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Resumen

Los nanosistemas terandsticos basados en lipoproteinas de alta densidad reconstituidas (rHDL)
presentan varias ventajas como capacidad de carga multimodal, biocompatibilidad y baja
inmunogenicidad debido a que son similares a las HDL enddgenas. Ademas, tienen
reconocimiento especifico por el receptor SR-B1, presente en el hepatocito y sobreexpresado en
varias lineas celulares de cancer. En dependencia de la sustancia a enlazar, asi como de los
propodsitos del estudio, es posible insertar enla rHDL ionesy moléculas tanto en el nicleo interior
como en lamembrana superficial. Las moléculas mas hidrofébicas se pueden insertar en el nicleo
interior, en tanto que las moléculas mas hidrofilicas pueden ser absorbidas o conjugadas a la

superficie. Se han publicado pocos estudios utilizando rHDL radiomarcadas.

En este proyecto se incorporaron a la superficie de la rHDL los compuestos HYNIC-S-(CH2)z-
S-Colesterol y p-Bn-DOTA-NCS-NH-(CH2)3-NH-Colesterol y se compard su influencia en la
biodistribucién, farmacocinética y dosimetria de la rHDL sin modificacion superficial en ratones
sanos CD1 (3 ratones por cada tiempo de estudio). Se obtuvieron los modelos farmacocinéticos
de los principales érganos en los que se distribuye la rHDL con y sin modificacién superficial,
verificdndose que la presencia de agentes bifuncionales anclados en la superficie de la rHDL
induce cambios en la biodistribucién y farmacocinética. Finalmente, se determiné la dosis
absorbida en cada érgano bajo el formalismo MIRD, utilizando el programa OLINDA/EXM,
demostrandose que es posible utilizar la rHDL marcada con diferentes radionuclidos sin

sobrepasar las dosis maximas toleradas para los érganos sanos.




Abstract

Theranostic nanosystems based on reconstituted high-density lipoproteins (rHDL) have several
advantages such as multimodal carrying capacity, biocompatibility, and low immunogenicity
because they are similar to endogenous HDL. Furthermore, they are specifically recognized by the
SR-B1 receptor, present in the hepatocyte, and overexpressed in various cancer cell lines.
Depending on the substance to be bound, as well as the purposes of the study, it is possible to
insert ions and molecules into rHDL both in the inner nucleus and in the surface membrane. The
more hydrophobic molecules can be inserted into the inner core, while the more hydrophilic
molecules can be absorbed or conjugated to the surface. Few studies have been published using

radiolabeled rHDL.

In this project, the compounds HYNIC-S-(CH2)3-S-Cholesterol y p-Bn-DOTA-NCS-NH-(CH2)s3-
NH-Cholesterol were incorporated in the rHDL surface and their influence on the biodistribution,
pharmacokinetics and dosimetry were compared with rHDL without surface modification in
healthy CD1 mice (3 mice for each study time). The pharmacokinetic models of the main organs
in which rHDL is distributed with and without surface modification were obtained, verifying that
the presence of bifunctional agents anchored on the surface of rHDL induces changes in
biodistribution and pharmacokinetics. Finally, the absorbed dose in each organ was determined
under the MIRD formalism, using the OLINDA/EXM program, demonstrating that it is possible to
use labeled rHDL with different radionuclides without exceeding the maximum tolerated doses

for healthy organs.



Abreviaturas

% A.l. Porcentaje de actividad administrada

A Actividad acumulada

ADN/DNA Acido desoxirribonucleico

Apo Apoliproteina
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DA Dodecilamida

DCM Diclorometano

DFO Deferoxamina

DLS Dispersién dindmica de luz

DMSO Dimetilsulfoxido

DOTA acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N, N’,N”’,N’"’-tetraacético
EDDA Acido etilendiaminodiacético

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EYPC Fosfatidilcolina de yema de huevo

FC Colesterol libre

HDL Lipoproteina de alta densidad

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucién
HYNIC Acido hidrazinonicotinico

ILDL Lipoproteina de densidad intermedia
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NP
PBPK
PDI
PEG
PET
PL

RF
rHDL
SPECT
SR-B1
TFA
Tg
UV-Vis
VLDL
Vss

Nanoparticula

Modelo farmacocinético basado en datos fisiolégicos
indice de polidispersidad

Polietilenglicol

Tomografia por emisién de positrones

Fosfolipidos

Radiofarmaco

Lipoproteina de alta densidad reconstituida
Tomografia Computarizada por Emisién Monofoténica
Receptor Scavenger tipo B1

Acido trifluoroacético

Triglicéridos

Ultravioleta-visible

Lipoproteina de muy baja densidad

Volumenes de distribucidon en estado estacionario
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1. Introduccion

Los sistemas terandsticos son formulaciones que combinan al unisono propiedades diagndsticas
y terapéuticas. Se basan, por lo general, en nanoparticulas (NP) que transportan agentes
terapéuticos y de imagen (1,2) a las que se enlazan ligandos y biomoléculas para mejorar sus
propiedades de reconocimiento especifico por parte de las células. Al impartir la terapia guiada
por imagen permiten supervisar en tiempo real la respuesta terapéutica, disminuir los efectos
adversos y mejorar la eficacia del tratamiento, por lo que tienen un gran potencial en la medicina

personalizada, en particular en la terapia del cancer (2,3).

