco es una placa metalica de zinc o cobre recubierta por una fina capa de zinc-
68 enriquecido. El galio-67 producido se disuelve en un acido y se separa del zinc
mediante diferentes métodos como la extraccién liquido/liquido, cromatografia de
intercambio iénico, cromatografia de extraccién o cromatogratia de intercambio

anioénico (26, 27).

En condiciones fisiolégicas, el galio presenta un estado de oxidacién I11. En solucién
acuosa, el catién Ga*? sélo es estable en condiciones acidas, ya que en el rango de pH
3-7y en ausencia de ligandos estabilizantes, se produce la hidrdlisis del Ga** a la forma
insoluble trihidréxido de galio ([Ga(OH)s ). A pH superior a 7 el hidréxido de galio
se redisuelve como tetraéxido de galio([Ga(OH).]") (28).

La formacién de este complejo insoluble supone un problema en el marcaje con galio
de ligandos multidentados, cuya cinética de marcaje es lenta ya que reduce la
posibilidad de unién del ligando al galio. Este proceso se puede evitar mediante una
reaccién de intercambio de ligandos en presencia de ligandos estabilizantes débiles

como el citrato, acetato u oxalato (29).

El catiéon Ga*s se clasifica como un acido fuerte de Lewis debido a su alta densidad
de carga y pequeno radio i6nico, formando complejos termodinamicamente estables

con carboxilatos, fosfonatos y aminas.
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3.2 Radiofarmacos marcados con galio-67

En la préctica clinica, el galio-67 ha sido ampliamente utilizado en forma de citrato

para el diagnéstico de tumores y patologias infecciosas e inflamatorias (30, 81, 32).

El galio-67 presenta unas caracteristicas quimicas andlogas al hierro (III), por lo
que se une fuertemente a las proteinas plasmaticas transferrina y lactoferrina. El galio-
67 unido a la transferrina atraviesa el endotelio capilar y es captado por el receptor de
transferrina que se encuentra en la superficie celular. Estos receptores son
incorporados al interior de la célula por endocitosis donde el galio es transferido a la

ferritina, produciéndose su retencion.

La acumulacién del galio-67 en los focos inflamatorios e infecciosos se debe
fundamentalmente a fenémenos de hipervascularizacién e incremento de la
permeabilidad vascular, y a la formacién de complejos con la lactoferrina liberada por

los leucocitos y los sideréfobos que producen las bacterias (30, 33).

El citrato de galio-67 ha mostrado utilidad en tumores con una alta tasa de sintesis

de ADN, donde los receptores de transferrina se encuentran sobreexpresados y en

aquellos donde se produce un incremento de lactoferrina (linfomas) (34).

Cuando se desea marcar con galio-67 una molécula con actividad biolégica como un
péptido o proteina se requiere la utilizacién de un BFCA que sirva de nexo de unién

entre la molécula y el radioisétopo.

Los BFCAs mas adecuados para fines radiofarmacéuticos deben formar complejos
de alta estabilidad termodindmica e inercia cinética para evitar cualquier cambio

prematuro en la reaccién de marcaje (35).

A la hora de elegir un BCFA para el marcaje con galio-67 hay que tener en cuenta
la similitud de la quimica de coordinacién del galio y el hierro, ya que la transferrina,
proteina muy abundante en el plasma, posee dos sitios de fijacién de hierro con alta

afinidad por el galio trivalente (29)
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En los Gltimos afos se han desarrollado multiples quelantes para su uso iz vivo, que
presentan una elevada selectividad y estabilidad en el marcaje con los radioisétopos del
galio. Los mas utilizados son el 4cido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-
tetraacético (DOTA), acido 1,4,7-triazaciclononan-1,4,7-triacético (NOTA), 4cido
dietiltriaminopentaacético (DPTA), acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y la
deferoxamina (DFO) (86, 37, 38).

El galio-67 se ha utilizado para el marcaje de péptidos como el galio-67-
DOTATOC, para la visualizacién de tumores que sobreexpresan receptores de
somatostatina (39). El péptido antagonista de los receptores de gastrina galio-67-neo-
BOMB1 se ha utilizado en estudios preclinicos para el diagndstico del cancer de mama
(40). También se ha marcado antagonistas del receptor neuroquinina 1 en el

diagnéstico de tumores como el glioma y tumores neuroendocrinos (41).

El galio-67 también se ha empleado en preclinica para el marcaje de moléculas para
el diagnéstico de cabeza y cuello como el factor de crecimiento epidérmico (42) y
vitaminas como el folato, utilizado en el diagnéstico de enfermedades inflamatorias y

tumores con sobreexpresion del receptor de folato (43).

Por Gltimo también son susceptibles de ser marcados con galio-67 los anticuerpos
monoclonales como el nimotuzumab para el diagnéstico del mesotelioma pleural (44)
y NPs de hierro para determinar su uso como agente terapéutico en tumores de higado

y bazo (45).
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4 RADIOFARMACIA DEL ZIRCONIO-89

4.1 Radioquimica del zirconio-89

El zirconio es un metal de transicién del grupo IV de la tabla periédica, descubierto
en 1789 por Klaproth y aislado por primera vez por Berzelius en el aflo 1824. Su
ntimero atémico es 40 y presenta varios estados de oxidacién que incluyen el II, IIT y

IV, siendo este tltimo el méas predominante en medio acusoso.

En estado acuoso, el zirconio en estado de oxidacién IV, se comporta como un acido
de Lewis, presentando una elevada preferencia por ligandos dadores de aniones

oxigeno y nitrégeno en elevados ntimeros de coordinacién.

El zirconio presenta varios radioisétopos que pueden obtenerse en ciclotrones como

el zirconio-86 (T,/. = 17 h), zirconio-88 (/. = 85 d) y zirconio-89 (T, = 78,4 h).

El isotépo del zirconio més utilizado en medicina nuclear es el zirconio-89, que
tiene un periodo de semidesintegraciéon de 78,41 horas y decae a itrio-90 mediante
emisién de positrones (23 % ) y captura electrénica (77 %), emitiendo un fotén con una

energfa maxima de 897 KeV.




Radiofarmacia del zirconio-89

Presenta unas caracteristicas adecuadas para el marcaje de anticuerpos y su
aplicacién en técnicas de inmuno-PET. Su vida media es compatible con el tiempo
necesario para obtener una buena relacién tumor/fondo de los anticuerpos
monoclonales radiomarcados, que generalmente tienen una vida media biolégica
elevada, del orden de dias. Ademas, su energia de emision (En.x 897 KeV) es adecuada

para obtener imégenes con una buena resolucién espacial (46, 47).

Los inconvenientes de la utilizacién del zirconio-89 son su reducida disponibilidad
y su emisién gamma de alta energfa (908,9 KeV) que puede limitar la dosis radiactiva

que puede ser administrada al paciente (48).

El zirconio-89 se produce en un ciclotrén mediante la irradiacién con protones de
un blanco sélido de itrio-90 produciéndose la reaccién nuclear #Y(p,n) #Zr. La
separaciéon del zirconio-89 del blanco se puede llevar a cabo empleando métodos de
extracciéon de solventes (49) o resinas de intercambio aniénico (50, 51, 52) o catiénico

(58, 54).

Meijs et al (55) desarrollaron uno de los métodos de separacién que mas se emplean
en la actualidad, que consiste en disolver el blanco en acido clorhidrico 6 M (HCl) y
pasar la solucién a través de una resina de hidroxamato, que tiene una elevada afinidad
por el zirconio-89, quedando este atrapado en la resina. Finalmente, el zirconio-89 es
eluido de la resina con una solucién de acido oxélico, pudiendo ser empleado de forma

directa en el marcaje de moléculas.

A pesar de que puede usarse de forma directa, el 4cido oxdlico es téxico ya que
provoca la descalcificacién de la sangre y puede ocasionar fallos renales por la
formacién de célculos de oxalato de calcio (56). Por ello se recomienda su eliminacién

antes de los ensayos iz vitro e in vivo.

Holland et al (57) desarrollaron un método para la preparacién de cloruro de

zirconio-89 haciendo pasar el oxalato de zirconio-89 por una columna Sep Pak Light
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OMA (Waters), lavandolo con agua y eluyendo posteriormente la columna con HCl

0,1 M, obteniendo el cloruro de zirconio-89.

4.2 Radiofiarmacos marcados con zirconio-89

La preparaciéon de radiofairmacos marcados con zirconio-89 se basa
fundamentalmente en el marcaje mediante unién a quelantes. Es muy importante que
el complejo formado por el zirconio y la biomolécula sea muy estable ya que si el
zirconio-89 se libera puede unirse a las protefnas plasmaticas y al hueso, provocando

una irradiacién innecesaria al paciente debido a su largo T/. (58) .

Se han utilizado diversos quelantes como el 4cido dietiltriaminopentaacético
(DTPA) (59) y DOTA (60), observandose una baja estabilidad cinética del compuesto

marcado, lo que los hace inadecuados para el marcaje de moléculas.

El quelante que ha mostrado mds utilidad en el marcaje con zirconio-89 es la
deferoxamina (DFO) que se coordina con el zirconio-89 a través de tres grupos

hidroxamato (61).

En la actualidad no se encuentra registrado ningtn radiofdirmaco marcado con
zirconio-89, pero a nivel experimental se ha utilizado de forma mayoritaria en el
marcaje de protefnas, fundamentalmente anticuerpos monoclonales. Su T,/ es
adecuado para el seguimiento de los anticuerpos durante el tiempo suficiente (dfas) y
observar su unién a las dianas especificas, ya que poseen un elevado tiempo de

permanencia en circulacién y una cinética de unién no muy rapida (62).

La utilizacién de isétopos emisores de positrones no clasicos con un elevado T/,
como el zirconio-89 o el yodo-124 para visualizar la biodistribucién de anticuerpos se
define como inmuno-PET, y en los tltimos afos estd teniendo un gran auge ya que es
una técnica de gran ayuda para el desarrollo de nuevas terapias en el campo de la

inmunologia (63) .
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El primer anticuerpo marcado con zirconio-89 fue el zirconio-89-N-suc-DFO-U36

(64) en el afio 2006, y a partir de ese momento se han desarrollado numerosos

compuestos marcados con zirconio-89 para el diagnéstico de multiples tumores. En la

tabla 3 se muestran los més estudiados en la actualidad, con sus aplicaciones en

preclinica y clinica.

Anticuerpo

Patologia

Referencias

bibliograficas

Factor de crecimiento

Céancer mama, ovario,

Cancer de pulmén,

eséfago, cérvix

897 r-Bevacizumab endotelio vascular rifién. Tumores (65, 66, 67)
(VEGF) neuroendocrinos
) Factor de crecimiento Cancer de mama,
897Zr-Cetuximab ] ] . (68, 69, 70)
epidérmico (EGFR) pulmén, vejiga, colon
Linfoma
89Zr-Rituximab Linfocitos CD20 (71)
no Hodgkin
Factor de crecimiento
897 r-Trastuzumab ) ] Céancer de mama (72, 73)
epidérmico HER2
897Zr-PSMA Antigeno prostético Cancer de proéstata (74, 75)
Tumores cabeza y
cuello
89Zr-cmAb-U36 Glicoprotefna CD44v6 (76, 77)




Radiofarmacia del zirconio-89

Factor de crecimiento
897Zr-R1507 insulina tipo 1 Cancer de mama (78)

(IGF1R)

Tabla 3. Principales moléculas marcadas con zirconio-89, mecanismo de accion y su aplicacion clinica

Aunque su principal utilidad sea el marcaje de anticuerpos, el zirconio-89 puede
emplearse en el marcaje de péptidos (79), nanotubos (80), liposomas (81), proteinas (82)

y NPs (83, 84).

El marcaje de los anticuerpos con zirconio-89 permite visualizar su distribucién en
el organismo y su unién al érgano diana. Debido a la gran especificidad de los
anticuerpos existe la posibilidad de marcar el mismo anticuerpo con un radioisétopo
emisor beta (lutecio-177, itrio-90) o alfa (actinio-225) para aplicar un tratamiento

selectivo.

Aunar el diagnéstico y el tratamiento de una enfermedad con la misma molécula
pero cambiando el isétopo radiactivo con el que se marca recibe el nombre de

teragnosis.

En primer lugar se administra la molécula con un isétopo de diagndstico para
planificar y asegurar que el tratamiento es el correcto verificando la adecuada
acumulacién de la molécula en el tumor. Posteriormente se administra la misma
molécula marcada con un isétopo terapéutico (beta o alfa) para el tratamiento
localizado de la enfermedad, incrementando la eficacia del fdrmaco y disminuyendo sus

efectos secundarios.

Un ejemplo lo encontramos en el anticuerpo rituximab, que ha sido marcado con
zirconio-89 para el diagnéstico del linfoma (77, 85) y con lutecio-177 (86) e itrio-90

(87) para el tratamiento de dicha enfermedad.

~ B4~
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5 TECNICAS DE RADIOMARCAJE CON QUELANTES
BIFUNCIONALES

5.1 Quelantes bifuncionales

Los BFCAs son compuestos de bajo peso molecular capaces de enlazarse con un
radiois6topo radiactivo metélico mediante enlaces covalentes y a la vez conjugarse

con un péptido, proteina, anticuerpo monoclonal o nanoparticula (figura 7)

(<_I_< F Gy — -

Biomolécula BFCA Radiometal Biomolécula marcada

Figura 7. Esquema de marcaje de una biomolécula con un radiometal mediante el empleo de un agente bifuncional

~ HhhH ~
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La eleccién del BFCA viene determinada por la naturaleza y estado de oxidacién
del radiometal, siendo el BFCA ideal aquel capaz de formar un complejo con una
alta estabilidad termodindmica a pH neutro para mantener intacto el radiometal
en condiciones fisiolégicas, asf como generar un quelato metélico con la menor

cantidad de isémeros posible.

Es importante que la cinética de disociacién sea lenta para evitar la toxicidad
en el caso de radiofirmacos terapéuticos y la baja calidad de las imédgenes en los
radiofarmacos diagndsticos. Asimismo el complejo debe tener una elevada
hidrofilicidad para favorecer su eliminacién de la sangre y su posterior excrecién

renal (88).

Los BFCA pueden ser aciclicos o macrociclicos. Los quelantes aciclicos

presentan en general una menor estabilidad termodindmica y una mayor cinética
e disociacién que los macrociclicos, aunque el proceso de quelacién es més rapido
ded 1 licos, 1 d 1 d

(89).

Los BFCA se pueden encontrar unidos a la biomolécula de forma directa o a
través de un conector que puede ser utilizado para modificar las propiedades
tarmacocinéticas del radiofarmaco y su biodistribucién. Los conectores pueden
ser catiénicos, anibénicos o neutros. Acttian alterando la carga neta
(polietilenglicol), incrementando la lipofilicidad (cadena alifatica) y la

hidrofilicidad (secuencia de polipéptidos) (90).

A continuacion se describen los BFCAs maés utilizados en la sintesis de

radiofdrmacos.
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5.1.1 Acido dietilentriaminopentaacético (DTPA)

Es un quelante aciclico desarrollado en 1974 por Sundberg y col (91) y
ampliamente utilizado en el marcaje de moléculas con radiois6topos como el cobre-
64, galio-67, tecnecio-99m e indio-111 (figura 8). Pertenece al grupo de los quelatos

poliaminocarboxilicos y es un derivado del EDTA.

Figura 8. Estructura quimica del quelante DTPA

Su unién a la biomolécula es muy estable ya que es capaz de coordinarse con ocho
atomos donadores, de los cuales tres provienen del grupo amino, cuatro del grupo

carboxilico y uno del oxigeno del carbonilo del grupo amida (90).

Tiene una baja estabilidad zn vivo pero la cinética de conjugacién es répida, por lo
que es ttil en el marcaje con radiometales de vida media corta como el indio-111. Con
el fin de mejorar la estabilidad termodindmica y cinética del conjugado se han llevado
modificaciones como la introduccién de un grupo hidrazida (92) o més recientemente
la introduccién de grupos propano 1,2-diamina o ciclohexano 1,2-diamina, que
confieren rigidez al esqueleto de la molécula, incrementando la estabilidad iz vivo del

conjugado (93).
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5.1.2 Acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-tetraacé-

tico (DOTA)

El DOTA y sus derivados son quelantes macrociclicos ampliamente utilizados en
imagen molecular formando complejos con radiometales como el galio-67, galio-68,

indio-111 y lutecio-177.

El tamafio de su cavidad permite la quelaciéon de metales de pequefio tamafio como
el galio hasta metales de mayor tamano como el indio-111 y el lutecio-177, formando

complejos con una buena estabilidad termodindmica y una cinética adecuada.

Ademads contiene un grupo acetato que favorece su aclaramiento plasmatico y

grupos carboxilicos que minimizan la posterior disociacién del radiometal (94).

La conjugacién se lleva a cabo mediante la activacién de uno de los grupos
carboxilicos del DOTA para favorecer su reaccién con aminas primarias de la

molécula y formacién de un enlace amida estable.

Uno de los inconvenientes de su utilizacién es que el proceso de quelacién requiere
temperaturas altas (~100 °C) y pH 4cidos para obtener un buen rendimiento de
marcaje, lo cual supone un problema en el caso de moléculas que sean sensibles a la

temperatura o a condiciones de reaccién adversas.

Existe una librerfa muy amplia de compuestos derivados de DOTA que presentan

diferentes grupos funcionales para posteriores modificaciones (figura 9).

El derivado 4cido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano,1-4cido glutarico)-4,7,10-
triacético (DOTAGA) presenta en su estructura un acido glutarico que incrementa
de forma considerable su estabilidad iz wvivo. Posteriormente se llevé a cabo una
modificacién obteniéndose el DOTAGA-anhidro con el fin de reducir los tiempos de

reaccion (95).
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Figura 9. Estructuras quimicas del quelante DOTA y sus derivados

5.1.8 Acido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-triacético

(NOTA)

El NOTA presenta una estructura similar al DOTA pero posee un grupo
hidroxilo menos (figura 10). Esto hace que el espacio que deja el ciclononano sea mas
pequerio, ajustandose mds al tamafio del radiometal, lo que se traduce en la formacién
de complejos mas estables. Ademads, permite la reaccién a temperaturas bajas (< 50
°C), por lo que se prefiere al DOTA en el caso de moléculas sensibles a la temperatura
(96) . La estabilidad termodindmica de los complejos Ga-NOTA es aproximadamente

10 veces mayor que la de los complejos Ga-DOTA (97)
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Figura 10. Estructuras quimicas del quelante NOTA y sus derivados

La quelacién se lleva a cabo mediante la unién de un grupo carboxilico del NOTA

con un grupo amina de la biomolécula.

El derivado NODAGA presenta un 4cido glutdrico en vez de carboxilico que
permite que la estructura hexadentada NsOs permanezca intacta, incrementando la
estabilidad del complejo y mostrando utilidad en el marcaje de analogos de la

somatostatina con galio (98).

El derivado NOTA-p-Bn-SCN es el mds utilizado para el marcaje con galio-67 y
galio-68 ya que se puede conjugar facilmente con el grupo amino sin modificar la

geometria del anillo del galio (99).
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5.1.4 Deferoxamina (DFO)

La DFO es un sideréforo obtenido a partir de la bacteria Streptomyces prlosus. Es
un complejo hexadentado que contiene tres grupos hidroxamato que se conjugan de

forma efectiva con radiometales como el galio y el zirconio.

Es el quelante mas utilizado en el marcaje de biomoléculas con zirconio-89,
obteniéndose elevados rendimientos de marcaje, una buena estabilidad 7z vivo y una

baja disociacién del radiometal (100, 101).

Alo largo de los tltimos afios se han desarrollado numerosos derivados de la DFFO
(figura 11). Uno de ellos es la DFO*, que contiene un grupo hidroxamato maés,
permitiendo la formacién de un complejo octadentado, que ha demostrado una mayor

estabilidad en los estudios in vivo (102).

En 2014 se desarrollé el 3,4,3-(LI-1,2-HOPO), quelante octadentado formado por
un esqueleto de espermina con 4 grupos hidroxipiridona que poseen una gran
afinidad por el zirconio-89 dando lugar a cinéticas més rapidas y complejos mas
estables que los obtenidos con el quelante (103). Posteriormente, este mismo grupo
evalué el quelante p-SCN-Bn-HOPO observando que la captacién en hueso del
zirconio-89-HOPO-trastuzumab era siete veces inferior a la obtenida cuando se

empleaba el zirconio-89-DF O-trastuzumab (104).

Uno de los tltimos derivados de la DFO es el 3-hidroxipiridin-2 (2,3-HOPO),
que ha mostrado una menor retencién ésea y renal que el complejo con el quelante

DFO en estudios realizados iz vivo (105).

En la actualidad el derivado mas utilizado es el p-isotiocianatobencil-DFO (p-
NCS-B-DFO), que se une directamente a los grupos amino de los residuos lisina de

los anticuerpos, formando una molécula tiourea estable (46).
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Figura 11. Estructuras quimicas de la DFO y derivados

5.2 Unioén del quelante a la molécula de interés

La unién del quelante a la biomolécula puede llevarse a cabo siguiendo las

siguientes vias (figura 12):

1. Pre-marcaje: es la via mas utilizada en el marcaje de biomoléculas con

radioisétopos no metélicos como el flior-18 o el carbono-11, donde la

biomolécula no es estable en las condiciones del radiomarcaje (elevada

temperatura). En este caso el BFCA se marca con el radioisétopo y

posteriormente se conjuga con la biomolécula. Los rendimientos de

marcaje son inferiores a los obtenidos mediante la técnica del post-

marcaje.
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2. Post-marcaje: es la via mas utilizada en el marcaje de biomoléculas con
radiometales como el galio-67 y el zirconio-89. En este caso el BFCA se
une a la biomolécula y posteriormente se lleva a cabo el marcaje con el

radiometal.

BFCA or prosthetic group

B - Nk

Figura 12. Técnicas de pre-marcaje y post-marcaje en el radiomarcaje de biomoléculas (106)
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6 TECNICAS DE IMAGEN MOLECULAR

La imagen molecular puede definirse como el conjunto de técnicas que trabajan en
la visualizacién, caracterizacién y medicién de los procesos biolégicos n vivo y de
forma no invasiva a nivel molecular y celular, tanto en humanos como en otros seres

VIVOS.

La principal diferencia respecto a los métodos tradicionales de imagen, radica en la
utilizacién de wunas moléculas denominadas “sondas”, que funcionan como
biomarcadores, y que emiten una sefial que puede ser detectada, visualizada y
cuantificada por los distintos equipos de imagen, para finalmente establecer los

pardmetros biolégicos de los procesos que estan ocurriendo a nivel molecular y celular.

La imagen molecular engloba modalidades no radiactivas y radiactivas (figura 13).

Dentro de las modalidades no radiactivas encontramos técnicas como la imagen 6ptica,
la ecografia o la fotoacustica, que emplean como sondas de imagen la luz o el sonido.
También encontramos algunas aplicaciones concretas de la resonancia magnética
nuclear (RMN), que emplea un campo electromagnético para la obtencién de imagenes

del organismo.
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Figura 13. Técnicas de Imagen Molecular radiactivas y no radiactivas

Dentro de la imagen molecular con compuestos radiactivos se incluyen la

tomografia computerizada por emisién de fotén tnico (SPECT) y la tomografia por

emisién de positrones (PET), que emplean sondas radiactivas que una vez introducidas

en el organismo son capaces de emitir una sefial que es detectada por tomégrafo para
dar lugar a la formacién de imdgenes que permiten la visualizaciéon y medicién de
procesos biolégicos. Los radiofdrmacos explicados en los apartados anteriores pueden
considerarse sondas radiactivas en el 4mbito de la imagen molecular. La utilizacién de
cada uno de los equipos de imagen depende del tiempo de emisién radiactiva de los
is6topos empleados en la produccién de los radiofarmacos, ya que la fisica de
desintegracién radiactiva condiciona el disefio de los detectores de los equipos, las

correcciones necesarias para generar las imdgenes y la calidad e informacién de las
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mismas. En el caso de los tomdgrafos SPECT, éstos son capaces de detectar
radiofdrmacos con emisién gamma, mientras que la técnica PET tnicamente utiliza

radiofdrmacos emisores de positrones.

En la actualidad los equipos SPECT y PET se encuentran asociados a equipos de
tomograffa computerizada (CT), obteniéndose imdgenes de fusién que permiten
visualizar la informacién proporcionada por las dos técnicas de forma simultdnea. Las
imigenes del CT nos proporcionan informacién adicional sobre la localizacién

anatémica exacta de los procesos metabdlicos identificados con el SPECT y el PET.

En el caso de los tomégrafos PET existen también equipos hibridos PET/RMN
desarrollados en los dltimos afios. Estos equipos permiten una localizacién anatémica

mas precisa en tejidos blandos, cerebro, etc... (107, 108).

6.1 Tomografia computerizada por emision de fotén

unico (SPECT)

La SPECT es una técnica tomografica basada en la detecciéon de rayos gamma
emitidos por el radioisétopo radiactivo que contiene el radiofarmaco administrado al

sujeto de estudio.

Para adquirir una imagen SPECT se utiliza una gammacamara (figura 14), que esta
formada por un detector de centello sélido capaz de detectar los fotones de radiacién
emitidos por el paciente y generar una imagen planar de la actividad del organismo.
La gammacdmara consta de tres componentes; cabezal, gantry y ordenador de

procesado (109).
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Figura 14. Gammacimara SPECT/CT Symbia Evo (Siemens ®, Alemania) (110)

El cabezal contiene en su interior el detector, que generalmente es de yoduro de
sodio activado con talio. Los detectores, que pueden ser de 1 a 3, se encuentran en una
estructura denominada gantry que les permite adoptar cualquier posicién alrededor del

paciente.

