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“Caminante son tus huellas
el camino y nada mds;
Caminante, no hay camino,
se hace camino al andar.

Al andar se hace el camino,

y al volver la vista atrds

se ve la senda que nunca

se ha de volver a pisar.
Caminante no hay camino

stno estelas en la mar.”

Antonio Machado
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Abreviaturas

% ESR: Eliminacién de la Suspensién Radiomarcada
% PRQ: Porcentaje de Pureza Radioquimica

% PQ: Porcentaje de Pureza Quimica
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[*omT'c]Tc-Bevacizumab-L: bevacizumab marcado con tecnecio-99m empleando

un ligando de transferencia.
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Ig: Inmunoglobulina

Lv: intravenoso
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I. INTRODUCCION GENERAL

En este capitulo se introduce de forma breve la radiofarmacia, la imagen molecular

como herramienta diagnéstica y la nanotecnologfa.
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Capitulo I: Introduccién

1. ANTICUERPOS

Los anticuerpos (Ac) son glicoproteinas que pertenecen a la superfamilia de las
inmunoglobulinas (Igs). Forman parte de la respuesta humoral del sistema inmune,
protegiendo al organismo frente a bacterias, virus y pardsitos; se secretan, en las células

B maduras y las células plasméticas, en respuesta a un estimulo antigénico [1,27].

La estructura basica de las Igs consiste en cuatro cadenas polipeptidicas; dos

cadenas ligeras (25 KDa) y dos cadenas pesadas (50 KDa) conectadas entre s{ mediante
puentes disulfuro (Figura I. 1).

Paratopo / \
\ / Region Fab

Region Fc

B Cadena ligera Cadena pesada
Figura I. 1. Representacion de un mondmero de Ig

Desde el punto de vista funcional cada monémero de las Igs consta de dos regiones:

la regiéon Fab (encargada del reconocimiento y la unién con el antigeno (Ag), y la




Capitulo I: Introduccién

regién I'c (involucrada en el periodo de circulacién en sangre) [37]. El reconocimiento

y la unién entre Ac-Ag, cominmente, tienen lugar entre el paratopo (lugar de

reconocimiento y unién del antigeno) y el epitopo (lugar del antigeno que se une al

paratopo).

El ser humano tiene de forma “natural” cinco tipos de Igs (Tabla L. 1); cada una de ellas

tiene varios subtipos, que se distinguen entre si por las diferencias estructurales en las

regiones Fc [47. De los cinco tipos de Igs, las de tipo G son las mas abundantes (70 -

80 % de las Ig) y las que mayor potencial terapéutico presentan.

\V//

Inmunoglobulina tipo G

Isotipo predominante en sangre; tiene mayor
tiempo de circulacién en suero sanguineo

Se encarga de la neutralizacién de antigenos, la
activacién del complemento para eliminar los
patégenos opsonizados y participa en la
respuesta inmunitaria secundaria.

N\
7"-;,\?

Inmunoglobulina tipo M

Asoclada a la respuesta inmune primaria y
participa en los procesos inmunoregulatorios.
Sirve como biomarcador para diagnosticar la
exposicién a un patégeno.

Se encarga de la opsonizacién de antigeno y de
fijar el complemento.

\W/j

Inmunoglobulina tipo E

Es la inmunoglobulina con menor vida media.
Se asocia con las reacciones alérgicas y la
hipersensibilidad.

Constituye una linea de defensa directa contra
parasitos.

Inmunoglebulina tipo A

Se presenta en mucosas y secreciones.

Se localiza en las barreras primerias del sistema
inmunolégico.

Protege frente a toxinas, virus y bacterias por
neutralizacién directa o impidiendo que se unan
a la superficie de la misma.

\//

Inmunoglobulina tipo D

Es la inmunoglobulina que menor concentracién

£ SUero presenta.

Esta involucrada en la activacién de las células B

por parte de un antigeno.

Tabla I. 1. Caracteristicas y funciones de las inmunoglobulinas. Informacion obtenida del articulo de Schroeder y

Cavacini [47.
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1.1 Inmunoterapia: anticuerpos monoclonales

La inmunoterapia puede definirse como el tratamiento de enfermedades mediante
la potenciacién de los mecanismos inmunitarios (ej. Solo o como tratamiento
concomitante para el cancer), o por el contrario de su debilitamiento (e]. inmunoterapia

con extractos de alérgenos) [5,67.

La inmunoterapia basada en la potenciacién de los mecanismos de defensa ha sido
clasificada clasicamente (77 como pasiva (efectiva generando respuesta inmunolégica

frente al Ag) o activa (estimula el sistema inmunolégico para atracar al Ag).

Un Ag puede presentar distintos epitopos, estimulando la produccién de diferentes
poblaciones de Ac que reconozcan de forma especifica uno de ellos; al conjunto de estas
poblaciones se denominan anticuerpos policlonales y se producen en distintos linajes
de células B [87]. Por el contario, los anticuerpos monoclonales (mAb) son especificos
para un solo epitopo y estdn producidos por un tnico clon celular mediante métodos in
vitro (Figura . 2); cominmente se generan por hibridomas procedentes de la fusién
de un plasmocitoma no secretor y un linfocito B [97. Los anticuerpos policlonales y

monoclonales son considerados inmunoterapéuticos pasivos [107].

Antigeno
A 4
Hibridomas Clonacién
. Y -
" / Ny Y Fusién o Seleccién —> Z'n\ ;‘ )
% A ¥ " = -2 > »
+ - s
> >
kY 5 AN

Anticuerpo Plasmocitoma no secretor

Figura I. 2. Resumen de la obtencion de mAbs mediante la tecnologia del hibridoma. Adaptacion de la
imagen de la referencia [117].
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Por su especificidad antigénica permiten obtener reacciones Ac-Ag homogéneas y

reproducibles. Se emplean con tres finalidades terapéuticas [127:

Estimulacién de la respuesta inmune del huésped.

Interferencia del crecimiento y diferenciacién de las células antigénicas
mediante bloqueo de factores de crecimiento y sus receptores.

Formacién de inmunoconjugados que aumente la eficacia terapéutica

mediante la unién de un citotéxico o un radioisétopo.

La inmunogenicidad se define como la capacidad de una sustancia para desencadenar

una respuesta inmune celular adaptativa y celular humoral (que conduce a la memoria

inmunolégica) [18,14]. Todas las proteinas terapéuticas, entre las que se incluyen los

mAb, presentan un potencial inmunogénico, pudiendo desencadenar una respuesta de

este tipo; como resultado se produce una disminucién de la biodisponibilidad del

farmaco y se puede comprometer la eficacia, e incluso, la seguridad del tratamiento

[15].

Los mAb de origen murino han demostrado tener un elevado potencial inmunogénico.

Las aplicaciones de la tecnologia del ADN recombinante permite humanizar los mAb

y disminuir su potencial inmunogénico (Figura I. 3).

Murino Quimérico Humanizado Humano
(0% humano) (65 % humano) (> 90 % humano) (100 % humano)
-omab -ximab -zumab -umab
+ Potencial - Potencial
inmunogénico inmunogénico

Figura I. 3. Representacion de la humanizacion de los mAb y de su potencial inmunogénico.
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1.1.1 Bevacizumab

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es un regulador esencial
para la creacién de nuevos vasos sanguineos a partir de la vasculatura existente
(procesos angiogénicos) con caracter fisiolégico [167]. Ademds de participar en
distintos procesos fisiolégicos, la angiogénesis también se presenta en desarrollos
patolégicos como el cancer. La sobrexpresién del VEGE en procesos cancerigenos estéd

relacionada con los procesos de crecimiento y diseminacién tumoral [177.

El bevacizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado que se une de forma
selectiva a todas las isoformas de la proteina del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), impidiendo la unién con el receptor e inhibiendo el proceso de
angiogénesis [18,197]. Su uso esta indicado [207, en combinacién con quimioterapicos,
para el tratamiento de determinados tipos de tumores. Asimismo, en la préctica clinica
también se emplea fuera de ficha técnica para el tratamiento de enfermedades en las
que el VEGF estd significativamente aumentado, tales como la telangiectasia
hereditaria hemorragica [217], diversos tipos de retinopatias [22-247, la

neovascularizacién corneal [257] o el glaucoma [267].

2. LA BIOIMAGEN

El término bioimagen engloba a todo método que permite visualizar un proceso
biolégico de un organismo vivo [277]. Este tipo de técnicas han revolucionado la forma
en la que se entienden, se detectan y se tratan los procesos fisiolégicos y
fisiopatolégicos, porque son capaces de proporcionar una gran cantidad de informacién
biolégica, de una forma rapida, precisa y no invasiva. Las técnicas de bioimagen pueden
agruparse en funcién del tipo de onda que utilizan para la visualizacién (onda actstica
o electromagnética), la resolucién espacial que tienen (macroscépica, mesoscopica o
microscoépica) y la informacién que se puede obtener de ellas (anatémica, fisiolégica,

celular o molecular) [287]. No obstante, la mayorfa de las técnicas de bioimagen
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emplean radiacién electromagnética como principio fisico (Figura I. 4), siendo las otras

dos variables las que las definen.

Bioluminiscencia Rayos-X

= ¥
“'®
Resonancia Magnética i & _‘

Fluorescencia

104 108 1012 1015 1016 1018 1020

Frecuencia (Hz)

Figura I. 4. Ejemplos de diferentes técnicas de bioimagen en _funcion del tipo de radiacion electromagnética
que emplean para obtener la imagen.

Las técnicas de imagen macroscépica ofrecen informacién morfolégica,
anatémica y/o fisioldgica; su uso estd muy extendido en el &mbito clinico y preclinico.
Presentan una elevada resolucién espacial, pero no son capaces de detectar patologfas
hasta que hay un cambio estructural en el tejido, cuya visualizacién estd condicionada

por el tamario de dicho cambio y por el equipo empleado [29,307.

Por su parte, las técnicas de imagen microscépica, como la imagen molecular,
posibilitan la visualizacién, caracterizacién y medida de los procesos biolégicos
(normales o patolégicos) de un organismo vivo a nivel molecular o incluso genético
[31,327]. Estas técnicas emplean agentes de imagen que habitualmente se administran

al organismo vivo en estudio. Un agente de imagen es un compuesto con capacidad
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de dirigirse de forma selectiva hacia una diana biolégica especifica y que al mismo

tiempo puede emitir una sefal detectable por un equipo de imagen [33-357].

La imagen molecular con isétopos radioactivos utiliza como agentes de imagen
compuestos que contienen uno o mds radionucleidos. Dichos radionucleidos emiten
una energia electromagnética durante su decaimiento que es detectada por un
tomégrafo (Figura . 5). El tipo de emisién del is6topo condiciona el equipo que puede
utilizarse [36,37]; para detectar compuestos que contengan radionucleidos con
emisién gamma se emplea una gammacamara o un tomégrafo SPECT, mientras que

para los emisores de positrones se utiliza un tomégrafo PET.

~ 6 J
; \ 0 [
&) | \ —
L N ——
\ ‘4
molecular Administracién Distribucién Acumulacién en el érgano Imagen

Agente de imagen
radioactivo diana

Figura I. 5. Esquema de la imagen molecular con isétopos radioactivos

La informacién que aportan las técnicas macroscépicas y microscépicas es
complementaria, razén por la que en la actualidad lo mas habitual es combinar los
tomografos de SPECT o PET con un equipo de imagen anatémico, como la
Tomografia Computerizada (CT). Esta combinacién, conocida como técnica
multimodal [38—407, posibilita la adquisicién de ambos tipos de imagen en el mismo
estudio, que se pueden fusionar y evaluar en conjunto [417], aumentando asi la

precisiéon en la localizacion de los focos de radiactividad (Figura I. 6).
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Figura I. 6. (a) imagen funcional (SPECT), (b) imagen anatomica (CT), (c) imagen multimodal (SPECT-CT).

2.1 Aplicaciones de la imagen molecular con is6topos

radiactivos.

2.1.1 Herramienta en el desarrollo de fiairmacos

El desarrollo de firmacos es un proceso largo, tedioso y con un coste elevado [427].
Desde que se disefia o descubre una molécula con potencial farmacolégico, hasta que
se comercializa, es necesario evaluar numerosos aspectos de la misma (Figura I. 7).

Todos estos ensayos se agrupan en tres fases en general:

I.  Descubrimiento del firmaco: en esta fase se seleccionan los compuestos
“candidatos” segtin sus propiedades farmacolégicas.

II.  Desarrollo preclinico: en esta etapa se realizan estudios en animales; entre
las pruebas que se realizan en esta fase se encuentran las pruebas de
toxicidad, el anélisis farmacocinético/farmacodindmico o la formulacién

mas adecuada.
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III. Desarrollo clinico: esta fase se centra en la determinacién de la eficacia,
los efectos secundarios y los peligros potenciales asociados a la

administracién del fAirmaco. Se realiza en voluntarios sanos y en pacientes.

g A B & B

APROBACION POR FASE IV
LAS AUTORIDADES
SANITARIAS

DESCUBRIMIENTO DESARROLLO DESARROLLO CLINICO
DEL FARMACO PRECLINICO

« Farmacocinética
« Toxicologia a corto plazo

« Formulacién

« Sintesis a gran escala

2-5afios 15 afios 57 afos 1-2 aitos
100 proyectos 20 compuestos 10 5 2 1,2
Firmaco candidato
Compuesto en desarrollo
Remisién a la comisién de registro sanitario

Firmaco aprobado para su comercializacién

Figura I 7. Resumen de las etapas necesarias para desarrollar un farmaco [437].

Debido a la cantidad de tiempo y recursos que hay que emplear en el proceso de
desarrollo de un fidrmaco, las fases no suelen desarrollarse de forma secuencial, sino
que algunas transcurren en paralelo. Sin embargo, este modelo de desarrollo de varios
estudios simultdaneos requiere una inversién mayor, sin la certeza de que el producto

alcance finalmente el mercado.

El empleo de la imagen molecular con isétopos radioactivos, como una
herramienta de evaluacién en las etapas preclinicas, ofrece una optimizacién del tiempo
y los recursos necesarios para lograr de forma segura el desarrollo de nuevos firmacos.
Puede proporcionar informacién, de forma rapida y precisa, de la farmacocinética y el
tiempo de permanencia del compuesto sin alterar el funcionamiento natural del

organismo [44,45]. Asimismo, posibilita la valoracién del mismo animal durante
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largos periodos de tiempo, reduciendo el niimero de experimentos ex vivo necesarios

para obtener determinada informacién [467].

2.1.2 Herramienta de diagnostico clinico

La imagen molecular con isétopos radioactivos es extensamente utilizada en la
rutina clinica, siendo la Medicina Nuclear la especialidad que la emplea para el
diagnéstico de multiples patologias [477]. Los agentes de imagen que se emplean en
este campo se denominan radiofdrmacos. Un radiofarmaco (RF) es cualquier producto
que, cuando estd preparado y listo para su uso con finalidad diagnéstica o terapéutica,
contiene uno o mas isétopos radioactivos[48,497. El tipo de emisién del radionucleido
de un RF determina su aplicacién, siendo los emisores gamma (conocidos como RF
convencionales) y los emisores de positrones (RFF PET) los que se emplean para

diagnéstico.

Los radiofdrmacos segitin su estructura quimica pueden ser [507] un radionucleido
simple con capacidad de alcanzar la diana biolégica por si mismo (ej. ['*']Nal) o un
compuesto radiomarcado, es decir, un is6topo radioactivo se une a una molécula
capaz de dirigirse a una diana especifica en respuesta a condiciones fisiol6gicas o

fisiopatolégicas especificas (e]. [#*"Tc¢]Tc-tetrofosmina) [51,527.

2.1.2.1. Radiofarmacos marcados con tecnecio-99m

Alrededor del 80 % de los radiofarmacos con finalidad diagnéstica estdn marcados
con tecnecio-99m [37,537; su extendido uso clinico se debe a las caracteristicas fisicas
y quimicas que presenta el isétopo [54,557, as{ como la posibilidad de obtener este
tipo de RF de forma répida, facil y econémica, a partir de un generador de Mo/mT'c

y un equipo reactivo [56,57 .
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2.1.2.1.1 CARACTERISTICAS FiSICAS DEL TECNECIO-99M

En general, los RF convencionales utilizan radionucleidos emisores gamma puros

de baja energfa (80-200kEV) por diversos motivos [587:

e Tienen mayor nimero fotones disponible para la adquisicién de una
imagen, lo que aumenta la estadistica de contaje y mejora la capacidad
diagnéstica de la misma.

e Tacilitan el blindaje y la colimacién del haz foténico en el detector,
optimizando la resolucién espacial sin que haya una pérdida de sensibilidad.

e Disminuyen la dosimetria del paciente en comparacién con aquellos que
emiten con una energia inferior a 50 KeV o radiaciones corpusculares, ya

que la interaccién con el cuerpo del sujeto es menor.

En este contexto el tecnecio-99m es un excelente candidato [597, ya que decae
a tecnecio-99 con una riqueza foténica del 90 % y una energia gamma de 140

KeV (Figural. 8).

—— T

Emisién y (90 %)

t,/. = 6 horas
IEEeeseeeeeeeeee— ' Tc

Emisién B
t,/. = 2.1 X 10° afios

R °R u

Figura I. 8. Diagrama de decaimiento del “"Tc 2 “Tc> “Ru. El tiempo de vida media del “Tc y el tipo de
emision que tienen permite que la intervencion de este fenémeno fisico durante la adquisicion de imagen sea
desprectable.
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Por otro lado, el periodo de semidesintegracion (t,/.) del tecnecio-99m es de 6 horas,
que es suficiente para realizar la preparacion, el transporte y la administracién del RF
de una forma ficil, pero permite una baja dosis de radiacién del paciente tras la

finalizacién del procedimiento diagnéstico [607].

2.1.2.1.2 OBTENCION DEL ISOTOPO: GENERADOR ?°MO/?°MTC

El procedimiento mas comun para obtener este radionucleido sigue siendo a partir
de un generador de Mo/*"Tc [617. El generador es un sistema que incorpora un
isétopo radioactivo, denominado radionucleido padre, que en su desintegracién
radiactiva origina otro radionucleido, el hijo [627]. El generador de 9Mo/*mTc
contiene como padre %Mo (en forma de [9*Mo Mo00O.2), que decae con un ti/e = 66 h

a [99mT¢]TcOy (isétopo hijo).

El ["Mo]MoO,* se carga sobre una columna de alimina acidificada (fase
estaclonaria); en estas condiciones el anién molibdato se adsorbe fuertemente sobre la
tase estacionaria de la columna, mientras la afinidad del [9Tc¢]TcO, por la aldmina
es menor. Esta diferencia permite que pueda darse un intercambio aniénico con otro
ion, que suele introducirse como fase mévil [637. Este proceso se denomina elucién y
rutinariamente suele hacerse con una solucién isoténica de NaCl 0,9 % (Figura L. 9).
El eluido contiene una solucién de [*mT¢]NaTcO., que tiene una vida (til de 8-12

horas.

El generador de 9“Mo/9"Tc se comercializa a un bajo coste y con una vigencia de
15 dias, lo que da la posibilidad de obtener el is6topo directamente en el laboratorio
durante este periodo, proporcionando mayor flexibilidad en el flujo de trabajo de un

Unidad de Radiofarmacia y optimizando el coste de la preparacién de los RF.
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(a) (b) Soluciénacuosa de
== NaCl (eluyente)
/ Vial de vacio
. Solucién salina
e
O | —1. *Mo]MoO,* absorbido
i’ 'b en la alimina
Blindaje j e
o / " Te]Te0,”
Columna de alimina [**®Tc]TcO, que
" ] | cargada con [**Mo]MoO,* se remplaza por CI

{ \ ’ \ **mTc]NaTcO, (eluido)

Figura I. 9 (a) Esquema de un generador comercial de Mo/ Tc. El vial de elucion estd en depresion, de modo que tras
conectarlo al puerto de elucién por diferencia de presion provoca que pase la solucién salina a través de la columna de alitmina,
realizando el intercambio anidnico y permitiendo la obtencién del [*"Tc]TcOr. (b) Principio de produccion y elucion del isétopo
hijo. Imdgenes modificada de la referencia [637].

2.1.2.1.3 CARACTERISTICAS QUIMICAS DEL TECNECIO-99M

El tecnecio-99m es un metal de transicién con ocho estados de oxidacién posibles,
comprendidos entre el (-I) y el (VII), de los cuales el cuadrivalente y el heptavalente
son los mas estables [647]. El tinico compuesto conocido con un estado de oxidacién
VII (configuracién electrénica d°) es el [#*mTc¢]NaTcO,, que se obtiene en forma de
disolucién acuosa a partir del generador de #Mo/9mT¢ (como ya se ha explicado en el
apartado 2.1.2.1.2.). En este estado de oxidacién, su capacidad de unirse directamente
a un ligando (L) es negligible, de modo que para obtener un compuesto radiomarcado
con tecnecio-99m es necesario reducirlo previamente [65,66 . El L puede ser el propio
farmacéforo del RF o un quelante bifuncional previamente unido a la molécula

vehicular del mismo.
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De los diversos agentes reductores empleados, el mas comn es el cloruro de estafio
(IT). Esto se debe a su baja toxicidad, su capacidad de proporcionar elevados
rendimientos en un medio acuoso y el amplio rango de pH (3-6) y de temperatura (25-
120 °C) en el pueden reducir al tecnecio [67,687].

La modificacién de estas dos variables (pH y temperatura) permiten que, empleando
SnCly, el 99mT'c (VII) pueda reducirse a diferentes estados de oxidacién (Figura I. 10),
siendo los més comunes el 99mT'c (V), 99mTc (III) y el 99mT¢ (I) [697. Sin embargo, una
vez obtenidos deben ser estabilizados mediante la formacién de un complejo de
coordinacién con uno o mas L; en estos complejos el tecnecio-99m es el centro metalico
y el L acttia como una base de Lewis, dondndole pares de electrones, que estabilizan el
“nuevo” estado de oxidacién, evitando que el radiometal pueda sufrir nuevas reacciones

de 6xido-reduccién [707].

[**mTc]Te-HMPAO [??"Tc]Te-DMSA [?9"Tc¢]Te-MIBI
h’ H
/(-\(s‘ (\)n z i
& Fi L I R
. o = =0 -~ N~
I NC“) wN—., H / Sy | oS é/ " Nso 'SCQ\CéN
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SN N HS € O ’ \\/ \ /N¢ G §N\
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Figura I. 10. RF tecneciados comerciales [627) que han empleado SnCl. como agente reductor, pero han obtenido
un estado de oxidacion distinto en funcion de la naturaleza del ligando, el pH y la temperatura de incubacion de la
mezcla. EL [*"Tc]Tce-HMPAO, [*"Tc]Tc-DMSA y el [ Tc]Tc-MIBI tiene un estado de oxidacion (V), (I11) y
(1), respectivamente.

Segtin Spies y Pietzsch [717] la reduccién mdas habitual del tecnecio-99m
cuando se emplea el SnCl, como reductor, es a un estado de oxidacién (V) (Reaccién 1)
y mediante la reducciéon de este se obtienen otros estados de oxidacién mas bajos

(Reaccién 2).
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Tc (VII) + Sn (II) = Tc (V) + Sn (IV) (Reaccioén 1)
Tc (V) + Sn (II) = Tc (III) + Sn (IV) (Reaccion 2)
Que la reaccién de reduccion se detenga en un estado de oxidacién u otro depende

de estabilidad del compuesto resultante, que estd supeditado a la naturaleza del L y al
tipo de 4tomo donador que este tenga disponible (nitrégeno, oxigeno, fosforo, etc.)
[727].
Cuando no hay una estabilizacién del radiometal éste tenderd a reoxidarse hasta el
estado heptavalente ([9"TcINaTcO,) o a dismutar en los dos estados de oxidacién mds

estables (Reaccién 3) [737. E199mT¢(IV) generalmente forma [99mTc]TcO,, considerado

una impureza en el proceso de radiomarcaje.

38 Tc (V) => 2 Tc (IV) + Tc (VII) (Reaccion 3)

2.1.2.1.4 OBTENCION DE RADIOFARMACOS MEDIANTE UN SISTEMA TIPO “KIT”

Se denomina equipo reactivo o “kit” frio a cualquier preparado industrial que, tras
combinarse con el radionucleido, permite obtener un RF; en el caso de un RF
tecneciado la reconstitucién se realiza con la solucién de [*9"T'c]NaTcO, obtenida del

generador.

Estos equipos reactivos estan compuestos por uno o varios viales que contienen:

e El sustrato que se desea radiomarcar (molécula vehicular del RI), que como
ya se ha descrito anteriormente, puede constituir en si misma el L. que se

unira al radiometal o tener unido un L adecuado para ello.
e El agente reductor que generalmente es cloruro de estario (II).

e Diversos excipientes, entre los que se incluyen soluciones tampén para el

control del pH de la reaccién.

Todos los ingredientes estén liofilizados, bajo una atmésfera inerte [ 717, que tiene

como objetivo minimizar la reoxidacién del tecnecio-99m una vez se ha reducido,
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permitiendo que el rendimiento de la reaccién de coordinacién entre el isétopo y el

sustrato sea el mas elevado posible.

La reconstitucién de estos kits da como resultado una solucién isoténica y con un
pH cercano al fisiolégico. Dado que el proceso de reconstitucién permite preparar los
RF en un corto periodo de tiempo y con una manipulacién minima, desde hace décadas
el sistema tipo “kit” es el método de eleccién para la preparacién de RF tecneciados en

la rutina clinica.

2.1.2.1.4.1 CONTROL DE CALIDAD DEL RADIOFARMACO

Una vez reconstituido es necesario asegurar la idoneidad del RF, para lo cual se
evaltia su porcentaje de pureza radioquimica (% PRQ). Este parametro, indica el
porcentaje del is6topo que se encuentra en una forma quimica determinada,
permitiendo evaluar el porcentaje que se ha unido al vehiculo. Este procedimiento es
critico, porque una vez administrado, los focos de radioactividad que se observen en la
imagen corresponderan a la emisién gamma del tecnecio-99m como radionucleido, con

independencia de la forma quimica en el que se encuentre el radiometal

El analisis del %PRQ puede realizarse con diferentes técnicas cromatograficas; la
eleccion de uno u otro depende del RF y de las impurezas producidas en la
reconstitucién del “kit”. No obstante, todas ellas aprovechan la radiaciéon emitida por
el radionucleido como principio de deteccién. La radiacién puede ser medida en la fase
estacionaria y/o en la fase movil (segtn la técnica cromatografica), bien con un

activimetro, contador gamma o con un radiocromatégrafo (IFigura I. 11).
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(a) (b)

Figura I. 11. Detectores empleados en radiocromatografia para determinar el % PRQ. (a) activimetro: basado en
una cdmara que contiene un gas que se ioniza por la radiacion emitida por el radionucleido; (b) contador gamma;
(¢) radiocromatégrafo. Ambos emplean cristales de centello como sistema de deteccion; los dtomos que conforman el
cristal centellean en presencia de radiaciones ionizantes.