Las lipoproteinas sintéticas de alta densidad (rHDL) constituyen plataformas terandsticas
atractivas debido a sus propiedades fisicoquimicas y bioldgicas. Tienen capacidad para
transportar y depositar en las células agentes de imagen y de terapia, son biocompatibles,
biodegradables, manifiestan baja inmunogenicidad debido a su similar estructura con las HDL

endogenas (1,4,5), son faciles de preparar y bien toleradas por los pacientes (5-7).

La principal funcion de la HDL enddgena es el transporte de colesterol desde los tejidos
periféricos al higado (transporte inverso del colesterol). Esta lipoproteina estd compuesta por
colesterol libre (FC), ésteres de colesterol (EC), triglicéridos (Tg) y proteinas, aunque su principal
componente proteico es la apolipoproteina Apo-Al (1,4-6,8). La Apo-Al es la responsable de la
integridad estructural y del reconocimiento especifico de la HDL por el receptor de membrana
denominado Scavenger Receptor B1 (SR-B1), presente en el hepatocito y oérganos
esteroidogénicos y a través del cual esta libera las sustancias que acarrea sin internalizarse

completamente en la célula (3,6-10).

Elreceptor SR-B1 también se encuentra sobreexpresado en células tumorales de hepatoma,
carcinoma cervical, cancer de mama, colorrectal, pulmén y préstata debido a la demanda de
colesterol para la biogénesis de membrana que presentan estas células (11-14). El mecanismo de
interaccion entre la Apo-Al y el SR-B1 permite una mayor captacion de HDL en la célula de cancer
con respecto a la célula normal para satisfacer la sostenida y creciente demanda de colesterol de

la célula tumoral (12,15).
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A pesar de que las rHDL pueden transportar iones y moléculas tanto en el nicleo interior
como en la membrana superficial (1,4,12,15,16-20) y de la probada eficacia de los radioisétopos
como agentes para imagen, son escasos los reportes en los que se utilizan rHDL radiomarcadas
para imagen nuclear (6,16-18). Recientemente, se desarrolld un sistema rHDL/?°™Tc en el que se
internalizé un complejo hidrofébico en el nucleo de la NP (16), cuya afinidad por las células de

cancer confirma su utilidad para el disefio de plataformas terandsticas para imagen nuclear.

Para lograr plataformas versatiles a base de rHDL y radionuclidos conviene utilizar un
guelante bifuncional (BFC) que permita acarrear radionuclidos tanto en el nucleo interior como
en la superficie de la NP. Las moléculas mas hidrofébicas se insertan con facilidad en el ntcleo,

en tanto que las mas hidrofilicas pueden ser absorbidas o conjugadas a la superficie (1,6,7,20).

En dependencia del tamafio, la forma y la composicidn, la rHDL se acumula habitualmente
en higado, rifiones, bazo, aorta, pulmones, médula dsea y dérganos esteroidogénicos debido,
principalmente, a la expresion de los receptores SR-B1 en estos érganos (5,7,15-18,21,22). Sin
embargo, si se inserta una molécula, como un BFC, en la superficie de la rHDL para su posterior
enlace a radionuclidos, los cambios inducidos en las propiedades fisicoquimicasy funcionales de
la NP pueden promover alteraciones en las propiedades farmacocinéticas y dosimétricas
(5,17,23), por lo que resulta imprescindible evaluar tales alteraciones a partir de BFC vy

radionuclidos especificos

En este proyecto se estudid el comportamiento in vivo de rHDL en cuya superficie se
incorporaron HYNIC y DOTA, dos BFC muy utilizados para acoplar radionuclidos de diagnéstico y
terapia a biomoléculas. Para introducir ambos BFC en la membrana superficial de la rHDL se
utilizaron los compuestos HYNIC-S-(CH2)3-S-Colesterol y p-Bn-DOTA-NH-(CH2)2-NH-Colesterol. Se
realizaron estudios de biodistribucién con los sistemas °°™Tc-HYNIC-rHDL y 177Lu-DOTA-rHDL,
cuyos resultados se compararon con la biodistribucién de la rHDL con el compuesto®®™Tc-HYNIC-
DA acarreado en el nucleo (rHDL/?°™Tc-HYNIC-DA) previamente publicados (16). A partir de los
datos de biodistribucién se calcularon los modelos biocinéticos y radiofarmacocinéticos de los
nanosistemas 2°™Tc-HYNIC-rHDL, *"7Lu-DOTA-rHDL y rHDL/?°™Tc-HYNIC-DA; y se estimaron las
dosis absorbidas en los principales érganos de captacion para un grupo de radiontclidos de uso

habitual en diagnéstico y terapia.