Para adquirir la imagen los detectores rotan alrededor del paciente permitiendo la
adquisicién de imagenes estdticas o proyecciones desde diferentes angulos. La
recononstrucciéon de todas las proyecciones adquiridas proporciona una imagen
tridimensional de la distribucién de la radiactividad en el organismo, por lo que se

consigue una imagen tomogréfica de la distribucién del radiofarmaco (111).

El cabezal de la gammacdmara posee colimadores que sirven para eliminar los
fotones que provienen de una direccién distinta a la elegida para efectuar la deteccién.

Los maés utilizados son el colimador tipo pin-hole y el de orificios paralelos
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6.2 Tomografia computerizada por emisiéon de

positrones (PET)

La PET es una técnica no invasiva de diagndstico por imagen que permite medir la
actividad metabélica del organismo mediante la visualizacién iz vivo de procesos

biolégicos y bioquimicos.

Se basa en la administracién de radiofarmacos marcados con radiois6topos emisores
de positrones y la deteccién de los fotones de aniquilacién positrén-electrén utilizando

un tomégrato PET.

Los radiontclidos emisores de positrones tienen un exceso de protones en el nicleo
y alcanzan la estabilidad mediante la transformacién de un protén en un neutrén. Este

proceso implica la emisién de un positrén (B+) y de un neutrino (v).

Tras la emisién del positrén, proveniente de la desintegraciéon radiactiva, éste
recorre una distancia (dependiente de la energfa de emisién) antes de chocar con un
electrén y producirse la aniquilacién. Como resultado de esta aniquilacién se emiten

dos fotones gamma de 511 KeV en la misma direccién y sentidos opuestos (figura 15).

Positron ( )
o 511 keV

<

~
/‘fv Electrén

511 keV

Figura 15. Proceso de aniquilacion de un positron con un electron. Al producirse la aniquilacion la masa del
electron y del positron se convierten en energia en forma de dos fotonesy de 511 Kev en la misma direccion
y sentidos opuestos. La emision del positrén conlleva ademds la emision de un neutrino (v).
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Los fotones de aniquilacién se detectan en coincidencia en un tomdgrafo,
normalmente en forma de anillo, permitiendo obtener las proyecciones o sinogramas.
La reconstruccién tomogrifica posibilita la generacién de imédgenes volumétricas de la
biodistribucién del radiofdrmaco en el organismo, y permite la cuantificacién absoluta

de la radiactividad presente en los tejidos (figura 16).
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Figura 16. Proceso de aniquilacion de un positrén con un electrén y deteccion en coincidencia. El radiofdrmaco
es administrado al paciente 'y los fotones y de aniquilacion atraviesan el cuerpo del paciente llegando a los
anillos detectores del PET y son detectados en coincidencia. [Adaptado de la web del hospital de
Hammersmith (www.hmrlondon.com) y de “A PET’s is not just for Christmas”, disponible en
hitps://tonygood4.wordpress.com/2012/11/04-a-pets-not-just-for-christmas/, accedido el 28 de
noviembre de 20197

La principal ventaja que ofrece la PET frente a otras técnicas de imagen es su alta
sensibilidad, del orden de nanomoles e incluso picomoles (112). Esta sensibilidad
permite la obtencién de informacién molecular, funcional y metabélica de forma muy
precisa por lo que se ha extendido su uso en el diagnéstico de multitud de enfermedades
como el céncer, patologias neurolégicas (Parkinson, Alzheimer), patologias

cardiovasculares, inflamatorias, infecciosas etc...
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Los radionucleidos emisores de positrones utilizados en la practica clinica tienen un
corto periodo de semidesintegracién por lo que es necesario que el centro productor se
encuentre cerca del equipo de deteccién. Los radionucleidos PET empleados en clinica
suelen tener un periodo de semidesintegracién corto o ultracorto (2-110 min), como el
oxigeno-15 (Ti/e = 2 min), nitrégeno-13 (T, = 10 minutos), carbono-11 (T, =20
minuto), galio-68 (T/. =68 min) y fltior-18 (T = 110 min). En los Gltimos afios se
estdn empleando radiontclidos con periodos mas largos como el cobre-64« (T, = 12,7

horas) y el zirconio-89 (T, = 78,4 horas).

Estos radionucleidos emisores de positrones se pueden obtener mediante un
ciclotrén o bien mediante un generador similar al empleado para la obtencién del

([9mTcINaTcO, (figura 17).

Figura 17. 4 la izquierda se muestra un ciclotron vertical de ion negativo (PET Trace 800, General Electric) y a
la derecha un generador PET de germanio-68/galio 68 (GalliaPharm ®, Eckert & Ziegler) (113)(114)
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El ciclotrén es un acelerador de particulas de trayectoria circular en el que las
particulas cargadas producidas en una fuente de iones se desplazan dentro de una
sucesién de érbitas de radio creciente, por influencia de un campo magnético, y son

aceleradas al atravesar repetidamente un campo eléctrico producido por un sistema de

radiofrecuencia.
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7 NANOTECNOLOGIA E IMAGEN MOLECULAR

7.1 Nanotecnologia y nanomedicina

En el afio 1959, el doctor Richard Feyman present6 en el congreso anual de la
sociedad americana de fisica una ponencia titulada “There’s plenty of room at the
bottom”, que describfa un proceso en el que los cientificos podrfan manipular y
controlar las cosas a nivel atémico y molecular, sentando las bases de lo que hoy todos

conocemos como nanotecnologia (115).

El término nanotecnologia fue utilizado por primera vez en el afio 1974 por el
profesor Norio Taniguchi de la Universidad de Ciencias de Tokio, definiéndola como
el procedimiento de separacién, consolidacién y deformacién de materiales 4&tomo por

atomo o molécula por molécula (116).

En la actualidad, la nanotecnologia es un area de la ciencia que se encarga del
estudio, disefio, sintesis y aplicacién de materiales y sistemas funcionales a través del
control de la material a nivel de la nanoescala (117) (figura 18). Se basa en que las

caracteristicas fisicas y quimicas de los materiales pueden mejorar o cambiar

~ 79 ~
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radicalmente a medida que disminuyen su tamafio, ya que se produce una
reorganizacién superficial de los atomos, condicionando asi sus propiedades. Por lo
tanto, los cientificos pueden utilizar la nanotecnologfa para crear materiales, aparatos

y sistemas novedosos con propiedades tinicas.

HAMSTER ~ HORMIGA  LINEA DE PELO GLOBULO BACTERIAS  VIRUS HEMOGLOBINA MOLECULA  ATOMO
BOLIGRAFO ROJO DE AZUCAR

im 10 cm lcm Imm O01mm 10pum 1pum 100nm 10nm 1nm 0,1 nm

J
|

Nanotecnologia

Figura 18. Escala de tamafio de la nanotecnologia (http://blog.nanomyp.com/diferencias-entre-nanotecnologia-

y-biotecnologia)

La nanotecnologia tiene multiples aplicaciones entre las que destacan la medicina,

el desarrollo de nuevos materiales, la energfa y la electrénica.

La nanomedicina es la aplicacién de la nanotecnologia en medicina y se puede
definir como la ciencia y la tecnologia empleada en el disefio y evaluacién de sistemas
complejos, a escala nanométrica, formados por al menos dos componentes, uno de los
cuales es el principio activo o molécula biolégicamente activa, y el segundo, es el propio
sistema, que permite una funcién especial relacionada con el diagnéstico, tratamiento

o prevencién de una enfermedad (118).

El principal objetivo de la nanomedicina es el desarrollo de herramientas para
diagnosticar, prevenir y tratar enfermedades cuando todavia estdn en el inicio o en

estadios poco avanzados. Uno de sus principales retos es el desarrollo de nanoterapias
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dirigidas de forma especifica al 6rgano enfermo, sin dafiar las células sanas

circundantes, evitando de esta manera los efectos secundarios de las terapias actuales.

La nanomedicina engloba tres dreas de estudio; el nanodiagnéstico, la nanoterapia

y la medicina regenerativa.

El nanodiagnéstico tiene como objetivo detectar enfermedades en sus estadios

iniciales en el nivel celular o molecular, mediante la utilizacién de nanodispositivos y
sistemas de contraste. Una identificacién temprana de la enfermedad, permite la
aplicacién precoz de un tratamiento, ofreciendo asi mayores posibilidades de curacién

(119, 120).

La nanoterapia se encarga del desarrollo de nanosistemas que se dirigen a un
érgano o tejido, y que tras un proceso de reconocimiento provocan la liberaciéon del

tarmaco de forma especifica y controlada en los 6rganos o tejidos afectados (121, 122).

La nanomedicina regenerativa se ocupa de la reparacién o sustitucién de tejidos y

6rganos dafiados mediante la aplicacién de métodos procedentes de la terapia génica,
la terapia celular, a dosificacién de sustancias bioregenerativas y la ingenierfa de
tejidos, siendo en este campo donde la nanotecnologia juega un papel predominante,
ya que facilita la produccién de nuevos materiales y técnicas que permiten una
integracién de los tejidos de forma mas eficiente debido a la posibilidad de generar

microambientes mas propicios para la regeneracién tisular. (123, 124, 125) .

La nanomedicina emplea diferentes nanosistemas como las NPs, nanotubos,
nanovarillas, nanocables, peliculas delgadas y nanochips, siendo las NPs las de mayor
aplicacién en la clinica debido a su potencial utilizacién para el transporte y liberacién

de farmacos (126).

Los materiales que se han utilizado en la construccién de nanosistemas de liberacién
de firmacos pueden ser muy variados y se clasifican de forma general en los siguientes

grupos (figura 19) (127, 128):
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1. Nanoestructuras orgénicas = se encuentran las nanoesferas, nanocépsulas,

micelas, liposomas, dendrimeros, conjugados polimero-farmaco.

2. Nanoestructuras inorgédnicas = se encuentran las NPs metélicas, las de silice

mesoporosa, puntos cudnticos y los nanotubos de carbono

Nanoparticula
metalica

Nanotubo de Polimeros
carbono

Figura 19. Estructura de los nanosistemas mds utilizados para la liberacion de farmacos

Las NPs son estructuras atémicas o materiales con una dimensién a escala

nanométrica, que pueden ser de origen natural (baterfas, virus, etc..), generadas por el

ser humano de forma involuntaria (combustién de gasolina, diésel, etc..) o deliberada

mediante la utilizacién de la nanotecnologia (129).

Las propiedades intrinsecas de las NPs estdn principalmente determinadas por su

distribucién de tamafio y forma, su composicién quimica, morfologia, geometria y
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estructura. En base a su forma podemos encontrar NPs esféricas, cilindricas, en barras

y plaquetas (130).

Después de su preparacién, las NPs deben ser caracterizadas para asegurar su
idoneidad para aplicaciones n vitro e in vivo. Para llevar a cabo dicha caracterizacion
se determinan pardmetros como el tamafio de particula, el indice de polidispersién y el

potencial Z.

El tamafio de las NP puede depender del peso molecular del compuesto utilizado
para su preparacion. Generalmente las NPs tienen un tamano que va de 1-100 nm

aunque este se puede extender a los 1000 nm (131).

La técnica de espectroscopia de correlacién foténica o dispersién dindmica de la luz
(DLS, siglas en inglés), es una técnica no invasiva que permite medir el tamafo de las
NPs en dispersiéon. El movimiento Browniano de las particulas en suspension hace que
la luz laser se disperse en diferentes intensidades. Del andlisis de estas fluctuaciones se
obtiene la velocidad del movimiento Browniano y por lo tanto el tamaiio de particula

empleando para ello la relacién de Stokes-Einstein (132)

__ KpT
" 6mnR

Elindice de polidispersion (PDI, siglas en inglés) se utiliza para describir el grado
de no uniformidad de una distribucién de tamafio de NPs (133). Valores de PDI bajos
(< 0,05) nos indican que la muestra en monodispersa mientras que valores de PDI
superiores a 0,7 indican que la muestra tiene una distribucién de tamarfio de particula

muy amplia y probablemente no sea adecuada para ser analizada por la técnica de DLS.

El potenciaL Z se utiliza para evaluar el grado de estabilidad y dispersién de las

NPs en un fluido ya que mide la repulsién o atraccién electrostatica (o de carga) entre
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las particulas. Se trata de una medida directamente proporcional a la carga de las
particulas, de forma que cuanto mayor es su valor, mas cargadas estdn las particulas y
mayor es su potencial electrostatico. Como consecuencia de esto, la repulsién entre

ellas aumenta y su tendencia a formar agregados disminuye (134, 135).

Se mide mediante la aplicacién de un campo eléctrico a la solucién de Nps, por lo
que estas migraran hacia el electrodo de carga opuesta con una velocidad proporcional
a la magnitud del potencial Z. Esta velocidad se mide empleando la técnica de
anemometria de ldser Doppler. El desplazamiento de frecuencia o de fase de un haz de
laser incidente causado por estas particulas en movimiento, se mide como la movilidad
de las particulas y esta movilidad se convierte en el potencial Z mediante la
introduccién de la viscosidad dispersante y la aplicacién de las teorfas de Smoluchowski

o Huckel (136)

7.2 Nanoparticulas para la liberacién de farmacos

Uno de los mayores avances de la nanomedicina es el disefio de NPs para el
transporte y liberacién de firmacos, ya que estos sistemas permiten mejorar la

seguridad y eficacia de su administracién.

Cuando un farmaco se administra en una forma convencional (comprimido, cdpsula,
inyectable, etc..) se distribuye por el organismo alcanzando el érgano o tejido enfermo
para ejercer su accién, pero a su vez también puede tener efecto en otras localizaciones,

produciendo efectos secundarios no deseados.

La utilizacién de NPs mejora la biodisponibilidad de los fairmacos ya que son capaces
de proteger a la molécula encapsulada de la degradacién tanto fisica como quimica
hasta alcanzar el lugar de accién, y una vez en dicho lugar se libera mediante la
variacién de las condiciones ambientales (ph, temperatura) o mediante un proceso de
degradaciéon del material encapsulante, permitiendo la liberacién controlada del

mismo. El hecho de poder concentrar el firmaco en el lugar de accién permite la
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posibilidad de incrementar la eficacia terapéutica de las moléculas minimizando los

posibles efectos secundarios (137).

El nanosistema tiene como funcién transportar el fairmaco hasta la zona danada y
cuando se produce el reconocimiento lo libera como respuesta a un estimulo interno
(pH, presencia de enzimas como proteasas y fosfolipasas, cambios en el potencial
redox), o externo (luz, cambios de temperatura, campo magnético, campo eléctrico,

ultrasonidos) (138).

El transporte y la liberaciéon del firmaco se ve fuertemente afectada por las
propiedades fisico-quimicas de la NP, incluyendo su tamarfio, forma, carga superficial

y caracteristicas quimicas (139).

Gracias a su pequefio tamafio y a su elevada superficie especifica, las NPs presentan
una elevada interaccién con los tejidos y fluidos biolégicos, logrando una mejor eficacia
y menor toxicidad del fArmaco administrado, permitiendo ademds atravesar barreras
biol6gicas como la piel, las mucosas gastrointestinal o respiratoria, la barrera

hematoencefilica e incluso pudiendo alcanzar compartimentos intracelulares (139).

Ademas, en el caso de moléculas hidréfobas puede incrementar su tiempo de
permanencia en el organismo, aumentando con ello su eficacia terapéutica, mientras

que la biodistribucién y la farmacocinética de la molécula no se ven alteradas (140).

Las NPs metalicas presentan la ventaja de poseer unas caracteristicas ideales para
ser utilizadas como agentes de contraste en pruebas de imagen como la RMN, pero su
uso estéd limitado por su toxicidad, elevada degradacién y rapida eliminacién cuando
son utilizadas con fines médicos (141). Algunos estudios relacionan la presencia de
estas NPs con un incremento en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS),
seguido de una respuesta proinflamatoria y dafos en el ADN que llevan a la célula a

sufrir un fenémeno de apoptosis (142, 143).

Las NPs lipidicas sdlidas (SLN) se desarrollaron a principios de los afios 90 como

una alternativa a sistemas de firmacos como las emulsiones, liposomas y a las NPs
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poliméricas. Presentan una buena biodisponibilidad y protegen al farmaco de la
degradacion frente a agentes externos como la luz y el agua. Ademas son de utilidad

para la liberacién prolongada de formacos poco solubles en agua (144).

Las NPs poliméricas presentan una elevada biocompatibilidad por lo que pueden
emplearse de forma segura para el transporte de firmacos. Ademds su superficie puede
modificarse y funcionalizarse con diferentes ligandos como anticuerpos o distintas
moléculas con grupos funcionales especificos con el fin de incrementar la afinidad por

el tejido u 6rgano diana, mejorando de esta manera la eficacia terapéutica del farmaco.

Las NPs poliméricas pueden fabricarse con polisacdridos, protefnas y polimeros

sintéticos (14:5).

Son de particular interés las NPs proteicas ya que presentan ciertas ventajas como
una elevada estabilidad 7z vivo y no son téxicas ni antigénicas. Dentro de las proteinas
que se pueden emplear estdn la albtimina, la caseina, la gelatina, la fibroina de seda y el

colageno (146).

La albimina es una proteina biodegradable, no téxica, facil de purificar y soluble en
agua, con una alta tolerabilidad cuando se administran iz vivo. Ademas presenta una
matriz grande que permite la incorporacién de una gran cantidad de fdrmaco (147)

(148).

Las NPs de albiumina han mostrado su utilidad en el transporte de fiarmacos
quimioterapicos como el paclitaxel y el docetaxel, mejorando su eficacia debido a un
incremento en el tiempo de residencia en el organismo y una reduccién de los efectos

secundarios indeseados (149, 150).

Para la preparacién de las NPs de albtimina se han empleado diferentes proceso
fisico-quimicos como la gelacién térmica, la emulsificaciéon y la desolvatacién, siendo
el método de desolvatacién el mas utilizado debido a su simplicidad y reproducibilidad

(151).
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La superficie de las NPs de albimina se pueden funcionalizar facilmente con
ligandos o polimeros para mejorar su estabilidad y controlar su biodistribucién (152,

153, 154).

La utilizacién de polimeros sintéticos como el copolimero de metilviniléter y

anhidrido maleico (Gantrez ® AN-119), la tiamina, la manosamina, el polietilenglicol
2000 o la hidroxipropilmetilcelulosa para el recubrimiento de las NPs pueden mejorar

sus propiedades fisico-quimicas y modificar su biodistribucién iz vivo (155, 156).

El polietilenglicol acttia como antiadherente, reduciendo la captacién de las NPs por

parte de los macréfagos, incrementando su tiempo de circulacion en la sangre (157).

La conjugacién del Gantrex AN-119 con polimeros como la manosamina o la
tiamina ha mostrado utilidad en la administracién de vacunas y proteinas por via oral,

evidenciando un incremento de la permanencia de las NPs en la mucosa intestinal (158)

7.3 Nanoparticulas marcadas con radioisétopos

radiactivos

El marcaje de NPs con radioisétopos para su utilizaciéon en técnicas de imagen
molecular permite conocer con una elevada precisién su biodistribucién iz vivo, asi
como su tiempo de permanencia en el organismo, proporcionando informacién valiosa
para detectar y caracterizar la enfermedad, asi como para monitorizar la eficacia de los

tratamientos (159).

Las técnicas de imagen molecular més utilizadas para el uso de NPs radiomarcadas
son el SPECT y el PET. El principal interés de estas técnicas es la posibilidad de
realizar estudios de biodistribucién iz vivo, lo que permite un seguimiento longitudinal
de la distribucién de las NPs en el mismo individuo. También existe la posibilidad de
realizar estudios ex vivo a nivel de érganos o tejidos mediante el sacrificio del animal y

contaje de las muestras en un contador de pozo. Esta técnica es invasiva, pero tiene la
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ventaja de contar con la alta sensibilidad de este tipo de contadores, permitiendo el
estudio de aquellos 6rganos o tejidos que son dificiles de estudiar 7z vivo por los limites
de resolucién de los tomégrafos SPECT o PET. De esta manera los estudios de

biodistribucién ex vivo resultan el complemento ideal de los estudios de imagen n vivo.

A la hora de elegir un radioisétopo para el marcaje de NPs hay que tener en cuenta
el tipo de emisién radiactiva, su disponibilidad y la estrategia de marcaje que se
pretende utilizar. En el caso de NPs de diagnéstico se emplean emisores de positrones
o emisores gamma, mientras que en el caso de NPs de terapia es necesaria la utilizacién
de radioisétopos de emisién beta o alfa. También hay que tener en cuenta su periodo
de semidesintegracién ya que si se quieren realizar estudios prolongados en el tiempo
es necesaria la utilizacién de un radioisétopo de vida media lo suficientemente larga

para cubrir el tiempo del estudio.

Los is6topos mas utilizados en el marcaje de NPs son el tecnecio-99m, galio-67,

galio-68, zirconio-89 y cobre-64.

Se puede utilizar la misma NP como agente teragnéstico empleando dos
radioisétopos diferentes. Uno de ellos se emplea para obtener imdgenes del estadio de
la enfermedad, evaluar la expresiéon de receptores, metabolismo, aclaramiento etc..

mientras que el otro se utiliza para el tratamiento (160).

El marcaje de NPs con radioisétopos se pueden llevar a cabo siguiendo tres

estrategias de marcaje (figura 20) (161):

1. Marcaje de la NP con el radioisétopo tras su preparacién mediante un
marcaje directo (el radioisétopo no interacciona de forma especifica con la
NP) o bien mediante la utilizacién de BFCA que facilita la unién covalente
de la NP con el radioisétopo.

2. Incorporacién del radiois6topo durante la preparaciéon de la NP

8. Irradiacién directa de las NPs mediante la produccién i situ  del

radiois6topo empleando reacciones nucleares
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Figura 20. Estrategias de marcaje de NPs con radioisétopos. A. Marcaje post-sintesis de la NP directo (arriba) o
mediante empleo de BFFCA (abajo). B. Incorporacion del radioisétopo durante la sintesis de la NP. C.
Marcaje mediante el bombardeo con particulas (162)

La eleccién de la estrategia del marcaje depende de las propiedades fisicas de la NP,
la actividad especifica deseada, el rendimiento y estabilidad del marcaje y la aplicacién

de las NPs.
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7.3.1 Marcaje de nanoparticulas con tecnecio-99m

Las NPs pueden marcarse de forma directa con tecnecio-99m mediante la reduccién
del [9"TcINaTcOy, con SnCle. En este caso, la cantidad de SnCl, empleada debe
controlarse de forma exhaustiva ya que un exceso del mismo conlleva la formacién de
radiocoloides, que pueden ser interpretadas de forma errénea como NPs marcadas

(163).

También pueden utilizarse BECAs como el HYNIC o el DTPA, que se unen a la
superficie de la NP y posteriormente se procede al marcaje mediante la reduccién el
[o9mTc¢INaTcOy. El HYNIC requiere el empleo de coligandos como la tricina o el

acido N,N"-etilendiaminodiacético (EDDA) para estabilizar el radiometal.

El HYNIC se ha empleado para el marcaje de NPs de oro para el diagnéstico del
ganglio centinela (164), empleando tricina y EDDA como coligandos y SnCl, como

agente reductor.

El DTPA se ha utilizado en el marcaje de NPs de oro con tecnecio-99m, mediante

la unién del quelante a la NP y posterior reduccién del [99mT'¢]NaTcO. en presencia

de SnCl, (165).

7.3.2 Marcaje de nanoparticulas con galio-67

El galio-67 se obtiene de forma comercial como citrato de galio-67, pero esta
forma quimica ha mostrado una baja eficiencia de marcaje en las reacciones de
quelacién por lo que es necesario convertir el citrato de galio-67 en cloruro de galio-

67 para obtener mejores rendimientos de marcaje.

Existen muy pocas publicaciones relacionadas con el marcaje de NPs con galio-

67.

En el ano 2009, Jaililian y cols (166) emplearon galio-67 para marcar NPs

superparamagnéticas de 6xido de hierro, introduciendo el radioisétopo durante la
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preparacién de las NPs. Para ello se evaporé la solucién de cloruro de galio con
nitrégeno y posteriormente se afiadieron las sales de hierro para la formacién de las

NPs.

En otros estudios, el marcaje se lleva a cabo mediante la utilizacién de BFCAs,

siendo los mas utilizados el NOTA, DOTA y DTPA.

Las particulas superparamagnéticas también se pueden marcar empleando el

quelante DTPA-dianhidruro (45).

En 2013, Hwang y cols (167) sintetizaron unas NPs metdlicas de cobalto/hierro
recubiertas de una rodamina fluorescente en una matriz recubierta de silice y
funcionalizadas con el aptimero AS1411 y las marcaron con galio-67 mediante la
incorporacién del quelante NOTA a las NPs y posterior incubacién de las mismas

durante 1 hora con citrato de galio en tampén fostato 0,2 M (pH 6,5).

7.3.3 Marcaje de nanoparticulas con zirconio-89

La mayorfa de los marcajes de moléculas con zirconio-89 requiere el empleo de
BFCAs con el objetivo de minimizar la liberacién del zirconio, ya que como se comenté
anteriormente puede unirse a las proteinas plasmaticas y al hueso, y debido a su elevado

T/ puede incrementar considerablemente la dosimetria del paciente.

La mayorfa de los trabajos publicados en la literatura emplean como quelante la

DFO.

En el afio 2011, Keliher y cols (168) describieron el proceso de marcaje con zirconio-
89 de NPs de dextrano para la visualizacién iz vivo de los macréfagos. El conjugado
DFO-NP se incub6 con el oxalato de zirconio-89 disuelto en 4cido oxalico (pH 7
ajustado con tampén carbonato) durante una hora a 25°C y pasado este tiempo las NPs
marcadas se purificaron mediante centrifugacién en membrana, obteniéndose una

pureza radioquimica (PRQ) del 100 % con ausencia total de zirconio-89 libre.
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También se han marcado NPs de silice mesoporosa con zirconio-89 empleando el
quelante DFO-Bz-NCS y cloruro de zirconio-89. Para ello se llevé a cabo la
conjugacién de las NPs con el quelante y posteriormente se incubaron con el cloruro
de zirconio-89 (pH 7) durante 30 minutos a temperatura ambiente, obteniéndose una
eficiencia de marcaje del 100%, no requiriéndose una etapa de purificacién posterior al

marcaje (169).