3. NANOTECNOLOGIA Y NANOMEDICINA

La nanotecnologia es la ciencia que permite el control, la manipulacién, el estudio
y el desarrollo de estructuras de tamafo nanométrico [747]. Las caracteristicas fisicas
y quimicas de los materiales pueden mejorar o cambiar radicalmente a medida que
disminuye su tamario, ya que se produce una reorganizacién superficial de los dtomos
que condiciona sus propiedades [75].
Existen multitud de ejemplos de este tipo de sistemas artificiales con aplicacién en
diversos campos de la ciencia. Un ejemplo de ello es la nanomedicina, disciplina que

aplica la nanotecnologia al diagndstico, el tratamiento y el manejo de salud humana

[767].
3.1 Nanoparticulas

Las nanoparticulas (NPs) son una de las mdltiples plataformas que pueden
utilizarse en el campo de la nanomedicina; se emplean como vehiculos de liberacién
sostenida de un compuesto con el objetivo de mejorar la eficacia y/o reducir la

toxicidad asociada al mismo [777]. Aunque clasicamente han sido empleados como

~ 48 ~




Capitulo I: Introduccién

plataforma para agentes terapéuticos, también pueden ser empleadas para transportar

agentes de imagen [787. Entre los beneficios que ofrece su utilizacién, se encuentra:

I La solubilizacién de moléculas hidréfobas, y como consecuencia la
sustitucién de los medios orgédnicos en los que generalmente estdn
dispersadas, y que tienen una mayor toxicidad asociada [797.

II.  Lasuperacién de barreras biol6gicas que impiden utilizar determinadas vias
de administracién (oral, oftdlmica, etc.) [80].
III.  Un incremento de la biodisponibilidad del compuesto por una disminucién
de la degradacién prematura que puede sufrir en el organismo [817.
IV.  Un mejor perfil de biodistribucién mediante la facilitacién de su difusién a
través del epitelio y/o de la penetracién intracelular [827.
V.  Una liberacién del compuesto progresiva que disminuye la toxicidad a la
que se expone el resto del organismo[[837 .
VI.  La posibilidad de administrar mas de un compuesto utilizando la misma

plataforma (co-encapsulacién) [84].

Clasicamente las NPs se han disefiado como agentes pasivos, cuyas caracteristicas
fisicoquimicas han determinado sus propiedades y su distribucién. Sin embargo, en las
Gltimas décadas han ido evolucionado hasta convertirse en plataformas
multifuncionales (Figura I. 12), que contienen més de un compuesto con diferentes
funciones. Estas funciones abarcan desde la acumulacién activa por reconocimiento
especifico de una diana (funcionalizacién con ligandos) [857, la liberacién de la carga
tras un cambio en el medio biolégico (cambio de pH del medio celular), hasta mejorar

la permeabilidad del tejido diana [86,877.
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“ Farmacos
‘ Enzimas
‘ Opsinas

Q Recubrimiento polimérico
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7

Figura I. 12. Resumen del cardcter multifuncional de la NP. Imagen modificada de la referencia [867] .

3.1.1 Mecanismos de accion de las nanoparticulas

Las aplicaciones terapéuticas de las NPs se basan principalmente en dos estrategias

(Figura I. 18) [887:

La acumulacion pasiva: se basa en una respuesta inherente del organismo
que dirige y/o acumula el nanotransportador en un tejido u érgano
concreto. Uno de los ejemplos mds caracteristicos de esta estrategia es la
terapia de los tumores sélidos basandose en el efecto de permeabilidad y
retencion aumentada (EPR); los procesos angiogénicos tumorales son
rapidos y dan lugar a una vasculatura defectuosa con fenestraciones que
pueden alcanzar hasta los 800 nm; esto permite penetrar al
nanotransportador y acumularse en el tejido tumoral, dénde es degradado

por los macrétagos, liberando el agente terapéutico.
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e Laacumulacion activa: emplea mecanismos de transporte especificos para
que alcance un tejido u érgano diana. Las células en procesos patolégicos
pueden sobre-expresar transportadores o receptores; la modificaciéon de un
nanotransportador con un ligando afin permiten una unién especifica con
la célula, su internalizacién y la liberacién intracelular del agente

terapéutico.

Acumulacién pasiva Acumulacién activa
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Figura I. 13. Diferentes tipos de transporte de NPs. Imagen modificada de la referencia [897]

3.1.2 Tipos de nanoparticula

Existen numerosos criterios para la categorizar las NPs, siendo la composicién de
su matriz uno de los mas determinantes, ya que condiciona sus caracteristicas
fisicoquimicas y con ello sus posibles aplicaciones biomédicas [467; en este contexto
pueden clasificarse principalmente en NPs inorganicas (cémo 6xidos metdalicos, las NPs

de oro, etc.) y NPs organicas (cémo las NPs proteicas, NPs lipidicas, etc.) (Figura I. 14)
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TIPOS DE NANOPARTICULAS

MATRIZ ORGANICA MATRIZ INORGANICA
Nanoesfera Nanocapsula Micela iposoma Nanoparticula Silice Oxidos
de oro mesoporosa metalicos

e
Dendrimero Conjugado Nanotubo de
polimero-farmaco carbono

Figura I. 14. Tipos de nanoparticulas en funcion de la naturaleza de su matriz. Imagen modificada de la
referencia [907].

De los dos tipos de NPs, las de matriz organica han sido cldsicamente mds
estudiadas y, por tanto, mas empleadas para fines biomédicos. Esto se debe a que el
material que conforma la matriz es no téxico, biodegradable, ficilmente funcionalizable

y con un bajo coste asociado a su produccién [917.

La albtimina sérica humana (HSA) es una proteina abundante en el plasma que
por sus caracterfisticas (sustancia natural, no inmunogénica, ficil de purificar, soluble
en agua y cuyos productos catabélicos son inocuos) es considerado como un material

muy atractivo en el disefio y desarrollo de NPs [92-947].

Su cadena polipeptidica contiene un gran nimero de aminodcidos cargados que, en
condiciones fisiolégicas le permite actuar como reservorio y trasportador de proteinas
enddégenas y compuestos exdgenos [957]. Esta propiedad le permite interaccionar con
gran variedad de moléculas y cargar multitud de formacos por adsorcién electrostética,
con independencia de la polaridad que tengan [96,977. El Abraxane® es un ejemplo de

ello; este formaco, aprobado desde 2008 en Espartia [987, se sirve de una suspensién de
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NP-HSA para el transporte de paclitaxel (quimioterapico). Su encapsulacién mejora su
solubilidad y facilita la inyectabilidad. Estd demostrado que en monoterapia es mas
eficaz tratando el cdncer de mama metastésico, y cuando se aplica en combinacién con
otras quimioterapias aumenta la supervivencia en pacientes con adenocarcinoma de

pancreas [99,1007].

Las NP-HSA pueden preparase utilizando diferentes métodos, que pueden

categorizarse en [ 1017].:

e Métodos fisicos, como la gelacién térmica, el nanosecado por aspersién o
la técnica NAB.
e Métodos quimicos, tales como la desolvatacién, la emulsificacién o el

autoensamblaje.

3.2 Nanoteragnosis

La necesidad de buscar una atencién personalizada para los pacientes se ha
convertido en los tltimos afios en la principal aspiracién dentro del ambito clinico. El
crecimiento de disciplinas que realizan estudios moleculares y genéticos, es un ejemplo
del enfoque predictivo y especifico al que se aspira para que los tratamientos sean cada
vez més efectivos. En este contexto la imagen molecular tiene un papel fundamental
por su capacidad de proporcionar informacién molecular de forma no invasiva. La
integracién de la terapia con el diagndstico clinico se conoce como teragnésis. La
nanoteragndsis desarrolla este concepto dentro del campo de la nanomedicina
mediante el disefio de nanotransportadores (como por ejemplo las NPs) que ademas de
contener agentes terapéuticos pueden emitir una sefial que permitan su deteccién o

visualizacién [1027. Dicha sefal puede emitirse siguiendo dos mecanismos:

e Emision tras irradiacion: este mecanismo se basa en las propiedades
electromagnéticas que algunas NPs poseen, bien porque se las confiera el

material del que estdn hecho o por su carga. Requieren ser irradiadas con
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una fuente externa (luz infrarroja, campo magnético, etc.). Tras la
irradiacién, los d4tomos de dicho material se excitan y al volver al estado
basal se emite energfa que puede ser detectada y/o cuantificada por un
equipo de imagen [1037]. Este tipo de imagen suele ofrecer informacién
anatémica [104,1057] y estd limitada por la atenuacién que los tejidos
ejercen sobre la senal durante la irradiacién y la deteccién

Emisién directa: la NP est4 unida o cargada a un agente de imagen que
emite una sefial por si mismo [1067], permitiendo la deteccién y/o
visualizacién del nanosistema. Un ejemplo de deteccién por emisiéon directa

es el marcaje de las NPs con is6topos radiactivos.

3.2.1 Marcaje radiactivo de nanoparticulas

Para la deteccién directa empleando isétopos radioactivos se debe unir el

radionucleido a la NP, siendo esta tltima la parte vehicular del agente de imagen. Esta

unién puede llevarse a cabo siguiendo cuatro estrategias distintas (Figura I. 15):

L.

IL.

I1I.

IV.

Marcaje radioactivo de uno de los componentes del nanosistema antes
de la preparacién del nanosistema [88]

El radiomarcaje directo de la cubierta de la nanoparticula mediante un
proceso de quimiadsorcién (formacién de un enlace entre el radionucleido
y la cubierta de la NP) [107].

Encapsulacion de un RF en la NP mediante su dilucién en la fase acuosa
antes de la formacién del nanosistema [1087].

La funcionalizacién con un quelante bifuncional de la superficie de la

NP que pueda a posteriori reaccionar con el isétopo [1097].
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(a) (c)
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Figura I. 15. Estrategias de marcaje con isétopos de un nanosistema. (a) marcaje de un material de la matriz, (b)
encapsulacion de un RF, (c) marcaje de la superficie, (d) marcaje de NP previamente unida a un ligando bifuncional.
Imagen modificada de la referencia [1107]

La integracién de un isétopo radiactivo y una NP permite conocer con una elevada
precisién su biodistribucién n vivo, su tiempo de permanencia en el organismo y su
capacidad de alcanzar el tejido diana [1117]. Una potencial aplicacién es conocer la
eficacia de la administracién y la distribucién homogénea de las NPs debido al EPR;
existe una variabilidad de este mecanismo no sélo entre pacientes, sino en el mismo
tejido tumoral a lo largo del tiempo; el crecimiento descontrolado de la vasculatura
tumoral da lugar a una estructura de vasos heterogénea y con zonas poco irrigadas, en
las que las NPs no pueden acumularse. En este contexto el empleo de imagen molecular
con isétopos radiactivos permite a los nanosistemas de caracter nanoteragndstico, que
ayuda a monitorizar la biodistribucién a tiempo real y poder realizar una evaluacién

individualizada de una forma sencilla[112,1137.

Por otra parte, si la aplicamos a nanosistemas capaces de acumularse activamente,
su visualizacién favorece la evaluacién del nivel de expresién de la diana terapéutica,
permitiendo correlacionar la acumulacién de la NP y con ello predecir el beneficio

terapéutico que el paciente puede recibir [1147].
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II. OBJETIVOS

En este capitulo se definen los objetivos que se han fijado para el desarrollo del

presente estudio de investigacién.
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1.

OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo ha sido el radiomarcaje y la determinacién de
la biodistribucién de distintas formulaciones de nanoparticulas de seroalbimina
humana con bevacizumab. Para ello se han desarrollado distintos métodos de marcaje
para la cubierta de la nanoparticula y el bevacizumab contenido en ella; ambos tipos se
han evaluado mediante adquisicién de imagenes SPECT/CT y posterior cuantificacion
de radiactividad en muestras biolégicas en dos modelos animales. Este objetivo

principal se ha dividido en objetivos secundarios.

1.1 Objetivos secundarios

1. Elaboracién de un sistema tipo “kit” para el radiomarcaje directo con
tecnecio-99m de las formulaciones de NP-HSA vacias o con bevacizumab
encapsulado.

2. Evaluacion del efecto del sistema tipo “kit” sobre las NP-HSA tras su
preparacién y radiomarcaje.

3. Estimacién del tiempo de estabilidad de un sistema tipo “kit”, desde su
preparacién hasta su reconstitucién, para el marcaje de NP-HSA con

tecneclo-99m.
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Desarrollo de distintos métodos, directos e indirectos, para el radiomarcaje
del bevacizumab con tecnecio-99m.

Evaluacién in vitro de la estabilidad del [*9mT'¢]Tc-bevacizumab.
Determinacién de la actividad y la integridad del anticuerpo tras el proceso
de radiomarcaje.

Encapsulacién del anticuerpo radiomarcado con tecnecio-99m en NP-HSA.
Evaluacién i vivo de la biodistribucién de las NPs radiomarcadas en dos
modelos animales mediante imagen SPECT/CT.

Evaluacién ex vivo de la biodistribucién de las NPs radiomarcadas mediante

medida de la radiactividad en distintos 6rganos.













III. MATERIALES, ANIMALES DE
EXPERIMENTACION, EQUIPAMIENTO Y
PROGRAMAS DE ANALISIS

En este capitulo se recogen todos los materiales, los equipos y los softwares
empleados los capitulos posteriores, asi como los modelos y los protocolos éticos

utilizados en la experimentacién animal.
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1.

MATERIALES

La albtimina sérica humana (fracciéon V, pureza 96-99 %) y el glutaraldehido
solucién al 25 %) fueron suministradas por Sigma (Madrid, Espaiia). 1 bevacizumab
se obtuvo en su forma farmacéutica (Avastin®) de Roche (Madrid, Espafia) en viales
con una concentracién nominal de 25 mg/ml. EI ELISA Shikari® Q-beva para
detecciéon de bevacizumab se adquirié de Matriks Biotech (Golbasi, Turquia). Las
columnas MidiTrap G-25, el generador de 9Mo/™T¢ (Drytec) y los papeles
Whatmann sMM, Whatmann 31 y Whatmann 1 se adquirieron de GE Healthcare
Bio-science (Coventry, Inglaterra, Reino Unido). El polietilenglicol 35000 fue
suministrado por Sigma-Aldrich (San Luis, Estados Unidos) y el agua destilada por
Teknokroma (Barcelona, Espaia). El Gantrez® ES-425 fue donado por Ashland Inc
(Barcelona, Espania). E1 PBS Gibco se adquiri6 de ThermoFisher (Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos). Los equipos reactivos HDP Technescan®, Teceos®
y PYP Technescan® se adquirieron de CURIUM Pharma, Madrid, Espafia. Los kits
Isolink™ se adquirieron del Instituto Paul Schefte (Villigen, Suiza). El suero
fisiolégico se obtuvo de Braun Medical S.A. (Kronberg, Alemania). La columna de
exclusién molecular Yarra x150 se adquiri6 de Phenomenex, Torrance, California,

Estados Unidos. Las tiras ALUGRAM® RP-18 se obtuvieron de Macherey-Nagel
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(Diiren, Alemania). Las tiras de ITLC-SG fueron suministrada por Agilent
Technologies (Santa Clara, California, Estados Unidos.). E1 DTPA, el etanol absoluto,
el cloruro de estafio dihidratado, el etanol, el metanol, el dihidrégeno fosfato de sodio,
el hidrégeno fosfato de sodio, el citrato de sodio dihidratado, el cloruro de estafo
dihidratado, metiletilcetona y el 4cido clorhidrico fueron adquiridos de Panreac
(Barcelona, Espana). El isofluorano de Piramal (Mumbai, India) y el agente eutandsico
T-61 de MSD Animals Health (Kirkland, Canad4). Los concentradores Amicon®, el 2-
Mercaptoetanol, la  L-histidina, el acetato de sodio 'y el 4cido
dietilentriaminopentaacético fueron adquiridos de Merck Millipore (Burlington,
Massachusetts, Estados Unidos). El dodecilsulfato sédico, el gel de poliacrilamida
MiniTGX, las membranas de nitrocelulosa, el azul de Coomassie, el buffer Tris/Gly
fue suministrado por Bio Rad (Hercules, Estados Unidos). Todos los reactivos usados

en este estudio fueron de calidad analitica.

2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para los estudios de biodistribucién se utilizaron ratas Wistar hembra de seis
semanas de edad y un peso promedio de 250 + 20 gramos. Fueron estabuladas en la
Unidad de Investigaciéon MicroPET de la Universidad de Navarra, con una
alimentacién estdndar y 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 (protocolo 066/16) en linea

con la legislacién europea de experimentacién (86/609/EU).

3. EQUIPAMIENTO Y PROGRAMAS DE ANALISIS

Los equipos empleados en el desarrollo de las formulaciones de nanoparticulas no
radioactivas preparadas por el departamento de FFarmacia y Tecnologfa FFarmacéutica

de la Universidad de Navarra han sido:

e Una centrifugadora Sigma 3K30 (Osterodeam Harz, Alemania)

e Un rotavapor Biichi R-144 (Biichi, Postfach, Suiza).
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e Un liofilizador Génesis 12EL (Virtis, Nueva York, Estados Unidos).
e Un analizador Zeta Plus (Brookhaven Inst. Corp., NY, Estados Unidos).

Los equipos y software de andlisis empleados en el desarrollo y evaluacién de las
especies y formulaciones de nanoparticulas radiomarcadas en la Unidad de

Radiofarmacia de la Clinica Universidad de Navarra han sido:

e Un espectrofotémetro de haz simple UV-3100 PC (VWR, Alemania) para la

determinacién de la concentracién bevacizumab purificado.

e Un termomezclador Eppendorf ThermoMixer® (Eppendorf, Hamburgo,
Alemania) para la incubacién de los radiomarcajes en los estudios de

estabilidad.

e Un bloque térmico Tembloc Selecta (Abrera, Barcelona, Espafia) para la
preparacién del precursor [#mTcT [ Tc¢(OHz)s(CO)s]*.

e Un radiocromatégrafo MiniGITA empleando el software Nina (Raytest
GmbH, Dortmund, Alemania) o un radiocromatégrafo Scan-RAM equipado
con un detector 2x2 de Nal(Tl) y el software Laura (Lablogic System,
Broomhill, Sheffield, Reino Unido) para determinar el Rf o el %PRQ de los
radiomarcajes. La eleccién de equipo dependié de la instalacién en la que se
desarroll6 el radiomarcaje (Unidad de Radiofarmacia de CUN Pamplona o
Unidad de Radiofarmacia de CUN Madrid).

e Un equipo Agilent 1200A con un detector DAD (Agilent Technologies,
California, Estados Unidos) al que se acoplé un detector de radioactividad
Raytest (Straubenhardt, Alemania) para determinacién de determinacién de la
pureza quimica y radioquimica por HPLC. Los cromatogramas se analizaron
con el software CHEMS32 (Agilent Technologies, California, Estados Unidos).

e L] sistema de electroforesis Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio Rad, Hercules,
Estados Unidos) para desarrollo de la electroforesis y el sistema Trans-Blot
Turbo (Bio Rad, Hercules, Estados Unidos) para realizar la transferencia del

gel a la membrana de nitrocelulosa.



https://online-shop.eppendorf.es/ES-es/Control-de-temperatura-y-mezcla-44518/Instrumentos-44519/Eppendorf-ThermoMixerC-PF-19703.html
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Una gammaciamara SPECT/CT de doble cabezal Symbia T2 Truepoint
(Siemens Medical System, USA) para la adquisicién de imagenes de los

estudios de biodistribucién iz vivo.

Contador gamma LKB 1282 para determinacién de la radioactividad en tiras
de radiocromatografia y en érganos.

El software Syngo MI Applications TrueD (Siemens, Munich, Alemania)
para andlisis cualitativo de las imagenes de biodistribucién in vivo

El software Pmod versién 3.0 (Pmod, Adlisvil, Switzerland) para anélisis
cuantitativo de las imagenes de biodistribucién n vivo.

El software STATA (StataCorp, Texas, Estados Unidos) para el andlisis

estadistico.
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IV.EVALUACION DE LAS FORMULACIONES
COMO POSIBLE VEHICULO PARA LA
ENCAPSULACION DEL ANTICUERPO

En este capitulo se describe el disefio, desarrollo y la optimizacién del radiomarcaje
directo con tecnecio-99m de tres formulaciones de nanoparticulas y se evalia la

biodistribucién mediante imagen SPECT/CT.
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1.

INTRODUCCION

La nanotecnologia disefia y desarrolla materiales de escala nanométrica (1), cuya
aplicacién en el dmbito biosanitario se erige como uno de los campos con mayor

potencial (2,3). Una de las plataformas empleadas en este &mbito son las NPs.

Las NPs como vehiculos de liberacion sostenida son disefiadas y desarrolladas
para mejorar la eficacia de una amplia gama de farmacos, ya que permiten mejorar su
biodisponibilidad (4) (aumentando el tiempo de circulacién y evitando la degradacién
prematura del firmaco), mantener la concentracién terapéutica (modulando la
velocidad de liberacién) (5) y al mismo tiempo reducir los efectos secundarios que
puedan estar asociados al tratamiento (dirigiendo el firmaco al érgano diana y

reduciendo la toxicidad para el resto del organismo) (6).

El HSA es una de las proteina més utilizadas en la fabricacién de NPs proteicas (7).
Existen diversas técnicas de preparacién (8), de las cuales la desolvatacién presenta la
ventaja de ser una técnica rapida y sencilla. Sin embargo, esta técnica requiere una
estabilizacién fisica o quimica posterior, para aumentar la permanencia de las NPs en
medios acuosos y evitar que formen agregados (9). La combinacién de la albiimina de
las nanoparticulas con un agente estabilizante es uno de los métodos mas empleados

en el proceso de estabilizacién de las mismas, por ser un procedimiento sencillo que
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presenta elevados rendimientos y una elevada reproducibilidad (10). En funcién de la
naturaleza del agente, las caracteristicas farmacocinéticas de las NPs pueden ser
modificadas, prolongando su tiempo de circulacién, ralentizando la velocidad de
liberacién del farmaco, etc. (11,12).

Con el fin de modificar las caracteristicas superficiales de las nanoparticulas de

albiimina se trataron con diferentes agentes:

e El Glutaraldehido (GLU), que es ampliamente utilizado como agente
estabilizante de NP-HSA, por su efectividad a la hora de controlar parametros
criticos, tales como el tamafio de particula (TP), potencial Z, etc. (13). Sin
embargo, su uso es controvertido por su potencial toxicidad celular cuando
existe una degradacién o una hidrélisis de la nanoparticula que estéd recubierta
con dicho agente (14,15).

e El Polietilenglicol (PEG), que se describe en la literatura como un polimero
relativamente inerte y que, por el impedimento estérico que genera en la NP,
minimiza su interaccién con las protefnas plasmaéticas (16).

¢ El Gantrez, es un copolimero sintético que presenta excelentes propiedades
mucoadhesivas (17) y una baja toxicidad tras administracién oral (18), por lo que
puede exhibir excelentes propiedades para el modelo de administracién oftdlmica

propuesto en este capitulo.

Como ya se detallé en el Capitulo I, el empleo de la imagen molecular con
is6topos radiactivos ofrece numerosas ventajas para realizar la valoracién de

nanosistemas:

e Presenta una elevada sensibilidad, ya que un nanosistema puede estar unido
amas de un atomo del is6topo (19)

e Posibilita la valoracién de los 6rganos en los que se acumula el nanosistema,
siendo una herramienta (til en la prediccién de su potencial eficacia
terapéutica como vehiculo de liberacién sostenida, asf como en la valoracién

de la seguridad de su administracién (20,21).
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e Permite simplificar los ensayos necesarios para su evaluacién
proporcionando informacién de la distribucién iz vivo, asi como del tiempo
de permanencia en el organismo sin alterar su funcionamiento natural (22—

24)

Todo esto posibilita que el desarrollo y la optimizacién de estos nanosistemas sean

més rapidos para su posible traslacién a la practica clinica (25,26).

Existen numerosos isétopos que pueden utilizarse para obtener imagenes
moleculares de estos nanosistemas (27,28), siendo el tecnecio-99m uno de los mds
empleados por sus caracteristicas fisicas (29) y quimicas (30), asi como por la
posibilidad de obtenerlo de una forma sencilla, rdpida y econémica a partir de un

generador de 9Mo/9"Tc (31,32).

El tecnecio-99m de la disolucién de eluido se encuentra en su estado
termodindmicamente mas estable ([*mTc¢NaTcO,.), que como ya se ha explicado
anteriormente, quimicamente es inerte frente a ligandos por el estado de oxidacién que
presenta el metal en este compuesto (Tc (VII)). Para reducirlo existen distintos agentes
reductores empleados para este fin(33,34). No obstante, el reductor m4s utilizado es el

cloruro de estafio (II) (35,36).

En la literatura se describen diversas estrategias para realizar radiomarcajes de
NP con tecnecio-99m (37-39), de los cuales el marcaje directo de cubierta de la NP
es el mas versatil ya que no implica modificaciones quimicas de las estructuras ni

cambios en los parametros de formacién de las NP.

Para realizar el marcaje directo de cubierta empleando un sistema tipo “kit”, como
el que los utilizados en la preparacién RF convencionales en la Unidades de
Radiofarmacia hospitalarias, es necesario optimizar los diversos pardmetros que
influyen en el proceso de unién entre la NP y el tecencio-99m: el pH de la disolucién,

la cantidad de nanoparticula a utilizar en el “kit” (ligando), la cantidad de agente
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reductor en el “kit” para la reaccién redox, la actividad de [9mT¢NaTcO, para el

radiomarcaje y el tiempo de incubacién (40).

2. OBJETIVOS

El objetivo de este capitulo ha sido la valoraciéon mediante imagen SPECT/CT de
tres tipos de formulaciones de nanoparticulas de HSA (NP-HSA) como posible vehiculo
para la encapsulacién de un mAb (bevacizumab). Para ello se desarrollé para cada
formulacién un sistema tipo “kit” que permitiese el radiomarcaje directo de la cubierta
con tecnecio-99m y su posterior evaluacién iz vivo tras su administracién oftdlmica en

modelo animal.