En los dltimos anos, con el fin de reducir la acumulacién del zirconio-89 hueso
debida al desmarcaje del compuesto se han desarrollado quelantes que confieren una

mayor estabilidad a los mismos.

Por el momento no existe ninguna publicacién sobre la utilidad de estos nuevos
quelantes en el marcaje de NPs pero es posible que en el futuro sean utilizados como

alternativa a la DFO.







III. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En este capitulo se explican las motivaciones que han llevado al desarrollo de esta

tesis doctoral y los objetivos definidos.







Justificacién y objetivos

La nanomedicina es un campo de investigaciéon que ha tenido un amplio desarrollo
en los Ultimos afios, especialmente en la producciéon de NPs para encapsular firmacos,
los cuales permiten la liberacién controlada y dirigida de los mismos, dando lugar a

tratamiento mas eficaces y con menos efectos secundarios.

Ademéds del tratamiento estas NPs pueden emplearse para el diagnéstico mediante
su marcaje con agentes de imagen como los isétopos radiactivos, permitiendo la

visualizacion de su biodistribucién.

Dentro de los materiales empleados en la construccién de estas NPs cobran especial
relevancia las proteinas como la albtimina debido a su biocompatibilidad y ausencia de

toxicidad.

La modificacién de la superficie de estas NPs mediante el recubrimiento con
polimeros permite la modificacién de las propiedades fisico-quimicas de la NP

produciendo cambios en su farmacocinética tras su administracién.

El desarrollo de nuevos polimeros que modifiquen las propiedades farmacocinéticas
de las NPs es un amplio campo para el desarrollo de tratamientos mas efectivos y

seguros.

El principal objetivo de esta tesis es el radiomarcaje con diferentes radiometales de
distintas formulaciones de NPs de albimina recubiertas con los polimeros hidroxi-
propil-metil-celulosa (HPMC) y los polimeros conjugados del Gantrez AN-119 ® con
la tiamina (GTM2), manosamina (GMN2), polietilenglicol 2000 (GPMZ2), la evaluacién
de la estabilidad del radiomarcaje i vitro y la biodistribucién iz vivo de las NPs

radiomarcadas mediante imagen molecular.

Para conseguir este objetivo principal se definieron los siguientes objetivos

secundarios:

1. Desarrollo y optimizacién del procedimiento de radiomarcaje directo

con el radiometal tecnecio-99m.
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2. Conjugacién de la albimina con quelantes de radiometales para la

obtencién de las NPs radiomarcadas.

2.1.  Preparacién de NPs de albimina modificadas con el quelante

NOTA para el marcaje con galio-67.

2.2.  Preparaciéon de NPs de albimina modificadas con el quelante

DFO para el marcaje con zirconio-89.

8. Optimizacién y automatizacién del proceso de conversién del citrato de

galio-67 en cloruro de galio-67.

4. Desarrollo y optimizacién de los procedimientos de radiomarcaje
mediante el empleo de quelantes bifuncionales con galio-67 y zirconio-

89.

5. Determinacién de la estabilidad iz vitro de las NPs radiomarcadas
(tecnecio-99m, galio-67 y zirconio-89) en suero fisioldgico y plasma

sanguineo.

6. Evaluacién in vivo de la biodistribucién de las NPs radiomarcadas

mediante técnicas de imagen molecular (SPECT/CT y PET/CT).

7. Evaluaciéon ex vivo de la biodistribuciéon de las NPs radiomarcadas
mediante medida de la radiactividad en 6rganos y sangre utilizando un

contador gamma tras el sacrificio de los animales.
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IV.MATERIAL Y METODOS

En este apartado se desarrollan con detalle los materiales y los métodos empleados

para la realizacién de esta tesis







Material y métodos

1 MARCAJE DE NANOPARTICULAS CON TECNECIO-99M

Para el marcaje de las NPs con tecnecio-99m se empleé una técnica de marcaje

directo con el radioisétopo en forma de [9"TcTcO, .

1.1 Preparacion de las nanoparticulas

La preparacién de las NPs se llevé a cabo en el departamento de Tecnologia y

Quimica Farmacéutica de la Facultad de FFarmacia de la Universidad de Navarra.

Se prepararon cuatro tipos de NPs de albimina funcionalizadas en superficie
mediante recubrimiento con los polimeros conjugados Gantrez-manosamina (GMN2),
Gantrez-tiamina (GTM2) y Gantrez-polietilenglicol 2000 (GPM2). También se utilizé
para el recubrimiento el polimero semisintético hidroxi-propil-metil-celulosa (HPMC).
Los polimeros empleados para el recubrimiento de las NPs fueron desarrollados por
personal de dicho departamento, estando en la actualidad patentados

(W02016/087340).
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Estos polimeros se obtuvieron mediante la unién covalente de un ligando
(polietilenglicol 2000, manosamina o tiamina) a la estructura polimérica del Gantrez

AN-119 (figura 21).

OCH,
CH;—CH—CH—CH

Oo=C C=0
N
o
n

Figura 21. Estructura quimica del Gantrex AN-119

Para ello se disolvieron 100 mg de Gantrez AN-119 (International Specialty
Products ISP, KY, Estados Unidos) en 6 ml de dimetilsulféxido anhidro (Merck,
Darmstadt, Alemania) y se afiadieron 15 mg de EDC (1-etil-3-3-dimetilaminopropil-
carboimida), 7,5 mg de NHS (N-hidroxi succimida) y 12,5 mg de manosamina,
polietilenglicol 2000 o tiamina en una atmésfera inerte de nitrégeno, dejandolo incubar
durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, el polimero fue dializado con PBS (tampén
fosfato salino) para remover todas las impurezas y finalmente liofillizado en un equipo

Benchtop Freeze Dry System (Labconco, USA).

La albtimina para preparar las NPs (fraccién V, pureza 96-99 %), la HPMC y la
sacarosa fueron suministradas por Sigma-Aldrich (Madrid, Espaiia) y el etanol
absoluto y el HCI por Merck (Darmstadt, Alemania). Todas las soluciones fueron

preparadas con agua pura desionizada tipo I.

Las NPs se prepararon mediante un proceso de desolvatacién siguiendo el protocolo
descrito por Joye y col (170) con pequefias modificaciones. El método de desolvatacién
consiste en la agregacién de las moléculas de proteina en solucién inducida por la

disminucién en la cantidad del solvente que rodea a las moléculas de proteina.
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Generalmente se lleva a cabo mediante la adicién de un alcohol a una solucién acuosa
de la proteina. En la figura 22 se muestra un esquema de la preparacién de las NPs

siguiendo este método.

};‘;\;;

100 mg HSA
7,5 ml agua tipo I

ST L

Evaporacién etanol Purificacion NP Liofilizacién
Figura 22. Preparacion de NPs de albiimina mediante el método de desolvatacion en doble disolvente (etanol/agua)

Para su preparacién se disolvieron 100 mg de albiimina sérica humana en 7,5 ml de
agua tipo I mediante agitacién. Posteriormente, se ailadié la cantidad apropiada de HCI
IN y 16 ml de etanol absoluto. Tras 10 minutos de incubacién se adicioné cada uno de
los tipos de polimero y se agité durante 30 minutos. Las cantidades de HCl y polimero

afiadido en funcién del tipo de NP quedan reflejadas en la tabla 4.

NANOPARTICULA HCL (1) Polimero (mg)
NP-HPMC 3 25
NP-GMN2 3 3
NP-GPM2 6 3
NP-GTM2 6 3

Tabla 4. Cantidad de HCl y polimero empleados en la preparacion de las distintas formulaciones de las NPs de
albimina
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Tras la incubacién con el polimero, el etanol de la formulacién se eliminé mediante
evaporacién bajo presién reducida en un rotavapor Buchi R-144 (Buchi, Reino Unido),
hasta obtener un volumen final de 6 ml. Una vez evaporado el etanol, las NPs se
centrifugaron a 41.000 g durante 20 minutos en una centrifuga Sigma 3K30 (Munich,
Alemania), se retiré el sobrenadante y el pellet se resuspendié con 3 ml de sacarosa

(Merck, Darmstadt, Alemania) al 3% como crioprotector para su posterior liofilizacién.

Una vez preparadas, todas las NPs se caracterizaron mediante espectroscopia de
correlacién foténica (tamaiio e indice de polidispersién) y anemometria laser doppler
(potencial zeta), empleando para ello un analizador Zetamaster (Malvern Instruments,

Reino Unido).

Para la medicién del tamario las NPs se dispersaron en agua ultrapura (1/10) antes

de introducirlas en el equipo. La medida se llevé a cabo a 25 °C con un angulo de 90°C.
Para la medicién del potencial Z las NPs se dispersaron en KCl 0,1 mM (1/10).

Todas las mediciones se hicieron por triplicado.

1.2 Marcaje de las nanoparticulas con tecnecio-99m

1.2.1 Optimizacion de la concentracion de cloruro de

estano

El radiomarcaje de las NPs se llev6 a cabo con tecnecio-99m mediante la reduccién

del [*mT¢INaTcO. con SnCl..

Con el fin de obtener el mayor porcentaje de NPs marcadas, minimizando la
cantidad de [ Tc¢]TcO4 libre y coloides de tecnecio-99m se ensayaron 6
concentraciones distintas de SnCl,, con el fin de establecer la concentracién de SnCl, a
la que se obtiene un elevado rendimiento de marcaje sin la presencia de coloides de

tecnecio-99m debidos a un exceso del mismo.
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Para ello se prepararon unos viales tipo “kit” similares a los que se utilizan en el
marcaje de los radiofdrmacos tecneciados. Estos “kits” contienen las NPs a marcar
junto con el cloruro de estafio y presentan la ventaja de poder prepararlos con
antelacién a su utilizacién, ya que se liofilizan purgando con helio. La purga de los
viales con helio permite el secado de los reactivos, incrementando su estabilidad, y
proporciona la atmésfera inerte necesaria para el posterior marcaje del vial con el

tecneclo-99m.

Se prepararon viales con 1 mg de NPs liofilizadas y se dispersaron con 40 pl de una
solucién de SnCl, dihidratado disuelto en agua 4cida a distintas concentraciones. Las
concentraciones ensayadas fueron 0,008, 0,005, 0,007, 0,01, 0,05 y 0,1 mg/ml
respectivamente. El agua 4cida se obtuvo preparando una disolucién al 1,2 % de HCI 1

N en agua tipo I y su funcién es proporcionar el pH adecuado para la posterior reaccién.

Una vez adicionado el estano, los viales se encapsularon, se agitaron en vértex

durante 30 segundos y se purgé con helio hasta el secado completo.

Todas las pruebas se realizaron por triplicado con cada uno de los tipos de NPs y

concentraciones de SnCl..

1.2.2 Marcaje de nanoparticulas con tecnecio-99m

El [9mTc¢]TcOy para el marcaje de las NPs se obtuvo a partir de un generador de
molibdeno-99/tecnecio-99m (Drytec ®, General Electric Healthcare, Reino Unido)

mediante elucién con 5 ml de suero fisiolégico 0,9 %.

Para llevar a cabo el marcaje se adicionaron 74 0,57 MBq de [#*»T¢]TcO. en 0,5
ml de suero fisiolégico 0,9 % a cada uno de los viales preparados anteriormente. A
continuacion se agit6 la mezcla en un vértex durante 30 segundos y se incubé durante

distintos tiempos.
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Para determinar el tiempo éptimo de marcaje se extrajeron muestras a distintos
tiempos para calcular la PRQ. Los tiempos ensayados fueron 5, 10, 15, 30 y 60 minutos

tras el marcaje.

También se llevaron a cabo marcajes a distintas temperaturas para determinar su
influencia sobre el marcaje. Las temperaturas ensayadas fueron temperatura ambiente
(24,2 + 0,7 °C), 40 °C y 60 °C. Para obtener estas temperaturas los viales se incubaron

en un termobloque agitador (UniThermix 1, LLG Labware, Alemania)
La figura 23 describe el proceso de marcaje de las NPs con tecnecio-99m.
Todos los marcajes se realizaron por triplicado con cada uno de los tipos de NP.

Tras el marcaje se midié el tamario de particula, el indice de polisdispersién y el

potencial Z de todas las formulaciones.

99mTcO,” + Sn2* + 8 H* Tc* + Sn* + 4H,0
74 MBq %*™MTcO, 1 mg NP
0,5 ml NaCl 0,9 % 40 pl SncCl,
ssmTe
e

Figura 23. Reaccién de radiomarcaje con tecnecio-99m de las NPs de albiimina con recubrimiento polimérico

El control de calidad de las NPs marcadas se llevé cabo mediante radio-TLC

empleando tiras Whatman 1 (General Electric, Reino Unido) (figura 24).
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Para ello se afadieron con una micropipeta 5 pl de la muestra a 1 cm de la parte
inferior de la tira y se desarrollé hasta 9 cm con suero fisiolégico 0,9 %.

A continuacion se dejé secar la tira al aire y se leyé en un radiocromatégrafo Scan-
RAM (Lab-Logic Systems, Reino Unido), equipado con un detector de 2 x 2 de Nal(T1)
y el software Laura (Lab-Logic Systems, Reino Unido).

L #

Figura 24. Cromatigrafo Scan-RAM (Lablogic ®) empleado para la determinacion de la PRQ de las NPs
marcadas (171)

El factor de retencién (Rf) de las NPs marcadas con tecnecio-99m y de los coloides

de tecnecio-99m es de 0 mientras que el (9" T¢TcO, presenta un Rf de 1.

1.3 Estudios de estabilidad in vitro

Una vez optimizados todos los parametros del marcaje se llevaron cabo estudios de

estabilidad en suero fisiolégico y en plasma sanguineo.

Para ello las NPs marcadas se suspendieron en 200 pl de suero fisiolégico 0,9 % o

plasma sanguineo y se incubaron a 87 °C en un bafio térmico. A las 1, 3, 12, 24 y 48
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horas se determiné la pureza radioquimica de la muestra mediante el método de

cromatogratia en capa fina descrito anteriormente.

Pasadas las 48 horas se midié el tamano de particula, el indice de polisdispersién y

el potencial Z de todas las formulaciones.

1.4 Estudios de biodistribucion in vivo

Los estudios de biodistribucién n wvivo de las NPs Nano-GPM2 marcadas con
tecnecio-99m se llevaron a cabo en ratas Wistar hembra con un peso medio de 212 +
4,14 gramos que fueron cuidadas en condiciones ambientales controladas (22 £ 1 °C,
12 horas de ciclos luz/oscuridad) y alimentadas bajos condiciones estdandar con libre

acceso a comida y bebida.

Todos los procedimientos con animales descritos en este trabajo se llevaron a cabo
siguiendo un protocolo previamente aprobado por el Comité de Etica y Bioseguridad
de la Universidad de Navarra en linea con la legislacion europea de animales de

experimentacion (2010/63/UE, protocolo 066-16).

Se ensayaron estas NPs por ser las que mejores resultados dieron en los ensayos de
estabilidad realizados iz vitro. Se establecieron dos grupos de 3 ratas cada uno (9™Tc-
Nano-GPM2 y [99mT¢TcO, libre como control). Se administré a cada animal por via
intravenosa en la vena de la cola una dosis tnica de 8,57 = 0,26 MBq de 9»T'c-Nano-

GPM2 y 8,63 + 0,22 MBq [*"Tc¢]TcO. respectivamente.

Los animales fueron anestesiados con isofluorano al 2 % (flujo de oxigeno 0,2 1/min)
y colocados en posicién prono en una gammacdmara SPET/CT de doble cabezal
Symbia T2-TruePoint ® (Siemens, Munich, Alemania). Los animales se mantuvieron
anestesiados Gnicamente durante la toma de las imédgenes, tras lo cual se devolvieron

asu jaula. La figura 25 muestra la preparacién y colocacién de los animales en el equipo.
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Figura 25. Preparacion y colocacion de los animales en el equipo SPECT/CT

Las imédgenes SPECT/CT fueron adquiridas 2, 6, 8, 10 y 24 horas tras la
administracién de las 9" Tc-Nano-GPM2 o el control de [9Tc¢]TcO4 libre. Para
poder comparar semi-cuantitativamente las imdgenes entre sf evitando el efecto de la
desintegracién fisica del tecnecio-99m, el tiempo de adquisiciéon de las imagenes fue
aumentando a lo largo de los distintos puntos temporales los minutos necesarios para
compensar la desintegracién radiactiva del tecnecio-99m. Los pardmetros de las
imagenes SPECT fueron las siguientes: matriz 128 X 128, 90 imdgenes, 7 imédgenes

por segundo y las del CT: 110 mAs y 130 kV, 130 imagenes, grosor de corte de 3 mm.

Las imégenes se reconstruyeron aplicando las correcciones de atenuaciéon y

dispersiéon durante el proceso de reconstruccion.

~ 101 ~



Material y métodos

Las imagenes fusionadas se visualizaron utilizando el software Syngo MI
Applications TrueD (Siemens, Alemania). Tras el andlisis cualitativo, se exportaron al
programa especializado de analisis de imagen molecular PMOD v3.2 (PMOD
Technologies, Suiza). El analisis cuantitativo se realizé6 mediante dibujo de volimenes
de interés (VOIs) sobre las imdgenes anatémicas del CT que posteriormente fueron
llevadas a las imdgenes de SPECT. Se dibujaron VOIs del contorno del animal (cuerpo
total) y érganos de interés. El célculo del porcentaje de actividad en los érganos se
calcul6 tomando como total de dosis administrada la actividad medida en el VOI cuerpo

total en la imagen a 2h.

1.5. Estudios de biodistribucion ex vivo

Una vez realizadas todas las exploraciones SPECT/CT los animales se sacrificaron
(24 horas) mediante inyecciéon letal de eutandsico T-61, se diseccionaron y se
extrajeron y pesaron sus 6rganos (higado, pulmoén, rifién, estémago, tiroides y sangre)
para su posterior contaje en un contador gamma (Hidex AMG Automatic Gamma
Counter; Hidex AMG. Software versién 1.3.7.0). Finalmente, los resultados se

expresaron como el porcentaje de actividad por 6rgano completo (excepto sangre).
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2 MARCAJE DE NANOPARTICULAS CON GALIO-67

Para el marcaje de las NPs con galio-67 se empleé una técnica de marcaje indirecto
mediante el empleo del BFCA NOTA. Previamente al marcaje se procedié a la
conjugacién de la albtimina con el NOTA y ala preparacion de las NPs. Posteriormente

se realizaron las pruebas para su marcaje con galio-67.

2.1 Obtencion de nanoparticulas modificadas con

NOTA

2.1.1 Conjugacion de la albiimina con NOTA

Para llevar a cabo el marcaje con el isétopo galio-67 se requiere la presencia de un
BI'CA por lo que previamente a la preparacién de las NPs se procedié a la conjugacién

de la albtimina con el quelante NOTA.
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En la figura 26 se muestra un esquema del procedimiento descrito.
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Bn-NOTA) 120’ (agitacién)

1,5 ml Na,CO5 0,1 M
NOTA
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'™ \)‘,\// NOTA-HSA

Cuantificacion UV

Figura 26. Reaccion de conjugacion de la albiimina con el quelante NOTA y posterior purificacion con columna de
desalinizacion

Para ello se incubaron 20 mg de albtimina y 10 mg de NOTA (ABX, Alemania) en
1,5 ml de tampén carbonato sédico 0,1 M, pH 9,5 (Merck, Alemania).

Para establecer el tiempo éptimo de incubacién se extrajeron alicuotas de 150 ul a

los 107, 807, 60" y una alicuota final de 1 ml a los 120 minutos.

Cada una de las alicuotas se diluyé en un volumen final de 1 ml con tampén
carbonato sédico 0,1 M y se hizo pasar por una columna de desalinizacién (PD
Miditrap G-25, General Electric, Reino Unido) previamente acondicionada con 8 ml
de agua superpura (Romil, Barcelona), desechando dicha fracciéon. A continuacién se
adicionaron 1,5 ml de agua superpura y se recogieron en un tubo de pléstico (conjugado
albtimina-NOTA). Finalmente se adicionaron 2,5 ml de agua superpura y se recogieron

en un tubo de plastico (NOTA no unido). Una vez recogidas las distintas fracciones se
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procedié a su medida en un espectrémetro (UV-3100PC Spectrophotometer, VWR,

Alemania) a una longitud de onda de 280 nm.

Una vez determinado el tiempo éptimo de incubacioén, se utiliz6 dicho tiempo para

todos los ensayos realizados.

Con los datos de absorbancia obtenidos se calculé el porcentaje de reaccién del
quelante NOTA y el porcentaje de recuperacién de albiimina en cada uno de los puntos
temporales, comparando dichos resultados con unas curvas de calibracién para la
albtiimina y el NOTA realizadas previamente a los ensayos. En el caso del NOTA se
llev6 a cabo una curva de calibracién empleando las siguientes concentraciones; 0,1,
0,25,0,5, 1 y 2 mg/ml, mientras que en el caso de la albtimina se llevé a cabo una curva
de calibracién empleando las siguientes concentraciones; 0,1, 0,25, 0,5, 1, 2,5, 5, 10 y

20 mg/ml.

2.1.2 Preparacion de las nanoparticulas de albimina

modificadas con NOTA

Las NPs se prepararon mediante el método de desolvatacion previamente descrito.
Para determinar la cantidad 6ptima de albimina modificada con NOTA en la
preparacién de las NPs se probaron las proporciones 100:2 y 100:3 de

albiimina:albdmina modificada.

La mezcla albiimina:albiimina modificada se disolvié en 7 ml de agua tipo I mediante
agitacién. Una vez disuelta, se afiadié la cantidad apropiada de HCl IN y 16 ml de
etanol absoluto y se incubé en agitacién durante 10 minutos. Tras la incubacién se
adicion el polimero correspondiente y se agité durante 30 minutos. Las cantidades de

polimero afiadido en funcién del tipo de NP quedan reflejadas en la tabla 5.
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NANOPARTICULA HCL (1) Polimero (mg)

NP-NOTA-HPMC 7 25
NP-NOTA-GMN2 6 3
NP-NOTA-GPM2 10 3
NP-NOTA-GTM2 9 3

Tabla 5. Cantidad de HCl y polimero empleados en la preparacion de las distintas formulaciones de las NPs de
albiimina modificada con NOTA

Pasado el tiempo de incubacién, el etanol de la formulacién se evaporé con un
rotavapor hasta obtener un volumen final de 6 ml y las NPs se centrifugaron a 41.000
g durante 20 minutos.

Por tultimo se retiré el sobrenadante y el pellet se resuspendi6 con 3 ml de sacarosa

al 3% como crioprotector. El vial final se congel6 y posteriormente se liofilizé.

2.2 Marcaje de las nanoparticulas con galio-67.

2.2.1 Conversion del citrato de galio-67 en cloruro de
galio-67

El galio-67 empleado para la realizaciéon de estos estudios fue suministrado por
Mallinckrodt Medical, B.V. (Le Petten, Holanda) en forma de sal de citrato de galio-
67, con un pH comprendido entre 6,5 y 7,5. Esta forma quimica ha mostrado una baja
eficiencia de marcaje en las reacciones de quelacién por lo que es necesario convertir el
citrato de galio-67 en cloruro de galio-67 para obtener mejores rendimientos de

marcaje.
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Para la conversién se emple6 un método de extraccién en fase sélida (SPE) descrito
por Scasnar y col (172), basado en el método previamente desarrollado por Chang y

col (173).

Con el fin de reducir la exposicién del operador a la radiacién y mejorar la
reproducibilidad del proceso, se disefié un nuevo método automatizado empleando una

bomba de infusién (Perfusor Compact Infusion Syringe Pump, Braun, Alemania).

En primer lugar, el citrato de galio-67 se hizo pasar a través de dos columnas de
silica conectadas en serie (Silica Light, Sep-Pak ®, WAT023537, Waters, USA)
empleando la bomba de infusién. Para establecer el flujo 6ptimo de elucién se llevaron

a cabo pruebas con distintos flujos (0,1 ml/min, 0,2 ml/min y 0,5 ml/min).

Al pasar el citrato de galio-67 a través de las columnas los iones de galio presentes
en la solucién quedaron retenidos en la columna y la fraccién residual fue recolectada
en un vial de residuos (Vial A). Una vez se hizo pasar toda la solucién se procedi6 a la
medida de la actividad tanto de las columnas como del vial A en un activimetro (CRC-

15R, Capintec, USA) para determinar el porcentaje de retencién del galio-67.

En un segundo paso las columnas se lavaron con 4 ml de agua Milli-Q obtenida
mediante un sistema de purificacién de agua (Milli-Q Purification Sytem, Millipore ®,
Alemania) con un flujo de 0,5 ml/min con el fin de eliminar el citrato de galio-67
remanente. Kl liquido eluido en este proceso fue recolectado en un segundo vial de
residuos (vial B) y su actividad medida en un activimetro, asf como la actividad de las

columnas, para determinar la cantidad de galio-67 retenido en las mismas.

Por ultimo el cloruro de galio-67 fue eluido de las columnas haciendo pasar una
solucién de HC1 0,1 M con un flujo de 0,1 ml/min. Se eluyé la actividad en 10 fracciones
de 100 pl cada una, recogiéndose en tubos de microcentrifuga (Eppendorf ®,
Alemania). Posteriormente se procedié a la medicién de la actividad de las 10 fracciones
en un activimetro para obtener el perfil de elucién del cloruro de galio-67. La fraccién

que presenté la maxima actividad fue utilizada para el posterior marcaje de las NPs.
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Se determiné el pH de dicha fraccién y se ajusté con una disolucién de acetato de

amonio 0,1 M (Merck ®, Alemania) hasta que se alcanzaron valores de pH de 3-5.