3. METODOLOGIA

3.1 Preparacion de las nanoparticulas: posible

vehiculo para liberacion del bevacizumab

Las NP-HSA se prepararon en el departamento de Farmacia y Tecnologia
Farmacéutica de la Universidad de Navarra utilizando el método de desolvatacién en
doble disolvente, previamente descrito por Luis de Redin et al. (41). Para ello 100 mg
de HSA se disolvieron en 7,5 ml de agua destilada acidificada a pH 4,9 con HCI 1 M.

Las NPs se formaron por adicién de 16 ml de etanol en agitacién continua.

Una vez formadas se incubaron con tres disoluciones de distintos agentes

estabilizantes, dando lugar a tres formulaciones diferentes.

3.1.1 Nanoparticulas de HSA recubiertas con Gantrez

Se preparé una disolucién de Gantrez® ES-425 (Figura IV. 1), para lo cual se
disolvieron 50 mg de polimero en 300 ul de etanol, y se incubé durante 5 min en
agitacion continua con las NP recién formadas. Posteriormente se purificaron mediante

centrifugacién a 27000 g durante 20 minutos y se resuspendieron hasta su volumen
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original con agua. Por tltimo, se liofilizaron utilizando un liofilizador Génesis 18EL y
una disolucién de sacarosa al 5 % como crioprotector. Esta formulacién se identificé

como NP-HSA-Gantrez.

Las nanoparticulas se caracterizaron mediante espectroscopia de correlacién
foténica (TP e indice de polidispersién (PDI)) y anemometria laser doppler (potencial
zeta) empleando un analizador Zeta Plus. Para ello se resuspendieron (1/10) en una
disolucién agua tipo I y se midieron a 25 °C con dngulo de 90°% para determinar el

potencial Z la disolucién de dispersién empleada fue KCl 0,1 mM ajustada a pH=7,4.

Figura IV. 1 (a) Estructura quimica y (b) conformacion 3D del monémero de Gantrez I.S-425.

3.1.2 Nanoparticulas de HSA recubiertas con PEG-
350000

Tras el proceso de desolvatacién, las NP-HSA recién formadas se pegilaron
mediante incubacién a temperatura ambiente con una solucién de polietilenglicol
35000 (PEG, Figura IV. 2) al 10 % (p/v); los disolventes orgénicos se evaporaron a
presién reducida en un rotavapor, se purificaron dos veces mediante centrifugacién a
41.000 g durante 20 min a 4 °C y se liofilizaron utilizando una disolucién de sacarosa

al 5 % como crioprotector. Esta formulacién se identificé como NP-HSA-PEG.

Se determiné el TP, el PDI y el potencial Z segiin el procedimiento descrito en el

apartado 3.1.1.
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Figura IV. 2. (a) Estructura quimica y (b) conformacion 8D el mondmero de polietilenglicol. El tipo de PEG
empleado contiene 35000 repeticiones del monémero polietilenglicol.

3.1.3 Nanoparticulas de HSA  recubiertas con
Glutaraldehido

Las nanoparticulas recién formadas se estabilizaron con glutaraldehido (GLU,

Figura IV. 3) mediante incubacién de las NP-HSA recién formadas durante 60 min en

agitacién continua con una solucién de 12,5 pg de GLU disueltos en 300 pL de etanol

(42). Finalmente, se purificaron y liofilizaron con el mismo método empleado para las

nanoparticulas pegiladas. Esta formulacién se identificé como NP-HSA-GLU.

Se determiné el TP, el PDI y el potencial Z segtin el procedimiento descrito en el

apartado 38.1.1.

(a) (b) »

Figura IV. 3 (a) Estructura quimica y (b) conformacion 3D del glutaraldehido.
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3.2Desarrollo de un sistema tipo “kit” para el

radiomarcaje directo de las nanoparticulas

El desarrollo de los sistemas tipo “kit” se realiz6 manteniendo todos los parametros
que afectan al marcaje fijos (pH, actividad, temperatura y tiempo de incubacién) a
excepcion de la cantidad de agente reductor, que es la variable a optimizar de forma
empirica para cada tipo de NP. Los parametros que mantuvieron invariables, se
eligieron en base a otros estudios realizados por el grupo de la Unidad de

Radiofarmacia de la Clinica Universidad de Navarra (48—47).

3.2.1 Optimizacion de la concentracion de la especie
reductora, preparacion del equipo reactivo de las

nanoparticulas y radiomarcaje.

Se realizé un estudio de optimizacién de la cantidad de SnCl; necesaria para la
preparacién del “kit” frio. Para ello se prepararon dos disoluciones de cloruro de estafio
de distintas concentraciones ([SnCls]= 0,05 y 0,5 mg/ml) a partir de una solucién de
5 mg/ml. Esta disolucién madre se obtuvo disolviendo 4.7 mg de SnCl, - 2H-0 en agua

previamente acidificada con HC1 0,01 M (pH=3).

Se elaboré un equipo reactivo por cada concentracién de especie reductora y con
cada tipo de formulacién. Cada “kit” se preparé disolviendo 0,5 mg de formulacién final
de NP-HSA-Gantrez, NP-HSA-PEG o NP-HSA-GLU, con 40 pl de una de las dos
disoluciones de cloruro de estafio preparadas (0,5 mg/ml o 0,05 mg/ml). Finalizado el
proceso de preparacion se encapsularon todos los viales y se burbujearon con helio

hasta sequedad.

Todos los viales se reconstituyeron con una disolucién de " Tc¢INaTcO, (37 £

15 MBq) recién eluida, obtenida de un generador de ®Mo/mT¢ (Figura IV. 4); todos
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los equipos reactivos se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Disolucién madre (4,7 mg de SnCl, .2 H,0)

of o
100 ul de disolucién de 5 mg/ml \7:| 10 pl de disolucién de 5 mg/ml
900 pl de agua tipo I acidificada con HCl0,01 M l 990 ul de agua tipo I acidificada con HCl10,01M
e
1 Disolucién de [SnCl,]= 0, 05 mg/ml
o sop o ! P
o) o (- =)
2 "
0,5 mg 0,5 mg 0,5 mg 0,5 mg 0,5 mg
NP-HSA-PEG NP-HSA-GLU NP-HSA-Gantrez NP-HSA-PEG NP-HSA-GLU
: 0,+H,0 He 0.+ H,0 He 0,+H,0 He 0,+H,0 He r\\\ J 0s+H;0
3 =

\ i A\\, /r\ N LN
£ =z

l l
(— 3

37 MBq de $7 MBq de $7 MBq de $7 MBq de 37 MBq de $7 MBq de
9¥=TcINaTcO; 9= TcINaTcO; 99=TcINaTcO; [#=TeINaTeO; 9= TeINaTcO, TR TCINATCO,

Figura IV. 4 Esquema de la preparacion y radiomarcaje de los kits frios de cada formulacion con distintas
concentraciones de cloruro de estaio.

Sobre el esquema se han numerado las etapas desde la preparacion del “kit” hasta su radiomarcaje: 1. Preparacion
de las soluciones de SnCL. a partir de una disolucion madre, 2. Mezcla de la formulacién con la disolucion de agente
reductor, 3. Purgado con helio 4. Radiomarcaje de los equipos reactivos con [*"T¢]NaTcO.

3.2.2 Determinacion de la pureza radioquimica de los

equipos reactivos radiomarcados

Finalizado el periodo de incubacién las distintas suspensiones se analizaron
mediante cromatogratia ascendente en papel Whatmann 3MM, con tiras de 1 x10 cm,
empleando como fase mévil NaCl 0,9 % (p/v). De cada tira cromatografica se
determiné la pureza radioquimica (PRQ) mediante lectura con un radiocromatégrafo

MiniGita equipado con un detector 2x2 de Nal(T1).
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Sobre los cromatogramas obtenidos se calcul6 el Rf'y el % PRQ de cada compuesto, en
funcién de la actividad total medida en la tira, empleando el software Nina.
El esquema general del proceso de marcaje y control de calidad queda esquematizado

en la I'igura IV. 5.

Equipo reactivo de

NP marcada

Figura IV. 5. Esquema del control de calidad de los equipos reactivos preparados para cada formulacion durante el estudio de
optimizacion de la concentracion de SnCl..

Los pasos de control de calidad se han marcado sobre la imagen con la siguiente nomenclatura: 1. 5 pl de suspension marcada en
la fase estacionaria, 2. Desarrollo de la tira con la fase movil, 8. Lectura de la tira en el radio-TLC, 4. Interpretacion del

cromatograma, cdlculo del Rf'y del % PRQ

En base a los resultados obtenidos en la radiocromatogratia se determiné que
concentracion de especie reductora era las mas adecuada para cada tipo de formulacién,
fijando asf la [SnCl,] necesaria para el radiomarcaje de los tres tipos de NPs mediante
un sistema tipo “kit”. En la Tabla IV. 1 se resumen los criterios que se emplearon para

evaluar los cromatogramas.

Especie Rf % PRQ
[99mT¢]Tec-NP 0t o0,1 =95
[99mTc]Tc-impurezas 0 * 0,1 <5
[99mTc¢INaTcO, 1£0,1 =5

Tabla IV. 1. Factor de retardo y pureza radioquimica exigida en el marcaje de las distintas formulaciones de
nanoparticulas

El % PRQ indica el porcentaje del is6topo que se encuentra en una forma quimica
determinada, de modo que al fijar el limite de marcaje de las nanoparticulas en 295 %
aseguramos que ese porcentaje de tecnecio-99m estd unido a la NP.

Este procedimiento es critico, porque durante los estudios iz wvivo los focos de
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radioactividad que se observan corresponden a la deteccién de la emisién gamma del
tecnecio-99m como radionucleido y, por tanto, es independiente a la forma quimica en
el que se encuentre el radiometal ([*9"Tc]Tc-NP, impurezas radiocoloidales o
[o9mTcINaTcO4). Las impurezas radiocoloidales principalmente pueden ser
99 T'¢]TeOq y [99mTc]Te-SnO. Su obtencién estd supeditada a las condiciones de

marcaje, como se explica mas adelante en la Discusién.

3.3 Desarrollo de un sistema tipo “kit” para el

radiomarcaje directo del HSA con tecnecio-99m.

Se radiomarcé HSA con tecnecio-99m empleando un sistema tipo “kit” para su

posterior utilizacién como control de biodistribucion.

3.8.1 Optimizacion de las condiciones de marcaje y

preparacion de un equipo reactivo

Se realizé6 un estudio de optimizacién de igual modo al descrito para las
formulaciones de NP-HSA en el apartado 3.2.1. Para ello se prepararon dos kits con
0,56 mg de HSA y 40 pl de cada una de las dos disoluciones de cloruro de estafio (0,5
mg/ml o 0,05 mg/ml). Finalizado el proceso de preparacién se encapsularon los dos

viales y se burbujearon con helio hasta sequedad.

3.3.2 Radiomarcaje de los equipos reactivos y control de

calidad.

Para el marcaje de cada vial se utilizaron 37 + 13 MBq de una disolucién de
[9omT'cINaTcO, recién eluida de un generador de #“Mo/9mTc. El control de calidad se
efectué después de incubar los equipos reactivos durante 30 minutos a temperatura

ambiente, empleando el mismo procedimiento descrito en el apartado 3.2.2
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3.4 Estudios de biodistribuciéon in vivo

Para realizar los estudios de biodistribucién iz vivo se emple6 aquel equipo reactivo,
de cada tipo de NP que, durante el estudio de optimizacién de la especie reductora,
presenté mayor PRQ de la especie [#*"T¢ ] Tc-NP.

Tras la reconstitucién de cada “kit” se complet6 con su respectiva formulacién de NP
hasta alcanzar de 1mg de nanoparticula. Se establecieron tres grupos, uno por cada
formulacién radiomarcada ([99"T'c¢]Tc-NP-HSA-GLU, [99"Tc¢Tc-NP-HSA-Gantrez
y [9mTc]Tce-NP-HSA-PEG). Cada grupo estuvo conformado por tres animales, a los
que se les administré una dosis tnica de 10 pl (0,73 + 0,1 MBq) de la suspensién
radiomarcada correspondiente, en el ojo izquierdo. El modelo animal de administracién
oftdlmica se escoge en el marco de desarrollo del proyecto FIS “Naterabeva”

(P114/01830).

Como controles de biodistribucién se emplearon cuatro animales adicionales que
recibieron también tnica dosis de 10 pul en ojo izquierdo; dos recibieron 8.7 £ 0,4 MBq

de una solucién de[*mTc¢]NaTcO. y los otros dos 5 £ 0,4 MBq de [9mT¢ ] Tc-HSA.

Los animales fueron anestesiados con un 2 % de isofluorano durante la
administracién y durante la hora posterior, para evitar que lo eliminasen de forma
accidental antes de su absorcién. En la Figura IV. 6 se muestra un esquema de los

grupos de animales empleados.
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Formulaciones de NP a ensayo (10 ul de formulacién radiomarcada en ojo izquierdo)

wow v wowoy W oW ¥

[%=TcITc-NP-HSA-Gantrez **=TcITc-NP-HSA-PEG [**TcITe-NP-HSA-GLU

Controles de biodistribucién (10 ul de solucién en ojo izquierdo)

w v Wy

*™=TcITc-HSA **=TcINaTcO,

Figura IV. 6. Esquema de los grupos de animales empleados en los estudios de imagen SPECT/CT

Se obtuvieron imédgenes de todos los grupos de nanoparticula a 4, 6, 8 y 10 horas
post-administracién y de los controles a las 4 y 8 horas. Los animales fueron
anestesiados antes de cada estudio y colocados en posicién prono (Figura IV. 7) en un
equipo SPECT/CT de doble cabezal con una matriz de 128 x 128. E1 CT programoé a
110mAs y 130 Kv, 130 imdgenes de 3 mm de espesor. Los animales permanecieron
anestesiados s6lo durante la adquisicién de imagenes, tras lo cual se mantuvieron
estabulados en condiciones estdndar.

Los estudios fueron analizados de forma cualitativa empleando el software Syngo MI

Applications TrueD.
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Figura IV. 7. Disposicion de los animales anestesiados en el equipo SPECT/CT para adquisicion de imagen.

4., RESULTADOS

4.1 Preparaciéon de las formulaciones de nanoparticulas.

El TP y el PDI de las NP-HSA-GLU fueron menores que las NP-HSA-Gantrez y

las NP-HSA-PEG. No obstante, en los tres casos las poblaciones se muestran

homogéneas con un valor de PDI < 0,2. En la Tabla IV. 2 se resume las principales

caracteristicas fisicoquimicas de la preparacién de los tres tipos de NPs.

Formulacién Tamarfio de particula (nm) PDI Potencial Z
NP-HSA-Gantrez 210 £ 2 0,11 £ 0,01 -38,92 £ 0,45
NP-HSA-GLU 163 + 1 0,17 £ 0,01 -35,43 0,63
NP-HSA-PEG 207 * 2 0,10 + 0,01 -26,00 + 1,00

Tabla IV. 2. Resultados caracterizacién fisico-quimica de las nanoparticulas
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4.2 Desarrollo del sistema tipo “kit”.

4.2.1 Radiomarcaje y determinacion de la pureza
radioquimica de los equipos reactivos de

nanoparticulas

Los resultados obtenidos muestran un porcentaje superior al 95 % (valor minimo
establecido en los criterios de aceptacion, recogidos en la Tabla IV. 1) en todos los kits
frios preparados, alcanzando el 100 % en los que se ha empleado la disolucién [SnCl, =

0,56 mg/ml (Tabla IV. 3).

[SnCl.]=0,05 mg/ml [SnCl.]=0,5 mg/ml

Equipo reactivo

[?*»Tc]Tc-NP | [*»Tc]NaTcO. [*omTc]Tc-NP [*m»Tc]NaTcO.
% PRQ Rf % PRQ Rf % PRQ Rf % PRQ Rf
NP-HSA-Gantrez
96 0,02 4 0,96 96 0,01 4 1,00
NP-HSA-GLU 96 0,04 4 0,95 100 0,02 0 1,01
NP-HSA-PEG 95 0,01 5 0,97 100 0,00 0 0,96

Tabla IV. 3. Resultados de la pureza radioquimica de los distintos equipos reactivos elaborados en el

estudio de optimizacién de la especie reductora para el desarrollo de un sistema tipo “kit”.

4.2.2 Radiomarcaje

radioquimica del equipo reactivo de HSA

y determinacion de la pureza

Para las concentraciones empleadas de SnCl, (0,5 mg/ml y 0,05 mg/ml) la

pureza radioquimica fue del 100 % y el 98 %, respectivamente (Figura IV. 8).
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Figura IV. 8. Cromatogramas de [9"Tc]Tc-HSA. (a) [SnCl,] =0, 05 mg/ml (b) [SnCly] =0, 5 mg/ml

4.3 Estudios de biodistribucidén in vivo

La Figura IV. 9 muestra de forma representativa las imagenes SPECT/CT
obtenidas después de la administracién oftdlmica a 4, 6, 8 y 10 horas post-
administracién de las suspensiones de nanoparticula y a las 4 y 8 horas de los controles

de [9mTc¢]Tc-HSA y [99mTc¢INaTcO..
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Comparando los estudios entre ellos puede observarse que:

e El tiempo de residencia en el ojo de las formulaciones de nanoparticulas es
mayor respecto a los controles de [9"T'¢]Tc-HSA o del [#*»TcNaTcO, en el

mismo tiempo post-administracion.

e  Lasimdigenes de los controles de [9mTc]NaTcO,muestran actividad en ojo a
las 4 horas post-administracién y una captacién en estémago en los dos puntos
temporales analizados (4 y 8 horas).

e El periodo de permanencia de las nanoparticulas en el ojo varfa segtn el tipo
de recubrimiento empleado para estabilizar la formulacién; [99mTc]Tc-NP-
HSA-PEG se mantiene hasta 12 horas en el punto de administracién con una
intensidad similar a lo largo del tiempo y superior a la de los otros tipos de
nanoparticula.

e Kl perfil de excrecién de las formulaciones de nanoparticulas radiomarcadas y
del control [99mT'c]Tc-HSA parece ser gastrointestinal. De las formulaciones
la [99mT¢)Te-NP-HSA-Gantrez evidencia una eliminacién més répida, ya que
tras 4 horas post-administracién se localiza en intestino, sin actividad géstrica.
Por otro lado, la [9"Tc¢]Tc-NP-HSA-GLU no parece llegar al intestino en

ningtn tiempo analizado.
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Figura IV. 9. Imdgenes estiticas de las formulaciones [*"Tc]Tc-NP-HSA-GLU, [*"Tc]Tc-NP-HSA-
PEG35000 y[*"Tc]Tc-NP-HSA-Gantrez comparadas con [*"Tc]Tc-HSA y [*"TcINaTcO4 como controles de
biodistribucion. Las imdgenes de cada fila corresponden al mismo animal a lo largo del estudio. El tiempo post-
administracién estd indicada en la parte superior las imdgenes. a. Punto de administracion: ojo izquierdo;

b. Estomago; c. Intestino
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5. DISCUSION

Tras la preparaciéon de las diferentes formulaciones se caracterizaron las NP
mediante la determinacién del TP, del PDI y del potencial Z. Los resultados obtenidos
indicaron un mayor tamafio de particula de las nanoparticulas con recubiertas con PEG
y Gantrez respecto a las que emplearon GLU. No obstante, las tres formulaciones

mostraron homogeneidad en los tamarios de las poblaciones medidas (PDI< 0,3).

El valor de potencial Z medido fue similar para las formulaciones NP-HSA-GLU y
NP-HSA-Gantrez y menos negativo medido para las NP-HSA-PEG. No obstante, en
los tres casos fue negativo, dato importante porque por un lado, el potencial Z es
responsable de la estabilidad de la nanodispersion; dos particulas tienen un elevado
potencial Z de igual carga se repelen entre ellas, lo que ayudan a prevenir la agregacion
de la formulacién [487. Por otro, determina la interaccién de las NPs con los
componentes de medios biolégicos, como las proteinas de membrana. Una carga
superficial negativa disminuye la interaccién de las NPs con las opsinas o los
macroéfagos, responsables de su eliminaciéon [49,507. Asimismo, la carga electrostatica
determina la interaccién con las mucinas del epitelio corneal, determinantes en el
tiempo de residencia en el ojo tras su administracién. La literatura recoge como tanto

las particulas catiénicas [517] como aniénicas [527] sirven para este fin.

Para realizar el marcaje directo con tecnecio-99m se optimizé el proceso de marcaje
en funcién de la cantidad de cloruro de estafio (II). Los resultados obtenidos de los
analisis radiocromatogréficos indicaron que las dos concentraciones de SnCly
testeadas, permiten radiomarcar las NP-HSA con PRQ > 95 %, establecido como valor
minimo en los pardmetros de aceptaciéon. Sin embargo, a la hora de evaluar los
resultados de forma adecuada es necesario tener en cuenta que, una vez se ha realizado

la reconstitucién del “kit”, pueden coexistir cuatro compuestos en la misma disolucién

[53]:
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II.

III.

[*onTc]Tc-NP: es el compuesto que se busca radiomarcar, en nuestro caso

la nanoparticula.

[*onTc]Tc-SnO: este compuesto es una impureza coloidal radiomarcada. Su
generacién esta asociada al uso de sales de estafio como agente reductor para
el radiomarcaje con tecnecio-99m. Su empleo puede provocar la hidrolisis del
Sn(II), formando particulas coloidales de SnO.H,O; estas presentan afinidad
por el tecnecio-99m reducido [54,55] y pueden competir con las
nanoparticulas de interés ([9mTc]Tc-NP) en su unién con el isétopo,
comprometiendo asi el rendimiento de marcaje y generando impurezas
radiomarcadas indeseadas.

Un control sobre el pH y la cantidad de Sn(II) en el equipo reactivo puede
minimizar su formacién. Por un lado, los valores pH > 6 a la hora de preparar
la disolucién acuosa de SnCl, favorecen su hidroélisis. Esta es una de las
razones por lo que las disoluciones de SnCl; en la preparacién de los equipos
reactivos fueron acidificadas con HCI, tal y como se describe en el apartado
3.2.1.

Por otro lado, la utilizacién de menor cantidad posible de SnCl, permite
asegurar que se oxide completamente a Sn(IV), minimizando asi la
posibilidad de que se forme de esta impureza.

Mondal et al. [567] y Gupta et al. [57] realizaron estudios en los que se
demuestra la dependencia directa del valor de pH y de la concentracién
empleada para reduccién del tecnecio-99m con la generacién de la impureza
coloidal de estafio.

[*»Tc]TcO:: este compuesto (también impureza radiocoloidal) se produce

cuando el ligando al que se debe unir el isétopo, en este caso la nanoparticula,
es el reactivo limitante; en disolucién acuosa y en ausencia de un ligando al que
unirse, el tecnecio reducido procede a la formacién de su respetivo é6xido

[58,597.
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IV.  [*»Tc]NaTcOu« el pertecnetato es la especie precursora que puede
considerarse impureza cuando la reduccién es incompleta. La cantidad debe
mantenerse en valores inferiores al 5 % para evitar que influya en la

interpretacién de la imagen de SPECT/CT de los estudios iz vivo.

En este contexto se puede afirmar que es mejor emplear una concentracién de SnCl,
menor a la que permite una reduccién completa del [*mTc¢INaTcO., ya que
proporciona unas condiciones de marcaje en las que atin no esté favorecida la formacién
de impurezas radiocoloidales. La forma mas obvia para asegurar que la reduccién es
incompleta es la presencia de un pequefio porcentaje de [*mTc¢INaTcO4 en los
radiocromatogramas de control de calidad, siendo aceptable hasta un 5 % de la
radiactividad total. Por ello se considera que, de los pardmetros testados, los mas
adecuados para preparar un equipo reactivo para el radiomarcaje con tecnecio-99m, de
cualquiera de las tres formulaciones de NP y del HSA, son: 0,5 mg de formulacién final,
40 pl de una disolucién 0,05 mg/ml de SnCl, (2 pg/kit), atmésfera inerte hasta

sequedad y 80 minutos de incubacién a temperatura ambiente.

La segunda fase del estudio consisti6 en la evaluacién de estos radiomarcajes, tras
su administracién oftdlmica, mediante imagen SPECT/CT a distintos tiempos post-
administracién, tal y como se describe en el apartado 3.6.

Los resultados muestran que el control de [#*"Tc¢]NaTcO, presenta una baja actividad
en ojo a las 4 horas post-administracién, y una captacion en estémago en los dos puntos
temporales analizados. Tras la administracién oftalmolégica del (99 TcNaTcO, cabe
pensar que puede existir una absorcién sistémica de la solucién, bien sea por en el
propio ojo o una vez en la cavidad nasal [607; esto queda justificado por la captacién

estomacal sin paso a intestino.
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Una vez en circulacién el ion [9mTc¢]TcOy4 penetra en el tejido gastrico mediante
bombeo iénico [617] utilizando los transportadores de sodio-iodo (NIS).
La ruta de eliminacién del [#*"Tc¢]NaTcO4no es clara en este estudio. En la practica
clinica la utilizacién del pertecnetato estd asociada principalmente a la administracién
intravenosa; para estos casos su ficha técnica describe que la ruta principal de excrecion

es la via renal [627. Sin embargo, esto no se observa en los estudios realizados.

Al comparar el perfil de biostribucién de las formulaciones radiomarcadas con este
control podemos deducir que mayoritariamente la actividad asociada al punto de
administracién es esencialmente [99"T'c]Tc-NP, ya que las dosis administradas tenfan
una actividad similar pero el tiempo de permanencia de la nanoparticula radiomarcada

es muy superior.

El control de [#mTc¢]Tc-HSA permite apreciar de forma clara que el proceso de
nanoencapsulacion retrasa la eliminacién, objetivo principal de un sistema de liberacién
sostenida. Este mismo resultado obtuvo Gupta et al. [637] quien demostré como la
nanoencapsulacién de Sparfloxacin (fluoroquinolona de nueva generacién para tratar
la conjuntivitis) encapsulado en nanoparticulas de PGLA permitfa aumentar hasta 6

veces el tiempo de residencia del formaco en el ojo.

Las imdgenes SPECT/CT de los tres tipos de nanoparticula evidencian que todas
ellas permanecen un largo periodo de tiempo en el lugar de la administracién. Sin
embargo, el periodo de permanencia en ojo varfa segtin el tipo de tratamiento empleado
para estabilizar la formulacién. Las [#"Tc¢]Tc-NP-HSA-PEG son las que mayor
tiempo de permanencia han mostrado.

Todas ellas muestran captacién en estémago lo que sugiere que la ruta de excrecién es

! NIS: protefna transportadora de iodo, siglas derivadas del inglés “Na/I Symporter”.
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gastrointestinal. Sin embargo, al comparar la evolucién en las tres formulaciones, las
[99mT'¢]Te-NP-HSA-GLU no muestran actividad en el intestino a lo largo de todo el
estudio, a diferencia de los otros dos tipos de NP. Esto podria indicar la existencia de
un proceso alternativo en el que la interaccién de las [99"T'c]Tc-NP de liberacién de
del tecnecio-99m unido a ellas; esta liberacién tendria como consecuencia la
reoxidacién del radiometal a [#9mTc¢]NaTcO,, siendo esta especie la causante del foco
de captacién géstrica y no la nanoparticula marcada. Por otro lado, las recubiertas con
PEG y Gantrez muestran actividad en intestino, siendo las dltimas las que mayor
captacién muestran, siendo indicativo de ser la que mas rapido se eliminan. En base a
ello se considera que las NP recubiertas con Gantrez, de las tres formulaciones
comparadas, son las menos adecuadas para la encapsulaciéon del bevacizumab y por

tanto en los posteriores estudios no serdn consideradas.
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V. ENCAPSULACION DEL ANTICUERPO:
EVALUACION DEL NANOSISTEMA

En este capitulo se describe el proceso de desarrollo y optimizacién del radiomarcaje
con tecnecio-99m, de tres formulaciones de nanoparticulas de HSA cargadas con
bevacizumab; dos de ellas recubiertas con PEG y GLU, respectivamente. Asimismo, se
evalia la estabilidad del sistema tipo “kit” como método de marcaje y la biodistribucién

de las tres formulaciones radiomarcadas mediante imagen SPECT/CT.
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1.

INTRODUCCION

La inmunoterapia es uno de los métodos mas efectivos para el tratamiento del
cancer por su capacidad de estimular el sistema inmunolégico natural del paciente.
Esto ayuda al organismo no sélo a hacer frente a la enfermedad, sino que mejora su

respuesta al tratamiento farmacolégico pautado [17.

Como ya se describié en la introduccién general (1.1, I), los tratamientos
inmunoterdpicos se han clasificado clésicamente como pasivos o activos [2,37].
Los mAb representan un grupo de inmunoterdpicos pasivos que han cambiado
sustancialmente el manejo de las enfermedades oncolégicas; su capacidad
inmunomoduladora produce una respuesta duradera con una toxicidad reducida,
especialmente desde el desarrollo de técnicas de bioingenierfa que permitieron su

humanizacién [47].

La angiogénesis es esencial para el crecimiento y la progresién tumoral, razén
por la que se ha convertido en una diana muy atractiva para controlar la
diseminacién tumoral. El bevacizumab es un anticuerpo mAb humanizado que se
une de forma selectiva a cualquiera de las isoformas del VEGF [57, inhibiendo al

creacién de nuevos vasos sanguineos a partir de vasculatura ya existente [67]. Su
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forma farmacéutica se comercializa como solucién para perfusién intravenosa y estd
indicada en la terapia de diversos tipos de cédncer metastdsico en combinacién con
quimioterapia [77]. No obstante, en la préictica clinica también se emplea fuera de
ficha técnica para el tratamiento de enfermedades en las que el VEGF esta
significativamente aumentado, tales como la telangiectasia hereditaria hemorragica
[87, diversos tipos de retinopatfas 9,107, la neovascularizacién corneal [117] o el

glaucoma [127].

La encapsulacion de inmunoterdpicos, permite incrementar su eficacia
terapéutica y al mismo tiempo disminuir ain mas la potencial toxicidad asociada a
su administracién [13,147; en el caso concreto del bevacizumab, niveles elevados
en sangre pueden producir proteinuria, tromboembolismo, perforacién
gastrointestinal, epistaxis o hemorragias [15,167].

En la literatura se describen numerosas plataformas para encapsular
inmunoterapicos, incluyendo liposomas (177, microparticulas [ 187, nanoparticulas
(197, etc. Las NPs por sus propiedades fisicas (tamario, forma de la particula, carga
superficial, elasticidad, ...) pueden modificarse superficialmente para optimizar sus
propiedades farmacocinéticas [207, mejorar el fargeting del propio firmaco al

receptor asociado o reducir la inmunogenicidad del mAb [217].

El uso del HSA como matriz de nanosistema de liberacién sostenida
presenta numerosas ventajas por ser una protefna abundante en el plasma cuya
estructura primaria le permite interaccionar con multitud de moléculas [22—247.
Su empleo para la nanoencapsulacién del bevacizumab [257] permite combinar los
beneficios que ofrece la nanotecnologia al campo de inmunoterapia por sus

propiedades de sustancia natural, no téxica, biodegradable y biocompatible [267].

El uso de la imagen molecular con is6topos radiactivos dota a la NP-HSA de
caracter teragnéstico, permitiendo no sélo la monitorizacién de la biodistribucién a
tiempo real sino realizar una evaluacién individualizada de cada administracién de

una forma sencilla [277], ayudando a valorar la eficacia y la distribucién homogénea
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de los nanosistemas, que puede verse influenciada no sélo por la variabilidad entre

individuos, sino por el desarrollo de la patologia que se desea tratar.

2. OBJETIVOS

El objetivo de este capitulo ha sido la valoracién de tres formulaciones de NP-
HSA cargadas con bevacizumab; dos de ellas estabilizadas con glutaraldehido
(reticulacién quimica) o con PEG 35000 (mediante recubrimiento). Para ello se
desarrollé un sistema tipo “kit” para cada formulaciéon que permitiese el
radiomarcaje directo de la cubierta con tecnecio-99m y su posterior evaluacién n

vivo tras su administracién oftdlmica en modelo animal.

3. METODOLOGIA

3.1 Nanoencapsulacion del bevacizumab

El departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica desarrollé una
formulacién de nanoparticula de HSA cargada con bevacizumab (NP-HSA-B). Para
ello se anadieron 15 mg de Avastin® (preparaciéon farmacéutica comercial de
bevacizumab) a 7.5 ml de una disolucién acuosa de 13.3 mg/ml de HSA,
previamente acidificada (pH 4.9) con HCI 1M. Tras incubar la mezcla durante 10
minutos, se formaron las NP-HSA-B mediante adicién de 16 ml de etanol bajo
agitacion magnética. Se eliminaron los disolventes organicos mediante evaporacién
a baja presién y se liofiliz6 en un liofilizador Génesis con una solucién

crioprotectora de sacarosa al 5 %.

Las nanoparticulas se caracterizaron mediante espectroscopia de correlacién
foténica (TP y PD) y anemometria laser doppler (potencial z) empleando un
analizador Zeta Plus. Para ello se resuspendieron las NP-HSA-B en agua tipo I con
una proporcioén 1:10 (p/v) y la suspensién se midié a 25 °C con angulo de 90°. Para
determinar el potencial Z se resuspendieron (1/10) en una disolucién de KCI 0,1

mM (pH = 7,4) y la disolucién se midié a 25 °C con angulo de 90°.
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3.1.1 FEstabilizacion de las nanoparticulas de HSA

con bevacizumab.

A partir de las NP-HSA-B se prepararon dos formulaciones adicionales,
mediante el tratamiento de las NP-HSA-B "desnudas" con un agente reticulante
quimico (glutaraldehido) o con un excipiente farmacéutico para su recubrimiento
(PEG 385000). Para ello una vez formadas las NP-HSA-B se incubaron a
temperatura ambiente con una disolucién de cada agente siguiendo el mismo
protocolo empleado para las nanoparticulas vacias (IV, 3.2.2 y 8.2.3). Los
pardmetros empleados se recogen en la Tabla V. 1 [28,297. Finalizado este proceso
los dos tipos de formulaciones fueron purificadas, liofilizadas y caracterizadas de

igual modo que las NP-HSA-B.

Agente ., % disolucién . Tiempo
estabilizante Formulacién acuosa (p/v) Cantidad (ug) incubacién (min)
-— NP-HSA-B 0 0,0 0
GLU NP-HSA-B-GLU 4 12,5 5
PEG NP-HSA-B-PEG 10 100,0 30

Tabla V. 1. Pardmetros empleados en la estabilizacion de la formulacion NP-HSA-B.

3.2 Desarrollo del sistema tipo “kit” para el radiomarcaje

de las nanoparticulas

3.2.1 Estudio de optimizacion de la especie reductora

del sistema tipo “kit”.

Para el radiomarcaje directo con tecnecio-99m de la cubierta de los los tres tipos
de NPs que contienen bevacizumab encapsulado se realizé el mismo protocolo ya
empleado para las nanoparticulas vacias; para ello se determiné la cantidad de
especie reductora de forma empfrica, manteniendo el resto de los pardmetros fijos

(pH, actividad de tecnecio-99m, temperatura y tiempo de incubacién), tal y como se
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describe en el apartado 8.4 del capitulo I'V.

Como especie reductora se emple6 SnCl, y se testaron dos concentraciones: 0,5
mg/ml y 0,05mg/ml. Todos los viales se purgaron con helio hasta sequedad. Cada
vial se marcé con una disolucién de [*mTc¢]NaTcOs recién eluida (37 = 20 MBq)

obtenida de un generador de Mo/ T,

Para la caracterizacién de las especies radiomarcadas se empleé cromatografia
ascendente en papel Whatmann 3MM con tiras de 1 x10 cm, empleando como fase
movil NaCl 0,9 %. Se determiné la PRQ mediante lectura con un radiocromatégrato
MiniGita equipado con un detector 2 x 2 de Nal(Tl). Sobre los cromatogramas
obtenidos se calculd el Rf y el % PRQ de cada compuesto, empleando el software
Nina. Los criterios de aceptacién empleados fueron los mismos que para las

formulaciones de NP vacfas (IV. 3.4.2).

3.2.2 Ffecto de la preparacion y radiomarcaje del
sistema tipo “kit” sobre la calidad de Ias

formulaciones

De aquellos equipos reactivos que mostraron mayor PRQ se evalué el efecto del
sistema tipo “kit” sobre la calidad de la NPs. Para ello de cada formulacién se midié
por triplicado el TP y el PDI antes de la preparacién del “kit” y tras la incubacién
con la solucién de tecnecio-99m (Figura V. 1). Se determinaron ambas variables por
correlacién foténica empleando un analizador Zetamaster; las NP se resuspendieron

en agua tipo I con una relacién 1:10 y se midieron a 25 °C con dngulo de 90°.
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Caracterizacion de las NP antes del radiomarcaje (dia 0)

NP-HSA-B NP-HSA-B-PEG NP-HSA-B-GLU o b -

Sze (40m)

Sce Davrduton by rtensty

- : A
A

Irtensty (Percert)

Caracterizacién de las NP después del radiomarcaje (dia 0)

Size Datrbuton by htensty

|
1S

Intennty (Percert)

**
i — =

$7 MBq de T**=TcINaTcO; o1 10 100

. —_—

SRR 57 MBq de [¥=TcINaTcO;

Figura V. 1. Medida del tamaiio de particula antes y después del radiomarcaje del sistema tipo “kit”. Los
pasos intermedios hasta el marcaje del equipo reactivo se han marcado sobre la imagen con la siguiente
nomenclatura: 1. Preparacion del “kit” (n=3 por formulacion), 2. Purgado hasta sequedad; 3. Radiomarcaje
de los equipos reactivos con [*"Tc]NaTcOs 4. Determinacion del tamaifio de particula tras 30 minutos de
incubacion.

Como criterios de aceptacion se establecieron un valor de PDI < 0,3 y una
variacién del tamano de particula (VTP) inferior al 10%.

La variacién del tamafio de particula se calcul6 segiin la Ecuacién V. 1
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T
VTP, (%) =

Pantes de preparar el kit — TPtras radiomarcaje del kit

x 100

Tpantes de preparar el kit

Ecuacion V. 1. Variacion del tamaiio de particula de las NPs analizadas asociada al proceso de preparacion
y radiomarcaje de los equipos reactivos.

3.3 Determinacién de la estabilidad de los equipos

reactivos

Se prepararon 18 kits de cada tipo de nanoparticula con la concentracién de
SnCly determinada como adecuada en el estudio de optimizacién (V, 3.2.1). Todos
ellos se conservaron 3 meses a una temperatura entre 2-8 °C; tres equipos reactivos
de cada formulacién se radiomarcaron periédicamente (0, 2, 25, 36, 67 y 98 dias
después de la preparacién de los equipos reactivos) con una solucién de
[99mT¢INaTcOy recién eluida (37 £ 20 MBq). Tras incubarlos (30 minutos a
temperatura ambiente), de cada uno de ellos se evalué: la calidad del radiomarcaje
(Rf'y PRQ) y de la nanoparticula (TP y el PDI). En la Figura V. 2 se muestra un

esquema del estudio de estabilidad.
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1 2 3 %Y
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Figura V. 2. Esquema del estudio de estabilidad del sistema tipo “kit” en un periodo de 3 meses. 1. Preparacion
del sistema tipo “kit”; 2. Almacenamiento en frio; 3. Radiomarcaje con [*"TcTNaTcO: e incubacion durante 30
minutos; 4. Determinacion de la calidad del radiomarcaje y la nanoparticula.

3.8.1 Calidad del radiomarcaje

Se analizaron todos los equipos reactivos utilizando el mismo método analitico
empleado para el estudio de optimizacién de la especie reductora (V, 8.2.1). Se

compararon los resultados obtenidos tras cada radiomarcaje con los del dfa 0.

3.3.2 Calidad de la nanoparticula

Se determiné el TP y el PDI tras cada radiomarcaje siguiendo el protocolo
descrito en el apartado 3.2.2 . Los resultados se compararon con el tamarno de
particula medido antes de preparar los equipos reactivos. Se calculé de la variacién

de tamario de particula (VTPy,)se ha realizado segtin la Ecuacién V. 2.
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_ TPantes de preparar el kit — TPdia n después de radiomarcaje

VTP(%),, = x 100

Tpantes de preparar el kit

FEcuacion V. 2. Variacion del tamafio de particula asociada al proceso de almacenamiento de los equipos

reactivos. El cdlculo se realiza el tamaiio de particula promedio.

3.3.8 Analisis de los datos

Los criterios de aceptacién empleados en la evaluacién de la estabilidad del sistema

tipo “kit” quedan definidos en la Tabla V. 2.

Especie Pardmetro Crlterlo. fie
aceptacion
Rf 0,0 £ 0,1
> o,
[**»Tc]Tc-NP FRQ =00 %
TP (nm) A <10 %
PDI 0,3
Rf 1,0 £ 0,1
[**m»Tc]NaTcO.
PRQ <5 %

Tabla V. 2. Pardmetros de evaluacion fijados para el ensayo de determinacion de la estabilidad del sistema

tipo “kit”.
3.4 Estudios de biodistribucidon in vivo en animales

Para realizar los estudios de biodistribucién i vivo se emple6 aquel equipo
reactivo, de cada tipo de NP que, durante el estudio de optimizacién de la especie
reductora, presenté mayor % PRQ de la especie [99mT'¢]Tc-NP.

Tras el marcaje, cada “kit” se completé con su respectiva formulacién de NP hasta
alcanzar de 1mg de nanoparticula. Se establecieron tres grupos, uno por cada
formulacién radiomarcada ([*9mT¢]Tc-NP-HSA-B, [9mT¢]Tc-NP-HSA-B-GLU y
[99mT'c]Te-NP-HSA-B-PEG), con tres animales por grupo. A cada animal se le

administré en el ojo izquierdo una dosis tnica de 10 pl (1,36 + 0,3 MBq) de la
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suspension radiomarcada correspondiente. Los animales fueron anestesiados con un
2 % de isofluorano durante la administracién y la hora posterior, a fin de evitar que

se lo retiraran antes de su absorcion.

Se obtuvieron imagenes SPECT/CT de los tres grupos a 1, 2, 4, 6, 8 y 10 horas
post-administracién. Los animales fueron anestesiados antes de cada estudio y
colocados en posicién prono en el equipo SPECT-CT. El tiempo de adquisicién fue
modificado en funcién del tiempo transcurrido desde la administracién para
eliminar el efecto del decay del tecnecio-99m en la adquisicién de la imagen. E1 CT

se programé a 110 mAs y 130 Kv, 130 imagenes de 3 mm de espesor.

Todas las imagenes fueron analizadas de forma cualitativa con el software Syngo
MI Applications TrueD. Para el andlisis cuantitativo se dibujaron Voltimenes de
Interés (VOIs) en todas las imdgenes SPECT/CT, sobre el punto de
administracién, el abdomen y el cuerpo completo de todos los animales utilizando

el software Pmod. Con los datos de actividad obtenidos de los VOIs se determind:

e El perfil de biodistribucion de las [*»T'c]Tc-NP, mediante el calculo del
porcentaje de radioactividad (% Radioactividad) en el ojo izquierdo y en el
abdomen respecto a la actividad total cuantificada en ese mismo animal

(Ecuacién V. 3).

Actividad del OrganOx (n)tras la administracién

% Radioactividad = x 100

Actividad total animal x (h)tras la administracién

Ecuacion V. 8. Calculo del %Radioactividad en ojo o abdomen. Actividad cuantificada en cada VOI
dibujado (sobre ojo o abdomen) a lo largo del estudio respecto a la actividad cuantificada en ese mismo
animal (VOI cuerpo completo) en el mismo punto temporal.

¢ El perfil de permanencia de las suspensiones radiomarcadas (% PSR) del
punto de administracién calculando el porcentaje de radioactividad en el ojo

a lo largo del tiempo (Ecuacién V. 4).
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% PSR =

Actividad del OjO x (h)tras la administracién

Actividad del OjO 1 hora tras la administraciéon

x 100

Ecuacion V. 4. Calculo del porcentaje de permanencia de la suspension radiomarcada. Actividad
cuantificada en cada VOI dibujado sobre ojo izquierdo a lo largo del estudio respecto a la actividad
cuantificada 1 hora después de la administracion sobre el ojo izquierdo.

4. RESULTADOS

4.1 Preparacidon de las nanoparticulas de HSA con

bevacizumab

El TP de la formulacién NP-HSA-B mostré un tamario similar la NP-HSA-B-

PEG. Sin embargo, el valor de potencial Z fue menor cuando la formulacién se

recubrié con PEG-385000. Por otro lado, las NP-HSA-B-GLU mostraron el menor

tamafio de particula y de potencial Z. E1 PDI de las tres formulaciones fue inferior

a0,2.

En la Tabla V. 3 se resumen las principales caracteristicas fisicoquimicas halladas

tras la preparacién de los tres tipos de NPs.

Formulacién TP (nm) PDI Potencial Z (mV)
NP-HSA-B 310 £ 3 0,14 + 0,02 14,0 + 1,0
NP-HSA-B-GLU 180 £ 3 0,11 * 0,01 -36,0% 1,0
NP-HSA-B-PEG 301 £ 3 0,13 * 0,03 -17,0 £ 1,0

Tabla V. 3. Resultados del tamario de particula, indice de polidispersién y potencial Z de las
nanoparticulas de cada formulacién estudiada.
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4.2 Desarrollo del sistema tipo “kit” para el

radiomarcaje de las nanoparticulas.

4.2.1 Estudio de optimizacion de la cantidad de

especie reductora de los equipos reactivos.

La cantidad de cloruro de estafio (II) fue optimizada para el radiomarcaje de
todas las formulaciones (NP-HSA-B, NP-HSA-B-PEG y NP-HSA-B-GLU)
mediante la caracterizacién de todas las especies radiomarcadas por

radiocromatografia (Tabla V. 4).

. . [SnCl.]=0,05 mg/ml [SnCl.]=0,5 mg/ml
Equipo reactivo
[*omTc]Tc-NP | [**»Tc]NaTcO. | [**"Tc]Tc-NP | [**»TcINaTcO.
NP-HSA-B %PRQ Rf %PRQ Rf %PROQ Rf %PRQ Rf
97 -0,03 3 0,96 99 0,02 1 1,00
NP-HSA-B-GLU 96 0,00 4 0,99 100 -0,02 0 0,98
NP-HSA-B-PEG 98 -0,01 2 1,00 100 0,00 0 0,99

Tabla V. 4. Resultados de la pureza radioquimica de los distintos equipos reactivos elaborados en el estudio de
optimizacion de la especie reductora para el desarrollo de un sistema tipo “kit”.

Todos los radiomarcajes exhibieron valores de % PRQ superiores a 95. Los
valores méaximos de pureza corresponden a los radiomarcajes que emplearon la
disolucién [SnCly = 0,5 mg/ml. Sin embargo, tal y como se discutié en el capitulo
IV, utilizar una cantidad de SnCl; inferior a la necesaria para que se produzca una
reduccién completa del [#*"TcNaTcO,, favorece que no se formen de impurezas
radiocoloidales. Por tanto, para los estudios del sistema tipo “kit” y los estudios de
biodistribucién iz vivo se realizaron con los equipos reactivos de cada NP con

SnCl,]=0,05 mg/ml.
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4.2.2 Ffecto de la preparacion y radiomarcaje del

sistema tipo “kit” sobre la calidad de Ias

formulaciones
El TP mostré un incremento tras el proceso de preparacién y radiomarcaje de

los kits. En todos el %VTP,, medidos antes y después fue inferior al 10 % y con
valores de PDI < 0,3 (Tabla V. 5).

Antes de la preparacién Tras la preparacién y
Formulacién de los Kkits el marcaje de los kits VTP. (%)
TP (nm) PDI TP (nm) PDI
NP-HSA-B 244 * 5 0,17 £0,02 263 t+ 4 0,26 £0,05 8
NP-HSA-B-GLU 193 £ 6 0,16 +0,05 205 + 2 0,18+ 0,02 6
NP-HSA-B-PEG 229 + 4 0,28 0,02 247 £ 2 0,29 £0,09 8

Tabla V. 5. Tamaiios de particula de las tres formulaciones antes y después de la preparacion de los equipos

reactivos.

4.3 Determinacion de la caducidad de los equipos

reactivos

4.8.1 Calidad del radiomarcaje

Los resultados obtenidos el dfa 0 indicaron la presencia de dos especies: [9™Tc¢]Tc-

NP y [#T¢INaTcO,. El valor promedio de los resultados obtenidos para cada

formulacién se resume en la Tabla V. 6.
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99m - 99m .

Formulacién de NP [ Te]Te-NP [**"TcINaTcO
%PRQ Rf %PRQ Rf

NP-HSA-B 98,00 0,02 2,00 0,94
NP-HSA-B-GLU 98,67 0,00 1,33 1,00
NP-HSA-B-PEG 96,57 0,01 3,33 0,99

Tabla V. 6. % PRQ y Rf de los equipos reactivos, segiin el tipo de formulacion empleada, el dia de la
preparacion (dia O) de los kits para el estudio de estabilidad.

Durante el estudio de estabilidad s6lo se detectaron 2 especies radiomarcadas

[99mT¢]Te-NP (Rf = 0 + 0,02) y [#mTcNaTcO, (Rf = 1  0,0).

El valor del % PRQ de la [#"Tc]Tc-NP descendié para todos los tipos de
nanoparticula a lo largo del tiempo evaluado. Sin embargo, la disminucién fue mas
ripida en las formulaciones NP-HSA-B-PEG y NP-HSA-B-GLU; ambas
obtuvieron un valor de PRQ < 95 % después de almacenarlas 2 dfas (Grafica V. 1).
Este descenso progresé a lo largo del tiempo del estudio, hasta alcanzar un % PRQ
de 59,50 para la formulacién [99mTc¢]Tce-NP-HSA-B-GLU y 63,50 para [9™Tc¢ ] Tc-
NP-HSA-B-PEG después de 98 dfas.

Los kits evaluados de [*9™T'¢]Tc-NP-HSA-B mostraron una elevada pureza
hasta 25 dfas después de su preparacién (% PRQ > 95); a los 36 dias existe una
pérdida discreta del rendimiento de marcaje (92,33 %), que descendié de forma

gradual hasta alcanzar un % PRQ = 31 después de 98 dfas de almacenamiento.
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DIAS TRAS LA PREPARACION DE LOS EQUIPOS REACTIVOS

o—[99mTc]Te-NP-HSA-B-GLU 2 [99mTc]Te-NP-HSA-B-PEG ¥~ [99mTc]Te-NP-HSA-B

Grifica V. 1. Resultados de la del estudio de estabilidad del sistema tipo “kit” (n=3).

4.3.2 Calidad de la nanoparticula

El TP aument6 en todas las NPs a lo largo del estudio, aunque de forma diferente
en funcién del tipo de la formulacién (Grafica V. 2). La NP-HSA-B tuvo un % VTP,
del 6 - 9 % hasta los 67 dfas de almacenamiento. Sin embargo, a partir del dia 2

mostro valores de PDI > 0,3 hasta el final del estudio.

Las formulaciones NP-HSA-B-PEG y NP-HSA-B-GLU tuvieron un % VTP, <
10 después de 25 dias y tras 36 de almacenamiento alcanzoé el 17%. A partir de
entonces NP-HSA-B-PEG tuvo un incremento mayor y més rapido hasta el final
del estudio (Tabla V. 7). El valor promedio de PDI para ambas fue inferior a 0,3 en
todos los puntos temporales, a excepcién del dltimo punto temporal analizado para

la de NP-HSA-B-PEG (PDI =0.35)
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Grifica V. 2. Evolucion del tamaiio de particula durante el estudio de estabilidad del sistema tipo “kit” segiin

el tipo de nanoparticula.

Dias VTP. (%)

[*"Tc]Tc-NP-HSA-B-GLU | [*"Tc]Tc-NP-HSA-B-PEG | [*"Tc]Tc-NP-HSA-B
0 6 4 8
2 7 6 8
25 9 8 10
36 17 17 10
67 18 23 10
98 21 30 21

Tabla V. 7. Variacion del tamaiio de particula a lo largo del estudio de caducidad del sistema tipo “kit”.