La figura 27 muestra el esquema de conversién del citrato de galio-67 en cloruro

de galio-67.

v’ —
'g' EE.- 4
> vy {.
a 3
° L) . :
Citrato de galio ¥Ga ‘ Flujo 0,1 ml/min 4 ml agua Milli-Q X\
68Zn(p,2n) ¥’ Ga Flujo 0,1 ml/min o
¥y
'."'q‘

HCI0,1M
Flujo 0,1 ml/min

s P : ( -
6 5
¥ X
| :
Cloruro de Ga Medicion actividad ;
pH 3-5 (acetato de 10 fracciones
amonio 0,1 M) 100 pl/fraccion

Figura 27. Proceso de conversion del citrato de galio-67 en cloruro de galio-67 empleando un método automatizado.

2.2.2 Marcaje con galio-67 y purificacion de las

nanoparticulas

El marcaje de las NPs se llevé a cabo mediante su incubacién con el cloruro de galio-

67. Para ello se prepar6 una solucién de 2 mg de NPs en 100 pl de agua milli-Q y se
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incubaron con 37 MBq de la solucién de cloruro de galio-67 en un volumen de 100 pl
y 200 pl de acetato sédico 0,2 M (Merck, Alemania) acidificado con é4cido acético
(Merck, Alemania) hasta alcanzar un pH de 3,8. La mezcla se incubé durante distintos
tiempos (15 y 80 minutos) y a distintas temperaturas (temperatura ambiente, 30 °C y

60 °C en un termobloque agitador para determinar los parametros éptimos de marcaje.

Tras la incubacién, la mezcla se purificé mediante filtracién por centrifugacién
empleando una centrifuga y filtros Amicon 30 kDa Ultra 0,5 ml (Millipore, Francia).
Tras la centrifugacién, el precipitado fue lavado 2 veces con una solucién de acetato

sédico 0,2 M (pH 3.8) para eliminar el galio-67 que no habifa reaccionado (figura 28).

37 MBq 5"GaC(l,

o b ) Amicon
\\,I L — " §
—— 50 KDa ultra
) mfl NP-NSAQ Incubacién
100 ul agua mili 1 16
200 ul NaHCO, 02 M (pH 5.8) __ . . S
15min  T®amb 2506 g 50 min
Somin  40°C
60°C

Figura 28. Reaccion de marcaje con cloruro de galio-67 de las NPs de albiimina modificadas con NOTA y
recubiertas con polimeros.

Tras el lavado se midié la actividad del precipitado, del sobrenadante y de los

lavados en un activimetro.
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La eficiencia del marcaje se determiné con la siguiente ecuacién:

Eficiencia de marcaje (%) = Asiwo / (Asico + Asirasos) * 100

Donde Afino es la actividad presente en el filtro y Afierados €5 1a actividad presente en

el sobrenadante y los posteriores lavados.

Todos los marcajes se realizaron por triplicado con cada uno de los tipos de NPs.

2.3 Estudios de estabilidad in vitro

La estabilidad de las NPs se ensay6 en suero fisiolégico al 0,9 % y en plasma
sanguineo.

Las NPs purificadas mediante el procedimiento anteriormente descrito se
resuspendieron en 300 pl de suero fisiolégico al 0,9 % o en plasma sanguineo. A
continuacién se fraccioné en 6 alicuotas que se incubaron a 37°C durante 1, 3, 12, 24,
y 48 horas respectivamente empleando un bloque térmico.

Pasado el tiempo correspondiente las muestras se filtraron mediante centrifugacién
en filtros Amicon Ultra y se midié la actividad del filtro (pellet) y del sobrenadante
(filtrado).

La estabilidad de las NPs se calculé mediante la determinacién del porcentaje de

NPs marcadas con la siguiente ecuacién

NP marcada (%) = Apettet/ Apetiee + Asiterato ¥ 100

Donde Apenet es la actividad presente en el pellet del filtro y Afiados €5 la actividad

presente en el sobrenadante.
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Las pruebas de estabilidad se realizaron por triplicado con cada una de los tipos de

NPs.

2.4 Estudios de biodistribucion in vivo

Los estudios de biodistribucién iz vivo de las NPs 67Ga-NOTA-GPM2 se llevaron

a cabo siguiendo el mismo protocolo animal empleado en el marcaje con tecnecio-99m.

Se establecieron dos grupos de 3 ratas cada uno (6?Ga-NOTA-GPMz2 y cloruro de
galio-67 libre como control). Se administré a cada animal por via intravenosa en la
vena de la cola una dosis tnica de 8,31 + 0,12 MBq de Ga-NOTA-GPM2 y 9,07 £

0,60 MBq de cloruro de galio-67 respectivamente.

Las imédgenes SPECT/CT fueron adquiridas tras 2, 6, 8, 10 y 48 horas tras la
administracién de las 57Ga-NOTA-GPM2 o el control de cloruro de galio-67 libre.
Para poder comparar cuantitativamente las imdgenes entre si evitando el efecto de la
desintegracién fisica del galio-67, el tiempo de adquisicién de las imédgenes fue
aumentando a lo largo de los distintos puntos temporales para compensar el
decaimiento fisico del galio-67. Los pardmetros de las imdgenes SPECT fueron las
siguientes: matriz 128 X 128, 90 imagenes, 7 imagenes por segundo y las del CT: 110
mAs y130 kV, 130 imdgenes, grosor de corte de 3 mm. Las imagenes se reconstruyeron
aplicando las correcciones de atenuacién y dispersién durante el proceso de

reconstruccion.

Las imagenes fusionadas se visualizaron utilizando el software Syngo MI
Applications TrueD (Siemens). Tras el analisis cualitativo, se exportaron al programa
especializado de andlisis de imagen molecular PMOD v3.2 (PMOD Technologies,
Switzerland). El analisis cuantitativo se realiz6 mediante dibujo de volimenes de
interés (VOIs) sobre las imdgenes anatémicas del CT que posteriormente fueron

llevadas a las imdgenes de SPECT. Se dibujaron VOIs del contorno del animal (cuerpo
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total), y 6rganos de interés. El célculo del % de actividad en los érganos se calculé
tomando como total de dosis administrada la actividad medida en el VOI cuerpo total

en la imagen a 2h.

2.5 Estudios de biodistribuciéon ex vivo

Una vez realizadas todas las exploraciones SPECT/CT los animales se sacrificaron
mediante inyeccién letal de eutanésico T-61, se diseccionaron y se extrajeron y pesaron
sus 6rganos (higado, pulmén, rifién, estébmago y sangre), para su posterior contaje en
un contador gamma (Hidex AMG Automatic Gamma Counter; Hidex AMG. Software
versiéon 1.3.7.0). Finalmente, los resultados se expresaron como el porcentaje de

actividad por érgano completo (excepto sangre).

2.6 Marcaje con galio-67 de las nanoparticulas de

albimina no modificadas con nota

Con el fin de comprobar la necesidad de la presencia del quelante NOTA para el
marcaje de las NPs con galio-67 se procedié a marcar con galio-67 las NPs de albiimina

no modificadas con dicho quelante.

El marcaje se llevé a cabo con cloruro de galio-67 obtenido mediante el
procedimiento previamente descrito en el apartado 2.2.1 (conversién del citrato de

galio en cloruro de galio).

Para ello se prepar6 una soluciéon de 2 mg de NPs en 200 pl de agua milli-Q y se
incubaron con 87 MBq de la solucién de cloruro de galio-67 en un volumen de 100 pl
y 200 pl de acetato sédico 0,2 M (Merck ®, Alemania) acidificado con acido acético
(Merck, Alemania) hasta alcanzar un pH de 3,8. La mezcla se incubé durante 30

minutos a 30°C de temperatura en un termobloque agitador.
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Tras la incubacién, la mezcla se purificé mediante filtracién por centrifugacién con
filtros Amicon y el precipitado fue lavado 2 veces con una solucién de acetato sédico

0,2 M (pH 3,8) para eliminar el cloruro de galio-67 que no habfa reaccionado.

Posteriormente se midié la actividad del precipitado, del sobrenadante y de los

lavados en un activimetro para determinar el porcentaje de NPs marcadas.

Todos los marcajes se realizaron por triplicado con cada uno de los tipos de NP.
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3 MARCAJE DE LAS NANOPARTICULAS CON ZIRCONIO-89

Para el marcaje de las NPs con zirconio-89 se emple6 una técnica de marcaje
indirecto mediante el empleo del BFCA DFO. Previamente al marcaje se procedi6 a la
conjugacién de la albtimina con la DFO y a la repararon las NPs y posteriormente se

realizaron las pruebas para su marcaje con zirconio-89.

3.1 Obtencién de nanoparticulas modificadas con DFO

3.1.1 Conjugacion de la albiimina con DFO

Previamente a la preparacién de las NPs se procedi6 a la conjugacién de la albiimina

con el quelante DFO siguiendo el protocolo descrito por Vosjan y col (174)

Para ello se disolvieron 10 mg de albiimina en 1 ml de suero fisiolégico ajustando

el pH a 8,9-9,1 con una solucién de carbonato sédico 0,1 M (Merck, Alemania).
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A continuacién se disolvieron 7,6 mg de DFO en 1 ml de dimetilsulféoxido (Merck,
Alemania) y 20 pl de esta disolucién, en fracciones de 5 pl cada una, fueron adicionadas
a la solucién de albtiimina, procediendo a su incubacién durante 30 minutos a 37 °C en

agitacién de 150 g empleando un termobloque agitador.

Una vez transcurrido el tiempo se procedié a pasar la mezcla de reaccién a través
de una columna de desalinizacién PD10 previamente acondicionada con 20 ml de una
solucién de 4cido gentisico (Merck, Alemania) 5 mg/ml en acetato de sodio 0,25 M
(pH 5,4-5,6), desechando dicha fraccién. A continuacién se adicionaron 1,5 ml de la
solucién de 4cido gentisico 5 mg/ml y se recogieron en un tubo de plastico (albimina-
DFO), manteniéndolo a -20°C hasta su posterior utilizacién en la preparacién de las

NPs.

Durante el posterior proceso de preparacion de las NPs se observo que al afiadir el
polimero conjugado las NPs previamente formadas se aglutinaban y precipitaban. Ante
esta situacién se decidié llevar a cabo la conjugacién de la albtimina con la DFO en
medio basico (carbonato sédico 0,1 M, pH 8,9-9,1 en vez de 4cido gentisico/acetato de

sodio 0,25 M, pH 5,4-5,6).

3.1.2 Preparacion de las nanoparticulas de albiimina

modificada con DFO

Las NPs se prepararon mediante el método de desolvatacion. A rafz de los
resultados obtenidos en la preparacién de las NPs de albimina modificada con NOTA,

en este caso se empled una proporcién 100:3 de albdmina:albliimina modificada.

Se pesaron 100 mg de albimina y 8 mg de albtimina modificada con DFO, que
tueron dispersas en 7 ml de agua tipo I mediante agitacién. Una vez disuelta la mezcla,
se afiadié la cantidad apropiada de HCl 1N y 16 ml de etanol absoluto y se incubé en

agitaciéon durante 10 minutos. Tras la incubacién se adicioné el polimero
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correspondiente y se agité durante 30 minutos. Las cantidades de HCI y polimero

afiadido en funcién del tipo de NP quedan reflejadas en la tabla 6.

NANOPARTICULA HCL (ul) Polimero (mg)
NP-DFO-HPMC 10 25
NP-DFO-GMN2 13 3
NP-DFO-GPM2 17 3
NP-DFO-GTM2 15 3

Tabla 6. Cantidad de HCLy polimero empleados en la preparacion de las distintas formulaciones de las NPs de
albiimina modificadas con DFO

Tras la incubacién con el polimero, el etanol de la formulacién se eliminé mediante
evaporacién bajo presién reducida en un rotavapor hasta obtener un volumen final de
6 ml. Una vez evaporado el etanol, las NPs se centrifugaron a 41.000 g durante 20
minutos, se retiré el sobrenadante y el pellet se resuspendié con 3 ml de sacarosa al 3%

como crioprotector para su posterior liofilizacién.

Una vez preparadas, todas las NPs se caracterizaron mediante espectroscopia de
correlacién foténica (tamario e indice de polidispersiéon) y anemometria laser doppler

(potencial zeta).
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3.2 Marcaje con galio-67 de las nanoparticulas

modificadas con DFO.

Debido a la baja disponibilidad del zirconio-89, previamente a la realizacién de las
pruebas de marcaje con este radioisétopo se llevé a cabo el marcaje de las NPs con
galio-67, con el fin de comprobar la correcta unién del quelante DFO a la NP, de tal

forma que esta pueda ser susceptible de ser marcada con zirconio-89.

El marcaje se realiz6 con cloruro de galio-67 obtenido mediante el procedimiento

previamente descrito en el apartado 2.2.1 (purificacién del galio-67).

Para ello se prepar6 una solucién de 2 mg de NPs en 200 pl de agua milli-Q y se
incubaron con 87 MBq de la solucién de cloruro de galio-67 en un volumen de 100 pl
y 200 pl de acetato sédico 0,2 M acidificado con 4cido acético hasta alcanzar un pH de
3,8. La mezcla se incubé durante 80 minutos a distintas temperaturas (T* ambiente,

30°C y 60°C) en un termobloque agitador.

Tras la incubacién, la mezcla se purificé mediante filtracién por centrifugacién y el
precipitado fue lavado 2 veces con una solucién de acetato sédico 0,2 M (pH 3,8) para

eliminar el galio-67 que no habfa reaccionado.

Posteriormente se midi6 la actividad del precipitado, del sobrenadante y de los

lavados en un activimetro para determinar la eficiencia del marcaje.

Todos los marcajes se realizaron por triplicado con cada uno de los tipos de

nanoparticula.
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3.2.1 Estudios de estabilidad de las nanoparticulas

marcadas

La estabilidad de las NPs tras el marcaje con galio-67 se ensay6 por triplicado en
suero fisiolégico al 0,9 % y en plasma sanguineo mediante el procedimiento

previamente descrito a las 1, 3, 12, 24 y 48 horas post-marcaje.

3.3 Marcaje con zirconio-89 de las nanoparticulas

modificadas con DFO

El zirconio-89 empleado para el marcaje de las NPs fue suministrado por Perkin

Elmer Espafia (Madrid, Espaiia).

El procedimiento se realizé siguiendo protocolos descritos por distintos autores con

pequenas variaciones (55) (174) (175) (176).

Se tomaron 200 UCi de zirconio-89 y se llevaron a un volumen final de 200 ul con
una solucién de acido oxélico 1 M en un vial de vidrio de 10 ml, colocdndolo en un
agitador. A continuacién se anadieron 90 pl de carbonato de sodio 2 M y pasados 3
minutos se adicionaron 300 pl de acido 4-(hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico
(HEPES, pH 7,2), 2 mg de las nano-DFO-GPM2 dispersas en 710 pl de NaCl 0,9 % y
700 ul de HEPES, dejando incubar en agitacién suave durante una hora. Se repitié el

proceso con las nano-DFO-GMN2.

Pasada la hora de incubacion se observé que se habia producido un precipitado, se
agit6 en el vértex para su disolucién. Se realizé el control de calidad mediante radio-
TLC empleando para ello tiras de cromatografia Whatman 1 y una fase mévil de dcido

citrico 20 mM (pH 5,0, Merck, Alemania).

~ 118 ~



Material y métodos

Se colocé la mezcla de reaccién en una columna PD10 preacondicionada con 20 ml
de una solucién de 4cido gentisico 5mg/ml en acetato de sodio 0,25 M (pH 5,5). Se
adicioné 1 ml de la solucién de é4cido gentisico desechando la fraccién eluida y
posteriormente se adicionaron 1,5 ml de la solucién de acido gentisico recogiéndose en
un vial la fraccién correspondiente a las NPs marcadas y determindndose el

rendimiento de marcaje con la siguiente férmula:

Eficiencia de marcaje (%) = MBq *Zr vial producto/ MBq *Zr inicial * 100

Al medir el vial de producto y al realizar el control de calidad se observé que no se
habifa producido el marcaje de las NPs. Por ello se decidié modificar el procedimiento

de marcaje.

Se prepararon 200 PCi de zirconio-89 y se llevaron a un volumen final de 200 pl
con una solucién de dcido oxdalico 1 M en un vial de vidrio de 10 ml, colocando en un
agitador. A continuacién se afiadieron 90 pl de carbonato de sodio 2 M y pasados 3
minutos se adicionaron 1000 ul de HEPES, 5 mg de las NPs -DFO-GPM2 dispersas
en 710 pl de agua para inyeccién, dejando incubar en agitaciéon suave durante una hora.

Se repitio el proceso con las NPs -DFO-GMN2.

Se decidi6 emplear agua para inyeccién en vez de NaCl con el fin de evitar la posible
formacién de iones hipoclorito que pudieran interferir en la reaccién de marcaje.
También se anadi6 todo el HEPES al comienzo de la reaccién con el fin de incrementar

el pH de la reaccién

Pasada la hora de incubacién se realizé el control de calidad mediante radio-TLC

empleando el método previamente descrito.

Tras la incubacién, la mezcla se purificé mediante filtracién por centrifugacién,

determindndose la eficiencia del marcaje con la siguiente ecuacién
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Se volvi6 a observar que el marcaje no se habfa producido el marcaje por lo que se
plante6 la posibilidad de que las NPs se vieran afectadas por la presencia del 4cido
oxdlico y para la comprobacién de este hecho se midié el tamarno de las NPs antes y

después de la adicién de 200 pl de 4cido oxalico.
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V.RESULTADOS

En este apartado se detallan los resultados derivados de los trabajos realizados

durante esta tesis doctoral







Resultados

1 MARCAJE DE NANOPARTICULAS CON TECNECIO-99M

1.1 Preparacion de las nanoparticulas

Las NPs fueron caracterizadas mediante la medida de su tamano, indice de
polidispersién y potencial zeta, empleando la espectroscopfa de correlacién foténica y

la anenometria de laser Doppler.

La tabla 7 resume las principales caracteristicas fisico-quimicas de las diferentes
formulaciones de NPs empleadas en este trabajo. El tamafio de las NPs con
recubrimiento polimérico oscilé entre 199 y 310 nanémetros (nm), siendo el potencial

zeta negativo obtenido entre -12 mV y - 26 mV.
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FORMULACION TAMANO {NDICE DE POTENCIAL Z

NANOPARTICULA o) POLIDISPERSION (mV)
NP 191 + 1,78 0,137 £ 0,014 -20,82 + 0,33

(sin recubrimiento)

NP-HPMC 278 £ 2,79 0,245 + 0,007 -14,14 * 1,16
NP-GTMz2 208 + 3,83 0,205 + 0,029 -25,25 + 0,46
NP-GMN2 309 + 0,50 0,181 + 0,08 -18,35 £ 0,78
NP-GPM2 244 + 8,40 0,153 + 0,09 -21,19 + 0,45

Tabla 7. Caracteristicas fisico-quimicas de las NPs de albiimina con recubrimiento polimérico

1.2 Marcaje de las nanoparticulas con tecnecio-99m

1.2.1 Optimizacion de la concentracion de cloruro de

estano

Se obtuvieron viales tipo “kit” con distintas concentraciones de SnCl, de forma

6ptima y reproducible, permitiendo su conservacién hasta el posterior marcaje con

tecnecio-99m.

En la figura 29 se muestran las eficiencias de marcaje obtenidas con las 6

concentraciones de SnCl, ensayadas en cada una de las formulaciones de NPs mediante

radio-TLC.
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Figura 29. Eficiencia de marcaje en funcion de la concentracion de SnCL. empleada en cada una de las formulaciones
ensayadas. Los datos se expresan como la media = DS del porcentaje de PRQ (n = 3).

Se 1ij6 como la concentracién 6ptima de SnCl, aquella con la cual se obtenfa un
elevado rendimiento de marcaje con una pequefa fraccién de [*"Tc¢INaTcOy,

asegurando de esta manera la ausencia de formacién de coloides de tecnecio-99m.

La concentracién de SnCl, que mostré una mayor eficiencia de marcaje fue 0,007
mg/ml para las NPs GPM2 y 0,005 mg/ml para el resto de las formulaciones. Con
esta concentracién la eficiencia de marcaje obtenida determinada mediante radio-TLC
fue de 97,93 £ 0,61 %, 97,59 £ 0,562 %, 97,88 + 0,14 % y 98,66 + 0.24 % para las NPs
9mTe-GTMg2, 9mTe-GPM2, 99 Tc-GMN2 y 9 Tc-HPMC respectivamente.

En la figura 80 se muestran los cromatogramas para cada una de las formulaciones

de NPs, utilizando las concentraciones de SnCl, éptimas determinadas anteriormente.

~ 125 ~



Resultados

Counts — _ Counts
b 400
99mT o 9
ssmTe-GTM2 Te:GEM>
400
| 300
300
200
200
100
o somTcO4 somTcO4
o} — of = — —
0,0 500 i ’ ’ T 1000w 0,0 50,0 100,0 mm
Counts _ Coumts
400 400 s9mT
«-HPMC
somTe-GMN2 :
300 300
200 200
100 100
99mTcO4 ssmTeO4
0 — s — 0f — — — )
0,0 50,0 - 1000 me 0,0 50,0 100,0 mm

Figura 30. Cromatogramas obtenidos en el control de pureza radioquimica de las distintas formulaciones

1.2.2 Optimizacion del tiempo de marcaje

Estos experimentos se realizaron utilizando la concentracién de cloruro de estad
6ptima para cada tipo de NP y fijada en los experimentos anteriores. Tras el marcaje
de las NPs a distintos tiempos (5, 10, 15, 30 y 60 minutos) se observé que a los 10
minutos la pureza radioquimica medida mediante radio-TLC era superior al 97 %,
observandose una ligera disminucién de la misma tras el incremento en el tiempo de
incubacién por lo que se decidié establecer el tiempo de incubacién 6ptimo en 10

minutos (figura 31).

La pureza radioquimica obtenida a los 10 minutos de incubacién fue de 97,41 + 0,25
%, 98,03 £ 0,09 %, 98,11 £ 0,13 % y 97,99 £ 0,42 % para las NPs 9mTc-GTMg, 9omTc-
GPMzg, 99mT'c-GMN2 y 9 Tc-HPMC respectivamente.
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Figura 31. Influencia el tiempo de incubacion en el marcaje de las NPs. Los dalos se expresan como la media +

DS del porcentaje de PRQ (n=3)

1.2.3 Optimizacion de la temperatura de incubacion

Estos experimentos se realizaron utilizando la concentracién de cloruro de estano
y tiempo de marcaje 6ptimos determinados en experimentos anteriores. Tras la
incubacién durante 10 minutos de las NPs a distintas temperaturas para comprobar la
influencia de la misma se observé que la pureza radioquimica obtenida tras la
incubacién de las NPs a temperaturas de 40,3 £ 0,4 °C y 60,2 £ 0,5 °C disminufa con
respecto a la obtenida a temperatura ambiente (24.2 £ 0,7 °C) por lo que se establecié

dicha temperatura como la éptima para el marcaje.
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La pureza radioquimica obtenida tras 10 minutos de incubacién a temperatura
ambiente fue 97,31 * 0,26 %, 98,03 £ 0,10 %, 98,11 + 0,14 % y 98,65 + 0,24 % para
las NPs 9mT'c-GTM2, 9mT'c-GPMg2, 97 T'c-GMN2 y 9mT'c-HPMC respectivamente.

En la figura 32 se muestran los resultados de pureza radioquimica obtenidos en

funcién de la temperatura de incubacién de cada una de las formulaciones de NPs.
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Figura 32. Influencia de la temperatura de incubacion en el marcaje de cada una de las formulaciones. Los datos
se expresan como la media = DS del porcentaje de PRQ (n = 3).

La tabla 8 muestra el tamaiio de particula y el potencial Z de las NPs medido tras

su marcaje con tecnecio-99m, utilizando las condiciones éptimas.
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FORMULACION TAMANO INDICE DE POTENCIAL Z
R — POLIDISPERSION (mV)
99mTc-HPMC 289 £ 1,15 0,189 * 0,004 -13,10 + 0,61
99mTc-GTM2 211 £ 1,26 0,201 *+ 0,020 -22,40 + 2,1
99mTc-GMN2 321 £ 0,75 0,193 + 0,09 -17,48 £ 0,6
99mTec-GPM2 257 £ 1,35 0,101 + 0,007 -19,12 + 1,08

Tabla 8. Caracteristicas fisico-quimicas de las NPs tras el marcaje con tecnecio-99m

Tras el marcaje con tecnecio-99m se observé un ligero incremento en el tamario de
las NPs debido a la incorporacién del radioisétopo. Este incremento fue de 11, 8, 12 y

13 nm en las NPs 9mTc-HMPC, 9mTc-GTMg2, 9mTc-GMN2 y 9mTc-GPM2

respectivamente.

El potencial Z se mantuvo estable observdndose un ligero aumento del mismo en
todas las formulaciones (1,045 2,85; 0,92 y 2,07 mV en las NPs 9mTc-HMPC, 9omTc-
GTMz2, 99mT'c-GMNZ2 y 99mTc-GPM2 respectivamente).

1.3 Estudios de estabilidad in vitro

La estabilidad del marcaje de las NPs se ensay6 en suero fisiolégico y plasma
sanguineo durante 48 horas, determindndose el porcentaje de NPs marcadas a distintos
tiempos mediante el calculo de la PRQ con radio-TLC. Todos los experimentos se
realizaron por triplicado y los resultados obtenidos se expresaron como la media *

desviacién estdndar (DS) en las tablas 9 y 10.
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La figura 33 muestra de forma grafica la evolucién de la estabilidad de las NPs en

tfuncién del tiempo en suero fisiol6gico 0,9% y plasma sanguineo respectivamente.