4.4 Estudios de biodistribucidén in vivo en animales

La Figura V. 83 muestra de forma representativa las imagenes de SPECT/CT de

un animal de cada grupo (n = 3/ por formulacién analizada). Asimismo, junto a ellas

se presentan los resultados promedio del % Radioactividad en el ojo izquierdo y en

el abdomen a lo largo del estudio.
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Figura V. 8. Imdgenes estiticas SPECT/CT y % Radioactividad de las formulaciones [*"Tc]Tc-NP-HSA-
B, [*"Tc]Te-NP-HSA-B-PEG y[*"T¢]Tc-NP-HSA-B-GLU. Las imdgenes de cada fila corresponden al

mismo animal a lo largo del estudio. El tiempo post-administracion estd indicado en la parte superior las

imdgenes. Las localizaciones anatomicas de los focos de captacion se han marcado con la siguiente nomenclatura:

a. Punto de administracion: ojo izquierdo; b. Estémago; c. Intestino. Las grdficas dispuestas a la derecha de las

imdgenes SPECT/CT representan el promedio de la actividad (cuentas) obtenidas en los VOIs dibujados sobre

los animales estudiados para cada tipo de NP (n=3). Los resultados estin expresados en % Radioactividad; este

pardmetro se ha calculado dividiendo la actividad cuantificada en el ojo (azul) entre la actividad total

cuantificada en ese animal en ese mismo punto temporal. Se ha operado de igual forma para el cdlculo del

porcentaje en el abdomen (amarillo).
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La biodistribucién de las tres formulaciones analizadas en este capitulo es igual
durante las primeras 2 horas, con un foco de actividad principal localizado en el
punto de administracién, pero a partir de las 4 horas los tiempos de permanencia
difieren en funcién del recubrimiento de la NP.

El analisis cuantitativo realizado en el ojo y abdomen respecto a la actividad total

de animal indic6 que:

e L] perfil de excrecién de las formulaciones [*9mTc]Tc-NP-HSA-B y
[99mT¢Te-NP-HSA-B-PEG es gastrointestinal, mientras en funcién de las
imagenes adquiridas, el perfil de la formulacién [99mT¢ ] Tc-NP-HSA-B-GLU
es desconocido.

e Tras 4 horas el porcentaje de actividad en ojo de la suspensién [99mTc¢]Tec-
NP-HSA-B disminuy6 hasta 44,56 £ 0,16 %. A partir de entonces el descenso
tue progresivo hasta la finalizacién del estudio (44,56 £ 0,16 % a las 6 horas,
85,01 £ 0,41 % a las 8 horas y 13,568 £ 0,12 % a las 10h). Por otro lado, la
actividad en el abdomen mantuvo valores similares en el mismo periodo de
tiempo (55,39 = 0,17 % a las 4 horas, 57,22 + 0,36 % a las 6 horas, 49,90
0,40 % a las 8 horas y 58,20 + 0,44 % a las 10 horas).

e La formulacién [9mT¢]Tc-NP-HSA-B-PEG no mostré actividad abdominal
hasta las 8 horas post-administracién (7,63 £ 0,03 %) y posteriormente
aumenté hasta alcanzar un porcentaje de actividad del 78,54 £ 0,07 % tras 10
horas.

e La formulacién [#mTc¢]Tc-NP-HSA-B-GLU se mantuvo en el ojo izquierdo
durante las 10 horas de estudio con un porcentaje de actividad minimamente

inferior al cuantificado 1 hora después su administracién (92,75 % vs 97,22 %).

El % PSR permitié6 cuantificar como se eliminaba cada suspensién
radiomarcada del punto de administracién (Grafica V. 3); este parametro compara
la actividad en el ojo izquierdo a lo largo del tiempo respecto a la actividad

cuantificada a 1 hora post-administracién (Ecuacién V. 4).
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Grifica V. 8. Permanencia de la suspension radiomarcada (% PSR); se representa el promedio de la actividad

cuantificada en ojo izquierdo a lo largo del estudio respecto a la actividad cuantificada en el mismo animal

1 hora tras la administracion de la suspension de nanoparticula radiomarcada correspondiente.
Comparando la evolucién del % a lo largo del tiempo en funcién del tipo de NP

puede observarse:

e Que existe una disminucién progresiva de la actividad administrada para
los tres tipos de NP, ya que la [9mTc¢]Tc-HSA-B-GLU se elimina del
0jo, a pesar de que no se observe transito gastrointestinal en las
imagenes SPECT/CT.

e La pendiente de eliminacién de la suspensién radiomarcada es mayor

para la formulacién [99"T'¢]Tc-HSA-B que para las NPs recubiertas.
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e Lainteraccién con el ojo de la NP recubierta varfa en funcién del agente
estabilizante empleado, obteniendo a un mismo tiempo un menor % ESR

para la formulacién pegilada.

5. DISCUSION

Existen diversos métodos para la preparacién de nanoparticulas de albtimina;
pueden ser fisicos (gelacién térmica, nanosecado por aspersién, técnica NAB (NP
unida a la albimina) o quimicos (desolvatacién, emulsificacién, autoensamblaje)
[30]. De ellos la desolvatacién es una técnica muy utilizada por ser rapida,
reproducible y sencilla, aunque requiere una estabilizacién posterior a la formacién
de la NP, como ya se expuso en capitulo IV. Sin embargo, la construccién de una
matriz de HSA con bevacizumab mediante desolvatacién (NP-HSA-B), permite
obtener nanoparticulas estables sin necesidad de procesos adicionales. En su estudio
de desarrollo y caracterizacién de esta formulaciéon Luis de Redin et al., [297]
propuso que las interacciones protefna-proteina entre el bevacizumab y el HSA
pueden ser las responsables de dicha estabilidad. En este contexto no es necesario
el empleo de agentes estabilizantes para obtener un nanosistema estable, aunque
este tipo de modificacién superficial sigue siendo una forma de mejorar las
propiedades de las NP [31,327. En este capitulo se ha evaluado cémo influye el
recubrimiento con PEG-35000 y GLU sobre la formulacién HSA-B en el desarrollo
un sistema tipo “kit” para su marcaje con tecnecio-99m y en su biodistribucién tras

administracién oftdlmica.

Los resultados obtenidos en los ensayos de caracterizacién de las NP tras su
formacién, evidenciaron un mayor TP y un incremento del potencial Z de la
formulacién NP-HSA-B (310 nm vs 180 nm; -14mV vs -36 mv) respecto a la
recubierta con GLU; al compararla con la formulacién pegilada la diferencia no fue

tan relevante (310 nm vs 801 nm; -14 mV vs -17 mV). No obstante, las tres
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formulaciones mostraron homogeneidad en los tamarios de las poblaciones medidas

(PDI < 0,15).

Para realizar el marcaje directo de las formulaciones con tecnecio-99m se empleé
un sistema tipo “kit”, para el cual se optimizé la cantidad de agente reductor. Los
resultados de los andlisis radiocromatogréficos indican que las dos concentraciones
testadas permitieron obtener purezas radioquimicas elevadas. Sin embargo, a la
hora de seleccionar el equipo reactivo mas adecuado se optd por los preparados con
la menor concentracién de SnCl, (0,05 mg/ml) para todas las formulaciones, tal y

como ya se describié en el apartado 3.2.1 del presente capitulo.

Los resultados de evaluacién de las NPs tras el proceso de preparacién y
radiomarcaje de este “kit” indicaron que tras su reconstitucién hay un aumento del
TP del 6-8 %; dicho aumento puede estar relacionado con el proceso de purgado
con helio hasta sequedad realizado durante la elaboracién del “kit”. La generacién
de una atmésfera inerte no es indispensable para radiomarcar NP con tecnecio-99m
con elevados rendimientos [33—857, pero permite obtener excelentes resultados
con una cantidad de SnCl, menor. Los equipos reactivos evaluados en este capitulo
contienen 2 pg de sales de estafio por “kit”, respecto a los 20 ng/kit empleados por
K.K. Halder et al. (867 para radiomarcar nanoparticulas de PGLA cargadas con
cloranfenicol. Este hecho es importante, pues una menor cantidad de SnCl, permite
minimizar la posibilidad de que se generen impurezas radiocoloidales indeseadas.
Ademis, evita que se forme el [9mT¢]TcO,, como ya se explicé detalladamente en

el apartado 5 del capitulo IV.

El purgado con helio se realizé hasta llegar a sequedad. Este procedimiento tuvo
la finalidad de mantener estable la matriz de las nanoparticulas tras su dispersion
en la disolucién acuosa de SnCl, de una forma similar a un proceso de liofilizacién.
La liofilizacién es una técnica de deshidratacién permite aumentar el tiempo de
vigencia de las formulaciones de NPs después de su preparacién [37,387. Esta

técnica es muy utilizada para la preparacién de numerosas férmulas farmacéuticas,
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como por ejemplo los equipos reactivos que se emplean en la Unidades de
Radiofarmacia para preparar RF convencionales [897. El purgado con helio no es
un proceso tan agresivo como la liofilizacién, pero también genera un estrés sobre
las NP, acrecentando la posibilidad de agregacién, especialmente en aquellas con
mayor potencial Z [407. Esto se puede advertir en los resultados obtenidos en este
estudio, en los que el menor aumento de tamafio se produjo en la formulacién con
menor valor de potencial Z (NP-HSA-B-GLU). No obstante, todos cumplieron los
criterios de aceptacién establecidos para dar por vélidos los equipos reactivos (VTP

< 10% y PDI < 0,3).

La segunda fase del estudio determiné el periodo de estabilidad del sistema tipo
“kit”. A la hora de evaluar la estabilidad del sistema se debe tener en cuenta dos

aspectos:

I. La calidad del radiomarcaje, que debe asegurar que, tras su
reconstitucién, independientemente del tiempo de almacenamiento, permita
obtener para la especie [9mTc¢]Tc-NP con un % PRQ > 95. En este
contexto, los equipos reactivos de NP-HSA-B mostraron un elevado
porcentaje nanoparticula marcada (% PRQ > 95) hasta 25 dfas después de
su preparacién, mientras las nanoparticulas recubiertas no alcanzaron el
valor minimo de PRQ establecido en los criterios de evaluacién tras su
reconstitucion tras 2 dfas de almacenamiento.

La disminucién de PRQ de los equipos reactivos puede estar relacionada
con una pérdida progresiva de la atmosfera inerte generada dentro de los
viales [41,427. Esto implica que haya una oxidacién parcial del agente
reductor y coexista el estafo en sus dos estados de oxidacién (Sn+? y Sn*+),
perdiendo parte asf de su capacidad reductora [437.

II. La calidad de las nanoparticulas, que debe quedar preservada pues
determina el comportamiento iz wvivo del nanosistema y su perfil de

biodistribucién. Para evaluarlos se valoraron el PDI y el TP.
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El PDI indica cuan heterogénea es la distribucién de la poblacién de NP; se
calcula dividendo la desviacién estdndar de los tamafios medidos entre el
tamafio de particula promedio [447. La presencia de una pequena cantidad
de agregados puede resultar en valores superiores a los considerados como
“6ptimos”, que en el campo de los nanosistemas de liberacién sostenida se
establece en PDI < 0,3 [457].

La formulacién NP-HSA-B obtuvo valores de PDI > 0,3 desde el 2° dia de
almacenamiento del “kit”. A partir de entonces, y hasta la finalizacién del
estudio, el PDI y el TP mantuvieron valores similares, lo que sugiere la
presencia de pequeiias proporciones de agregados en los kits.

Por otro lado, las formulaciones recubiertas mantuvieron poblaciones
homogéneas con valores de PDI < 0,3 y casi constante durante todo el
estudio. Sin embargo, tuvieron un % VTP, que aument6 de forma
progresiva durante los 98 dfas de almacenamiento.

Estos datos estdn en linea con los obtenidos por M.G. Anhorn et al. [467],
quien evidencia como el proceso de liofilizacién puede producir un aumento
del tamarfio de particula y del PDI en NPs con matriz de HSA en ausencia
de excipientes; de las tres matrices de HSA que este autor compara (sin
modificar, pegilada y cargada con doxorubicina) la que mayor tamaio de

particula presenta tras la reconstitucién es la pegilada.

En este contexto se puede afirmar que los equipos reactivos en ausencia de

excipientes y empleando el purgado con helio hasta sequedad presentan periodos

de validez muy limitados. Por tanto, para formulaciones de NP-HSA es preferible

que la preparacién del “kit” y el radiomarcaje se hagan el mismo dfa.

Por dltimo se evaluaron los radiomarcajes en un modelo i wvivo, tras su

administracién oftdlmica, mediante imagen SPECT/CT a distintos tiempos post-

administracién, tal y como se describe en el apartado 3.3.3.

Del andlisis de las imdgenes se observa que el perfil de excreciéon de las tres
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formulaciones de NPs parece ser gastrointestinal, al igual que en los estudios iz vivo
del capitulo anterior (IV, 4.3). Sin embargo, se aprecia una ralentizacién de la
excrecién de formulaciones cargadas con bevacizumab y recubiertas (NP-HSA-B-
PEG y NP-HSA-B-GLU) respecto a sus homélogas vacfa (NP-HSA-PEG y NP-
HSA-GLU) que ya mostraban focos de captacién en estébmago a las 6 horas post-

administracion.

Los resultados de los estudios de este capitulo indican que todas las
formulaciones tienen permanencia en ojo durante 8 horas; esto prueba la eficacia del
nanosistema NP-HSA para permanecer en punto de administracién, punto clave en
los tratamientos oftalmolégicos tépicos, ya que es alli donde se debe dar la
liberacién controlada del fArmaco [477]. La permanencia de los nanosistemas en el
ojo puede deberse a interacciones de Van der Waals entre la NP y las protefnas de

la mucosa ocular [48,497].

Las diferencias entre de los perfiles de biodistribucién de los modelos in vivo
pueden relacionarse con el potencial Z, el tamaro de particula y el tipo tratamiento
de estabilizacién aplicado a la NP. Estos tres pardmetros son determinantes en la
interaccién entre la nanoparticula y la mucosa del ojo [50-527, condicionando entre
otros procesos la produccién de lagrima, lo que puede acelerar de forma indeseada
la eliminacién de la suspensién. De las tres formulaciones estudiadas la NP-HSA-B
es la que mas répido se excreta, con un paso a estémago en las primeras 4 horas tras
su administracién y un menor % PSR si se compara con las formulaciones

recubiertas.

La NP-HSA-B-GLU fue la tinica formulacién de la que no se visualiza el paso a
través del sistema gastrointestinal en el periodo estudiado, aunque el % PSR en ojo
indicé que hubo eliminacién de la superficie ocular, como resultado de los diferentes
procesos fisiolégicos del ojo para eliminar cuerpos extrafnos. Sin embargo, durante
el desarrollo de estos experimentos Luis de Redin et al. [537] demostré6 que tras la

reticulaciéon con este agente el bevacizumab se inactiva, comprometiendo la eficacia
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del tratamiento. Por tanto, esta formulacién no puede considerarse para ser

vehiculo de liberacion sostenida de dicho mAb.

Por otra parte, el andlisis cuantativo de los estudios de biodistribucién
mostraron que la pegilacién de la formulacién NP-HSA-B permite aumentar hasta
2 veces el % PRS en ojo durante las 6 primeras horas del estudio. En base a ello se
considera que, de las formulaciones de NP estudiadas, la NP-HSA-B-PEG es la mas

adecuada para la encapsulacién del bevacizumab.
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VI. RADIOMARCAJE DEL BEVACIZUMAB CON
TECNECIO-99M

En este capitulo se describe el desarrollo de diversas estrategias para el
radiomarcaje del bevacizumab con tecnecio-99m y la evaluacién de cada uno de ellos
mediante evaluacién del rendimiento, la estabilidad y la actividad biolégica del

anticuerpo tras el radiomarcaje.
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1.

INTRODUCCION

El uso de anticuerpos radiomarcados es un procedimiento ampliamente
extendido en la practica clinica. En funcién del radionucleido empleado en el
radiomarcaje, se pueden emplear como radiofdrmacos con fines diagnésticos [17] o

como agentes radioinmunoterapéuticos [27].

La radioinmunodetecciéon, cémo técnica de imagen molecular, utiliza Ac
radiomarcados para el diagnéstico de diversas patologfas [3,47]. Desde que en la
década de los 70 se propusiera el primer estudio de estadificacién con un anticuerpo
policlonal marcado con lodo-181 [57, han surgido multitud de lineas de
investigacién con el fin de desarrollar radioinmunofirmacos (RIF) que puedan
tener una aplicacion clinica en el campo de la Medicina Nuclear [67]. A diferencia
de otros radiofdrmacos empleados para oncologia, los RIF estdn més dirigidos a la
caracterizacién de las lesiones que a la deteccién de las mismas [77]. Favorecen la
evaluacién del nivel de expresién de la diana terapéutica, ya que monitorizan de
forma especifica aquellas células que expresan el An, permitiendo correlacionar la
captaciéon del anticuerpo radiomarcado con el beneficio terapéutico que el paciente

puede recibir [87].
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Para el marcaje de mAb hay numerosos isétopos reportados en la literatura,
entre los que destacan el Indio-111 [97 y el zirconio-89 [107. Sus t/. duran varios
dfas lo que se adapta a la farmacocinética de la mayoria de los mAb. No obstante,
por su disponibilidad a nivel mundial, el tecnecio-99m sigue siendo el principal
objetivo en el desarrollo de nuevos RF [117, de hecho en la practica clinica existen
RIF marcados con este isétopo como por ejemplo el LeukoScan® [127, el

TromboView® (1387 o el Scintimun® [[147].

Existen dos tipos de radiomarcaje de mAb con tecnecio-99m: la unién directa
del radiometal a grupo funcional intrinseco del propio anticuerpo o el uso de un
ligando que permita unir el isétopo de forma indirecta.

El marcaje directo puede realizarse segtin:

I. Reaccién directa entre el mAb y el tecnecio-99m. Esta reaccién se basa en la
incubacién del radiometal reducido con el mAb previamente activado. La
activacién consiste en reducir de forma parcial los puentes de disulfuro (-S-S-)
existentes entre los residuos de cisteinas de las cadenas polipeptidicas. Este
proceso genera grupos sulthidrilo (-SH), que presentan una elevada reactividad
frente al tecnecio-99m reducido [15,167].

En 1985, Paik et al. [17] determinaron que el uso de un exceso de DTPA,
durante la incubacién, evitaba las uniones inespecificas entre el radiometal y el
mAb. En base a ello se realizaron diversos estudios con quelantes méas débiles,
que a diferencia del DTPA, permitfan transferir el tecnecio-99m al anticuerpo

activado; este método conocido como marcaje mediado por ligandos de
transferencia (Luanferencia), fue propuesto por primer vez por Schwarz y

Steinstrasser [187 y posteriormente modificado por Mather y Ellison [197;
dicha modificacién inclufa el uso del principio activo de equipos reactivos
comerciales, empleados en la preparacién de RF convencionales, como fuente

del quelante débil.
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II. Reaccion directa empleando carbonilocomplejos de *»Tc(I). Para ello se
utiliza el precursor fac-[**"Tc [ Tc(OH,)s(CO)s]* desarrollado por Alberto et.
al [207. El mecanismo de este marcaje se fundamenta en la sustitucién de las
moléculas de agua por ligandos mono-, bi- o tridentados; la estabilidad del
complejo resultante es proporcional a la denticidad del ligando [217].

El precursor presenta una elevada afinidad por aminas, tioéteres y tioles [227];
algunos residuos de aminodacidos contiene estos grupos funcionales reactivos
frente a este precursor, como por ejemplo la histidina [237, la metionina [24]
o la cistefna [257. En base a esto, cualquier biomolécula peptidica podria ser
marcada con fac-[9"Tc [ Tc(OHg)s(CO)s]*, siempre que dichos grupos
funcionales no estén estéricamente impedidos. No obstante, cuando el grupo
imidazol de una histidina esté disponible, la sustitucién estara favorecida en él
por razones cinéticas [26].

El bevacizumab es una Inmunoglobulina tipo G que contiene 214 residuos de
aminodcidos en sus cadenas ligeras y 453 en sus cadenas pesadas [27; 28 de
estos residuos son histidinas. Los mds accesibles se localizan al final de la

cadena pesada, lo que puede facilitar su reaccibn con el sintén

[oomTc]Tc(CO)s]* y no afectar a la inmunoreactividad del anticuerpo [287.

2. OBJETIVOS

El objetivo de este capitulo ha sido el desarrollo de un método eficaz y estable
para radiomarcar bevacizumab con tecnecio-99m, con el objetivo de poder
encapsularlo posteriormente en una matriz NP-HSA. Para ello se han disefiados
dos métodos de marcaje directos con tecnecio-99m, de los que se ha valorado el
rendimiento de la reaccién, la estabilidad de unién radiometal-bevacizumab y la

actividad biolégica del anticuerpo después del marcaje.
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3. METODOLOGIA

3.1 Purificacién de excipientes del bevacizumab y
cuantificacion mediante espectrofotometria UV-

VIS.

Las soluciones farmacéuticas comerciales de bevacizumab contienen excipientes
para evitar su degradaciéon. Para evitar que alguno de estos excipientes pueda
competir durante el marcaje del anticuerpo con el tecnecio-99m 29,307, la muestra
debe purificarse. Como técnica purificacién se eligié la cromatogratia de exclusién
molecular (SEC). Para ello 125 pl de Avastin® (=~ 3,2 mg de bevacizumab) se
completaron hasta un volumen final de 0,5 ml con NaCl 0,9 % y se introdujeron en
una columna MidiTrap G-25. De la columna se eluyeron 6 alicuotas de 1ml

empleando PBS como fase mévil (Figura VI. 1).

[ =] —l- T - .
-y -~ =

(R e [ |

s a — g
. Concmenite tmg/m) |

Fracciones de 1ml

r\ . \\(/ Excipientes
P , HRY/

‘ ' w .. 4
Columna de exclusién e ==
A= 280nm
molecular

Figura VI 1. Esquema de la purificacion de excipientes del bevacizumab. 1. Preparacion de los patrones.
2. Determinacion la recta de calibrado a A= 280 nm y cumplimiento de la Ley de Lambert-Beer; 3.
Determinacion de la ecuacion de la recta 4. Purificacion de los excipientes por SEC; 5. Determinacion de las
Jfracciones con anticuerpo a A= 280 nm. 6. Aplicacion de la ecuacion de la recta para determinar [Bevacizumab

purificado].
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Se determiné la concentracién bevacizumab purificado de excipientes
(bevacizumab-PE) en cada alicuota mediante espectrofotometria UV-VIS (A = 280
nm) empleando una curva patrén de Avastin® (rango de concentracién comprendida

entre de 1,5 - 0,1mg/ml) y un espectrofotémetro de haz simple UV-3100 PC.

3.2 Activacion del bevacizumab

3.2.1 Concentracion y reduccion parcial del

bevacizumab

El bevacizumab-PE se concentré mediante ultrafiltraciéon por centrifugado a
2800 g durante 20 minutos, utilizando concentradores Amicon® Ultra-30K. A
continuacion, se redujo parcialmente mediante incubacién con 2-Mercaptoetanol
(ratio molar 1:2000), durante 30 minutos, a temperatura ambiente y con agitacién
constante. E] bevacizumab parcialmente reducido (bevacizumab-R) se purific6
utilizando nuevamente una columna MidiTrap G-25 y PBS como eluyente (Figura

VI. 2).
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Figura VI. 2. Esquema de la reduccion parcial del bevacizumab. 1. Concentracion por ultrafiltracion por
centrifugado; 2. Transvase a Eppendorf'y determinacion de [bevacizumab7; 3. Adicion del 2-Mercaptoetanol;
4. Reaccion de reduccion de los puentes disulfiro del anticuerpo; 5. Cromatografia de exclusion molecular; 6.
Elucion del anticuerpo reducido separdndolo de las posibles impurezas generadas y el exceso de 2-
Mercaptoetanol.

3.3 Determinacion de la pureza quimica del

bevacizumab-PE y el bevacizumab-R

La pureza quimica (PQ) del bevacizumab-PE y el bevacizumab-R se analiz6
mediante SEC-HPLC utilizando un sistema cromatografico Agilent 1200A
acoplado a un detector de diodos en linea (DAD) fijado a una A = 280 nm. Para ello
se empled una columna analitica Yarra x 150 que se eluyé con una solucién de 0,15
M de NaCl en 0,1 M PBS a un flujo constante (0.3 ml/min). Las muestras se

analizaron por triplicado.

Como muestras control se analizé, en iguales condiciones analiticas, una alicuota

de Avastin®.
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3.4 Marcaje del bevacizumab reducido mediado por

ligando

Para el marcaje mediado por Liranferencia S¢ empleé bevacizumab-R. Los Lianferencia
comtinmente descritos en la literatura son el medronato (MDP, Figura VI. 3) y el
pirofosfato (PYP, Figura VI. 4). Ambos quelantes son el principio activo de un
equipo reactivo para la preparacion de RF convencionales tras su reconstituciéon
con [*9"T'cINaTcO,. Sin embargo, desde hace afios el equipo reactivo del MDP, ha
sido sustituido en la rutina clinica por el oxidronato de sodio (HDP, Figura VI. 5)
y el etidronato de sodio (DPD, Figura VI. 6). Ambos comparten farmacéforo con el
MDP (P-C-P), diferencidndose entre ellos por la presencia o la naturaleza de los

sustituyentes en el &tomo de carbono.

(a) j_..-H ”\ (b)
0 0
N/
H N / H
o o

(a) (b)

0- 0-
\ PN /
P P
D/ \\ /Hf/ HU‘
O 0

Figura VI. 4 (a) Estructura quimica y (b) conformacion 3D del dcido pirofosfato de sodio (PYP).
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Figura VI 5. (a) Estructura quimica y (b) conformacion 3D del) oxidrénico (HDP).
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Figura VI 6. (a) Estructura quimica y (b) conformacion 3D del dcido etindrénico (DPD).

En este estudio como posibles Liranferencia s€ testaron el HDP, DPD y el PYP.
Para su empleo como Lianferencia S€ reconstituyé un equipo reactivo de cada uno
(HDP Technescan®, Teceos® y PYP Technescan®) con 1 ml de NaCl 0,9%. Entre
los componentes de estos equipos reactivos se encuentra el cloruro de estario (II),
lo que permiti6 que sirviesen con una doble finalidad: como solucién de Livanferencia ¥

como disolucién de SnCl, para reducir el estado de oxidacién del tecnecio-99m.

En base a los resultados obtenidos por Zhang et al. [317] de cada reconstituido
se utiliz6 un volumen correspondiente a 2 g Sn+*? para el marcaje; esta cantidad se

mezcl6 con una fracciéon de 0,5 mg de bevacizumab-R y 100 ul de [ T¢NaTcO,
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(48 £ 9 MBq) recién eluido. La mezcla se incub6 durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

En la Tabla VI. 1 se resumen los pardmetros del marcaje para cada uno de los
Litranferencia, aunque de forma genérica estas formulaciones se identificaron como

[o9mTc]Tc-Bevacizumab-L.

Ligando de Nomenclatura* Volumen de Cantidad de
transferencia reconstituido (ul) ligando (ng)
HDP [99mTc]Tc-Bevacizumab-HDP 6 18
DPD [99mTc¢]Tc-Bevacizumab-DPD 9 117

PYP [99mTc]Te-Bevacizumab-PYP 6 71,4

Tabla VI. 1. Pardmetros empleados para el marcaje indirecto de bevacizumab empleando equipos reactivos
comerciales como ligandos de transferencia.

Como muestra control se marcé una alicuota de cada ligando ([*9™Tc]Tc-

Litranerencia) €1 iguales condiciones, pero en ausencia de bevacizumab.

3.5 Radiomarcaje del anticuerpo empleando

carbonilocomplejos de **mTc(I).

En primer lugar se generé el precursor fac-[9"Tc[Tc(OHg)s(CO)s ]+ mediante
reconstituciéon de un vial de Isolink™ con una solucién de [*"T'c]NaTcO, (1 ml,
740 * 74 MBq) obtenida de un generador de “Mo/9"Tc. La mezcla se incub6 a
100 °C durante 30 minutos en un bloque térmico Tembloc. Tras dejarlo enfriar
hasta temperatura ambiente, se neutralizé con una disolucién de PBS 0,1M/HCI
1M (40:60) hasta pH = 7,0. El precursor tecneciado se incub6 con bevacizumab-PE,

en una ratio 1:700, a 37 °C durante 30 minutos (Figura VI. 7).
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g 740 MBq (| 100°C, 30 min
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Figura VI. 7. Esquema del radiomarcaje del anticuerpo con carbonilocomplejos de *"Tc(I). A.
Preparacion del precursor: 1. Radiomarcaje del “kit”; 2. Formacion del niicleo de tricarbonilo (M=*"Tc);
3. Enfriamiento a Tambiente; 4. Ajuste del valor de pH. B. Incubacion del bevacizumab-PE y el precursor.

Finalizada la incubacién, la mezcla se purific6 mediante ultrafiltraciéon por

centrifugado (2800 g, 20 minutos) empleando concentradores Amicon® Ultra-30K.

3.6 Determinacion de la pureza quimica y
radioquimica de [**Tc¢]Tc-bevacizumab-L y

[**mTc¢]Tc(CO)s-bevacizumab

La evaluacién de la PQ y la PRQ de las muestras de bevacizumab radiomarcado,
con ambas estrategias de marcajes, se realiz6 mediante radio-SEC-HPLC,
empleando el mismo método analitico descrito en el apartado 3.3. Al equipo de

HPLC se acoplé un detector de radioactividad Raytest (Epico=140 keV) en linea con
el detector DAD.

Se analizaron en las mismas condiciones las siguientes muestras control:
[oomTcINaTcOs, [99mTc¢][Tc(OHs)s(CO)s +; [ Tc ] Te-HDP, [99mTc¢]Te-DPD y
[omT'c]Te-PYP.
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Como criterio de aceptacién se establecieron % PQ y % PRQ = 95 anticuerpo
radiomarcado y un Rt similar al obtenido para las muestras de Avastin analizadas

en el apartado 3.3.

3.7 Estudio de estabilidad del [**"Tc]Tc-
bevacizumab-L y [**"Tc]Tc(CO)s-bevacizumab

Se evalué la estabilidad de [*9mTc¢]Tc-bevacizumab-L y [mTc¢]Tc(CO)s-
bevacizumab mediante la determinacién del % PRQ a 0, 1, 4, 10 y 24 horas por
cromatogratia planar ascendente; el método analitico se adapté a cada estrategia de

marcaje, tal y como se detalla mas adelante en los apartado 3.7.1.

Las condiciones evaluadas fueron:

e La temperatura de la conservaciéon de las soluciones de [9mTc]Tec-
bevacizumab-L y [9mT¢]Tc(CO)s-bevacizumab tras el radiomarcaje
(temperatura ambiente y 4 °C).

e  Laestabilidad de las muestras de anticuerpo radiomarcado en un medio
competitivo de concentracién molar 10 veces superior mediante
incubacién a 37 °C. Para el marcaje con carbonilocomplejos de 99mT¢c(I)

se empled una disolucién 10 mM de histidina y para los marcajes
mediados por Lianferencia ina solucion 10 mM de DTPA.

e  La estabilidad del [%mTc]Tc-bevacizumab-L y del [*"Tc¢]Tc(CO)s-
bevacizumab en plasma, mediante incubacién de las muestras en

volumen 4 veces superior a 37 °C.
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3.7.1 Métodos cromatograificos

3.7.1.1. Evaluacién del radiomarcaje mediado por ligandos
Evaluacién del radiomarcaje mediado por ligandos

Para evaluar la estabilidad de las muestras de [9mTc]Tc-bevacizumab-L se
utilizé uno de los controles de calidad descritos en la ficha técnica del Liranferencia
[82-34], concretamente el de fase inorgdnica; esta cromatograffa permite
cuantificar adecuadamente el % PQR del [*9mTc¢]Tc-bevacizumab-L (Rf = 0)
porque las impurezas [9*"T'¢]NaTcO, y [9"Tc]Tc-L migran hacia el frente (Rf =
1).

En la Tabla 1 se resume el método utilizado para determinar la PRQ de cada

marcaje.

Marcaje Fase estacionaria Fase movil
[99mTc¢]Te-Bevacizumab-HDP ITLC-SG (10 x 1 cm) Acetato de sodio 13,6%
[99mTc¢]Te-Bevacizumab-DPD Papel Whatmann 31 NaCl 1M

(2,5 x 5 cm)
[99mTcTTe-Bevacizumab-PYP ITLC-SG (10 x 1 cm) Acetato de sodio 13,6%

Tabla 1. Resumen del método analitico de determinacion de la % PRQ del [*"Tc]Tc-bevacizumab-L
empleado en el estudio de estabilidad.

Tras el desarrollo, cada tira se dividi6 en 5 secciones de 2 cm y de cada una de
ellas se determiné la radioactividad presente empleando un contador gamma

Compugamma CS.

3.7.1.2. Evaluacién del radiomarcaje con carbonilocomplejos de

somT¢(I).

Para determinar la estabilidad del [9"Tc¢]Tc(CO)s-bevacizumab se empleé un
método de cromatogratia en capa fina, utilizando una placa de vidrio (1 x 10 ¢cm) de

nanosilice modificada por octadecilo RP-18 (ALUGRAM® RP-18) como fase
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estacionaria y una disolucién NasCsH;07 (0,1 M, pH=6) / MeOH (50:50) como fase
movil. E1 % PRQ del [99mT¢T¢(CO)s-bevacizumab siguiendo el protocolo descrito

en el apartado anterior.

3.7.2 Andlisis de los datos

La actividad medida en cada seccién de la fase estacionaria se corrigié por decay a
la hora de inicio del estudio. Con estos datos se determiné el % PRQ (Ecuacién VI.
1) del anticuerpo radiomarcado con cada estrategia en todas las condiciones

analizadas. Como criterios de aceptacién se establecié un % PRQ > 95.

9MT T b , b Actividad medida en la seccion 0 — 2cm 100
c|Tc — bevacizumab = X
[ ] o Y Actividad medida en cada secciéon

FEcuacion VI 1. Calculo del % de PRQ del bevacizumab radiomarcado en el estudio de estabilidad.

3.8 Caracterizacion del anticuerpo tras el

radiomarcaje

3.8.1 Evaluacion del peso molecular del bevacizumab

tras su radiomarcaje con tecnecio-99m.

Se determiné el peso molecular de [9mTc¢]Tc-bevacizumab-L y de
[99mT¢Te(CO)s-bevacizumab mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE). Las muestras se prepararon con un tampén
Tris-HCl/glicerol/azul de bromofenol/SDS (62,5 mM Tris-HCI, 40 % glicerol,
0.01 % bromofenol blue, 1 % SDS, pH = 6,8), se incubaron a temperatura ambiente
durante 8 minutos y se cargaron (9,3-13 ug bevacizumab/pocillo) en un gel de

poliacrilamida con un gradiente del 4,5 -15 %.

El gel se desarrollé utilizando un sistema de electroforesis Mini-

PROTEAN Tetra Cell (FFigura VI. 8), con una corriente eléctrica constante (120 V)
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hasta que el frente alcanz¢ la parte inferior del mismo. Como buffer de carrera se
empled una disolucién de Tris/Gly/SDS (25 mM Tris, 192 mM glicina, 0.1 % SDS,
pH=8,3).

._‘e

Figura VI. 8. Desarrollo del gel de poliacrilamida. En el pocillo 1 se cargo el marcador de tamaiio; el resto de
poctllo se cargaron con muestras para su andlisis.

Finalizado el proceso de electroforesis se transfiri6 a una membrana de
nitrocelulosa (2,5 A, 8 minutos) utilizando el sistema Trans-Blot Turbo. A
continuacién, la membrana se tifi6 con una disolucién al 0,5 % (p/v) de azul de
Coomassie brillante R-250. El analisis del tamafno molecular de las bandas
reveladas, se realiz6 cualitativamente mediante comparacién visual con las bandas
del marcador de tamario (250 kDa-5 kDa).

En las mismas condiciones se trataron y analizaron muestras de Avastin®,

bevacizumab-PE y bevacizumab-R.

Adicionalmente, se midi6 la radioactividad presente de aquellos canales de la

membrana que contenfan muestras de bevacizumab radiomarcado. Para ello se
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emple6 un radiocromatégrafo Scan-RAM equipado con un detector 2 x 2 de Nal(T1)

y el software Laura.

3.8.2 Determinacion de la actividad biolégica

La cantidad de anticuerpo activo se determiné mediante ELISA utilizando el
“kit” comercial Shikari® Q-beva, especifico para el bevacizumab.
Las muestras de ¢ fueron diluidas 1:50 con buffer de ensayo; se transvasaron 25 ul
de la disolucién resultante a un pocillo recubierto de VEGF; seguidamente se

realiz6 el procedimiento de ELISA segtin las instrucciones del fabricante [357].

Se determiné la concentracién de bevacizumab activo en cada muestra mediante
espectrofotometrfa UV-VIS (A= 450 nm y A = 620 nm) empleando una curva patrén
de disolucién de bevacizumab (rango de concentracién comprendida entre de 0,4-

0,012 pg/ml) y un espectrofotémetro de haz simple UV-3100 PC.
El porcentaje de bevacizumab activo (% BA) se determiné segtin la Ecuacién VI. 2

bevacizumab cuantificado por ELISA (Hg/ml)
bevaCizumabempleado para el radiomarcaje (Mg/ml)

% BA = 100

FEcuacion VI. 2. Determinacion de bevacizumab activo tras su radiomarcaje con tecnecio-99m.
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4. RESULTADOS

4.1 Purificaciéon de excipientes del bevacizumab y

cuantificacién mediante espectrofotometria

UV-VIS.

Los resultados obtenidos mostraron un ajuste lineal de la recta patrén de
Avastin® con un coeficiente de correlacién de Pearson r2 > 0,99. La pendiente de la
recta (Grifica VI. 1) corresponde al producto del coeficiente de extinciény el camino

6ptico; siendo el camino 6ptico de 1 cm, el § pevacizumab, 250 nm = 1,2957 ml mg-! cm-.

500 ¥ = 1,2957x + 0,0901 P
R? = 0,992 i

Absorbacia (mA)

o 02 04 06 0,3 1 12 14 1,6

Concentracién (mg/ml)

Grifica VI. 1. Recta patron de Avastin en PBS para determinar el coeficiente de absortividad molar.

La Grafica VI. 2 muestra el perfil de absorbancia de las fracciones eluidas de la

columna de exclusién molecular, tras la purificacién de excipientes.

Los resultados de cuantificacién de bevacizumab-PE indican una recuperacién

de 2,92 mg de anticuerpo eluido en las dos primeras fracciones (Tabla VI. 2).
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Grifica VI. 2. Perfil de elucion del bevacizumab al purificar su solucién comercial Avastin® de
excipientes. Los primeros 0,5 ml correspondieron al volumen eluido tras la aplicacion de la muestra.

Fraccion Concentracién (mg/ml)
1 1,36 + 0,07
2 1,49 10,06
3 0,07 10,06

Tabla VI. 2. Cantidad de bevacizumab cuantificada aplicando la ley de Lamber-Beer sobre las
fracciones con mayor absorbancia y porcentaje de recuperacion de la columna de exclusion molecular.

4.2 Determinacién de la pureza quimica del

bevacizumab-PE y el bevacizumab-R

El anilisis de los cromatogramas evidencié Rt semejantes para la muestra de
bevacizumab-R y de bevacizumab-PE (Tabla VI. 3). Sin embargo, en comparacién

con la muestra de Avastin® se aprecia una disminucién del tiempo de retencién (Rt)

de 0.2 minutos.
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umab con tecnecio-99m

Muestra Tiempo de retencién (min) PQ del mAb (%)

Avastin 5,041 £ 0,007 93,00 * 6,93
Bevacizumab purificado 4,852 £ 0,006 88,560 £ 0,71
Bevacizumab reducido 4,865 £ 0,006 92,74 £ 0,13

Tabla VI. 3. Resumen de los resultados obtenidos en el andlisis del bevacizumab mediante SEC-HPLC.

La Figura VI. 9 muestra de forma representativa un cromatograma de cada

una de las muestras; en ellos se puede observar un pico de mayor absorbancia

correspondiente al bevacizumab y una impureza, que por el tiempo de retencién

debe tener un tamafo molecular superior al anticuerpo y cuya

ausencia de excipientes.

Bevacizumab (Avastin®)

4rea aumenta en
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Figura VI. 9. Cromatogramas de muestras de bevacizumab mediante SEC-HPLC con detector UV
(A= 280 nm). (a) Muestra de Avastin; (b) Bevacizumab purificado de excipientes; (¢) Bevacizumab

parcialmente reducido y purificado.
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4.3 Determinacién de la pureza quimica y radioquimica
del [**mTc]Tc-bevacizumab-L y [**"Tc]Tc(CO)s-

bevacizumab

4.8.1 Marcaje mediado por ligandos

En la Figura VI. 10 se muestra de forma representativa un cromatograma de
cada uno de los marcajes mediados por ligandos. Los Rt, los % PQ y los % PRQ
promedio de la muestras de anticuerpo radiomarcado y las muestras control se

recogen en la Tabla VI. 4.

m Detector UV Detector Nal
bevacizumab **®Tc]Te-bevacizumab
g2 i q@ (g
g 257 140 g—.
= | i B
g 20 3 120 S
e 15 1 &
=1 i 1004 =-
2 104 i E
3 i 804 2
- i T — —— T T g/
0 2 12 14
5 1=
Z 1) 007 &
£ 1754 8
s 2 8
g 159 Wi 2
2 104 1254 ;
2 s i &
= ] 75
© o0 — £
1 50
T T T T
0 2 12 14
75 =
= 19
g s (c) 2
5 160 g
4 1409 o
] 30 =
£ 120 &
5 20 - 100 a
_§ 10- 804 2
0‘ T — — T T —— Yw—i \%
0 2 10 12 14
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Figura VI 10. Evaluacion del [*"Tc]Tc-bevacizumab mediado por (a) PYP, (b) HDP y (¢) DPD. El
[ Tc]Te-bevacizumab: Rt = 4,8 minutos (curva de color azul, detector DAD, 280 nm) y 5,3 minutos (curva
amarilla, detector de Nal). Impureza de DPD (curva azul) con Rt= 7,1 min en el cromatograma.
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Muestra Rt (min) % PQ Rt (min) % PRQ
[oomTc]Te-bevacizumab (HDP) | 4,867 £0,005 | 96,89 2,40 | 5,279 %0,043 | 9596 £0,26
[99mTc]Tec-bevacizumab (DPD) | 4,913 £ 0,061 | 30,70 £ 1,28 | 5,310 £ 0,009 95,85 *+ 1,52
[99mT¢]Tc-bevacizumab (PYP) 4,897 £ 0,012 | 97,00 £0,00 | 5,318 0,008 95,82 + 0,29
[9omTc¢]Te-HDP 6,746 £ 0,045 | 99,89+270 | 6,870 % 0,095 100,00 % 0,00
[99mTc]Te-DPD 7,174 £ 0,002 | 100,00 £ 0,00 | 7,269 % 0,262 100,00 * 0,00
[oomTc]Te-PYP 6,741 £ 0,056 | 99,95+ 0,50 | 6,949 * 1,704 18,50 £ 0,70
[99mTc¢INaTcO, -— -— 9,766 £ 0,145 100,00 * 0,00

Tabla VI. 4. Resultados de pureza quimica y radioquimica de las distintas muestras analizadas por

SEC-HPLC.

Del analisis de los resultados puede evidenciarse que:

e El Rtdel [*mTc¢]Tc-bevacizumab es similar en todos, independientemente

del ligando empleado.

La impureza eluida antes que el anticuerpo, ya observada en la Figura VI.
10 se mantiene en los tres marcaje y puede observase en ambos detectores
(Rt = 4, 5 minutos, detector de Nal), lo que es indicativo de que la especie
se marca radioactivamente.

El marcaje del bevacizumab mediado por los tres ligandos permitié obtener

valores de PQ del anti y PRQ > 95%.

El cromatograma del marcaje mediado con DPD presenta una impureza
quimica detectada en detector de UV-VIS, que puede identificarse como
DPD ya que dicha impureza presenta un Rt similar al obtenido para la

alicuota control de [ T'¢]Tc-DPD (7,165 vs 7,174 min).

Los cromatogramas de los marcajes mediados por HDP y PYP
monitorizados a 280 nm muestran hombros cuyos tiempos de elucién son
similares a los obtenidos en el andlisis de las muestras control de los
respectivos Liranferencia.

los han observado

En ninguno de impurezas de

[omT¢INaTcO,

marcajes  se
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e Las alicuotas control de HDP y DPD obtuvieron un elevada % PQ y
% PRQ, tras su radiomarcaje, mientras que el marcaje del PYP con

tecnecio-99m obtuvo un rendimiento bajo de marcaje bajo (13,5 %).

4.3.2 Marcaje con carbonilocomplejos de **Tc(I).

El precursor fac-[9mTc][Tc(OH.)s(CO)s]+ se preparé adecuadamente
(% PQ y % PRQ > 95), tal y como muestra su andlisis mediante radio-SEC-HPLC
(Figura VL. 11).

. mAUA mAUq{ X
= o
= 100 1004 £
E 8 - 5 804 &
g o0 AN 604 Z.
g 401 A 0] &
2 7\ et = o
) 20 /' \ 0 2
2 o \
2 . R e o g
4 0 T T T T T '0

2 4 6 8 10 12 14

Tiempo (min)
Figura VI 11. Evaluacion del fac-[*"Tc][To(OH,). (CO).T* Rt = 7,081 minutos (curva de color azul, detector DAD,
280 nm) y 7,497 minutos (curva amarilla, detector de Nal).
De igual modo el [*™mTc¢]Tc(CO)s-bevacizumab se obtuvo un elevado de
% PQ y con un Rt semejante al observado para la muestra de Avastin (5,091% 0,013
min vs 5,0341% 0,007 min), lo que es indicativo que el anticuerpo no se ve afectado

por el proceso de radiomarcaje con carbonilocomplejos de #mT¢(I).

Por otra parte, el % PRQ = 71 tras la incubacién, aunque tras la purificacién se
elev6 hasta alcanzar un 97 % (Figura VI. 12), probando ser la centrifugacién con

Amicon una técnica adecuada para eliminar las impurezas de

o TEILTe(OHL)(CO) T
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Figura VI 12. Cromatograma del [*"Tc]T¢(CO)s-bevacizumab (a) antes y (b) después antes de la
purificacion.
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4.4 Estudio de estabilidad [**"Tc]Tc-bevacizumab-
Ly [**"Tc]Tc(CO)s-bevacizumab

4.4.1 Determinacion de Ia temperatura  de

conservacion del anticuerpo marcado

El valor del % PRQ del anticuerpo radiomarcado descendié a lo largo del tiempo
evaluado, independientemente del método de marcaje empleado. No obstante, tras
24 horas de incubacién la disminucién fue menor cudndo se utilizaron
carbonilocomplejos de 9mTc¢(I) como estrategia de marcaje (Tabla VI. 5). Los
resultados de los marcajes mediados por Livansferencia Obtuvieron un % PRQ > 95 una
hora después de su preparacién y cuando la muestra que se mantuvo a refrigerada.
A partir de entonces el valor del % PRQ descendié de forma progresiva y con

dependencia del ligando empleado en el radiomarcaje.

Marcaje mediado por ligando Marcaje con
carbonilocomplejos

HDP PYP DPD de " T(I)

Tambiente 4°C Tambiente 4°C Tambiente 4°C Tambiente 4°C

oh 96,87 96,87 100,00 100,00 100,00 100,00 97,89 97,89
1h 92,00 95,84 75,98 96,14 93,88 98,26 98,00 97,00
4h 69,37 73,30 70,76 87,34 89,99 90,66 95,00 96,00
10h 67,19 78,53 68,59 84,13 85,56 89,08 95,00 95,40
24h 60,76 69,54 61,13 78,58 81,77 82,49 94,90 95,00

Tabla VI. 5. Resultados obtenidos después de incubar muestras de los radiomarcaje a temperatura ambiente y
refrigerado.
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4.4.2 Incubacion del anticuerpo radiomarcado en

medio competitivo

Los resultados obtenidos indicaron que tras la incubacién del anticuerpo

radiomarcado en un medio competitivo hubo transquelacién del tecencio-99m a

partir de la primera hora de incubacién en todas las muestras (Grafica VI. 3). La

mayor disminucién de PRQ la obtuvo el [*mTc¢]Tc-bevacizumab-PYP, con un

valor del 63,76 % después de 1 hora de incubacién y que a partir de entonces tuvo

una pérdida progresiva a lo largo del estudio hasta alcanzar un valor de PRQ =

40,30 % a las 24 horas. El descenso de % PRQ del [*mTc]Tc-bevacizumab-DPD

fue menor con valores de 61,86 % y 52,79 % tras 4 y 24 horas de incubacién,

respectivamente.

Las especies [99"Tc]Tc-bevacizumab-HDP y [ T'c¢]Tc¢(CO)s-bevacizumab

demostraron ser los radiomarcajes las especies con menor transquelacién con una

PRQ del 66,42 % y del 70 % respectivamente.

%PRQ

100,00 &

80,00

60,00

40,00

20,00

0,00

¢ [99mTc]Te-bevacizumab-HDP O [99mT¢]Tc-bevacizumab-PYP
4-[99mTc]Te-bevacizumab-DPD > [99mTc¢]Te¢(CO)3-bevacizumab

©
A
&
A
4 8 12 16 20 24

Tiempo de incubacién (h)

Grifica VI. 3. Ensayo de estabilidad del [*"Tc]Tc-bevacizumab tras incubarlo en un medio
competitivo. a 37 °C.
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4.4.3 Incubacion del anticuerpo radiomarcado en

plasma

El analisis de los datos (Grafica VI. 4) evidencié que el [*9"Tc¢]Tc(CO)s-
bevacizumab fue el radiomarcaje més estable durante las 24 horas analizadas (%

PRQ = 97,2).

Los marcajes mediados por DPD y PYP mostraron un descenso de la PRQ
similar a las 4 horas (81,17 % y 89,31%) y a las 10 horas de incubacién (77,37 % y
79,32 %). Sin embargo, las muestras analizadas a las 24 horas indicaron una mayor
estabilidad radioquimica del [9*mTc]Tc-bevacizumab—PYP respecto a [99mTc¢]Tc-
bevacizumab-DPD.

El [99mT¢]Tc-bevacizumab—HDP un descenso superior y mas répido de la PRQ
en comparacion con los marcajes mediados con los otros ligando (PRQ de 81,17 %
pasadas las 4 horas, 65,67 % pasadas 10 horas y 41,44 % a las 24 horas)

o [99mTc]Te-bevacizumab-HDP O [99mTc]Te-bevacizumab-PYP
&-[99mTc]Te-bevacizumab-DPD ¢ [99mTc]Tc¢(CO)3-bevacizumab

100,00 &
&
o
A
80,00 % R
©
ot 60,00
&
= A
40,00 ©
20,00
0,00
0 + 8 12 16 20 24

Tiempo de incubacién (h)

Grifica VI. 4. Estabilidad de [ Tc¢]Tc-bevacizumab tras incubacion en plasma.
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4.5 Caracterizacion del anticuerpo tras el

radiomarcaje

4.5.1 Peso molecular del anticuerpo radiomarcado

La Figura VI. 13 muestra de forma representativa el analisis del peso molecular
del [99mTc]Tc-bevacizumab—L. Tras tefiir la membrana de nitrocelulosa con azul
de Coomassie, se revel6 que las muestras de bevacizumab reducido y las de
[99mT¢]Te-bevacizumab—L presentaron bandas triples de varios pesos moleculares
(150 kDa y 25-20 kDa). No obstante, la determinacién de la radioactividad presente
en cada pocillo de la membrana indicé, con independencia del ligando empleado,
que la radioactividad presente sélo estaba asociada al fragmento de 150 kDa, tal y

como se muestra en la Figura VI. 14.

1

o Avastin ®  parcialmente  ”"Tc]Te-bevacizumab [*=Tc]Te-bevacizumab [*»Te]Tc-bevacizumab
afio
reducido (DPD) (HDP) (PYP)

Patrén de Bevacizumab

Figura VI. 13 Andlisis de la integridad del anticuerpo marcado con ligandos. En la membrana de
nitrocelulosa, tefiida con azul de Coomassie, pueden observarse las siguientes muestras en los pocillos: (1) el
marcador de tamafio, (2) muestra control de Avastin, (3,4) muestra control de bevacizumab parcialmente
reducido y purificado, (5, 6) muestra de [*"Tc]Tc-bevacizumab-DPD, (7, 8) muestra de [ Tc]Tc-
bevacizumab-HDP y (9, 10) muestra de[*"T¢]Tc-bevacizumab-PY'P.
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P8 8 ¥

B 01N

I Banda 20-25 kDa . Banda 150 kDa . ‘

Figura VI. 14. Determinacion de la actividad presente en la membrana. Cromatograma correspondiente al
pocillo 7 (muestra de [*"Tc]Tc-bevacizumab-HDP representadas en la Figura V1. 13) pero representativo de
lo obtenido para cada uno de los marcajes analizados.