NANO
9omTc-GTM2 | 97,66 £ 0,37 | 97,08 £ 0,86 94,18 £ 0,91 87,50 £ 0,64 75,69 £ 1,31
99mTc-GPM2 | 97,09 + 0,46 | 96,37 £ 0,47 95,89 + 0,64 85,93 + 1,61 76,60 + 1,18
99mTc-GMN2 | 97,11 £ 0,11 | 96,4 + 0,37 92,08 + 0,69 85,77 £ 0,53 71,31 £ 0,75
99mTe-HMPC | 97,51 £ 0,42 | 96,76 + 0,52 93,45 + 0,31 86,85 £ 0,95 70,15 £ 1,10

Tabla 9. Estabilidad de las NPs marcadas con tecnecio-99m en suero fisiologico 0,9 %. Los datos se expresan como
la media + DS del porcentaje de PRQ medida mediante radio-TLC (n = 3)

9mTe-GTM2 | 97,85 +0,20 | 9590 +0,74 | 91,57 0,37 81,49 + 1,57 70,26 * 0,59
9mTc-GPM2 | 97,22 + 0,21 96,88 £ 0,56 | 90,25 + 0,84 82,51+ 1,26 78,69 + 1,44
99mTc-GMN2 | 97,17 £ 0,64 | 95,59 0,44 | 92,39 + 1,15 84,62 + 1,10 | 68,44 + 0,92
99mTc-HMPC | 96,93 + 0,54 | 95,32 + 0,57 91,16 + 0,92 86,10 + 0,91 66,80 + 1,41

Tabla 10. Estabilidad de las NPs marcadas con tecnecio-99m en plasma sanguineo. Los datos se expresan como
la media £ DS del porcentaje de PRQ medida mediante radio-TLC (n = 3)
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Figura 33. Estabilidad de las NPs marcadas con tecnecio-99m en suero fisiologico 0,9% y en plasma sanguineo.
Los datos se expresan como la media + DS del porcentaje de PRQ medida mediante radio-TLC (n = 3)
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El marcaje de las NPs presenté una elevada estabilidad durante las primeras horas
reduciéndose de forma lenta a lo largo del tiempo. Los estudios de estabilidad
mostraron que 48 horas tras el marcaje, la PRQ era superior al 70 % en suero
fisiolégico y al 65 % en plasma sanguineo en todas las formulaciones de NPs,
presentando mejores resultados las NPs GPM2 (76,60 = 1,18 % en suero fisiolégico

0,9 %y 73,69 £ 1,44 % en plasma sanguineo).

La tabla 11 muestra el tamafio de particula y el potencial Z de las NPs tras 48 horas

del marcaje con tecnecio-99m.

FORMULACION TAMANO INDICE DE POTENCIALZ
NANOPARTICULA (nm) EQLIDIERIEIRSION (mV)
9omTc-HPMC 294 + 2,17 0,195 + 0,08 -10,1 £ 1,5
99mTc-GTM2 217 £ 2,25 0,216 * 0,06 -15,560 £ 0,6
99mTc-GMN2 327 £ 1,21 0,201+ 0,07 -18,41 £ 0,75
99mTc-GPM2 261 + 0,25 0,104 £ 0,006 -15,31 £ 0,8

Tabla 11. Caracteristicas fisico-quimicas de las NPs 48 horas después del marcaje con tecnecio-99m

Pasadas las 48 horas del marcaje las NPs incrementaron su tamarfio en 16, 14, 18 y
17 nm en las NPs 99nT'c —-HMPC, 99mT¢ —GTMg2, 9nTc —-GMN2 y 9mTc¢ —-GPMz2,
respectivamente.

En el caso del potencial Z se observé una elevacién pronunciada en el caso de las
9mTe -GTM2 (9,75 mV) y reducida en el resto de los casos (4,04; 4,99 y 5,88 mV para
las NPs 99mT'c -HMPC, 9omT¢c —GMNZ2 y 9mT¢ —GPM2 respectivamente).
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1.4. Estudios de biodistribuciéon in vivo

La figura 34 muestra las imagenes de SPECT/CT de la distribucién de las 99mTc-
GPM2 tras su administracién intravenosa frente a las imagenes obtenidas tras la
administracién de las NPs [%9mT¢]TcO,. Las imagenes son cortes longitudinales del
mismo animal a lo largo del tiempo. En la gréfica de barras apiladas, la altura de la

barra indica el promedio de los datos del porcentaje de dosis inyectada en ese érgano

para ese punto temporal.
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Figura 34. Imdgenes SPECT/CT tras la administracion intravenosa de NPs " Tc-GPM2 vs [ Tc¢]TcO; en
un mismo amimal a lo largo del tiempo y cuantificacion del porcentaje de dosis inyectada por érgano (n = 3).

Se puede observar que la tras su administraciéon, las NPs se dirigen
fundamentalmente al higado permaneciendo en él pasadas las 24 horas (36,66 * 3,78

% a las 2 horas, 14,66 * 0,57 % a las 24 horas).

A las 2 horas se observa una importante cantidad de radiactividad en vejiga (12,66

T 1,15 %) y un incremento en la captacién a nivel del intestino delgado (4,66 * 2,30
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%), llegando a alcanzar un pico a las 6 horas (11,66 = 2,88 %). A partir de las 8 horas
la actividad intestinal se concentra en el ciego (10,66 = 1,52 %). La actividad en los

rifiones a las 24 horas fue 1,66 + 0,57 %.

En el caso de los controles con [9Tc¢]TcOs la actividad se localiza

fundamentalmente en estémago (52,66 = 9,8 % a las 2 horas, 17 & 8,5 % a las 24 horas).

1.5. Estudios de biodistribucion ex vivo

La figura 35 representa el porcentaje de la dosis inyectada por érgano tras el
sacrificio de los animales pasadas 24 horas de la inyeccién de las NPs marcadas y del

[o9mTc]TcOy y contaje de su actividad en contador de pozo.
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Figura 35. Porcentaje de dosis inyectada por érgano medida en contador de pozo tras el sacrificio de los animales.
Los datos se expresan como media = DS (n=3).
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De todos los érganos recogidos, la mayor cantidad de dosis se observé en higado
(10,17 £ 0,91 %), seguido de un menor acumulacién en los rifiones (4,60 = 0,30 %) y

el estémago (0,99 = 0,54 %).

En el caso de los animales control la actividad se concentré fundamentalmente en
el estémago (14,10 £ 6,12 %), coincidiendo con lo observado en los estudios i vivo y

la distribucién fisiolégica del [#9mT¢]TcOy,
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2 MARCAJE DE NANOPARTICULAS CON GALIO-67

2.1 Obtencion de las nanoparticulas modificadas con

NOTA

2.1.1 Conjugacion de la albiimina con el NOTA

Los resultados del porcentaje de reaccién del quelante NOTA en cada uno de los
puntos temporales se muestran en la figura 36. A los 60 minutos el porcentaje de
reaccion fue del 79,8 % y a los 120 minutos de 80,6 %. Debido a que al aumentar una
hora el tiempo de incubacién no se observé un incremento significativo del porcentaje

de reaccion, se f1j6 como éptima una incubacién de 60 minutos.
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Figura 36. Porcentaje de reaccion del quelante NOTA a distintos tiempos de incubacion

La recuperacién final del conjugado albimina-NOTA fue del 84 + 2,3 %. La figura

87 muestra las curvas de calibracién de la albimina y NOTA utilizadas para la

obtencién de los resultados anteriores.
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Figura 37. Recta de calibracion del quelante NOTA (fila superior) y de la albiimina (fila inferior)

2.1.2 Preparacion de las nanoparticulas de albiimina

modificada con NOTA

Las tablas 12 y 13 muestran los resultados obtenidos en la preparacién de las NPs
empleando una proporcién 100:2 y 100:3 de albtiimina:albimina modificada

respectivamente.

La proporcién con la que se obtuvieron mejores resultados fue la de 100:3 ya que
en el caso de la proporciéon 100:2 se observé en algunos casos un elevado indice de
polidispersién (NP-NOTA-HPMC y NP-NOTA-GPM2) y en el caso de las NP-
NOTA-GMNZ2 se observé que habfa tres poblaciones de NPs distintas por lo que se

desecharon.

En el caso de la proporcién 100:3 se obtuvieron NPs con un tamaro que oscilé entre
179 y 250 nanémetros (nm), siendo el potencial zeta negativo obtenido entre -13 mV

y -25mV.
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FORMULACION

. INDICE DE POTENCIAL
TAMANO (nm) ,
NANOPARTICULA POLIDISPERSION Z (mV)
NP-NOTA-HPMC | 278,8 £ 2,79 0,612 £ 0,08 -4,14 £ 1,16
NP-NOTA-GTMg2 180,7 £ 0,16 0,322 + 0,02 -12,16 £ 1,14
NP-NOTA-GMN2 | 1389,1 + 2,66 0,309 £ 0,038 -25,61 £ 1,44
NP-NOTA-GPM2 | 246,6 £ 14,55 0,819 £ 0,128 -17,32 £ 1,98

Tabla 12. Caracteristicas fisico-quimicas de las NPs de albiimina modificada con NOTA en una proporcién 100:2
albiimina:albiimina modificada

FORMULACION INDICE DE POTENCIAL

N ANORAT ETULA POLIDISPERSION Z (mV)
NP-NOTA-HPMC 217,8 £ 1,0 0,478 £ 0,01 -22,88 + 1,59
NP-NOTA-GTM2 184,6 + 5,6 0,253 + 0,006 -14,22 + 1,65
NP-NOTA-GMN2 212 + 0,35 0,142 + 0,0027 | -12,21 + 1,31
NP-NOTA-GPM2 | 243,6 + 6,62 0,123 *+ 0,086 -23,87 + 1,66

Tabla 13. Caracteristicas fisico-quimicas de las NPs de albiimina modificada con NOTA en una proporcién 100:3
albimina:albitmina modificada
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2.2 Marcaje de las nanoparticulas con galio-67

2.2.1 Conversion del citrato de galio-67 en cloruro de
galio-67

Se desarroll6 un método para automatizar el proceso de conversién del citrato de
galio-67 en cloruro de galio-67, consiguiendo un buen rendimiento y minimizando la
exposicion a la radiacién del operador. Para determinar la velocidad éptima de eluciéon
se ensayaron tres flujos distintos (0,5, 0,3 y 0,1 ml/min).

La actividad retenida en los cartuchos fue de 84,33 £ 2,75 %, 60,83 £ 1,72 % y 96,13
£ 1,12 %, para los flujos de 0,5 ml/min, 0,3 ml/min y 0,1 ml/min respectivamente. Por
ello se fij6 el flujo de 0,1 ml/min para llevar a cabo los ensayos posteriores.

Tras el lavado de los cartuchos con agua milliQ y su posterior purga con aire, la
actividad presente en el cartucho fue de 94.51 + 0,75 %.

Finalmente, los cartuchos fueron eluidos con HCI 0,1 M y se fraccionaron 10

alicuotas de 100 pl cada una. La figura 38 muestra el perfil de elucién del cloruro de

galio-67.
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Figura 38. Actividad de las distintas fracciones obtenidas tras la extraccion del cloruro de galio-67 con HCl 0,1
M.
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El cloruro de galio-67 se concentré fundamentalmente en las fracciones cuatro,
cinco y seis. En los 8 ensayos realizados la actividad de cloruro de galio-67 recuperada
fue del 95,51 £ 0,75 % (524,53 £ 4,16 MBq), donde las fracciones cuatro, cinco y seis

representaron el 54,52 £ 3,7 %, 89,99 + 4,6 % y 3,07 £ 1,2 % respectivamente.

La duracién aproximada del proceso de purificacién del galio-67 fue de 38 a 57
minutos, dependiendo del volumen inicial del citrato de galio-67, siendo un tiempo
aceptable teniendo en cuenta el periodo de semidesintegracion del galio-67 (T2 =

3,26 dfas) y que se obtiene una recuperacién del cloruro de galio-67 superior al 95 %.

2.2.2 Marcaje con galio-67 y purificacion de las

nanoparticulas

Se optimizaron los parametros de tiempo y temperatura de marcaje. La cantidad de
NPs utilizada para los ensayos fue de 2 + 0,1 mg en todos los casos y la purificacién se

llevo a cabo mediante centrifugacién a 2500 g.

La tabla 14 muestra los resultados obtenidos en las diferentes condiciones de

reaccién empleadas.

FORMULACION 3 307, 30°C 307,60°C
67Ga -NOTA-HPMC 35,2 £ 6,1 62,56 + 2,9 65,56 £ 4,3 55,9 £ 3,4
67Ga -NOTA-GTM2 38,1 +22 68,2 + 1,9 71,6 + 1,2 67,3 + 2,8
67Ga -NOTA-GMN2 40,3 £ 3,1 71,3 £ 1,4 72,9+ 2,1 66,6 £ 1,6
67Ga -NOTA-GPM2 46,4 + 1,2 60,4 + 3,3 69,2 + 2,68 63,6 £ 2,7

Tabla 14. Rendimientos de marcaje de las NPs con galio-67 en diferentes condiciones de tiempo y temperatura.
Los resultados se expresan como la media + DS (n=3).
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Los mayores rendimientos de marcaje se obtuvieron cuando las NPs se incubaban
durante 30 minutos a una temperatura de 30 °C, observidndose que al incrementar la

temperatura de marcaje se producfa una disminucién del rendimiento.

En cuanto al tiempo de incubacién se observé que 10 minutos no eran suficientes
para conseguir un buen marcaje, produciéndose un incremento significativo cuando se

aumenté el tiempo a los 30 minutos.

La pureza radioquimica tras la purificacién fue superior al 98,5 % en todos los casos
(99,2 £ 0.2 %, 99,5 = 0,8 %, 99,1 = 0,3 % y 98,5 £ 0,4 % para las NPs 67Ga-NOTA-
GTM2, ¢Ga-NOTA-GMP2, ¢Ga-NOTA-GMN2 y ¢Ga-NOTA-HPMC

respectivamente.

La tabla 15 muestra el tamafo de particula y el potencial Z de las NPs tras su

marcaje con galio-67.

FORMULACION TAMAXNO {NDICE DE POTENCIAL 7
NANOPARTICULA (nm) FOILIDLS PIESION (mV)
©Ga-NOTA-HPMC | 224 + 0,7 0,375 + 0,06 21,16 + 1,21
°Ga-NOTA-GTM2 189 + 3,2 0,217 + 0,01 ~18,20 + 1,01
©Ga-NOTA-GMN2 | 220 + 0,45 0,151 + 0,02 11,70 £ 1,45
67Ga-NOTA-GPM2 251 + 2,25 0,138 * 0,006 -22,75 £ 0,87

Tabla 15. Caracteristicas fisico-quimicas de las NPs tras el marcaje con galio-67
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Tras el marcaje con galio-67 se observé un pequefio incremento en el tamario de las
NPs que fue de 6, 4, 8 y 7 nm en las NPs ¢7Ga-NOTA-HMPC, "Ga -NOTA-GTMz2,
67Ga-NOTA-GMN2 y 67Ga-NOTA-GPM2 respectivamente.

El potencial Z se mantuvo estable observidndose un ligero aumento del mismo en
todas las formulaciones (1,72; 1,02; 0,51 y 1,12 mV en las NPs 7Ga-NOTA-HMPC,
7Ga-NOTA-GTMg, ¢7Ga-NOTA-GMN2 y ¢7Ga-NOTA-GPM2 respectivamente).

2.3 Estudios de estabilidad in vitro

Los resultados obtenidos durante los ensayos de estabilidad en suero fisiolégico y
plasma sanguineo a 87 °C realizados durante 48 horas se expresan como la media = DS
en las tablas 16 y 17 del porcentaje de NPs marcadas cuantificadas tras las purificacién

con filtros Amicon.

7Ga-NOTA-GTM2 | 96,7+ 1,9 |957+238 | 951%£08 |931+10 | 924%1,1
671Ga-NOTA-GPM2 97,8+ 1,5 | 972405 | 955220 |941%£10 | 931+£07
7Ga-NOTA-GMN2 | 97,9+0,9 |971+1,2 | 962+0,7 | 948+ 1,7 | 94,1 £0,7
671Ga-NOTA-HPMC | 97,1+1,6 | 962+29 |961+1,2 |[933+0,7 | 91,8+038

Tabla 16. Estabilidad de las NPs marcadas con galio-67 en suero fisioldgico. Los datos se expresan como la

media = DS del porcentaje de NPs marcadas tras la purificacion con filtros Amicon (n = 3).
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671Ga-NOTA-GTM2 | 952+ 1,3 | 948+ 1,4 | 90,8 1,2 | 86,5 £ 1,4 75,2 + 2,3
671Ga-NOTA-GPM2 97,1+ 1,4 | 964+0,8 | 927+ 1,3 | 894+ 1,2 80,4 % 1,0
671Ga-NOTA-GMN2 | 96,3+0,9 | 952+ 1,1 | 91,0+ 1,6 | 87,1 £0,9 79,4+ 1,2
67Ga-NOTA-HPMC | 96,4+ 1,5 | 90,6 £ 1,8 | 87,1 £0,8 | 84,7 + 1,1 70,1 £ 0,7

Tabla 17. Estabilidad de las NPs marcadas con galio-67 en plasma sanguineo. Los datos se expresan como la
media + DS del porcentaje de NPs marcadas tras la purificacion con filtros Amicon (n = 3).

La figura 39 muestra de forma grafica la evolucién de la estabilidad de las NPs en

funcién del tiempo en suero fisiolégico 0,9% y plasma sanguineo respectivamente.
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Figura 39. Estabilidad de las NPs modificadas con NOTA y marcadas con galio-67 en suero fisioldgico 0,9% y
en plasma sanguineo. Los datos se expresan como la media + DS del porcentaje de NPs marcadas tras la
purificacion con filtros Amicon (n = 3).

Los estudios de estabilidad mostraron que 48 horas tras el marcaje, el porcentaje de
NPs marcadas fue superior al 90% en suero fisiolégico y al 70-80% en plasma
sanguineo, en todas las formulaciones de NPs, presentando mejores resultados las NPs

67Ga-NOTA-GPM2.

La tabla 18 muestra el tamafio de particula y el potencial Z de las NPs pasadas 48

horas de su marcaje con galio-67.
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FORMULACION TAMANO INDICE DE POTENCIALZ
NANOPARTICULA (nm) POLIDISPERSION (mV)
67Ga-NOTA-HPMC | 231 %+ 1,21 0,361 £ 0,07 -17,41 + 1,43
67Ga-NOTA-GTM2 | 197 £ 1,75 0,251 * 0,06 -10,10 + 0,75
67Ga-NOTA-GMN2 | 228 + 0,79 0,142 £ 0,002 -9,50 *+ 1,06
67Ga-NOTA-GPM2 | 256 + 1,37 0,153 £ 0,007 -18,40 + 1,25

Tabla 18. Caracteristicas fisico-quimicas de las NPs pasadas 48 horas del marcaje con galio-67

Pasadas las 48 horas del marcaje las NPs incrementaron su tamaiio en 14, 13, 16 y
13 nm en las NPs 7Ga-NOTA-HMPC, 7Ga-NOTA-GTMg, 7Ga-NOTA-GMN2 y
67Ga-NOTA-GPMZ2, respectivamente.

En el caso del potencial Z se observé un pequeiio aumento en todas las
formulaciones (5,46; 4,12; 2,71; 5,47 mV para las NPs ¢7Ga-NOTA-HMPC, ¢'Ga-
NOTA-GTMg2, 67Ga-NOTA-GMNZ2 y 67Ga-NOTA-GPM2 respectivamente).

2.4 Estudios de biodistribucion in vivo

La figura 40 muestra las imdgenes de SPECT/CT de la distribucién de las NPs
67Ga-NOTA-GPM2 tras su administracién intravenosa frente a las imdgenes
obtenidas tras la administracién de [67Ga]GaCls, que se utiliza como control.

Las imégenes son cortes longitudinales del mismo animal a lo largo del tiempo. En
la gréfica de barras apiladas, la altura de la barra indica el promedio de los datos del

porcentaje de dosis inyectada en ese 6rgano para ese punto temporal, que al igual que
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en el caso del tecnecio-99m se ha cuantificado tomando como total de dosis

administrada la actividad medida en el VOI cuerpo total en la imagen a 2 horas.

Tras su administracién, las NPs se acumulan fundamentalmente en el higado (66
5,65 % alas 2 horas) permaneciendo en dicha localizacién pasadas las 48 horas (20,66

+ 1,52 %). En el resto de los 6rganos la actividad es despreciable.

En los controles con [¢7Ga]GaCls, la actividad se localiza fundamentalmente en
nasofaringe (10 % ala hora, 8,38 = 0,57 % a las 48 horas), vejiga (8,5 £ 4,94 %), higado
(6,5 £ 0,7 % alas 2 horas, 1,0 = 1 % a las 48 horas) y médula 6sea (3,5 £ 0,7 % alas 2

horas, 1 % a las 48 horas).
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Figura 40. Imdgenes SPECT/CT tras la administracion intravenosa de NPs "Ga-NOTA-GPM2 vs
["Ga]GaCl; en un mismo animal a lo largo del tiempo y cuantificacion del porcentaje de dosis por 6rgano

(n=3).
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2.5 Estudios de biodistribucion ex vivo

La figura 41 representa el porcentaje de la dosis inyectada por 6rgano tras el
sacrificio de los animales y contaje de los érganos en contador de pozo pasadas 48 horas

de la inyeccion de las 67Ga-NOTA-GPM2 y del [6"Ga]GaCls.

50
B Gal-NOTA-GPM2
40 4 36770
[7Ga]GaCls
30
20
10 +
2,67 .
0,04 0,11 0,481,03 0,090,16 0,05 0,49
Higado Pulmén Rifién Estomago Sangre

Figura 41. Porcentaje de dosis inyectada por 6rgano medida en contador de pozo tras el sacrificio de los animales.
Los datos se expresan como media = DS (n=3).

Se observé que la dosis se concentraba fundamentalmente en el higado (36,70 £

4,05 %), con una muy ligera acumulacién en rifiones (0,48 % 0,03 %).

En el caso de los animales control una pequena fraccién de la dosis administrada se

localizé en higado (2,67 & 1,78 %), seguido de los rifiones (1,08 £ 0,05 %).
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2.6 Marcaje con galio-67 de las nanoparticulas de

albimina no modificadas con NOTA

Los marcajes se llevaron a cabo en las condiciones de tiempo y temperatura

optimizadas en pruebas anteriores (30 minutos de incubacién a 30°C de temperatura).

Los resultados obtenidos en los ensayos por triplicado se muestran en la tabla 19
como la media + desviacién estdndar de los rendimientos de marcaje obtenidos tras la

purificacién de las NPs marcadas con filtros Amicon.

FORMULACION 30 minutos
30°C

NP-GTMz2 5,9 £ 0,9

NP-GPM2 5,3+ 1,6

NP-GMN2 6,1 +0,3

NP-HPMC 6,4 + 0,7

Tabla 19. Rendimiento de marcaje con galio-67 de las NPs no modificadas con NOTA. Los datos se expresan
como la media = DS del porcentaje de NPs marcadas tras la purificacion con filtros Amicon (n = 3).

El marcaje de las NPs fue inferior al 7% en todos los casos por lo que se comprobé

la practica ausencia de radiomarcaje de las NPs en ausencia del quelante NOTA.
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3 MARCAJE DE LAS NANOPARTICULAS CON ZIRCONIO-89

3.1 Obtencion de las nanoparticulas modificadas con

DFO

La tabla 20 muestra los resultados obtenidos en la preparacién de las NPs
empleando una proporcién 100:3 de albimina:albimina modificada con DFO

respectivamente.

Las NPs presentaron un tamano que oscilé entre 142 y 162 nanémetros (nm),

siendo el potencial zeta negativo obtenido entre -13 'y - 24 mV.

FORMULACION | TAMANO (nm) INDICE DE POTENCIAL Z

P S SIC /

NN OTTEITLA POLIDISPERSION (mV)
NP-DFO-HPMC 149,2 + 1,32 0,458 £ 0,021 -15,20 + 1,24
NP-DFO-GTM2 144,3 £ 1,51 0,295 £ 0,005 -21,15 + 1,01




Resultados

NP-DFO-GMN2 157,1 £ 4444 0,548 + 0,021 -22,41 £ 1,12

NP-DFO-GPMz2 147,7 + 1,30 0,478 + 0,011 -18,15 + 1,71

Tabla 20. Caracteristicas fisico-quimicas de las NPs de albiimina modificada con DFO en una proporcién 100:3
albiimina:albiimina modificada

3.2 Marcaje con galio-67 de las nanoparticulas

modificadas con DFO

El marcaje se llevé a cabo siguiendo el protoloco descrito en el apartado 2.2.2.
Marcaje con galio-67 y purificacién de las nanoparticulas. Las reacciones se llevaron a
cabo con un tiempo fijo de 30 minutos a distintas temperaturas (T® ambiente, 30 °C y

60 °C)

La tabla 21 muestra las condiciones de reaccién y los rendimientos obtenidos en el

marcaje de cada una de las formulaciones.

FORMULACION 30 minutos 30 minutos 30 minutos
T* ambiente 30°C 60°C
NP-DFO-HPMC 36,6 £ 1,2 54,2 £ 1,9 41,3+ 2,7
NP-DFO-GTM2 51,4+ 2,7 62,1 £ 1,8 51,4+ 1,9
NP-DFO-GMN2 56,4+ 1,1 61,6+ 1,9 50,4+ 0,7
NP-DFO-GPM2 59,5 £ 2,9 63,9 + 2,4 52,8 £ 0,9

Tabla 21. Rendimientos de marcaje con galio-67 de las NPs de albimina modificada con DFO a distintas
temperaturas de incubacion. Los datos se expresan como la media £ DS del porcentaje de NPs marcadas
tras la purificacion con filtros Amicon (n = 3).

-
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Se obtuvieron rendimientos superiores al 60 % en las NPs recubiertas con los
polimeros GTM2, GMN2 y GMP2 a temperaturas de incubacién de 30 °C,
observandose una disminucién de los mismos cuando se incrementaba la temperatura

a 60°C.