Por otro lado, los resultados del andlisis de la integridad de [**»Tc]Tc(CO)s-
bevacizumab indicaron una preservacién de la integridad de anticuerpo, con una
sola banda, correspondiente a 150 kDa(Figura VI. 15), y un perfil idéntico al
observado en las muestras control de Avastin® y bevacizumab purificado de
excipientes. La determinacién de radioactividad indicé la presencia de un solo pico

coincidente a la banda de150 kDa.

Bevacizumab purificado de [™Tc]Te(CO), bevacizumab

excipientes

Avastin ®

Figura VI 15. Andlisis de la integridad del anticuerpo marcado carbonilocomplejos de *"Tc¢(I). En la
membrana de nitrocelulosa, teiiida con azul de Coomassie, pueden observarse las siguientes muestras en los
pocillos: (1) el marcador de tamaiio, (2,3,4) muestra control de Avastin, (5, 6, 7) muestra control de bevacizumab
purificado, (8, 9y 10) muestra de [*"Tc]Tc(CO)s-bevacizumab.
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4.5.2 Actividad biologica del anticuerpo radiomarcado

Los resultados obtenidos de la curva patrén (Grafica VI. 5) muestran un ajuste

polinémico de 3° grado y un coeficiente de correlacién de Pearson r? =1.

0,500
0,000 o
-2,000 -1,500 -1,000 -0,500 0,000 o,-:yf 1,000
-0,500 /
¥ =0,7147x° + 1,45x* + 1,865x - 1,7423
=1,

R*=1

Ln [patrones] (ng/ml)

/ o0
N \ -3,500
-4,000

LnDO 450 nm

Grifica VI. 5. Curva patron del ensayo ELISA para cuantificacion del anticuerpo activo tras el radiomarcaje.

Empleando la ecuacién resultante de la curva de calibracién, se determiné la

cantidad de bevacizumab activo tras el radiomarcaje (Tabla VI. 6).

Tipo de marcaje Ligando intermedio %BA
HDP 27,69 + 1,24
Mediado por ligando PYP 1,71 + 3,58
DPD 12,09 * 1,46

Directo con 84.56 + 0.03
carbonilocomplejos de 2™ T¢c(I). e

Tabla VI. 6. Porcentaje de bevacizumab activo (% BA) tras someterlo al proceso de radiomarcaje.
Expresado como el promedio = SD (n=3).
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5. DISCUSION

El radiomarcaje de moléculas con tecnecio-99m sigue siendo una de las lineas de
investigacién mas explotada en el campo de la radiofarmacia [367] por las
numerosas ventajas que ofrece [377]. Por su naturaleza de metal de transicién, el
radiomarcaje con tecnecio-99m implica el desarrollo de una quimica de
coordinacién 887 que bien puede seguir un mecanismo de unién directa con el
radiometal o indirecta si se emplea un ligando que una la molécula con el

radionucleido.

Para marcar el bevacizumab se emplearon dos métodos de marcaje directo con
tecnecio-99m. A fin de evitar reacciones de competicién en el radiomarcaje con los
excipientes [29,307 en primer lugar se purificé la solucién de comercial de
Avastin®. El andlisis de una muestra del firmaco y del bevacizumab-PE evidenci6
una disminucién del Rt y del % PQ. Esto puede relacionarse con el proceso de
purificaciéon de excipientes de la formulaciéon farmacéutica de bevacizumab, entre
los que se encuentra el tween-20 [397]. El tween-20 es un tensoactivo no iénico que
se utiliza como excipiente en la industria farmacéutica; se afnade a las soluciones
comerciales de anticuerpos monoclonales con la finalidad de alargar la vida qtil del
farmaco, ya que ayuda a prevenir la degradacién de la cadena polipeptidica y evita
fenémenos de agregacion [40,417]. La impureza observada en los dos
cromatogramas tenfa un Rt inferior al del mAb, pudiendo ser compatible con dicho

fenémeno de agregacién y cuya concentracién aumenté en ausencia de excipientes.

El radiomarcaje con tecnecio-99m mediado por un Liansferencia fue de las
primeras estrategias propuestas para marcar mAb [427. Este procedimiento
requiere la activacién previa del mAb mediante una reduccién parcial de sus puentes
disulfuro, lo que puede resultar agresivo para biomoléculas que ya tienen de por si
tendencia a la degradacién fisico-quimica en ausencia de excipientes [437]. Sin

embargo, tras reducir parcialmente el bevacizumab el andlisis por SEC-HPLC
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mostré un Rt y un % PQ semejantes de la muestra de bevacizumab-PE. Tras el
radiomarcaje el analisis realizado por radio-SEC-HPLC mostré una elevada PQ del
bevacizumab con independencia del Lgansterencia utilizado. No obstante, el
[99mT'¢]Te(CO)s-bevacizumab-DPD mostré una elevada cantidad de DPD en
comparacién con los otros dos marcajes; como ya se describié en el aparatado 3.4,
el volumen de la solucién de cada Liansterencia, afladida sobre el bevacizumab-R, se
ajusté en funcién de la cantidad deseada de SnCl. (2 pg), por lo que la cantidad de
Liransferencia presente en el radiomarcaje mediado por DPD, fue superior al mediado
por ejemplo por HDP (117 mg vs 18 mg). Sin embargo, esta impureza no compite
con el radiontclido, como se comprueba porque no se visualiza en el detector de
radioactividad, y por tanto no supone impureza que pueda afectar en la

interpretacién de las imédgenes SPECT/CT.

En segundo lugar se probé la estrategia de radiomarcaje con carbonilocomplejos
de 9omT'¢(I) propuesta por Alberto et al. [207]. Este método presenta la ventaja de
preparar el precursor radiomarcado por separado, permitiendo radiomarcar el mAb
en condiciones menos agresivas y sin modificarlo previamente [22,447]. Los
resultados obtenidos indicaron que el [99"T'c]T¢(CO)s-bevacizumab se obtuvo con
un % PQ > 95 y un % PRQ = 70 %, aunque tras la purificacién la PRQ aumenté

hasta superar el superar el 95 %

Los resultados obtenidos de los estudios de estabilidad de la unién entre el
radiometal y el bevacizumab para cada uno de los radiomarcajes realizados
indicaron que, el [99"Tc])T¢(CO)s-bevacizumab fue estable a las dos temperaturas
de conservacion testadas y tras su incubacién en plasma, mostrando sélo senales de
degradaciéon cuando se incubé con un exceso molar de un ligando competitivo,

tenémeno también reportado por otros grupos [28,45].

Por otro lado, el [9Tc¢]Tc-bevacizumab-L sélo fue estable tras 1 hora de
conservacién, a cualquiera de las temperaturas testadas y con independencia del

ligando empleado en el radiomarcaje. A partir de entonces el % PRQ obtuvo valores
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inferiores al valor minimo definido en los criterios de aceptacién.

Al incubar el [9mTc¢]Tc-bevacizumab-L en un medio competitivo y en un medio
biolégico también mostré signos de inestabilidad radioquimica, con un descenso de
la PRQ del 30-60 % a las 24 horas. Estos resultados, a diferencia de los obtenidos
por autores como Liu et al [467, son indicativo de que la unién radiometal-

anticuerpo no es estable.

El anélisis de la membrana de nitrocelulosa, tefiida con azul de Coomassie, indicé
una preservacién de la integridad de la estructura cuando el radiomarcaje se realizé
con carbonilocomplejos de 9mT¢(I), que ademéds mostré ser la radioactiva al
analizarlo con un radiocromatégrato. En cambio, las muestras de bevacizumab-R y
las de [99mTc]Tc-bevacizumab-L evidenciaron varias bandas con diferentes
tamafnos moleculares, si bien sélo la correspondiente a 150 kDa mostré
radioactividad. Este hecho puede ser considerado una consecuencia del propio
proceso de activacién del anticuerpo, aunque en tal caso deberfa haberse datado en
los ensayos de radio-SEC-HPLC; los fragmentos de anticuerpo tienen un peso
molecular superior a alicuota control [9mT¢INaTcO,, cuyo Rt = 9,766 min, es
decir, de haber estado presentes en cualquiera de las muestras deberfa haberse
registrado un pico antes de dicho tiempo. Sin embargo, es necesario tener en cuenta
que la matriz de las alicuotas inyectadas en la columna y las analizadas mediante
electroforesis son distintas, pues la analizadas por radio-SEC-HPLC no contienen
SDS, pudiendo ser la razén por la que no se correlacionan los resultados [477]. De
igual modo los datos obtenidos del ensayo de ELISA evidenciaron que sélo el
[99mT¢Te(CO)s-bevacizumab mantuvo un porcentaje elevado de inmureactividad,
ya que las muestras de [*™Tc]Tc-bevacizumab-L obtuvieron porcentajes muy

bajos.

En este contexto, se puede afirmar que, de las estrategias de marcaje probadas,

sélo el radiomarcaje de bevacizumab realizado con carbonilocomplejos de 99mT'¢(I)
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retne las condiciones adecuadas, y por tanto sera la que se emplee en el siguiente

capitulo.
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VII. ENCAPSULACION DEL ANTICUERPO
RADIOMARCADO: CARACTERIZACION
DEL NANOSISTEMA Y EVALUACION IN
VIVO.

En este capitulo se describe el desarrollo y la caracterizacién de un
nanosistema de albiimina sérica humana cargado con [9"Tc]Tc(CO)s-
bevacizumab y la evaluacién de su biodistribucién mediante imagen

SPECT/CT.
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1.

INTRODUCCION

La nanomedicina, considerada como uno de los campos de la nanotecnologia
con aplicaciones directas en medicina, ofrece numerosas ventajas como
plataforma de liberaciéon de agentes terapéuticos [1]. A pesar de los
prometedores resultados preclinicos que ofrece, pocos nanomedicamentos
consiguen ser trasladados a la préctica clinica. Uno de los obstaculos es la falta
de ensayos estandarizados para determinar la seguridad y la eficacia de los

mismos [2].

Uno de los principales beneficios derivados del uso de nanosistemas, es la
capacidad de transportar, concentrar y liberar el firmaco en la diana terapéutica
[37. La liberacién de la carga se produce tras la degradacién, parcial o total, de
las NPs, razén por lo que es critico una evaluacion precisa de la estabilidad de la
matriz [47]. Generalmente este andlisis se realiza mediante técnicas iz vitro, que
posteriormente se trasladas a un modelo iz vivo. Sin embargo, este método
presenta numerosas limitaciones por la complejidad bioquimica y metabdlica de

un organismo vivo [5].
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En este contexto la nanoteragndsis posibilita la evaluacién de los

nanotransportadores a tiempo real y de forma no invasiva; la elevada ratio
superficie/volumen de las NPs ha permitido el disefio y desarrollo de
plataformas multifuncionales, capaces de combinar un agente de imagen con el
agente terapéutico encapsulado [67, lo que permite investigar, de forma no
invasiva, el destino de la NP, su estabilidad biolégica, su farmacocinética o su
captaciéon especifica por diferentes 6rganos [77]; esta informacién permite
predecir posibles efectos toxicolégicos o la eficacia terapéutica una vez liberada
la carga.
Es importante destacar la importancia de que la evaluacién del
nanotransportador se haga con el agente terapéutico cargado, pues la presencia
de un compuesto farmacolégicamente activo afecta a las propiedades de los
nanotransportadores, pudiendo condicionar la ruta y la cinética de excrecién
[8].

El radiomarcaje de NPs con distintos tipos de radiontclidos [97 es uno de
los procedimientos mds utilizados para dotar al nanosistema de caricter
teragnoéstico [10,117]. En la literatura se describen diversas estrategias para
realizar radiomarcajes de NPs (unién del radioisétopo directamente con la
cubierta [127, la encapsulacién de un RF clinico diluido durante la formacién
del nanotransportador [137, etc.). No obstante, casi todas ellas se centran en el
radiomarcaje del vehiculo, asumiendo que la liberacién de la carga se produce
alli donde se visualiza el foco de captacién y obviando el destino final real del

agente terapéutico una vez liberado [14,157].

La consideracién de un nanosistema con aspiraciones clinicas debe realizarse
de forma integral, especialmente cuando se va a emplear como plataforma de
liberaciéon sostenida de un agente terapéutico. Un método mds exacto de
evaluacién de nanomedicamentos, empleando la imagen molecular con is6topos

radioactivos, serfa el radiomarcaje de la carga, ya que permite su visualizacién
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durante la encapsulacién y tras su liberacién. Esto aportarfa una imagen més
realista de lo que sucede cuando el nanosistema se administra. No obstante, lo
ideal es radiomarcar tanto el vehiculo como la carga y analizarlos de forma

conjunta e incluso simulténea, tal como hizo. Llop et al. [167].

2. OBJETIVOS

El objetivo de este capitulo ha sido valorar, mediante imagen SPECT/CT y
contaje de érganos, el destino final de las diferentes partes del nanosistema NP-
HSA-B-PEG (cubierta y agente terapéutico) tras su administracién intravenosa

(i.v.). Para ello:

e Se ha radiomarcado de forma directa la cubierta de la formulacién con

tecnecio-99m, empleando el sistema tipo “kit” optimizado en el capitulo V.

e Se ha utilizado el ([*mTc]Tc(CO)s-bevacizumab (desarrollado en el

capitulo VI) para la preparacién del nanosistema.

3. METODOLOGIA

3.1 Preparaciéon de las formulaciones de

nanoparticulas

3.1.1 Nanoparticulas de HSA recubiertas con PEG

Esta formulacién se preparé tal y como se describi6 en el apartado 3.1.2 del
capitulo I'V. Para ello 100 mg de HSA se disolvieron en 7,5 ml de agua destilada
acidificada a pH 4,9 con HCI 1 M. Las NPs se formaron por adicién de 16 ml de
etanol en agitacién continua y se pegilaron mediante incubacién a temperatura
ambiente de las NP con una solucién de PEG-35000, al 10 % (p/v); los
disolventes organicos fueron evaporados a presién reducida en un rotavapor

Biichi R-144. Se purificaron dos veces mediante centrifugacién a 41.000 g
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durante 20 min a 4°C. Por dltimo, se liofilizaron utilizando una disolucién de
sacarosa al 5 % como crioprotector. Esta formulacién se identifico6 como NP-

HSA-PEG.

3.1.2 Nanoparticulas de HSA cargadas con

bevacizumab y recubiertas con PEG

La formulacién cargada con bevacizumab se preparé segtin lo descrito en el
apartado 3.1 del capitulo V. Para ello se afiadieron 15 mg de Avastin® a 7.5 ml
de una disolucién acuosa de 13.3 mg/ml de HSA, previamente acidificada (pH
4.9) con HCI 1M. Tras incubar la mezcla durante 10 minutos, se formaron las
NP-HSA-B mediante adicién de 16 ml de etanol bajo agitacién magnética. Tras
el proceso de desolvatacién, las NP-B-HSA recién formadas se pegilaron
mediante incubacién a temperatura ambiente con una solucién de polietilenglicol
35000 al 10 % (p/v). Se eliminaron los disolventes organicos mediante
evaporacién a baja presion y se liofilizé con una solucién crioprotectora de

sacarosa al 5 %. Esta formulacion se identific6 como NP-HSA-B-PEG.

3.2 Radiomarcaje directo con tecnecio-99m de las
formulaciones NP-HSA-PEG y NP-HSA-B-
PEG

La cubierta de las dos formulaciones se radiomarcaron de forma directa con
tecnecio-99m empleando un sistema tipo “kit”; la preparacién del equipo reactivo
se realiz6 en base a los resultados obtenidos en los capitulos anteriores (IV, 4.2.1
y V, 4.3.1). Para ello 0,5 mg de cada una de las formulaciones se mezclaron con
40 pl de una disolucion de [SnCl,] = 0.05 mg/ml; los viales se purgaron durante
5 minutos con helio a fin de minimizar el % VTP, observado en el capitulo V, y

a continuacién se radiomarcaron con una disolucién de [#*"Tc¢]NaTcO, recién
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eluida (1 ml, 55.5 = 12 MBq). Ambas mezclas se incubaron durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Estas formulaciones radiomarcadas se identificaron

como [*"T¢]-NP-HSA-PEG y [*"Tc¢]-NP-HSA-B-PEG.
Como control de calidad del radiomarcaje se evaluaron:

I.  EITP y el PDI de las formulaciones, antes de la preparacién del
“kit” y después de la incubacién con el radiometal, mediante
correlacién foténica, empleando un analizador Zetamaster; para ello
se resuspendieron en agua tipo I con una relacién 1:10 y se midieron
ambos parametros a 25°C con angulo de 90°.

II. El Rf y el % PRQ mediante cromatografia ascendente en papel
‘Whatmann 8MM con tiras de 1 x10 cm, empleando NaCl 0,9 % como
fase moévil y un radiocromatégrafo MiniGita equipado con un

detector 2 x 2 de Nal(T1).

Los criterios de aceptaciéon empleados fueron los ya descritos en el capitulo 5

(PDI < 0,3, una VTP, < 10 %, Rf=0 y % PRQ > 95).

3.3 Radiomarcaje y encapsulacion del

bevacizumab

3.8.1 Purificacion de excipientes del bevacizumab,
cuantificacion mediante espectrofotometria

UV-VIS y andlisis de la pureza quimica.
La solucién de Avastin® se purificé de excipientes mediante SEC siguiendo
el mismo protocolo descrito en el apartado 3.1 del capitulo VI; 125 pl de la

solucién de Avastin® se completaron con NaCl 0,9 % hasta un volumen final de

0,5 ml, se introdujeron en una columna MidiTrap G-25 y se eluyeron empleando
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PBS como fase mévil (1 ml, 2 alicuotas) en base al perfil de elucién del mAb

obtenido en el capitulo anterior por UV-VIS (A=280 nm).

Se determing la absorbancia a A=280 nm del bevacizumab-PE y se determiné
su concentracién segun la Ley de Lambert-Beer (Ecuacién VII. 1), utilizando el
coeficiente de absortividad molar determinado de forma empirica en el apartado

4.1 del capitulo anterior (& pevacizumab, 2s0 nm = 1.2957 ml mg-! cm-).

&1=280nm X longitud del camino 6ptico
Absorbancia;—2gonm

[bevacizumab_PE]| =

FEcuacion VIIL. 1. Calculo de la concentracion de bevacizumab purificado de excipientes. Concentracion
calculada se expresa en mg/ml.

Una muestra de Avastin® y de bevacizumab-PE se analizaron mediante SEC-
HPLC. Para ello se emple6 una columna analitica Yarra x150 que se eluyé con
una solucién de 0,15 M de NaCl en 0,1 M PBS a un flujo constante (0.3 ml/min).
Se determiné el Rt y el % PQ de las muestras utilizando un sistema de HPLC

Agilent 1200A acoplado un detector DAD (A=200-280 nm).

3.8.2 Preparacion del precursor y control de

calidad.

Se preparé el precursor fac-[99"T'c][Tc(OHs)s(CO)s]* segtin lo descrito en
el apartado 3.4 del capitulo VI. Para ello se reconstituyé un vial Isolink™ con
una solucién de [9"T'c¢INaTcO4 (1 ml, 740 £ 74 MBq). La mezcla se incub6 a
100 °C durante 30 minutos en bloque seco Tembloc y tras enfriarse hasta
temperatura ambiente, se neutraliz6 con una disolucién de PBS 0,1 M/HCl 1 M

(40:60) hasta pH = 7,0.

El precursor fac-[*Tc][Tc(OHe)s(CO)s ]+ se caracterizé mediante:
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II.

Radiocromatografia planar empleando tiras ALUGRAM® RP-18
(1 x 10 cm) como fase estacionaria y Na;CsH;0- (0,1 M, pH=6) /
MeOH (50:50) como fase moévil. Tras el desarrollo de las tiras se
determiné el Rf y el % PRQ empleando un radiocromatégrafo

MiniGita. Los criterios de aceptacién aplicados se resumen en la

Tabla VII. 1.

Especie Rf % PRQ
[99mTc]TcO, 0,0 + 0,1 <5
Sac-[*"Tc¢[Tc(OHg)s(CO)sJ+ 0,7+ 0,1 > 95
[99mTc¢INaTcO, 1,0 £ 0,1 <5

Tabla VII. 1. Rf'y PRQ exigida en el marcaje de las distintas especies analizadas

Radio-SEC-HPLC empleando el mismo método analitico descrito
en el apartado 8.3.1; al equipo de HPLC se afiadié un detector de
radioactividad Raytest (Enico=140 keV) acoplado en linea con el
detector DAD.

Se determiné el Rt, el % PQ y el % PRQ de las especies utilizando un
sistema de HPLC Agilent 1200A acoplado a un detector de
radioactividad Raytest (E,ico= 140keV) y un detector DAD (A=200-
280 nm). Los criterios de aceptacién aplicados se resumen en la

Tabla VII. 2,

Especie Rt % PRQ % PQ
Jac-[*"Tc][Tc(OHy)s(CO)s ]+ 8,56 £ 0,6 > 95 > 95
[99mTcINaTcO, 16,0 + 0,6 <5 <5

Tabla VII. 2. Criterios para evaluar la pureza de fac-[*"Tc][Tc(OH.):(CO).T".
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3.3.3 Radiomarcaje del bevacizumab y control de

calidad.

Tras su neutralizacién, el precursor fac-[99"T'c][Tc¢(OHs)s(CO)s]* se incub6
durante 30 minutos, a 37°C y con agitacién constante con una fraccién de
bevacizumab-PE, en una ratio molar 1:700 (**»T'c/mAb). A continuacién, se
purificé mediante ultrafiltracién por centrifugacién (2800 g, 20 minutos). Este

compuesto se identificé como [99mT'¢]T¢(CO)s-bevacizumab.

El anticuerpo radiomarcado, antes y después de la purificacién, se caracterizé
mediante radiocromatogratia planar y radio-SEC-HPLC utilizando los mismos
protocolos descrito para el control de calidad del precursor.

Como control de la PQ del bevacizumab después del marcaje, se analizaron en
iguales condiciones una muestra de Avastin® y una muestra de bevacizumab-PE.

Los criterios de aceptacion aplicados se resumen en la Tabla VII. 3.

Técnica
1 * (o) [v)

analitica Especie Rf/Rt % PRQ % PQ
[99mTc]Te(CO)s-bevacizumab 0,0 £ 0,1 > 95 -
Radiocromatografia _ [

planar & Jac-[9" T¢I Te(OH,)s(CO)s T+ | 0,7 £ 0,1 <5

[99mTcINaTcO, 1,0 £ 0,1 <5 T
[99mTc¢]Te(CO)s-bevacizumab | 5,8 + 0,6 > 95 > 95
Radio-SEC-HPLC | fac-[**"Tc][Tc(OHy)s(CO)s]* 7,6 £ 0,4 <5 <5
[99mTcINaTcO, 9,8 £ 0,7 <5 <5

Tabla VII. 3. Criterios para evaluar la pureza de [*"Tc]Tc(CO):-bevacizumab.
* Rf para cromatografia planar y Rt para radio-SEC-HPLC.

~ 209 ~




Capitulo 7: Encapsulacién del anticuerpo radiomarcado: caracterizacién y evaluacién z vivo del nanosistema

3.8.4 Encapsulacion del anticuerpo y control de

calidad de la formulacion

Tras su purificacién, el [9mT¢T¢(CO)s-bevacizumab se encapsulé en una
matriz de HSA. Para ello 4 mg de bevacizumab (2 mg de [99"Tc]Tc(CO)s-
bevacizumab + 2 mg de bevacizumab no marcado y no purificado de excipientes)
se anadieron a una disolucién acuosa de HSA (13.3 mg/ml) previamente
acidificada con HC1 1M (pH = 4,9). Tras incubar la mezcla durante 10 minutos,
se obtuvieron las NPs por adicién de 4,3 ml de etanol bajo agitacién magnética.
Tras el proceso de desolvatacion, las NPs recién formadas se estabilizaron con
una solucién acuosa de PEG al 10 % (p/v); los disolventes orgéanicos se
eliminaron mediante evaporacién a 40°C en atmosfera abierta. Esta formulacién

se identific6 como NP-HSA-[#"T¢]T¢(CO)s-B-PEG.

E1TP, el PDI, el Rty el % PRQ de la formulacién NP-HSA-[99"T¢ ) Tc(CO)s-
B-PEG se evaluaron usando el mismo protocolo empleado para caracterizar la

formulacién [99mTc¢)Te-NP-HSA-B-PEG (VII, 3.2)

3.4 Estudios de biodistribucion

Se realizaron estudios de biodistribucién de tres formulaciones
radiomarcadas ([*"Tc]Tc-NP-HSA-PEG, [99"Tc¢ ) Tc-NP-HSA-B-PEG y NP-
HSA-[9mT¢]Tc(CO)s-B-PEG) para lo cual se establecieron tres grupos de 5
animales cada uno; cada animal recibié una sola dosis, mediante inyeccién
intravenosa en la cola, de 0,5 mg de suspensién radiomarcada completada hasta
~30 mg con su respectiva formulacién sin marcar. Las actividades promedio
administradas fueron: 4.81 £ 0.30 MBq [**"T¢]Tc-NP-HSA-B-PEG, 10 £ 0.20
MBq para la formulacién [*mTc]Tc-NP-HSA-B-PEG y 140 + 0.55 MBq para
NP-HSA-[9mT¢]T¢(CO)s-B-PEG.
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Como control de captacién fisiolégica se emplearon 6 animales adicionales; 3
de ellos recibieron [*9mT¢]T¢(CO)s-Bevacizumab y los otros tres fac
[99mT'¢][Tc(OHe)s(CO)s ]+ La dosis promedio administrada por i.v. fue de 55 +
13 MBq. En la Figura VII. 1 se representa un esquema de los estudios de

biodistribucién.

De todos los grupos se obtuvieron imagenes SPECT/CT a 1, 4, 10 y 24-horas
post-administracién. Los animales fueron anestesiados con un 2 % de isofluorano
antes de cada estudio y colocados en posicién prono en el equipo SPECT-CT de
doble cabezal con una matriz de 128 x 128. El tiempo de adquisicién fue
modificado en funcién del tiempo transcurrido desde la administracién, para
eliminar el efecto del decay del tecnecio-99m durante la adquisiciéon de la imagen.

El CT se programé a 110 mAs y 130 Kv, 130 imdgenes de 3 mm de espesor.

Todas las imdgenes fueron analizadas de forma cualitativa con el software
Syngo MI Applications TrueD. Para el analisis cuantitativo se dibujaron VOIs
en todas las imagenes sobre distintos érganos (cerebro, pulmén, higado, rifién,
intestino y vejiga) y sobre el cuerpo completo de todos los animales utilizando
el software Pmod. Con los datos obtenidos se determiné el porcentaje de

radioactividad en cada 6rgano (% Rergano) segtin la Ecuacién VII. 2.