Estos datos confirman la adecuada unién del quelante DFO a las NPs, lo que nos

hace pensar que también podrian marcarse con zirconio-89.

3.2.1 Estudios de estabilidad de las nanoparticulas

modificadas con DFO marcadas con galio-67

La estabilidad del marcaje de las NPs se ensayé en suero fisiolégico y plasma
sanguineo a 87°C durante 48 horas, determinandose el porcentaje de NPs marcadas a
distintos tiempos tras la purificacién con filtros Amicon. Todos los experimentos se
realizaron por triplicado para cada una de las formulaciones de NPs y los resultados

obtenidos se expresaron como la media + DS (tablas 22 y 23).

67Ga-DFO-GTM2 97,2+ 1,3 | 96,1+ 1,1 | 957+ 1,8 | 948+20 | 854 +0,7
67Ga -DFO-GPM2 98,7 % 1,4 | 97,9+0,8 | 96,1 £ 1,1 | 93,722 | 88,4+0,9
67Ga -DFO-GMN2 978+ 1,4 | 97,1 0,9 | 954+ 14 | 941 +£19 | 83,5+ 1,9
67Ga -DFO-HPMC 96,1 £0,9 | 92,1 +27 | 894+ 16 | 864+ 1,1 | 65,6 +0,8

Tabla 22. Estabilidad de las NPs modificadas con DFO y marcadas con galio-67 en suero fisiologico 0,9%. Los
datos se expresan como la media * DS del porcentaje de NPs marcadas tras la purificacion con filtros
Amicon (n = 3).




Resultados

NANO

48 h

67Ga-DFO-GTM2 | 98,508 | 97,2+ 1,0 | 896+ 1,9 | 858%238 | 76,6+ 1,5
67Ga-DFO-GPM2 | 97,9+£0,9 | 96,1 +1,9 | 91,5+1,0 | 87,6 £ 1,3 | 75,1 +3,1
67Ga-DFO-GMN2 | 97,0+ 1,6 | 96,8 £ 1,9 | 90,9+ 26 | 82,1 £2,1 | 74,6 + 2,7
67Ga-DFO-HPMC | 95,8+0,8 | 88,9 + 1,3 | 76,7+ 3,5 | 68,1 £1,9 | 60,4 + 1,8

Tabla 23. Estabilidad de las NPs modificadas con DFO marcadas con galio-67 en plasma sanguineo. Los
datos se expresan como la media = DS del porcentaje de NPs marcadas tras la purificacion con filtros

Amicon (n = 3).

La figura 42 muestra de forma grafica la evolucién de la estabilidad de las NPs en

funcién del tiempo en suero fisiolégico 0,9% y plasma sanguineo respectivamente.
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Figura 42. Estabilidad de las NPs modificadas con DFO y marcadas con galio-67 en suero fisiologico 0,9% y
en plasma sanguineo. Los datos se expresan como la media + DS del porcentaje de NPs marcadas tras la
purificacion con filtros Amicon (n = 3).

Las NPs recubiertas con los polimeros GTM2, GPM2 y GMN2 mostraron una
elevada estabilidad durante las primeras 48 horas, con un porcentaje de NPs marcadas
superior al 80 % en suero fisiolégico y al 70 % en plasma sanguineo.

Las NPs recubiertas con el polimero HPMC mostraron una estabilidad menor que
las anteriores, obteniéndose un porcentaje de NPs marcadas superior al 65 % en suero

fisiolégico y al 60% en plasma sanguineo.
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3.3 Marcaje con zirconio-89 de las nanoparticulas

modificadas con DFO

Tras la incubacién de las NPs con el zirconio-89 se observé que las NPs

precipitaban en el fondo del vial de reaccién y no se marcaban con el radiometal.

Por ello se midié el tamafio de las NPs antes y después de la adicién del acido
oxalico, observdndose una gran disminucién en el tamaiio de particula y una elevacién

del indice de polidispersion (tablas 24 y 25).

Previamente, se observé un fenémeno similar en la preparacién de las NPs, ya que
cuando se realizé la conjugacién de la albimina con el NOTA en medio acido (4cido

gentisico), al anadir el polimero se producia una precipitacién de las mismas.

FORMULACION TAMANO TAMANO FINAL
NANOPARTICULA INICIAL (nm) (nm)
NP-DFO-HPMC 151,3 + 2,25 74,1 + 10,26
NP-DFO-GTM2 140,1 + 2,21 89,2 + 5,95
NP-DFO-GMN2 160,2 + 2,29 54,20 + 8,12
NP-DFO-GPM2 141,4 £ 1,45 66,5 £ 11,23

Tabla 24. Tamafio de las NPs modificadas con DFO antes y después de la adicion de dcido oxdlico




Resultados

FORMULACION INDICE DE [NDICE DE
NANOPARTICULA | POLIDISPERSION | POLIDISPERSION
INICIAL TRAS OXALICO
NP-DFO-HPMC 0,821 + 0,020 0,818 + 0,011
NP-DFO-GTM¢2 0,341 % 0,064 0,596 + 0,017
NP-DFO-GMN2 0,289 + 0,015 0,625 + 0,024
NP-DFO-GPM2 0,412 £ 0,019 0,795 + 0,021

Tabla 25. Indice de polidispersion de las NPs modificadas con DF O antesy después de la adicion de dcido
oxdlico




VI.DISCUSION

En este apartado analizan y discuten los resultados obtenidos en el trabajo de

investigacion, detallando las aportaciones y limitaciones del mismo







Discusién

La irrupcién de la nanotecnologfa en la medicina ha permitido el desarrollo de
numerosas nanomedicinas cuyo principal objetivo es incrementar la eficacia terapéutica

de las mismas, minimizando su toxicidad y la posible aparicién de efectos secundarios.

En los altimos afios, las NPs han atraido un enorme interés por su posible aplicacion

en el transporte y administracion de farmacos.

Una de sus principales ventajas es, que debido a su reducido tamaro, las NPs
presentan una relacién superficie/volumen extremadamente alta, lo que se traduce en
la posibilidad de incluir una gran de cantidad de fairmaco o molécula por NP. Ademas,
la posibilidad de modificar de forma sencilla su tamafio y superficie permite modular la
farmacocinética de las mismas, permitiendo incrementar o reducir el tiempo de

permanencia en el organismo o modificar sus pardmetros de eliminacién.

Las NPs de naturaleza proteica han mostrado una gran utilidad como vehiculo para
la administracién de farmacos debido a su elevada biocompatibilidad y ausencia de

toxicidad (177, 178).

Para la preparacién de nuestras NPs hemos utilizado la albtimina sérica humana, ya
que tiene una estructura quimica que permite interactuar con una gran variedad de
moléculas y ademads los grupos funcionales que presentan en su superficie (carboxilicos,
aminos etc..) proporcionan una buena base para la realizacién de una gran cantidad de

modificaciones, ampliando de esta manera sus posibles aplicaciones (179).

Una de las modificaciones que se puede realizar en la superficie de las NPs de
albiimina es el recubrimiento con polimeros, cuya finalidad es mejorar las propiedades
farmacocinéticas de las mismas, incrementando su estabilidad y consiguiendo como
resultado una mayor permanencia en el lugar de interés (180). Asimismo este
recubrimiento puede servir para transportar firmacos con una baja solubilidad en agua

o que puedan ser ficilmente degradados si no son encapsulados (181).

Existen numerosas publicaciones sobre las propiedades de las NPs de albimina

como vehiculo para la administracién de fArmacos, empleando en ocasiones técnicas de

~ 159 ~



Discusién

imagen molecular para visualizar su biodistribucién. Se han utilizado para la
administracion de farmacos quimioterapicos como el paclitaxel o el docetaxel en
tumores como el de mama y pulmén, mejorando su eficacia debido a un incremento en
el tiempo de residencia en el organismo, observiandose ademds una menor tasa de
efectos secundarios debido a la elevada especificidad de las NPs por el érgano diana,
reduciendo de este modo la acumulacién del érgano en otras localizaciones (182, 183,
184, 185. También se han empleado para la administracién de anticuerpos

monoclonales como el bevacizumab (186).

Sin embargo, existen pocos estudios sobre el comportamiento iz vitro e in vivo de

las NPs de alblimina tras su recubrimiento con polimeros.

El recubrimiento con polimeros obtenidos mediante la conjugacién del Gantrez®
AN con moléculas como la tiamina o la manosamina ha mostrado utilidad en la
administracién de vacunas y protefnas por via oral, evidenciando un incremento de la
permanencia de las NPs en la mucosa intestinal (156, 158, 187, 188). Por su parte, el
polietilenglicol ha sido ampliamente utilizado en nanomedicina para la modificacién de
las NPs con el objetivo de incrementar su tiempo de permanencia en el organismo

(189).

En nuestro trabajo hemos utilizado la hidroxipropilmetilcelulosa y los polimeros de
Gantrez AN conjugado con tiamina, manosamina y polietilenglicol 2000 para recubrir
las NPs de albimina y hemos llevado a cabo su radiomarcaje, para tras su

administracién intravenosa observar su comportamiento en esta via de administracién.

Se eligi6 la administracién intravenosa porque es la mejor via para que un firmaco
ejerza su accién sistémica ya que no depende de proceso de absorcién, permitiendo el
acceso inmediato al torrente sanguineo. Las NPs empleadas en este trabajo presentan
la ventaja de poder administrarse por esta via ya que contienen albiimina, que es una
proteina presente en la sangre en concentraciones elevadas (38,4-5,4 g/dL), no es toxica

y es biocompatible.
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Los métodos empleados para la preparacién de las NPs pueden ser fisicos (gelacién
térmica, nanosecado por aspersién, técnica NAB (NP unida a la albiimina)) o quimicos
(desolvatacién, emulsificacién, autoensamblaje) (190). En el presente trabajo se ha
utilizado el método de desolvatacién ya que es un proceso rapido, ficil y que permite
la posterior liofilizacién de las NPs con el fin de incrementar su estabilidad, pudiendo
utilizarse durante periodos de tiempo prolongados. Ademds permite controlar
facilmente el tamafio de la NP y el indice de polidispersién manteniendo constantes
valores como el pH o la cantidad de albiimina y disolvente utilizada (191). EIl tamario
de las NPs se vio incrementado al incorporar el polimero en todas las formulaciones de

NPs.

Uno de los inconvenientes del uso de NPs es, que una vez administradas en el
organismo es dificil estudiar su comportamiento farmacocinético, su efecto terapéutico,
su toxicidad y sus posibles efectos secundarios. En este dmbito cobran especial
relevancia las técnicas de imagen molecular, que permiten el seguimiento de las NPs,
evaluando su biodistribucién y farmacocinética de manera no invasiva, asi como
predecir su eficacia terapéutica y posibles efectos secundarios, por lo que son de gran

utilidad a la hora de evaluar la aplicabilidad de las NPs.

En el presente trabajo se ha planteado la utilizacién de las técnicas de imagen
molecular SPECT/CT y PET/CT, que emplean isétopos radiactivos, para la

visualizacién de la biodistribucién de las NPs previamente marcadas radiactivamente.

A la hora de elegir el radioisétopo ideal para el marcaje hay que tener en cuenta la
elevada vida media biolégica que presentan las NPs en el organismo (192, 193), por lo
que se requiere la utilizacién de isétopos de vida media relativamente larga para poder

realizar estudios prolongados en el tiempo.

En nuestro trabajo hemos empleado para el marcaje de las NPs un radiois6topo
gamma con un periodo de semidesintegracién medio y gran disponibilidad como el

tecnecio-99m (T2 = 6 horas). Ademds, para poder realizar estudios de biodistribucién
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a diferentes tiempos, se han utilizado un radioisétopo SPECT y uno PET de vida media
larga como el galio-67 (T,/. = 76,8 horas) y el zirconio-89 (/. = 78,4 horas). Todos
estos radioisétopos presentan una energia de emision adecuada para su utilizaciéon en

los equipos de adquisicién de imégenes disponibles en el mercado.

El tecnecio-99m fue obtenido mediante un generador de molibdeno-99/tecnecio-
99m y el zirconio-89 fue suministrado por un laboratorio farmacéutico en forma de

oxalato de zirconio-89.

El galio-67 se obtuvo comercialmente en forma de citrato de galio-67, que presenta
problemas técnicos en el radiomarcaje debido a la fuerte unién existente entre el ion
galio y el citrato (28). En el marcaje con galio-67 mediante el empleo de BFCAs es
preferible utilizar el cloruro de galio-67 (194) , por lo que es necesaria la conversién

del citrato de galio-67 en cloruro de galio-67.

Para llevar a cabo esta conversién se empled el método desarrollado por Scasnar y
col (172), basado en la utilizacién de cartuchos de extraccién en fase sélida. En nuestro
trabajo se optimiz6 este procedimiento empleando una bomba de infusién de uso
hospitalario para controlar el flujo del citrato de galio-67 a través de las columnas, con
el fin de reducir la exposicién a la radiacién del operador y obtener el cloruro de galio-
67 de una forma réapida y reproducible, evitando de esta manera las posibles variaciones

debidas a la operacién manual.

Asimismo, llevamos a cabo una elucién fraccionada de las columnas con el fin de
utilizar para el posterior marcaje la fraccién con una mayor concentracién de cloruro

de galio-67 y una menor cantidad de impurezas.

Se obtuvo una recuperacién final del cloruro de galio del 95,51 %, valor superior a
lo reportado en la literatura [80 % Chan y col (173), 90 % Scasnar y col (172)]. Estos
valores tan elevados de recuperacién se deben a la automatizacién del procedimiento,
ya que de esta forma se controla de forma muy precisa el flujo de elucién haciendo que

este sea constante durante todo el proceso. Asimismo se utiliz6 un flujo més lento de
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elucién que el reportado por la literatura (1 ml/min) consiguiendo una mayor

recuperacién con un flujo de elucién de 0,1 ml/min.

El procedimiento tuvo una duraciéon media de 47 minutos, que es un tiempo
aceptable teniendo en cuenta el periodo de semidesintegracion del galio-67 y el elevado

porcentaje de recuperacién obtenido.

Para llevar a cabo el marcaje de las NPs con galio-67 y zirconio-89 se requiere la
presencia de un BFCA que actiie de nexo de unién entre la NP y el radiometal, por lo
que se prepararon NPs de albimina modificadas con NOTA y DFO para el marcaje

con galio-67 y zirconio-89 respectivamente.

En el caso del galio-67 se eligié el NOTA como BIFCA por ser como se ha explicado
anteriormente el que presenta una mayor estabilidad en la formacién de complejos y
es el de eleccién en el caso de moléculas sensibles a la temperatura como es el caso de
las proteinas (96). La DFO se eligi6 por ser el quelante mas ampliamente utilizado en

el marcaje de moléculas con zirconio-89.

La albimina modificada se obtuvo mediante conjugacién de la misma con el
quelante y posterior purificaciéon del conjugado. El proceso de purificaciéon de los
conjugados albimina-NOTA y albimina-DFO se llev6 a cabo mediante cromatogratia
de exclusién molecular utilizando columnas PD10, que sirven para la desalinizacién e
intercambio de bufter, asi como para la eliminacién de compuestos de bajo peso
molecular. Este procedimiento presenta clertas ventajas frente a otros empleados por
otros autores como la purificacién mediante procesos de didlisis de protefnas (195) o la
ultracentrifugacién (196) ya que la duracién del proceso es menor (10 minutos frente
a las 24 horas de la didlisis), no se requiere un equipamiento sofisticado y permiten

obtener el conjugado en el buffer adecuado de forma directa.

En la conjugacién de la albimina con la DFO, autores como Vosjan y cols (174) y
Morcillo y cols (197) recomiendan llevar a cabo la purificacién del conjugado con una

solucién de dcido gentisico 5 mg/ml en acetato de sodio 0,25 M (pH 5,4-5,6) como
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radioprotector para prevenir la radidlisis en el posterior marcaje con zirconio-89. En
nuestro trabajo llevamos a cabo la conjugacién siguiendo este procedimiento pero
durante la posterior formacién de las NPs, al adicionar el polimero de recubrimiento
se producia la aglutinacién y precipitacién de las mismas. Por este motivo se decidi6
llevar a cabo la purificaciéon del conjugado en medio basico (al igual que la conjugacién
albtimina-NOTA), empleando una solucién de carbonato sédico 0,1 M (pH a 8,9-9,1).

Al cambiar el buffer del conjugado las NPs se formaron y se recubrieron sin problemas.

Una vez preparadas las NPs sin quelante y con los quelantes NOTA y DIFO se
caracterizaron midiendo su tamafio de particula y su potencial Z empleando la

espectroscopia de correlacién foténica y la anenometria de laser Doppler.

Se observé una ligera disminucién del tamafio de las NPs modificadas con el NOTA
y la DFO frente a las no modificadas, debido posiblemente al entrecruzamiento entre
los quelantes y la albiimina sérica humana, produciéndose una compactacién de la
estructura de la NP. No se observé una modificacién elevada de la carga superficial de

las NPs modificadas.

En el marcaje de las NPs con tecnecio-99m se emplea como agente reductor el
SnCl,, que a diferencia de otros agentes reductores como el borohidruro de sodio o el
ditionito de sodio, confiere a las NPs una mayor estabilidad tras su marcaje (163, 198).
El principal inconveniente del uso del SnCl, es la posible aparicion de coloides de
tecnecio-99m por la presencia de un exceso del reductor. Se han desarrollado distintos
métodos para la separaciéon de los coloides mediante cromatogratia en capa fina y
ultracentrifugacién (198, 199) pero hasta el momento ninguno ha dado resultados
satisfactorios ya que no se consigue una total separacién de los coloides. Por ello, en el
presente estudio se ha realizado el marcaje con tecnecio-99m ensayando seis
concentraciones distintas de SnCl, para determinar la concentraciéon 6ptima de estafio,
que en nuestro caso se determiné que es la concentracién en la que se obtiene un

elevado rendimiento de marcaje con una minima proporcién de [%mTc¢NaTcOy,
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asegurandonos de esta forma la ausencia de coloides en la muestra y un elevado

porcentaje de NPs marcadas.

Para el procedimiento de marcaje con tecnecio-99m se desarrollé un método tipo
“kit” similar al empleado en el marcaje de los radiofdrmacos tecneciados, para lo cual
se prepararon viales con la cantidad adecuada de NPs y SnCl; en una atmésfera inerte
obtenida mediante el purgado de los viales con helio hasta la completa evaporacién de
los solventes. La preparacion de estos kits nos permite llevar a cabo el radiomarcaje de

forma sencilla, rdpida y reproducible.

Para optimizar las condiciones de marcaje se modificaron parametros como el
tiempo de incubacién o la temperatura de marcaje hasta que se obtuvieron los mejores
rendimientos. En el caso del marcaje con tecnecio-99m no fue necesaria la purificacién
de las NPs pero en el caso del galio-67 fue necesaria dicha purificacién para la
eliminacién del galio-67 libre, empledndose para ello la filtracién por centrifugacién

con filtros Amicon ® de 50Kd.

En el marcaje con tecnecio-99m no se observa una mejora de los rendimientos de
marcaje con la aplicacién de calor mientras que en el marcaje con galio-67 los
rendimientos mejoran con un calentamiento ligero (30°C) produciéndose una
disminucién de los mismos cuando se aplican temperaturas mas elevadas (60°C),

debido al posible comienzo del proceso de desnaturalizaciéon de la albamina.

Los rendimientos obtenidos en el marcaje con tecnecio-99m fueron muy elevados,
siendo superiores al 97 % en todas las formulaciones de NPs. En el caso del galio-67
fueron inferiores, siendo mayor del 52 % en el caso de las NPs recubiertas con la HPMC
y superiores al 60 % para el resto de formulaciones. El marcaje con tecnecio-99m se
lleva a cabo de forma directa mientras que el galio-67 se une a la NP a través del
quelante NOTA. Al no conocer de forma exacta la distribucién del NOTA presente en
las NPs es posible que no todo el galio-67 pueda reaccionar con el NOTA, quedando

de esta manera parte del galio-67 libre.
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Debido a la baja disponibilidad y elevado precio del zirconio-89, previamente a su
utilizacién se llevo a cabo el marcaje con galio-67 de las NPs modificadas con DFO con
el fin de verificar la correcta unién del quelante, observandose que las NPs se marcaban
con buenos rendimientos y una estabilidad 7z vitro adecuada (superior al 80 % en suero

fisiolégico y al 70 % en plasma sanguineo).

En el caso del zirconio-89, el marcaje de las NPs se llevé a cabo empleando zirconio-
89 disuelto en dcido oxdlico, siguiendo el protocolo previamente descrito (3.3. Marcaje
con zirconio-89 de las NPs modificadas con DFFO (174)), observdndose que no se
producia el marcaje ya que las NPs se aglutinaban y precipitaban en el fondo del vial

de reaccién.

Ante esta situacién se decidié medir el tamafio de las NPs antes y después de la
adicién del acido oxdlico para determinar si el pH 4cido afectaba a la estabilidad de las
NPs observando una dréstica disminucién del tamarfio de particula y un incremento del
indice de polidispersién. Consideramos que el medio 4cido puede afectar a la estabilidad
de las NPs ya que al tratarse de proteinas el pH es un factor condicionante en su

formacién y posterior estabilidad.

Previamente ya se habfa observado un fenémeno similar ya que durante la
preparacién de las NPs previa conjugacion de la albtimina con el NOTA en medio 4cido
(acido gentisico), al afiadir el polimero se producia una precipitacién de las mismas, por
lo que parece que el medio 4cido interacciona con algtin componente de las NPs,
posiblemente con los polimeros de recubrimiento, provocando una degradacién de las

mismas.

Una nueva estrategia de marcaje puede ser el marcaje con zirconio-89 del conjugado
alblimina-DFO, seguido de la preparacién de las NPs y posterior recubrimiento
polimérico de las mismas, evitando de esta manera el contacto del 4cido oxélico con los

polimeros. En nuestro caso esta estrategia no pudo ser llevada a cabo al no disponer
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del equipamiento necesario (ultracentrifuga, rotavapor) para la preparacién de las NPs

en la instalacion radiactiva.

Tras el marcaje con los distintos is6topos se midié el tamaiio y el potencial Z de las
NPs marcadas inmediatamente después del marcaje y después de los ensayos de

estabilidad para evaluar la posible influencia de la incorporacién del is6topo en las NPs.

En ambos casos se observé un ligero incremento del tamafo de particula tras la
incorporacién del is6topo siendo mds pronunciado en el marcaje con tecnecio-99m
(~ 11 nm vs 7 nm del galio-67). Asimismo el potencial Z sufrié un ligero incremento

tras el marcaje con ambos radioisétopos, manteniéndose negativo en todos los casos.

Tras los ensayos de estabilidad del marcaje con tecnecio-99m (48 horas post-
marcaje) se observé nuevamente un incremento en el tamaiio de particula (~ 18 nm)
con un aumento del potencial Z, que en el caso de las NPs 9#mT'c -GTM2 fue elevado

(~ 9 mV), aunque se mantuvo dentro de valores aceptables.

Pasadas las 48 horas del marcaje con galio-67 se observé un incremento en el
tamafio de particula, que fue mas pronunciado en las 7Ga -GMNZ2 (~ 16 nm) con un

ligero aumento del potencial Z en todas las formulaciones (~ 4 mV).

Uno de los pasos previos a la realizacién de los estudios zz vivo de las NPs marcadas
es la realizacién de estudios de estabilidad iz vitro, ya que si el marcaje no es estable se
puede producir una liberacién del radioisétopo que puede dar lugar a una

interpretacién errénea de las imdgenes obtenidas en los equipos de imagen molecular.

Al no conseguir el marcaje de las NPs con zirconio-89, los ensayos de estabilidad
vitro 'y los estudios de biodistribucién iz vivo se llevaron a cabo sélo con las NPs

marcadas con tecnecio-99m y galio-67.

Los estudios de estabilidad iz vitro de las NPs marcadas con tecnecio-99m y galio-
67 se llevaron a cabo mediante incubacién de las mismas en suero fisiolégico 0,9 % y

plasma sanguineo.
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Las NPs permanecieron estables durante las primeras 24 horas tras el radiomarcaje

con ambos isétopos, mostrando una mayor estabilidad las NPs GPM2.

Las NPs GPM2 marcadas con galio-67 se mostraron estables hasta 48 horas en
suero salino (PRQ 93,1 £ 0,7 %) mientras que en plasma se produjo una disminucién
de la estabilidad (PRQ 80,4 + 1,0 %). Las NPs GPM2 marcadas con tecnecio-99m,
mostraron valores inferiores en ambos casos (PRQ 76,61 £ 0,7 % y 73,69 + 1,44 %,
respectivamente). Con los datos disponibles no es posible saber el motivo de estas
diferencias, si bien el empleo del quelante bifuncional NOTA pudiera conferir mayor

estabilidad al complejo marcado.

En ambos casos, como era esperable la estabilidad en plasma fue mas baja que en
suero fisiolégico debido a la presencia de proteinas competidoras que pueden actuar

secuestrando al radioisétopo.

Los resultados de estabilidad iz vitro no pueden ser extrapolados de forma directa
a las condiciones n vivo ya que existen multiples factores que pueden afectar a su
estabilidad por lo que se requiere su administracién en animales para observar su

comportamiento iz vivo y valorar su posible utilizacién en la clinica.

Las diferencias de estabilidad iz vitro observadas podrian condicionar los datos de
biodistribucién obtenidos, dado que si las NP GMP2 marcadas con tecnecio-99m son
menos estables, su metabolizacién (bésicamente hepética) podria llevar a la eliminacién
de fragmentos de las NP radiomarcadas por via hepatobiliar para su posterior
eliminacién en las heces. Si la metabolizacién y fragmentacién de las NP fuera muy
intensa, supondria la liberacién del radionucleido y su presencia en la sangre, por lo
que finalmente se acumularia en estémago, tiroides y glandulas salivares. De ah{ la

importancia de los controles en los estudios zxz vivo, utilizando el radioisétopo libre.

Los resultados de imagen SPECT/CT y de cuantificacién de la radiactividad en

6rganos mediante contador gamma parecen corroborar esta hipétesis, como se observa
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en las figuras 34, 35, 39 y 40 en los apartados 1.4, 1.5, 2.4 y 2.5 de la seccién de

resultados.

El nimero de animales empleados para el estudio de biodistribucién se ha visto
limitado por razones técnicas ya que s6lo se disponfa de un equipo SPECT/CT y el
ntimero de NPs a evaluar era muy elevado. Por todo ello se decidi6 llevar a cabo de
forma preliminar los estudios de biodistribuciéon de las NPs GPM2, que habian
mostrado una mayor estabilidad en los estudios in vitro realizados en suero fisiolégico
0,9 % y plasma sanguineo. En cuanto al ntimero de animales empleados para cada
experimento se han explorado tres animales por cada grupo de estudio atendiendo a
trabajos publicados, en los cuales se utilizaban NPs marcadas con is6topos radiactivos

(200, 186, 201).

Las imagenes de SPECT/CT permite la cuantificacién de la acumulacién de las NPs
en los distintos 6rganos proporcionando informacién detallada de la biodistribucién de
las NPs tras su administracién. En nuestro caso se cuantificé la actividad de los
diferentes 6rganos tomando como el total la actividad medida en el VOI cuerpo total

en la imagen a 2 horas

Las NPs marcadas con tecnecio-99m y galio-67 se administraron a dos grupos de
animales por via intravenosa para visualizar su biodistribucién. Con el fin de evaluar
la estabilidad del marcaje y la ausencia de liberacién del radioisétopo se administré por
via intravenosa [ T'¢]NaTcOy y cloruro de galio-67 libre como control a otros dos
grupos de animales. Este es un control necesario, ya que una diferencia clara en el
patrén de biodistribucién entre las NPs marcadas y los controles del is6topo libre nos

aseguran que lo que realmente se visualiza es la distribucién de las NPs.

Tras su administracién intravenosa se llevaron a cabo estudios secuenciales a lo
largo de 24 horas con las NPs 99mT'¢c -GPM2 y 48 horas con las ¢7Ga-NOTA-GPMzg,

ya que su T/o mas largo permite su deteccién a tiempos més largos.
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Tras la administracién intravenosa de las NPs 99mT'c -GPM2 se observé una elevada
acumulacién de la radiactividad tanto en el higado como en la vejiga, lo cual sugiere
un aclaramiento hepatico/renal. La progresiva sefial de las NPs 9mT¢ -GPM2 en el

sistema digestivo puede deberse a la eliminacién hepatobiliar.

La baja acumulacién de actividad en estémago y tiroides sugiere una elevada
estabilidad del marcaje n wvivo, dado que el [*"Tc]NaTcO, libre se concentra
fisiolégicamente en tiroides a través del canal simportador de sodio/yodo (202, 203) y
en la mucosa géstrica mediante la captacién de las células parietales, que lo captan

confundiéndolo con el cloruro que utilizan para producir los jugos géstricos (204).

Tras su administracién intravenosa, las 67Ga-NOTA-GPM2 se concentraron
fundamentalmente en higado, con una muy baja acumulacién en vejiga (~1 %). Dicho
patrén de distribucién se mantuvo constante pasadas las 48 horas de la administracion
lo que sugiere una elevada estabilidad del marcaje iz vivo. Los controles de cloruro de
galio-67 dieron lugar a un patrén de distribucién mucho més difuso, observandose

retencién de actividad en nasofaringe, vejiga y médula ésea.

Comparando los estudios de biodistribucién de las NPs radiomarcadas con los dos
radioisétopos se observé que la acumulacién de radiactividad en el higado era superior
en el caso de las NPs ¢7Ga-NOTA-GPMz2 (66 £ 5,65% vs 36,66 = 3,78% 9™Tc -
GPM2 2 horas post-inyeccién). Esto puede deberse a una menor estabilidad # vivo de

las 99mT'c -GPM2, que puede provocar la metabolizacién y eliminacién de las mismas.

La acumulacién de las NPs en el higado es esperable ya que diferentes estudios
muestran que el higado secuestra del 30-99 % de las NPs que se administran por via
intravenosa. Tras su administraciéon las NPs son opsonizadas en el torrente sanguineo
antes de ser fagocitadas por los macréfagos, acumuldndose en los érganos del sistema

reticulo-endotelial, fundamentalmente en el higado (205)

La tasa de retencién en el higado depende de la carga superficial y del tamario de

las NPs. En el caso de NPs como las del presente trabajo, con un tamafio comprendido
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entre 100 y 350 nm, las NPs son fagocitadas por las células de Kupfter hepaticas
mediante un proceso de endocitosis mediado por la proteina clatrina, penetrando en los
lisosomas hepdticos. Posteriormente son metabolizadas por las enzimas hepaticas y

excretadas por via hepatobiliar (206).

Todos los resultados obtenidos durante los estudios de biodistribucién  vivo
fueron confirmados con los datos cuantitativos obtenidos del contaje de 6rganos
realizado en el estudio ex vivo tras el sacrificio de los animales. Si bien los es vivo s6lo
se llevaron a cabo a punto final, confirman que la retencién principal de las NPs tiene
lugar en el higado. Las diferencias en los datos de % de retencién de las NPs obtenidos
entre ambas técnicas queda explicada por la diferente manera mediante la cual
cuantifican la sefial. La técnica ex vivo utiliza un contador de pozo, un equipo muy
sensible y preciso al determinar la cantidad de radioisétopo que se encuentra en el
érgano de interés. Sin embargo, la cuantificacién de los estudios iz vivo se basa en un
dibujo de VOIs sobre las imdgenes que no siempre es exacto, mas teniendo en cuenta
el limite de resolucién del tomégrafo empleado y el efecto parcial de volumen de la

sefial, que lleva a una infraestimacién de la misma (207).

En el presente trabajo se ha analizado el comportamiento de las NPs “vacfas”. Es
posible que la inclusién de distintos farmacos, en funcién de su naturaleza y
propiedades fisico-quimicas pueda alterar la estabilidad 7z vivo y la biodistribucién de
las NPs, por lo que en futuros trabajos se deberan realizar pruebas de las NPs cargadas
con diferentes moléculas modelo y analizar como diferentes moléculas afectan a las
caracteristicas fisico-quimicas de las NPs (modificaciones del tamafio de particula, la

forma, el potencial Z, la estabilidad, etc.).







VII.CONCLUSIONES

En este capitulo se detallan las conclusiones obtenidas tras el desarrollo del trabajo

de investigacién.







Conclusiones

Del trabajo de investigacién realizado en esta tesis doctoral, se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

1. Las NPs de albiimina con recubrimiento polimérico pueden marcarse con
tecnecio-99m mediante un método de radiomarcaje directo con un sistema
“tipo kit”, tras optimizar previamente las condiciones experimentales

(concentracién de SnCl,, tiempo y temperatura).

2. Los conjugados albimina-NOTA y albtmina-DFO para el radiomarcaje de
las NPs con galio-67 y zirconio-89 pueden obtenerse de forma rapida, sencilla
y reproducible empleando columnas de exclusién molecular, evitando de esta

forma procedimientos mas largos y laboriosos, como la didlisis de proteinas.

3. Las NPs de albimina modificada con los quelantes NOTA y DFO pueden
prepararse y recubrirse con distintos polimeros sintéticos de forma
reproducible mediante un procedimiento de desolvatacién, obteniendo NPs

con un tamano y potencial Z adecuados.

4. La conversién del citrato de galio-67 a cloruro de galio-67 puede llevarse a
cabo empleando un método de extraccién en fase soélida, que ha sido
optimizado y automatizado, obteniéndose una elevada eficiencia y
reproducibilidad, con una reduccién significativa de la irradiacién del

operador.

5. Las NPs de albimina recubiertas con polimeros pueden radiomarcarse de
forma eficiente con galio-67, optimizandose las condiciones experimentales
(tiempo y temperatura).

6. La presencia del quelante NOTA es imprescindible para el radiomarcaje con

galio-67 de las NPs de albtimina utilizadas.

7. No se consiguié llevar a cabo el radiomarcaje con zirconio-89 de las NPs de
alblimina modificada con DFO y recubiertas poliméricamente, debido

posiblemente a las condiciones del marcaje (presencia de dcido oxalico), ya
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que si que se consiguié el radiomarcaje de dichas NPs con galio-67,

obteniéndose rendimientos adecuados.

8. El radiomarcaje de las NPs de albiimina con tecnecio-99m y galio-67 es
estable en suero fisiolégico al 0,9% y en plasma sanguineo pasadas 24 horas
del marcaje, observandose una reduccién importante del mismo a las 48 horas

en las NPs marcadas con tecnecio-99m.

9. En los estudios realizados mediante SPECT/CT tras la administracién
intravenosa en ratas Wistar, las NPs 99mTc-GPM2 y Ga-NOTA-GPM2 se
acumularon fundamentalmente en el higado, permaneciendo en él durante

periodos prolongados.

10. La acumulacién hepatica fue menor en las NPs 9mT'c-GPM2 posiblemente

debido a la metabolizacién de las mismas.

11. Los datos obtenidos mediante el contaje de 6rganos en contador gamma tras
el sacrificio de los animales fueron concordantes con los obtenidos en los

estudios de biodistribucién iz vitro.




VIII. ANEXOS

En este capitulo se adjuntan los articulos y comunicaciones a congresos derivados

de esta tesis doctoral.







Anexos

Articulos derivados de esta Tesis:

“Preparacion, radiomarcaje con 99mTc y 67Ga y estudios de biodistribucién

de nanoparticulas de albiimina con recubrimientos poliméricos”.

De Arcocha-Torres M, Quincoces G, Martinez-Loépez AL, Erhard A, Collantes M,

Martinez-Rodriguez I, Ecay M, Banzo I, Irache JM, Pefiuelas L.

Articulo aceptado para su publicacién en la Revista Espafiola de Medicina Nuclear

e Imagen Molecular. DOI: 10.1016/j.remn.2020.02.002
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“Preparacién de nanoparticulas de albimina humana recubiertas con

polimero radiomarcajes con galio-67"

M. De Arcocha-Torres, A. Erhard, A.L. Martinez-Lépez, . Martinez-Rodriguez,

G. Quincoces, R. Ramos-Membrive, I. Banzo, J.M. Irache, I. Pefiuelas.
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(SEMNIM)
Oviedo, 20-22 Junio de 2018
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“Polymer-coated human serum albumin nanoparticles: preparation,

radiolabelling with gallium-67, in vivo and ex vivo biodistribution studies”

M. De Arcocha-Torres, G. Quincoces , A.L. Martinez-Lépez, A. Erhard, I. Luis-de
Redin, M.Ecay, M. Collantes, I. Banzo, J.M. Irache, I. Pefiuelas.

20 th European Symposium on Radiopharmacy and Radiopharmaceuticals

Verona, 7-10 Mayo de 2020
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NOTA mediante el método de I 0N y se rec con 4 poli HPMC, GMN2,
r"’w “"I" GPM2 y GTM2. Se purificaron, liofilizaron y caracterizaron. El marcaje con ®™Tc se realizé con 74MBq
M‘;;":‘" o de pertecnetato [™Tc] sédico previamente reducido con una disolucién dcida de cloruro de estano a
NOTA diferentes concentraciones (0,003; 0,005; 0,007; 0,01: 0,05 y 0.1 mg/ml), a distintos tiempos (5, 10, 15,
SPECT/TC 30y 60min) y temp: b 40+C y 60-C). El marcaje con ¥ Ga se llevé a cabo
By mediante incubacién de las nanoparﬂculas con 37 MBq de cloruro de ¥ Ga (obtenido a partir de citrato
G de Ga comercial) a distintos tiempos (10 y 30 min) y p ( 30Cy
60-C) y posterior purificacién con microconc d La pureza a de ambos marcajes se
evalub medi TLC. Se i acab di deestzbdndaddehsmnoparﬁculasnurcadasm suero
b --yphsrna Los de bi ibn de las ulas recubi con el
acaboenratas Wistar trasla delas ticulas.

Se realizamn animales control con pertecnetato [¥™Tc] sidico y cloruro de ¥ Ga. Posteriormente, los
animales fueron sacrificados y se midi6 la actividad de los 6rganos en un contador gamma.
Resultados: El marcaje con ®™Tc se llevé a cabo de forma éptima con una concentracion de estano de
0,007 mg/ml para las nanoparticulas GPM2 y de 0,005 mg/ml para el resto de formulaciones, con un
tiempo de marcaje de 10 miny a temperatura ambiente. En el caso del m(Zulmarr:z,eseom-mmia 30 C
de temperatura y 30 min de incubacién. En ambos casos, 1a pureza
al 97%. Las nanoparticulas presentaron una elevada estabilidad tn vitro pasadas Iasthdzl marcaje (70%
las nanoparticulas marcadas con 2™ Tc y 90% las marcadas con @ Ga). Los estudios de bicdistribucién de
las nanoparticulas [P Tc|-GPM2 y | Ga]-NOTA-GPM2 mostraron una elevada acumulacién de actividad
en el higado tanto a las 2 h como a las 24 h de la administracién intravenosa.
Conclusién: El procedimiento de marcaje con ™ Tc y “/Ga de ticulas de albd y albdmi
medificada con NOTA permite la obtencién de ulas con de marcaje y
una adecuada estabilidad tn vitro, permitiendo su utilizacion para la realizacién de estudios t vivo.

© 2020 Sociedad Espanola de Medicina Nuclear e Imagen Molecular. Publicado por Elsevier Espana,

S.L.U. Todos los derechos reservados.
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Preparation, radiolabeling with **™Tc and Ga and biodistribution studies of
albumin nanoparticles covered with polymers

ABSTRACT

Obyecttve: To optimize radiolabeling with ®™Tc and ¥ Ga of albumin nanoparticles coated with 4 diffe-
rents synthetic polymers and to eval their stability tn vivo and tn vitro, as well as their biodistribution
tn vivo after intravenous administration,
NOTA Material and methods: The icles were prepared using and NOTA-modified albumin by
iy ﬂ!d:solmonme(hodmdcoamd md\dd-ﬁmrm polymers; HPMC, GMN2, GPM2 and GTM2. They were
@Ga purified, lyophilized and characterized. Radiolabelling with ®™Tc was perfomed with 74 MBq of ™Tc
sodium pertechnetate, previously reduced with and acid solution of tin chloride at different concentra-
tions(0.003,0.005,0.007,0.01,0.05 and 0.1 mg/ml) and at different times(5, 10, 15,30 and 60 minutes) and
(room temp 40+C and 60-C). Radiolabelling with ¥ Ga was perfomed by incubation
of the nanoparticles with 37 MBq of ¥ Gallium chloride (obtained from commercial gallium-¥ citrate) at
different times (10 and 30 )and (room , 30-Cand 60+C), and posterior
puriﬁcauon with microconcentrators. The radiochemical purity was evalu:md by TLC. Stability studies
i ticles in al serum and blood plasma were perfomed. Biodistribution
stud»es of nanoparticles coated with GPM2 polymer were carried out in Wistar rats after intravenous
ation of the les. Control animals were carried out with ®™Tc sodium pertechnetate
and ¥ Ga chloride. To do so, the animals were killed and activity in organs was measured in a gamma
counter.
Results: ¥™Tc labeling was carried out optimally with a tin concentration of 0.007 mg/ ml for the GPM2
nanoparticles and 0.005 mg / ml for the rest of the formulations, with a radiolabelling time of 10 minutes
at room temperature. In the case of ¥ Ga the label was op d at 30~ C temp and 30
of incubation. In both cases the radiochemical purity obtained was greater than 97%. The nanoparticles
showed high stability in vitro after 48 hours of labeling (70% nanoparticles labeled with ®™Tc and 90%
those labeled with & Ga). Biodistribution studies of nanoparticles ®™Tc -GPM2 and  Ga -NOTA-GPM2
showed a high accumulation of activity in the liver at 2 and 24 hours after intravenous administration.
Conclusion: The labeling procedure with % Te and @ Ga of albumin and albumin modified with NOTA
les allows ob ticles with high labeling yields and adeg in vitro stability,
allowing their use for in vivo studies.

© 2020 Sociedad
Espanola de Medicina Nuclear e Imagen Molecular. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.
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Introduccién emulsificacién y la desolvatacién (coacervacién) El método de

desolvatacién es el mis utilizado debido a su simplicidad y

Lasnanoparticulas(NP) han sido ampliamente utilizadas en bio-
medicina como vehiculos para la administracién de firmacos ya
que los protegen de una potencial degradacién, mejoran su absor-
cién facilitando la difusién a través del epitelio y favorecen su
penetracién en el interior de las células’.

reproducibilidad® 12,

La utilizacién de polimeros sintéticos como el copolimero
de metilvinileter y anhidrido maleico (Gantrez® AN 119), la
tiamina, la manosamina, el polietilenglicol 2000 o la hidroxipro-
pilmetilcelulosa para el recubrimiento de las NP puede mejorar

Existen diferentes tipos de NP, como los lip NP polimé

iedades fisico-quimicas y modificar su biodistribucién

ricas, magnéticas, metilicas, etc., que estin siendo utilizadas como
sistemas de administracién de diferentes firmacos®3.

Las NP poliméricas pueden estar formadas por polisaciridos,
proteinas y polimeros sintéticos. Las NP basadas en proteinas como
la albidmina sérica humana p altipl jas ya que
permiten liberar firmacos de forma segura y , efectiva debido a su
baja inmunogenicidad, ausencia de toxicidad y buena tolerancia
in vivo*>,

Las NP de albamina han mostrado su utilidad en el trans-
porte de firmacos quimioterapicos como el paclitaxel y docetaxel,
mejorando su eficacia debido a un incremento en el tiempo de

sus prog
in vivo'3- 18
El empleo de técnicas basadas en el uso de radiotrazadores
permite realizar estudios de biodistribucién in vivo y ex vivo.
Debido a las adecuadas propiedades fisicas del 9%Tc (T p - 6,02 h,
emlsor gamma puro de MOK:V) y a su gran disponibilidad
el empleo de un g dor de ¥Mo/%*™Tc, lo convier-
ten en un isétopo de gran interés para el radiomarcaje de las
NP!920
En el caso de NP que precisen la visualizacién de su biodistribu-
cién a largo plazo, se requiere el empleo de is6topos de vida media
mis larga, como el 57Ga (T - 78,26 h, emisor gamma)?' 22,

per ia en el or y una reduccién de los efectos El ob)envo del presente trabajo es la preparacién de NP
secundarios indeseados®’ ., En la actualidad, esti comercializado el de y alba modlﬁcada con el quelante 2-5-(4-
farmaco Abraxane®, formado por una combinacién del paclitaxel isotioci benzil)-1,4,7-triazacicl 1,47 -triacetato

con NP de albimina.

Las NP de albamina también se han utilizado para la adminis-
tracién de anticuerpos monoclonales, como el bevacizumab¥,

Para la preparacién de las NP de albimina se han lead
distintos procesos fisico-quimicos como la gelacién térmica, la

(NOTA) recubiertas con 4 polimeros sintéticos distintos, la opti-
mizacién de su radiomarcaje con los is6topos ¥ Tc y 67Ga, la
realizacién de estudios de biodistribuci6n in vivo y ex vivo, con el
fin de evaluar su utilidad como vehiculo para la administracién de
farmacos por via intravenosa.

Cémo citareste articulo: de Arcocha-Torres M, et al. Preparacién,
ticulas de albdmina con recubrimientos

radiomarcaje
poliméricos. Rev Esp Med Nucl Imagen Mol. 2020, https://doi.org/10.1016/j.remn 2020.02.002

con*¥™MTcy67Gay estudios de biodistribucién de nanopar-
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Material y métodos Tabla 1 )
Cantidad de HCl y !l enla p de las di formula-
Reactivos ciones de las NP de ylas NP de NOTA
Nanoparticula (NP) HCL () Folimero (mg)
La albimina sérica humana y la hidroxipropilmeticelulosa NP-HPMC 3 25
(HPMC) fueron sumlmstradas por Slgrna-Aldnch (Espana). Los poli- NP-GMN2 k] 3
meros sintéticos ob la unién coval de la NP-GPM2 6 3
estructura polimérica del Gantrez® AN 119 (Merck, Darmstadt, ::%M:.HM g ;s
Alemania) al polietilenglicol 2000 (GPM2), manosamina (GMN2) NPNOTA GMN2 6 3
y tiamina (GTM2), fueron sintetizados en el Departamento de Tec- NP-NOTA-GPM2 10 3
nologia y Quimica Farmacéutica de la Universidad de Navarra. El NP-NOTA-GTM2 9 3
generador de ®*Mo/®™Tc (Drytec®) y las coll de desaliniza-  Gumnz: GAM2: li 2000;

cién PD10 fueron suministrados por GE Healthcare (Reino Unido).
El quelante NOTA fue adquirido a Macrocydis (Dallas, Texas, EE.
UU.). El citrato de ¥ Ga fue suministrado por Mallinckrodt Medical
(Petten, Holanda).

Las columnas Sep-Pak silica light (WAT023537) fueron sumi-
nistradas por Waters (Milford, Massachussetts, EE, UU.). El NaCl
al 09% y el agua para inyectables fueron suministrados por Braun
Medical S.A (Barcelona, Espana). El cloruro de estafio dihidrato
fue suministrado por Panreac (Barcelona, Espafa). Los filtros de
ultracentrifugacién (Amicon® Ultra 0.5 ml), acetato de amonio, car-
bonato sédico, icido acético, acetato de sodio, etanol y el icido
clorhidrico fueron adquiridos a Merck (Darmstadt, Alemania). El
agua tipo 1 se obtuvo a través de un equipo milliQ (Millipore
Corporation, Massachussets, EE. UU.). Finalmente, las placas de cro-
matografia en capa fina Wh 1% fueron istradas por GE
Healthcare (Reino Unldo)

Animales

Se emplearon 12 ratas Wistar hembra con un peso medio de
200g que fueron cuidadas y alimentadas bajo condiciones estin-
dar con libre acceso a comida y bebida. Todos los procedimientos
se llevaron a cabo siguiendo un protocolo previamente aprobado
por el Comité ético de la Universidad de Navarra en linea con la
legislacién europea de animales de experimentaci6n (2010/63/UE,
protocolo 066-16).

Preparacién de las nanoparticulas

Preparacién de las nanoparticulas de albiimina recubiertas

Las NP de albimina funcionalizadas en superficie mediante
recubrimi conlos polimeros conjugados HPMC, GMN2, GPM2y
GTM2 se prepararon un procedimi de desolvatacién
con etanol siguiendo el protocolo descrito por Joye y McClements?
con pequeias modificaciones. Para su preparacién se disolvie-
ron 100mg de albamina sérica humana en 7,5ml de agua tipo |
mediante agitacién. Posteriormente, se afiadié la cantidad apro-
piada de HCl 1N y 16 ml de etanol absoluto para la formacién de
las NP. La nanosuspensi6n se mantuvo bajo agitacién 10 min antes
de incorporar el pol 0 para el recubri de las NP, man-
teniendo el sistema bajo agitacién magnética durante 30 min. Las
cantidades de HCl para el ajuste del pH y de polimero afadido en
funcién del tipo de NP quedan reflejadas en la tabla 1.

Tras la incubacién, el etanol de la formulacién se eliminé
mediante evaporacién bajo presién reducida en un rotavapor
(Buchi Rotavapor R-144, Reino Unido). Posteriormente, las NP
se centrifugaron a 41.000g durante 20min a 4°C (Sigma 3 K30,
Munich, Alemania), se retiré el sobrenadante y el pellet se resuspen-
di6 con 3 ml de sacarosa al 3% como crioprotector para su posterior
liofilizacién (Genesis 12 EL; Virtis, EE. UU.).

Las NP se caracterizaron mediante espectroscopia de correla-
cién foténica (tamafio e indice de polidispersién) y ria

GTM2: polimero tiamina; HPMC: }ndmuprnpclmenlululon

laserdoppler (potencial zeta), empleando un analizadorZetamaster
(Malvern Instruments, Reino Unido).

Preparacion de las nanoparticulas de albiimina modificadas con

NOTA y recubiertas
Parala preparacién de las NP de albamina modificadas con NOTA
se llevé a cabo previ. la conj i6n de la albdmina con el

quelante NOTA. Se incubaron 20mg de albdmina sérica humana
y 10mg del quelante en 1,5ml de carbonato sédico 0,1M a pH
9,5, durante 1h y en agitacién, Tras la incubacién, el conjugado
albimina-NOTA se purificé con una columna de desalinizacién PD-
10.

Las NP de albimina meodificadas con NOTA se prepararon

di el procedimi anteriormente descrito empleando
para ello una proporcién 100:3 de albumina:albﬁmim modificada
con NOTA. Las cantidades de HCly fiadido en funcién del
tipo de NP quedan reflejadas en la ‘tabla 1.