Actividad del 6rgan0x (h)tras la administracion (Cuentas)

% Rérgano = 100

Actividad total animal 1}, tras 1a administracien (Cuentas)

FEcuacion VII 2. Calculo del %Radioactividad en cada drgano mencionado. Actividad cuantificada
mediante dibujo de VOIs cobre cada érgano de interés respecto a la actividad cuantificada en ese mismo
animal (VOI cuerpo completo) a 1 hora post-administracion.
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El bazo, el estébmago y el tiroides sélo analizaron cualitativamente; no se
realizé cuantificacién para evitar una sobreestimacién derivada del efecto de

spillover?, procedente de otros focos de captacién.

Tras el tltimo estudio de SPECT/CT, los animales fueron sacrificados
mediante inyeccién de T-61. Se extrajeron, pesaron y midieron en un contador
gamma. Los érganos seleccionados (higado, pulmones, rifiones, estémago,
tiroides, bazo, intestinos y cerebro). Los datos obtenidos de la cuantificacién se
corrigieron por decay a la hora de administracién; con ellos se calculd el
porcentaje de dosis acumulada en cada érgano (% Dosis) segtin la Ecuacién VII.

3.
Actividad en el 6rgano (uCi)

% Dosis = 100
% Dosis Actividad inyectada (uCi) X

FEcuacion VII. 3. Determinacion del porcentaje de dosts acumulada en un drgano. Actividad del 6rgano
cuantificada en el contador gamma y corregida por decay a la hora de administracion de la dosis.

2 Efecto Spillover: falta de discriminacién tridimensional, que tiene como resultado
una contribucién indirecta, procedente de una estructura cercana, sobre la radioactividad
asociada a la estructura de interés (en este caso un érgano); se produce por la falta de

resolucién espacial de la gammacémara [487].
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I Formulacién a estudio |

Bevacizumab
SPECT/CT
ith +h 10h 2+h
N " _
1a ::‘\\ -
e &3 ,Z,
P
Contaje de érganos
\V (punto final)
2a
NP-HSA- [#=Tc1Tc(CO);-B-PEG
L Controles de biodistribucién '
SPECT/CT
1th +h 10h 2+4h
[9=Tc1Te-NP-HSA—PEG — -
=\ u
A L &4 ,Z.
**=TcITc(CO)s-bevacizumab P

Contaje de 6rganos

= = (punto final)

[=] [t‘i‘ [#=TeI[Te(CO)y(H,0)T"
Isolink®

Figura VIIL 1. Resumen de la experimentacion realizada en este capitulo. 1a. Radiomarcaje directo con
tecnecio-99m de la_formulacion NP-HSA-PEG 1b. Estudios de biodistribucion in vivo y ex vivo (n=>5).
2a preparacion de la formulacion NP-HSA-B-PEG; 2b. Radiomarcaje directo con tecnecio-99m de la
Sormulacion NP-HSA-B-PEG 2c. Estudios de biodistribucion in vivo y ex vivo (n=5); 8a. Radiomarcaje
del anticuerpo con el precursor fac-[*"Tc][Tc(OH.):(CO);J* 8b. Encapsulacion de anticuerpo
radiomarcado (NP-HSA-[*"Tc][Tc(CO):-B-PEG); 3c. Estudios de biodistribucion in vivo y ex vivo
(n=5); 4a. Preparacion del precursor fac-[*"Tc][Tc(OH.):(CO).T'; 4b. Estudios de biodistribucion in vivo
y ex vivo (n=3); 5a. Radiomarcaje anticuerpo con el precursor fac-[*"TcJ[ Tc(OH.):(CO).T; 5b. Estudios
de biodistribucion in vivo y ex vivo (n=3). Todos los estudios in vivo se han realizado mediante imagen
SPECT/CT a 1, 4, 10 y 24 horas post-administracion; después de la iltima imagen se sacrificaron los

animales; tras la escision de los érganos seleccionados, se determiné la radiactividad con un contador

gamma.
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3.4.1 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de los estudios ex vivo se compararon estadisticamente
mediante la aplicacién de un test Kruskall-Wallis con asociacién Turkey-

Hammer. Para ello se utiliz6 el software STATA.

4., RESULTADOS

4.1 Preparacion y radiomarcaje de las formulaciones
NP-HSA-PEG y NP-HSA-B-PEG.

Las formulaciones NP-HSA-PEG y NP-HSA-B-PEG mostraron un aumento
de TP y del PDI tras el radiomarcaje (Tabla VII. 4). Los resultados obtenidos
cumplieron los criterios de aceptacién propuestos (VII, 8.2), si bien se observé

un incremento del % VTP, cercano al limite establecido.

Antes de preparar el Después de preparar el
“kit” “Kit”
Formulacién VTP.(%)
TP (nm) PDI TP (nm) PDI
NP-HSA-PEG 228 £ 4 0,18+0,02 252+6 0,17 £ 0,06 10
NP-HSA-B-PEG 229+4 0,17+0,02 2472 0,310 0,0 7,86

Tabla VII. 4. Resultados de caracterizacion de las NPs antes y después del marcaje externo con
tecnecto-99m.

El % PRQ obtenido para [*mTc¢]Tc-NP-HSA-PEG y [#"Tc]Tc-NP-HSA-
B-PEG fue de 97 % y 98 %, respectivamente (Figura VII. 2).
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Figura VII. 2. Cromatogramas del radiomarcaje externo de las formulaciones con tecnecio-99m

(@) Tc]Te-NP-HSA-PEG y (b) [*"Tc]Tc-NP-HSA-B-PEG.
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4.2 Radiomarcaje y encapsulacion del

bevacizumab

4.2.1 Purificacion de excipientes, cuantificacion
del anticuerpo purificado y andlisis de Ia
pureza quimica.

La cuantificacién indicé [bevacizumab-PET] = 2.89 mg/ml. Los resultados de

SEC-HPLC (Figura VII. 8) indicaron Rt similares entre el Avastin® y el

bevacizumab-PE (5.847 min vs 5.772 min).

(b) f
(= s fe
160- \
b it
120- »
- = R
3 “T 3w
» ’: )
- "o - - [
» a 3
B p Sk o o ©
» 2
g 0 — r—
Sy oot t——— e > i T L R G S S e U8 e
§ 3 1 3 T ® ) T
T % T 3
Tiempo d Tiempo de retencién (min)

Figura VII. 3. Caracterizacion del anticuerpo antesy después de su purificacion; (a) Avastin®; Rt= 5.337,
A=250 nm (curva verde) and 5.347 A=280nm; (b) Rt= 5.722, A=280 nm. Los datos espectrales (A= 200-
400 nm) muestran diferencias en el patron de absorbancia, permitiendo identificar mds adecuadamente el
pico del mAb en ausencia de excipientes.

4.2.2 Preparacion del precursor y control de

calidad.

Los resultados obtenidos del andlisis del radiosintén por radiocromatografia
planar (Figura VII. 4) y radio-SEC-HPLC (Figura VII. 5), indicaron una
correcta preparacién del precursor fac-[9mTc’[Tc(OHs)s(CO)s]+ con un valor
de % PRQ = 93-95.
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Figura VII 4.. Evaluacion del % PRQ por radio-TLC del sintén [*"Tc][Te(CO).T; Rf= 0

corresponde a impurezas radiocoloidales; Rf= 0,7 corresponde al precursor.

[l Detector radioactividad [l Detector UV-VIS (A= 250 nm)
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Figura VIIL 5. Evaluacion del % PR y el % PRQ por radio-SEC-HPCL; Rt= 7.387 min (linea

roja, UV detector A = 280 nm) y 8.666 min (linea azul, Nal (Tl), detector de radioactividad)

corresponden al precursor; Rt =16.235 min corresponde a [*"TcINaTcO..
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4.2.3 Radiomarcaje del bevacizumab y control de

calidad

El [99mT'¢]T¢(CO)s-Bevacizumab se obtuvo con un % PRQ = 72, que tras la
purificacién se elevé hasta alcanzar un 96 % (Figura VII. 6). Estos resultados

quedaron confirmados por el analisis realizado por radio-SEC-HPLC (Figura

VIL 7).

~~
1Y
~

[**mTc] Te(CO);-bevacizumab

Radioactividad (cuentas)

[**™Tc][Tc(CO)s(H,0)s]*

Distancia (mm)

(b) =T Tc(CO);-bevacizumab

= Tc] Te(CO),(H.0);T*

Distancia (mm)

Figura VII 6. Resultados del % PRQ del anticuerpo radiomarcado (a) antes y (b) después

de su purificacion, obtenida por radiocromatografia planar.
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Figura VII. 7. Resultados del % PRQ del anticuerpo radiomarcado (a) antes y (b) después de su
purificacién, obtenida por radio-SEC-HPLC.

4.2.4 Encapsulacion del anticuerpo radiomarcado

Los resultados de caracterizacién de la formulaciéon NP-HSA-
[99mT¢Te(CO)s-B-PEG indicaron un Rf= 0.01 y un % PRQ = 97,5. Por otro
lado, los valores de TP (227.5 & 0.3 nm vs 228.9 + 3.9 nm) y de PDI (0.286 *
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0.002 vs 0.170  0.019) fueron similares a los obtenidos para la formulacién NP-

HSA-B-PEG

4.3 Estudios de biodistribucidon

La Figura VII. 8 muestra de forma representativa las imagenes SPECT/CT
obtenidas a 1, 4, 10 y 24 horas después de la administracién iv. de las
suspensiones de NPs radiomarcadas. La Figura VII. 9 muestra las imdgenes de
los controles de [#*mT¢]Tc(CO)s-Bevacizumab y fac-[99mT'c][Tc(OHz)s(CO)s ]+
a los mismos tiempos.

A la derecha de las imdgenes estdticas de cada grupo se expone de forma grafica
el promedio del % Rrgano de cada uno de los érganos seleccionados (higado,
pulmones, rifiones, estémago, intestino, tiroides y cerebro) para cada punto

temporal.
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Figura VII. 8. (a) [*"Tc]Tc-NP-HSA-PEG, (b) [*"Tc¢]Tc-NP-HSA-B-PEG y (¢) NP-HSA-
[ Tc]Te(CO)-Bevacizumab-PEG Las grdficas muestran el promedio de la cuantificacion de los focos de
captacion de las imdgenes SPECT/CT situadas a la izquierda de cada grdfica. Los datos grdficos estdn

expresado en % Rérgano, calculado segiin Ecuacion VII. 2
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Figura VIL 9. (a) [*"Tc]T¢(CO)s-Bevacizumaby (b) fac-["Tc][ Tc(OH.)s(CO);J* Las grificas, al igual
que para la Figura VII. 8 muestran el promedio de la cuantificacion de los focos de captacion de las imdgenes

SPECT/CT.
Comparando los estudios entre ellos puede estimarse que:
e Kl perfil de biodistribucién de las formulaciones de nanoparticula mostré

una menor captacion de tejidos no especificos respecto de los controles.

. El anélisis cualitativo de las imdgenes de todos los grupos realizadas
plano a plano, indicé que no hubo captacién estomacal, esplénica, ni

tiroidea.
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e La distribucién de las formulaciones [99"Tc¢]Tc-NP-HSA-PEG y

tormulaciones [9*mT'¢]Tc-NP-HSA-B-PEG a lo largo del estudio fue
similar. Ambas mostraron una elevada captacién hepatica y renal; la
eliminacién de las formulaciones se dio de forma mixta y simultdnea a
través del sistema hepatobiliar y del sistema renal. No obstante, la
velocidad de excrecién fue superior en la formulacién que contiene
bevacizumab, mientras la captacién renal de las NPs vacia fue constante
durante las 10 primeras horas post-administracién (0,25 % 0,02 %, 0,22
+0,02 % y 0,21 + 0,02 %).
La formulacién NP-HSA-[9"Tc¢]Tc¢(CO)s-B-PEG presenté una
acumulacién principalmente hepdatica, con periodo de permanencia
superior a la observada en la formulacién [#"Tc]Tc-NP-HSA-B-PEG
(0,66 = 0,1 % vs 0,28 0,04 % a 1 hora post-administracion).

. Tras 4 horas post-administracién el porcentaje de captacién renal del
anticuerpo marcado y encapsulado (0,03 £ 0,03 %) fue similar a los
cuantificados a las 24 horas en las formulaciones de NPs marcadas
externamente

. Las iméagenes de los controles de [*mT¢]Tc(CO)s-Bevacizumab y fac-
[o9mT¢][Tc(OHg)s(CO)sJ*indicaron distintas rutas de eliminacién,
siendo predominante la excrecién hepatobiliar para el anticuerpo

marcado y la renal para el ion triaaquacarboniltecnecio (I).

Todos estos resultados quedaron confirmados por los estudios ex wvivo
(Gréfica VII. 1) La baja captacién en estémago y en tiroides, de todos los
compuestos, indicé la una elevada estabilidad radioquimica iz vivo, incluso del
compuesto fac-[*"Tc[Tc(OHz)s(CO)s ]+ como més adelante se expone en el

apartado de Discusién.

~ 298 ~




Capitulo 7: Encapsulacién del anticuerpo radiomarcado: caracterizacién y evaluacién z vivo del nanosistema
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Grifica VII 1. Estudios ex vivo a 24 horas post-administracion. Los datos se expresan como el
promedio del porcentaje de dosis inyectada por gramo de tejido (n=3/5).

El analisis estadistico indicé que para las formulaciones [9™Tc]Tc-NP-
HSA-PEG y [ Tc¢]Tc-NP-HSA-B-PEG la captacién renal e intestinal fue
significativamente superior (p < 0.05) en comparacién con la formulacién NP-
HSA-[9mTc¢]Tc(CO)s-B-PEG. Por otro lado, la actividad de los compuestos
control asociada a érganos no especificos, como el cerebro, mostré diferencias

significativas respecto a las formulaciones de NPs.
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5. DISCUSION

Numerosas publicaciones describen las propiedades poliméricas de las
nanoparticulas como vehiculos de liberacién sostenida [17—197. Sin embargo,
poco se conoce sobre el comportamiento iz vivo de los nanosistemas, valorados
en este estudio, una vez se han administrado. Con el objetivo de entender mejor
que sucede con las formulaciones de nanoparticulas de HSA cargadas con
bevacizumab, en este capitulo se ha realizado un estudio de biodistribucién
comparativo entre el vehiculo de NPs cargadas con bevacizumab (mediante
radiomarcaje de su cubierta) y la carga (mediante preparacién de

[o9mT'c]Te(CO)s-mAb y posterior encapsulacién).

Las formulaciones NP-HSA-PEG y NP-HSA-B-PEG se marcaron de forma
directa con tecnecio-99m, utilizando el sistema tipo kit desarrollado previamente
para cada formulacién en los capitulos IV y V. En base a los resultados obtenidos
en el capitulo V tras el radiomarcaje de la formulaciéon NP-HSA-B-PEG (V,
4.2.2), los equipos reactivos en esta ocasién se purgaron con helio sélo durante
5 minutos. Sin embargo, los resultados obtenidos con estas nuevas condiciones
de preparacién, muestran valores semejantes de VTP, a los obtenidos tras

purgar hasta sequedad (7,86 % vs 8 %).

En segundo lugar se radiomarcé el bevacizumab empleando el método
desarrollado por Alberto et al. (207 y optimizado en capitulo VI. En el complejo
de coordinacién que forma el precursor de los carbonilocomplejos de 99mT¢(I) el
radiometal posee una configuracién electrénica d¢ de bajo espin [217, lo que
limita el mecanismo de la reaccién una sustitucién de intercambio (I, o Iq); por
esta razon la sustitucién estd favorecida para grupos funcionales que contienen
grupos aminas, tioéteres o tioles [227]; la presencia de dichos grupos en algunos
residuos de aminodcidos [237 posibilita que se pueda radiomarcar con

carbonilocomplejos de 99mTc¢(I) casi cualquier biomolécula peptidica. No
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obstante, para aplicaciones i vivo de este tipo de radiomarcajes es necesario

tener en cuenta que:

II.

La esfera de coordinacion tras la sustitucién debe ser “cerrada”, es
decir, preferiblemente todas las moléculas de agua deben ser
sustituidas. De este modo el centro radiometdlico deja de ser
accesible para el medio biolégico una vez administrado, lo que
permite asegurar que los focos de captacion en la imagen

SPECT/CT corresponden a la biomolécula de interés [247.

De los ligandos que pueden reaccionar con el sintén aquellas bases
de Lewis mds fuerte estabilizardn mas el centro radiometélico. El
grupo imidazol presente en la histidina (N-donador) es un ejemplo
de ello; su amina aromdtica estabiliza cinéticamente el
carbonilocomplejos de 9mT¢(I), lo que permite que interaccione
menos con las proteinas plasméticas [257. El bevacizumab cuenta
con 28 histidinas, siendo las més accesibles la que se localizan entre

los residuos 214 y el 453 de las cadenas pesadas.

Los datos obtenidos tras incubar en plasma el [*mTc][Tc(CO)s-

bevacizumab (VI, 4.1.8) mostraron una baja transquelacién tras 24 horas, lo que

puede sugerir que la esfera de coordinacién cerrada. Esta hipdtesis queda

respaldada al comparar los resultados de la biodistribucién ex vivo obtenidos en

este capitulo con los de Schibli et al. [267].

La nanoencapsulacion de anticuerpos monoclonales puede beneficiar su

accién terapéutica, no sélo mediante su liberacién sostenida, sino también

facilitando un vehiculo adecuado que permita que la liberacién pueda hacerse en

dianas intracelulares [27,287, o limitando los efectos adversos asociados sin que

esto suponga una pérdida de la eficacia terapéutica [29,307].

Niveles elevados de bevacizumab en sangre pueden inducir proteinuria,
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hipertensién, epistaxis, tromboembolismo, perforacién gastrointestinal o
hemorragia [31,827]. Sin embargo, como cualquier otro farmaco
nanoencapsulado, este mAb debe seguir siendo efectivo frente al VEGF tras su
incorporacién a un nanosistema. Luis de Redin et al. demostré [837] que el
bevacizumab presenta una elevada inmunoreactividad tras encapsularlo en una
matriz de HSA-PEG y que sigue siendo efectivo frente a procesos de
angiogénesis en diferentes modelos tumorales [34,357. Sin embargo, el objetivo
de este capitulo no es valorar la eficacia del nanosistema, sino conocer el destino
tras su administracién de las diferentes partes que lo componen, como ya se
definié anteriormente.

Los resultados obtenidos indican que existe una disminucién de la eliminacién
del anticuerpo radiomarcado tras su encapsulacién; este hecho se observa en el
analisis cualitativo y cuantitativo de las imagenes; el % Rsrgano del higado del
compuesto [*9mT'¢][Tc(CO)s-bevacizumab presenta un valor similar a 1 hora
post-administraciéon que la formulaciéon NP-HSA-[99"T¢c][Tc(CO)s-B-PEG a

las 24 horas.

Al comparar los patrones de distribuciéon de las formulaciones [#"Tc]Tc-
NP-B-PEG y NP-HSA-[9"Tc¢][Tc(CO)s-B-PEG se pueden observar
diferencias entre ellas, aun siendo el mismo nanosistema. La captacién hepatica
en ambas era previsible por el tamano de la NPs, aunque es superior en la
formulacién que contiene el anticuerpo radiomarcado. Este hecho puede estar
relacionado con la elevada expresion en los hepatocitos del receptor neonatal
para el I'c (IFcRn), también conocido como receptor de Brambell (FFcRB) [367].
El FcRn es responsable de proteger a la albiimina y las IgG al catabolismo y de
retornarlas a la circulacién [377], de este modo el metabolismo de estas
macromoléculas es més eficiente y minimiza su sintesis [887]. Sin embargo, a
diferencia del bevacizumab, con el que el receptor neonatal de rata (rI'cRB)

presenta una fuerte unién, el HSA presenta una afinidad pobre [397]. Este hecho
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puede explicar porque se observa una eliminacién més rdpida del nanosistema
cuando se radiomarca externamente. Una NP intacta no puede excretarse, por
lo primero debe metabolizarse para que pueda eliminarse. Por tanto, la excrecién
de la formulacién [#"Tc]Tc-NP-B-PEG se puede correlacionar con la
eliminacién de la albtiimina, que al no poder ser reciclada por el rFcRB se
deshecha. Este hecho también es observable en los estudios de biodistribucién
del control [9mTc¢]Tc-NP-HSA-PEG; el perfil de distribucién y la tasa de
eliminacién de esta formulacién es similar a las de las NPs cargadas con
bevacizumab.

Por otro lado, la elevada afinidad de las IgG por este receptor (llegando a ser
hasta 10 veces superior a la que presentan con el F'cRn [407), puede explicar
porque el [9mTc][Tc(CO)s-bevacizumab pudo permanecer en circulacién

durante més tiempo.

El tecnecio-99m se redujo a un estado de oxidacién menor para los
radiomarcajes, ya que el [*"Tc¢]TcO,, obtenido del generador de 9Mo/9mTkc,
es quimicamente inerte [417]. El estado de oxidacién tras la reduccién depende
del agente reductor utilizado; el SnCl,, empleado para el marcaje externo de las
NPs, generalmente permite obtener Tc (V) o Tc (III), mientras que el NaBH,,
del kit de IsoLink™ reduce hasta Tc (I). EI tecnecio reducido es “capturado” por
un ligando, que estabiliza el nuevo estado de oxidacion. Si el complejo ligando-
radiometal estd unido mediante enlaces débiles, el tecnecio tiende a reoxidarse
al estado Tc(VII), cuyo compuesto termodindmicamente mds estable es
[o9mTcINaTcOs [427]. Cuando el [*"Tc¢]NaTcO. se administra de forma
intravenosa, penetra en los tejidos mediante bombeo iénico [437 utilizando los
transportadores NIS [44,457. Su captacién fisioldgica se produce en tiroides,
estomago y glandulas salivales [467]. Basandonos en la baja captacién estomacal
y tiroidea obtenida en los estudios de biodistribucién, se puede afirmar que todos

los compuestos radiomarcados son radioquimicamente estables n vivo.
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Como el tecnecio-99m tiene un periodo de 6h y el bevacizumab un tiempo de
circulacién mayor (t,/. = 18-20 dfas [47]), los estudios de biodistribucién estdn
limitados a una ventana de observaciéon de 24h. Para complementar estos
resultados y conocer el destino final de las dos partes del nanosistema serfa ttil

realizar este estudio con un isétopo de vida media més larga.
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VIII. CONCLUSIONES

En este capitulo se presentan las conclusiones generales de los estudios realizados

en cada uno de los capitulos que forman parte de esta tesis doctoral.
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Los estudios realizado sobre el sistema tipo “kit”, desarrollado para el marcaje

directo con tecnecio-99m de distintas formulaciones de nanoparticulas de
alblimina sérica humana (NP-HSA-PEG, NP-HSA-GLU, NP-HSA-Gantrez,
NP-HSA-B, NP-HSA-B-PEG y NP-HSA-B-GLU), permiten concluir que:

a.

El radiomarcaje de todas ellas se pudo realizar de forma sencilla,

reproducible y con elevados porcentajes de pureza radioquimica.

La cantidad de agente reductor (SnCl,) mas adecuada para el

radiomarcaje de todas fue de 2 pg/kit.

El proceso de preparacién y radiomarcaje de los equipos reactivos
permitié preservar las caracteristicas fisicoquimicas de las NPs (% VTP,

<10y PDI <0,3).

Los equipos reactivos deben emplearse en el mismo dia de su
preparacién, a fin de evitar un disminucién de la pureza radioquimica del
radiomarcaje (% PRQ < 95) y/o una variacién en las caracterfsticas

fisicoquimicas de las NPs (% VTP, < 10 y PDI < 0,3).

De los estudios de biodistribucién in wvivo realizados mediante imagen

SPECT/CT, en un modelo animal de rata Wistar sana, tras la aplicacién tépica

en ojo de distintas formulaciones radiomarcadas ([**"Tc]Tc-NP-HSA-PEG,
[99mTc¢]Te-NP-HSA-GLU, [9"Tc¢]Tc-NP-HSA-Gantrez, [ Tc¢]Tc-NP-
HSA-B, [ T¢]Tc-NP-HSA-B-PEG, [#"T¢]Tc-NP-HSA-B-GLU), se puede

concluir que:

a. Todas las formulaciones estudiadas permanecieron en el punto de

administracién durante al menos 10 horas tras su administracién.

. La modificacién superficial de la formulacién cargada con bevacizumab

(NP-HSA-B) aument6 el tiempo de residencia de la misma en la
superficie ocular. No obstante, de los dos agente empleados para el

recubrimiento, el polietilenglicol-35000 mostré un porcentaje de
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permanencia de la suspensién radiomarcada (% PSR) superior al
obtenido cuando la formulacién se reticulé con glutaraldehido.

c. El perfil de eliminaciéon de todas las formulaciones radiomarcadas,
observado en las imdgenes SPECT-CT, fué principalmente
gastrointestinal. Dicha eliminacién fué comparativamente més lenta en

las formulaciones cargadas con bevacizumab.

Del desarrollo de las dos estrategias planteadas para el radiomarcaje directo del
bevacizumab con tecnecio-99m se puede concluir que ambos métodos son
procedimientos sencillos, reproducibles y que permiten radiomarcar el anticuerpo
con una elevada pureza quimica (% PQ > 95) y radioquimica (% PRQ > 95). Sin
embargo, sélo el método que emplea carbonilocomplejos de #mTc (I) permite
obtener un marcaje estable y con preservacién del peso molecular y de la

inmunoreactividad del anticuerpo.

La preparaciéon de un nanosistema de HSA cargado con [#"Tc]Tc(CO)s-
bevacizumab y recubierto con PEG se realizé de forma satisfactoria, con un
tamano de particula y un valor de PDI similares a los obtenidos para la

formulacién analoga sin radiomarcar.

El estudio comparativo de biodistribucién i vivo de las formulaciones NP-HSA-
[99mTc]Te(CO)s-bevacizumab-PEG y  [99"Tc¢]Tc-NP-HSA-B-PEG  mostré
diferencias estadisiticamente significativos entre los perfiles de eliminacién de las
mismas, a pesar de ser el mismo nanosistema. Este hecho refuerza la necesidad de

evaluar la plataforma de liberacién sostenida y su carga de forma conjunta.
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IX. ANEXOS

En este capitulo se adjuntan los articulos y comunicaciones a congresos derivados

de esta tesis doctoral.
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