Las NP se caracterizaron siguiendo el método previ des-
crito.
Radi caje de las particulas

Marcaje de las nanoparticulas con %™ Tc

El radiomarcaje de las NP se llevé a cabo con ®™Tc mediante
reduccién del pertecnetato [**™Tc] sédico ([**™Tc] TcO4~) con clo-
ruro de estafio (SnCl; ). Con el fin de obtener el mayor porcentaje de
NP marcadas, minimizando la cantidad de [*™Tc] TcO4~ y coloides
de B™Tc, se ensayaron 6 concentraciones distintas de SnClz, para
establecer la concentracién con la que se obtiene un elevado rendi-
miento de marcaje sin la presencia de coloides de tecnecio debidos
a un exceso del mismo. A se prob distintas tempera-
turas y tiempos para establecer los parimetros 6ptimos de marcaje.
Para ello se afadieron 40 .l de una disolucién de cloruro de estafio
dihidratado 0,003; 0,005; 0,007;0,01; 0,05y 0,1 mg/mla 1 mgdelas
formulaciones de NP liofilizadas (NP-HPMC, NP-GMN2, NP-GPM2
y NP-GTM2), purgando el vial con helio hasta su completo secado
con el fin de minimizar la cantidad de oxigeno presente y evitar la
oxidacién del estafio. Posteriormente, se procedié a la adicién de
740,57 MBq de [**™Tc] TcO4~ en 0,5 ml de suero fisiolégico 0,9%,
seagit6 lamezcla en un vértexy se prob distintas temp
(temperatura ambiente, 40°Cy 60°C) y distintos tiempos (5, 10,15,
30y 60 min). Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Marcaje de mnopammlm con cloruro de ¥ Ga

El cloruro de 57Ga (& GaJGaCl:) se obtuvo mediante la puri-
ficacién de citrato de *'Ga comercial empleando el método de
extraccién en fase sélida (SPE) descrito por Seasnir y van Lnerz‘
basado a su vez en el método desarrollado por Chan y Gonda®™
Con el fin de reducir la icién del operador se izb el
proceso haciendo pasar el citrato de ¥ Ga comercial por 2 colum-
nas de silica conectadas en serie empleando una bomba de infusién

A 1

TorresM, etal.

con¥ImTcy ¥ Ga yestudios de biodistribucién de nanopar-

rticul Preparaci6n, radiomarcaje
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aun flujo constante de 0,1 ml/min, Posteriormente, las columnas se
lavaron con 4 ml de agua milli-Q y los iones de 57 Ga retenidos en las
columnas se eluyeron con una solucién de HCl 0,1 M a un flujo de
0,1 ml/min en 10 fracciones de 100 pl cada una. Se

Tabla2
G

las fracciones en un activimetro (Capintec® CRC-15R, EE, UU.) vl la
fraccién que mostré mayor actividad radiactiva fue la

para el posterior marcaje de las NP, El pH de la fraccién se ajusté a
3-5 con una disolucién de acetato de amonio 0,1 M.

El marcaje de las NP modificadas con NOTA se llevé a cabo incu-
bando 2 mg de las NP liofilizadas dispersas en 100 pl de agua con
37 MBq de [¥7Ga]GaCl; en un volumen de 100 pl y 200 pl de ace-
tato sédico 0,2M a pH 3,8 (acidificado con icido acético), durante
distintos tiempos (15 y 30min) y a d

peratura ambiente, 30°C y 60=C) para determinar los parimetros
6ptimos de marcaje.

Tras laincubacién, la mezcla se purificé mediante microconcen-
tradores (Amicon® Ultra 30K, 0,5 ml) por centrifugacién a 2.500g
y el precipitado se lavé 2 veces con una solucién de acetato de
sodio 0,2M para eliminar el ¥ Ga libre. Finalmente, el precipitado
se resuspendié en 200 ul de NaCl 0,9%. La actividad presente en
el precipitado, sobrenadante y lavados se midié en un activime-
tro para determinar la eficiencia del marcaje. Los experimentos se
realizaron por triplicado con cada una de las formulaciones de NP.

Control de la pureza radioquimica de las nanoparticulas
radiomarcadas

La pureza radioquimica de las NP marcadas se determiné
leando un si dec fia en capa fina (TLC) con tiras
Whatman 1. En el caso de las NP marcadas con 99mTc, se afiadié una
microgota de lamuestra a 1 cm del origen de la tira de papel What-
man 1 y se desarrollé hasta 9cm con suero fisiolégico. En el caso
de las NP marcadas con 7Ga, la fase mévil empleada fue una solu-
cién de CIH 0,05M. Las tiras se leyeron en un radiocromatégrafo
Scan-Ram, equipado con un detector de Nal(TI)-PMT y el programa
informitico Laura® (Lab-Logic Systems, Reino Unido).

Estudios de estabilidad de las nanoparticulas marcadas

Se llevaron a cabo esludios de estabilidad del radiomarcaje
mediante incubacién en suero fisiolégico y pl i Las
NP mzrczdas con 9¥Tc se nesuspendmmn en 200 pl de suero fisio-
légicoyp i respecti yseincubarona37:C
enun bano térmico.Ala 1,3, 12,24 y 48 h, se determiné la pureza

di do de cromatografia en capa fina

a el

descrito previamente.

LasNP marcadas con mGa se resuspendieron en 300 pl de suero
fisiolégico y pl respecti Ac i i6n,
la muestra se fraccioné en 6 alicuotas que se incubaron a 37=C
durante 1,3,12, 24,48 y72 h. Pasado el tiempo correspondiente, las
muestras se purificaron mediante filtracién por centrifugacién. Pos-
teriormente, se midi6 la radiactividad del sobrenadante y del filtro
para determinar la estabilidad de las NP mediante la ecuacién Esta-
bilidad (%)= radiactividad filtro/(radiactividad filtro +radiactividad
sobrenadante).

Estudios de biodistribucién de las nanoparticulas marcadas

Los estudios de biodistribucién in vivo se llevaron a cabo en ratas
Wistar hembra con NP GPM2 marcadas con #™Tc y ¥ Ga, ya que
fueron las mas estables en los estudios in vitro.

Se emplearon 12 animales, 6 controles (a los que se les

dministré por via intr 8,63+0,22MBq de [*™Tc|Tc04 0
74+0,60MBq de [ Ga]GaCl3) y otros 6 para el estudio de la bio-
distribucién de las NP marcadas con ®™Tcy ¥ Ga (8,57 + 0,26 MBq
de NP ®™Tc-GPM2 o 8,31+0,12MBq de NP 5 Ga-NOTA-GPM2).

fisi de las NP de albtimina y albémil dificada con
NOTA. Los ltad lamedia = i indar de al menos 3 medi-
das diferentes
on todas
Nanoparticula (NP)  Tamano(nm)  [ndice de Potencial Zeta
) polidispersitn (mV)
NP-HPMC 2784279 0,245+ 0,007 -1414£1,16
NP-GMN2 309050 0,181+ 0,080 -18354078
NP-GPM2 2444340 0,153+0,050 -21,19:045
NP-GTM2 203+3,83 0,205+ 0,029 ~-2525+046
NP-NOTA-HPMC 217+1,02 047840010 -2288+159
NP-NOTA-GMNZ 2124035 0,142+0010 -1221x131
NP-NOTA-GPM2 244 +6,62 0,123+ 0,086 ~-2387 166
NP-NOTA-GTM2 184 +5,60 025340010 -1422+165
uras (tem-
GMNZ: ina; GPM2: pol ilengiicol 2000; GTM2: poli-
iamina; HPMC: hi i i i
Los animales fueron con isofluorano al 2% (flujo de

oxigeno 0,21/min). Las imigenes se obtuvieron empleando una
gammacdmara SPECT/TC de doble cabezal Symbia T2-TruePoint®
(Si Munich, Al ia). Se colocaron las ratas en posicién
prono y se adquirieron los estudios SPECT/TC a 6 tiempos diferen-
tes(2,6,8, 10y 24h para el ® Tcy 2, 6,8, 10 y 48h en el caso
del ¥Ga), obteniéndose un total de 60 imigenes (15 imigenes por
cada radiotrazador).

Para poder comparar cuantitati las i entre si
evitando el efecto de la desintegracién fisica del samTc ydel¥Ga, el
tiempo de adquisicién de los estudios se fue aumentando alo largo
de los distintos puntos temporales, Los parimetros empleados para
la adquisicién de las imag SPECT fueron los siguientes: matriz
128 x 128, 90 imig 7i por seg y para el TC:
110mAs, 130KV, 130 imigenes, grosor de corte de 3mm, Las ima-
genes se reconstruyeron aplicando las correcciones de atenuacién
y dispersi6n durante el pmc:so de reconstruccion.

Las ima lizaron utilizando el software
Syngo MI Applications TrueD (Siemens). Tras el anilisis cualita-
tivo, se exportaron al programa especializado de anilisis de imagen
molecular PMOD v3.2 (PMOD Technologies, Suiza). El anilisis cuan-
titativo se realiz6 mediante dibujo de volamenes de interés sobre
las imigenes anatémicas del TC que posteriormente fueron lleva-
das a las imigenes de SPECT. Se dibujaron volimenes de interés
del contorno del animal (cuerpo total) y de los érganos de inte-
rés. El cilculo del porcentaje de actividad en los 6rganos se realizé
tomando como total de dosis administrada la actividad medida en

el vol de interés correspondi al cuerpo total en laimagen
alas2h.
Estudios de biodistribucién ex vivo

Tras la adquisicién de los estudios SPECT/TC, los animales se
sacrificaron mediante inyecci6n letal de eutanisico T-61, se disec-
cionaron, extrajeron y pesaron los érganos (higado, pulmén, rifén,
estdmago, tiroides y sangre) para su posterior recuento en un conta-
dor gamma (Hidex AMG Automatic Gamma Counter; Hidex AMG.
Software versién 1.37.0). Finalmente, los resultados se expresa-
ron como el porcentaje de actividad por gramo y porcentaje de
actividad por érgano.

Resultados
Caracterizacién de las nanoparticulas

La tabla 2 resume las principales caracteristicas fisico-quimicas
de las diferentes formulaciones de NP empleadas en este trabajo. La
utilizacién de albamina modificada con el quelante NOTA produjo
una disminucién del tamafio de las NP resultantes respecto a las NP
con albiimina sin modificar.

(Cémocitar este articulo: de Arcocha-Torres M, et al. Preparacién,

ticulas de albamina con recubrimientos poliméricos. Rev Esp Med Nud Imagen Mol. 2020, https://doi.org/10.1016/j.remn 2020.02.002

je con ™ Tcy67Gay estudios de biodistribucién de nanopar-
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Estudios de biodistribucion in vivo de nanoparticulas marcadas
con c

La figura 2 muestra las imigenes de SPECT/TC de la distribucién
de las NP ¥™Tc-GPM2 tras la administracién intravenosa frente a
las imag btenidas tras la administracién de [¥™Tc[Tc0y.

Tabla3
lluldnrnemns de marcaje de las NP con Gz en dunmas mndmon:s de tiempo y
P 2 media + i de 3 medidas
diferentes
Nanoparticula (NP) 10min 30min 30min 30 min
T2 ambiente T2 ambiente  30-C 60-C
NP-NOTA-HPMC 352161 625+29 655+£43 559134
NP-NOTA-GMN2 40331 713£14 728221 66616
NP-NOTA-GPM2 464+12 604+33 69226 63627
NP-NOTA-GTM2 JEI*ZJ 68219 71612 3128
GMN2: poli GPM2: poli lietilenglicol 2000; GTM2: poli-

mero tiamina; HPMC: hidroxipropilmetilcelulosa.

Radiomarcaje con ®™Tc, control de calidad y estabilidad de las
nanoparticulas marcadas

La concentracién de cloruro de estafio con la que se obtuvie-
ron los rendimientos de marcaje mas elevados en las NP GPM2
fue de 0,007 mg/ml. En el caso de las NP GTM2, GM2 y HPMC,
la concentracién éptima fue de 0,005mg/ml. Se realizé el mar-
caje a distintos tiempos (5, 10, 15, 30 y 60min) y a distintas
temperaturas (temperatura ambiente, 40°C y 60°C). Los mejores
resultados se obtuvieron con una incubacién de 10min y a tem-
peratura ambiente, frente a tiempos de incubacién mis elevados
yconla aphcacnon de calor. En estas condiciones, la pureza radio-
quimica determinad di cr afia en capa fina TLC fue
de97,93+0,61%;97,50+0,52%; 97,87 +0,14Xy 98 66 + 0,24% para
las NP GTM2, GPM2, GM2 y HPMC, respectivamente.

Los estudios de estabilidad mostraron que a las 48 h del mar-
caje, la pureza radioquimica era superior al 70% en suero fisiolégico
y al 65% en plasma sanguineo en todos los casos. Las curvas de
estabilidad en ambos medios se muestran en la figura 1.

Radiomarcaje con ¥ Ga, control de calidad y estabilidad de las
nanoparticulas marcadas

El proceso de conversién del citrato de ¥ Gaencloruro de %7 Ga se

iz6 medi el leo de unabomba deinfusién conel fin

de optimizarel pmcesoymmlmlzarla exposicién a laradiacién. Los

mejores resultados se leando un flujo de elucién de

0,1 ml/min, consiguiendo una conversnén del 96,13+ 1,12%, frente
al 60,83 +1,72% obtenido empleando un flujo de 0.3 ml/min.

El marcaje se llevé a cabo a diferentes tiempos (10 y 30min)
y dife uras (temperatura ambi 30°Cy 60°C).
Los rendimi mas elevados se obtuvieron con una incubacién
de 30min y una temperatura de 30°C. A temperaturas mas eleva-
das. el rendimiento de marcaje se redujo, La tabla 3 muestra los

i de marcaje ¢ idos en las condiciones de tiempo y
temperatura ensayadas.

La efidencia de marcaje, determinada mediante centrifuga-
cibn con microconcentradores con un tiempo de incubacién
de 30min y una temperatura de 30°C, fue de 716+473%;
69,2+26%;729+2,1%y655+4 3% paralas NP’ Ga-NOTA-GTM2,
57Ga-NOTA-GPM2, 57 Ga-NOTA-GM2 y ¥ Ga-NOTA-HPMC, respec-
tivamente. La pureza radioquimica tras la purificacién fue superior
al 98,5% en todos los casos (99,2%; 99,5%; 99,1% y 98,5% para
&7Ga-NOTA-GTM2, & Ga-NOTA-GPM2, & Ga-NOTA-GM2 y &/ Ga-
NOTA-HPMC, respectivamente),

Los estudios de estabilidad mostraron que las NP permanecie-
ron estables pasadas 48 h tras el marcaje, obteniéndose en todos
los casos porcentajes de NP marcadas superiores al 90% en suero
fisiolégico y del 70-80% en plasma sanguineo (fig. 1).

Asimismo, se muestran los resultados de biodistribucién de
cada 6rgano tras la administraci6n intravenosa de las NP marcadas
99mTc-GPM2, En las imigenes se observé que la mayor acumula-
cién de radiactividad, tanto a la hora como a las 24 h, se encontré
enel higado(36,66+3,78% ala hora; 14,66 +0,57%alas 24h).Enel
caso de los controles con [#¥™Tc[TcOy la actividad se localizé fun-

en estd (43+68% ala hora; 35+ 14% a las

24h).

Estudios de biodistribucion in vivo de nanoparticulas marcadas
con 57Ga

La figura 3 muestra las imigenes de SPECT/TC de la dis-
tribucién de las NP Ga-NOT, A—GPM2 tras la administracién
intravenosa frente a las i idas tras la admini
de [¥7Ga]GaCly. También se muestran los resultados de biodistri-
bucién de cada 6rgano tras la administracién intravenosa de las NP
£7Ga-NOTA-GPM2 frente a la distribucién del [¥/ Ga]GaCly.

Al igual que las NP marcadas con #™T, en este caso las NP se
acumularon en el higado, tanto alahoracomo alas48 h (66 +5.65%
a la hora; 20,66+ 1,52% a las 48 h). En los controles con cloruro
de ¥ Ga, la actividad se localizé fundamentalmente en nasofaringe
(1040,1% a la hora; 3,33 +0,57% a las 48 horas), higado (6,5+07%
alahora; 1+ 1% alas 48 horas) y médula 6sea (3,5+0,7% ala hora;
1+0,1%alas48h).

racién

Estudios de biodistribucién ex vivo

La figura 4 representa el porcentaje de la dosis inyectada por
érgano tras el sacrificio de los animales. Los datos ex vivo corro-
boraron los datos in vivo, observindose que la mayor acumulacién
de dosis fue en el hJado (10,17 +£091% en las NP #*™Tc_GPM2 y
36,7 +4,05% en las ¥ Ga-NOTA-GPM2), con una baja acumulacién
en el resto de los 6rganos estudiados.

Discusién
Numerosas publicaciones refieren las propiedades de las NP de

albiimina como vehiculo para la administracién de firmacos? 2,
Sinembargo, se tienen muy pocos datos acerca del comportamiento

in vitro e in vivo tras el recubrimi de las mi con polimeros
conjugados.

Esta modiﬁcacién de la superficie de las NP empleando polime-
ros tiene como finalidad mejorar las propiedades farmacocinéticas

de las mismas, incrementando su estabilidad y consngmendo como
resultado una mayor permanencia en el Iugar de interés”,

El recubrimi con poli di la con-
jugacién del Gantrez® AN con moléculas como la tiamina o la
manosamina ha mostrado su utilidad en la administracién de vacu-
nas y proteinas por via oral, iando un incr de la
pem\anenda de las NP en la mucosa intestinal '>*?*2_ Por su parte,
el polietilenglicol ha sido utilizado en nanomedicina
para la modificacién de las NP con el ol:?etnm de incrementar su

po de per iaenel or

En el presente estudio, se han preparado 4 formulaclones de
NP de albamina recubiertas con difer p c
sintéticos, y se ha desarrollado y optimizado su marcaje con los
radioisétopos “~'Tc y ¥ Ga con el fin de determinar su estabi-
lidad in vitro para valorar la utilidad de las NP como vehiculos
para la administraci6n de fairmacos por via intravenosa. Asimismo,

Com ticulo: di 1
ticulas de albémi T

TorresM, etal.

con®ImTcy & Gay,

Preparaci6n, radiomarcaje. estudios de biodistribucién de
poliméricos. Rev Esp Med Nucl hnpud.mhwldn.nummsﬁ;mmmm
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Figura 1. Estabilidad en suero fisiclégico (columna izquierda) y plasma (derecha) de las particula: con®=Tc(fila superior) y con % Ga (fila inferior).
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Figura 2. Imigenes SPECT/TC tras Iz administracién intravenosa de NP [ Tc]-GPM2 vs. | ™ Tc]TcQq y porcentaije de dosis inyectada por érgano.

se ha estudiado de forma preliminar la biodistribucién in vivo de
la formulacién de NP GPM2, que fueron las que mostraron una
mayor estabilidad en los estudios in vitro (73,69% y 80,4% en plasma
sanguineo de las NP ™ Tc-GPM2 y ¥ Ga-NOTA-GPM2, respectiva-
mente),

En nuestra experiencia se observé una ligera disminucién del
tamario de las NP modificadas con NOTA frente a las no modificadas.
Este hecho esti probablemente en relacién con el entrecruzamiento
entre el NOTA y la albdmina sérica humana, produciéndose una
compactaci6n de la estructura de la NP. No se observé una modifi-
cacién significativa de la carga superficial de las NP modificadas.

En el marcaje de las NP con #*™Tc se emplea como agente reduc-
tor el SnClz, que a diferencia de otros agentes reductores, como el
borohidruro de sodio o el ditionito de sodio, confiere a las NP una
mayor estabilidad tras su marcaje’™*, El principal inconveniente
del uso del SnClz es la posible aparicién de coloides de tecnecio
por la presencia de un exceso del reductor. Se han desarrollado

distintos métodos para la separacién de los coloides mediante cro-
matografia en capa fina y ultracentrifugacién'®**, pero hasta el
momento ninguno ha dado resultados satisfactorios. Por ello, en el
presente estudio se ha realizado el marcaje con "™ Tc empleando
distintas concentraciones de SnClz para determinar la concentra-
cién 6ptima de estafio, que en nuestro caso es aquella en la que se
obtiene un elevado rendimiento de marcaje con una minima pro-
porcién de [**™T¢|TcO4 asegurindonos de esta forma la ausendia
de formaci6n de coloides.

Para el procedimiento de marcaje con ®™Tc se desarroll6
un método tipo «kit» similar al empleado en el marcaje de los
radiofirmacos tecneciados. En este sentido, preparando viales que
contenian la NPy el SnClz en una atmésfera inerte para su posterior
marcaje con *™Tc, reduciendo de manera notable los tiempos de
trabajo y mejorando la reproducibilidad del proceso.

Previo al marcaje con ¥Ga, se modificé la albdmina
mediante su conjugacién con el guelante NOTA. El proceso

Cémocitar este articulo: de Arcocha-Torres M, et al, Preparacién, radiomarcaje con ™ Tcy 5’ Gay di
ticulas de albdmina con recubrimientos poliméricos. Rev Esp Med Nucl Imagen Mol. 2020, https://doi.org/10.1016/j.remn 2020.02.002
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de purificacién del conjugado albimina-NOTA se llevé a cabo
empleando columnas de desalinizacién. Con este método se
consiguieron buenos resultados en cortos periodos de tiempo,
en comparacién con las técnicas habituales de separacién de
proteinas, como la electroforesis, que requieren periodos prolon-
gados,

El marcaje con ¥ Ga se ha llevado a cabo con [ Ga)GaCl; ya que
el citrato de 7 Ga presenta problemas técnicos en el radiomarcaje
debido a la fuerte uni6n existente entre el ion galio y el citrato™.
Al no disponer de [¥7Ga]GaCls, este se obtuvo a partir del citrato de
67Ga comercial, desarrollindose un método automatizado con el

fin de reducir la exposicién a la radiacién y obtener el [¥7GajGaCly
de forma reproducible.

Se realizaron pruebas de marcaje a distintos tiempos y tempe-
raturas con el fin de cbtener las condiciones 6ptimas de marcaje.
En el caso del marcaje con ®™Tk, no se observaron cambios signifi-
cativos por la aplicacién de temperatura. Ahora bien, en el marcaje
con ¥7Ga se constaté una mejoria en los rendimientos empleando
un calentamiento ligero (30=C), produciéndose una disminucién de
los mismos cuando se aplicaron temperaturas mas elevadas (60=C).

Los estudios de estabilidad in vitro mostraron que las NP perma-
necian estables durante periodos superiores a 48 h en el marcaje

Comocitar este articulo: de Arcocha-Torres M, etal. Preparacién, radiomarcaje con ™ Tcy ¥ Gay diosde biodistrib

iGnden.

ticulas de albiimina con recubrimientos poliméricos. Rev Esp Med Nucl Imagen Mol. 2020, hitps://doi.org 10 lOlGIj_remn.ZOZ0.0Z.r(IIZ
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con ambos is6topos, mostrando una mayor estabilidad las NP
GMP2, Las NP marcadas con ¥/ Ga presentaron una mayor estabi-
lidad que las marcadas con ®™Tc, probablemente debido a que al
empleo del quelante bifuncional NOTA confiere una elevada esta-
bilidad al complejo marcado.

Tras la admini de las NP %9mTc -GPM2
y 57Ga-NOTA-GPM2, las imigenes SPECT/TC mostraron actividad
fundamentalmente en el higado, manteniéndose dicha actividad
elevada pasadas las 24 h en el caso de las NP ®™Tc -GPM2 y 48 h
en las 57Ga-NOTA-GPM2.

Este resultado fue confirmado en los datos cuantitativos obte-
nidos en el estudio ex vivo de los 6rganos.

Conclusién

En este estudio se ha optimizado el proceso de obtencién de
albamina modificada con NOTA para la posterior construccién de
las NPy marcaje con & Ga, evitando procesos de purificacién largos
como la electroforesis.

El método de marcaje descrito con los isétopos radiactivos ¥ Ga
v 37T¢ permite la obtencién de NP con elevados rendimientos de
marcaje y una adecuada estabilidad in vitro.

Financiacién

Este estudio ha recibido financiacién del fondo de Investiga-
ciones Sanitarias, Instituto de Salud Carlos 1l (Madrid). Proyecto
P114/01830 -NATERABEVA.,
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Resumen

Objetivo: Preparacién de 4 tipos de nanoparticulas de seroalbimina humana (HSA) estabilizadas
con distintos polimeros y modificadas con NOTA (1,4,7-Tricarboximetil-1,4,7-triazaciclononano) para
radiomarcaje con Galio-67, optimizacién del marcaje y evaluacién in vitro de su estabilidad.

Material y métodos: El NOTA se incorpord mediante conjugacion de HSA con p-SCN-Bn-NOTA,
purificacién mediante PD-10 y generacién de las nanoparticulas por desolvatacién con una mezcla
de proteina nativa y modificada con el quelante, ensayando varias proporciones. Se prepararon
cuatro tipos de NP por desolvatacion con etanol de una solucion de HSA en agua. Posteriormente las
nanoparticulas se recubrieron mediante incubacién con cuatro polimeros diferentes: derivado de
celulosa (CEL) y tres polimeros conjugados (GM2, GPM2 y GTM2). Para el radiomarcaje se empled
67GaCl (obtenido de citrato de 67Ga) incubando 2 mg de NP con 37MBq de 67GaCl y acetato sddico
0,2M durante distintos tiempos y temperaturas (tabla). Las NP marcadas se purificaron mediante
microconcentradores, se determiné la pureza radioquimica mediante TLC (Whatman 1, HCI 0,05M),
tamano de particula e indice de polidispersién y se ensay6 la estabilidad del radiomarcaje en NaCl
0,9% y plasma humano a 37 “C. Todos los experimentos se hicieron por triplicado.

Resultado: El porcentaje de recuperacién del conjugado HSA-NOTA fue 42,73 £ 6,6% y la
proporcion dptima de proteina nativa/modificada 100:3. Los rendimientos de marcaje se muestran
en la tabla. La estabilidad del marcaje a las 48h fue superior al 90% en suero y 70-80% en plasma.
Todos los experimentos se hicieron por triplicado.

NP 10°,TA 30°,TA 307,30°C 30°,60°C

CEL 352%6,1% 62,5 £2,9% 65,5 = 4,3% 55,9 £3,4%
GTM2 38,1 +22% 68,2 £ 1,9% 71,6 £ 1,2% 67,3 £2,8%
GM2 403 £ 3,1% 71,3 £ 1,4% 729%2,1% 66,6 = 1,6%
GPM2 464 = 1,2% 60,4 = 3,3% 69,2 + 2,6% 63,6 =2,7%

Conclusiones: El procedimiento descrito permite la construccién de NP-HSA recubiertas y

modificadas con NOTA, su radiomarcaje con Galio-67 con elevado rendimiento y una estabilidad in
vitro adecuada para su utilizacién en estudios in vivo.
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