2. Estadodel arte

2.1. Antecedentes

En los ultimos afios se ha incrementado el uso de NP basadas en lipoproteinas de alta densidad
para el transporte y la administracion de farmacos y agentes de imagen (5-7,9,12,19,20,22). Las
HDL sintéticas se asemejan en composicién, tamaino y propiedades a las HDL enddgenas por lo
gue también se les Ilama HDL biomiméticas (b-HDL) (5,18). Las b-HDL presentan ventajas como
alta biocompatibilidad, biodegradabilidad, baja inmunogenicidad y capacidad de transportar y
liberar su carga en célulasy tejidos debido a su similar estructura con las endégenas (1,4,5,7,22).
Entre estas ventajas, el reconocimiento especifico por el receptor SR-B1 es importante para la
administracion de agentes terapéuticos. Este receptor se expresa en células involucradas en el

metabolismo del colesterol, asi como en diversos tipos de cancer (9,11,13,15,21,22).

Las NP que se preparan a base de HDL pueden tener diferentes tamafios, formas,
composicion de lipidos y tipo de soporte (apolipoproteina o péptido mimético) (3-6,9,13,19,22).
Segun la forma pueden ser discoidales (5,17,23,24) o esféricas (5,16,18,24-26), con diferente
composicion y carga. De acuerdo con el método de preparacion se clasifican en reconstituidas
(preparadas a partir de sus componentes individuales) y modificadas (si se modifica la superficie

para redirigirlas) (18). En el presente trabajo se utiliza el término genérico rHDL.

La capacidad de carga multimodal de las NP basadas en HDL posibilita que puedan
transportar y liberar agentes paraimageny terapia, por lo que se han propuesto parael desarrollo
de sistemas terandsticos (1,6,7,13,19). Se han utilizado para el transporte y liberacion de
farmacos lipofilicos, dacidos nucleicos, agentes de contraste, fluoréforos, NP metdlicas,
fosfolipidos marcados con Gd o Mn (4,15) y radiontclidos para imagen como®°Zr, 2°™Tc, 111|n, >°Fe
(16,17,24,27). Su estructura quimica proporciona diversas estrategias y métodos de
radiomarcado, cuya elecciéon depende del propdsito del estudio y de las caracteristicas de la NP

(1,18).

El radiomarcado de la rHDL se puede realizar en el nucleo hidrofdbico (durante o después
de preparada la NP), o bien, en la superficie. Para una buena incorporacion en el nucleo el

coeficiente de particidn octanol: agua (expresado como log P) de la sustancia a incorporar debe
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ser mayor que 1 (28). Un ejemplo es el nanosistema rHDL/°°™Tc-HYNIC-DA obtenido mediante
insercion en el nicleo de la rHDL del complejo hidrofébico 2°™Tc-HYNIC-DA (log P 3.85). Este
sistema se desarrolld con el objetivo de visualizar células y tumores de cancer de prostata con
sobreexpresion del receptor SR-B1. Los resultados de la evaluacién in vivo mostraron una

importante acumulacién en higadoy tumor con eliminacién hepatobiliar (16).

Para la incorporacién de un radionuclido en la membrana superficial de la rHDL existen dos
rutas principales: (a) union covalente de un agente BFC a los fosfolipidos (PL) o la Apo-Al (1,17);
o, (b) intercalacion no covalente de agentes anfipaticos (1,16,27) a los cuales se une
posteriormente el radionuclido. La primera de estas rutas se ha utilizado para la obtencién de
imagenes PET de tumores asociados a macréfagos (TAMs), usando 8°Zry el BFC deferoxamina
(DFO). El radiomarcado se realizd tanto en los PL como en la Apo-Al (17), demostrdandose
diferencias en el comportamiento in vivo en funcién del sitio de acoplamiento de la DFO: la rHDL
marcada en la Apo-Al mostré mayor acumulacion en rifiones, en tanto que la marcada en los PL
manifestd mayor acumulacion en hueso (17). En ambos casos, los nanosistemas rHDL-89Zr se
acumularon de manera significativa en higado. La segunda ruta, utilizada en el presente trabajo,
emplea agentes hidrofilicos que se unen a cadenas hidrofébicas para poderlos insertar en la

bicapa de PL (6,7).

LarHDL se ha utilizado también en modelos animales para el seguimiento de enfermedades
cardiovasculares como la aterosclerosis, pues interacciona con los macréfagos de las placas
aterosclerdticas mediante el mecanismo de transporte inverso del colesterol (7,19,29,30).
Ejemplo de ello es el estudio de placas ateroscleréticas mediante imagen multimodal con rHDL
marcadas en el nicleo con NP de 6xido de hierro superparamagnéticas (PIOs) y con >°Fe (27),
utilizando como soporte la apolipoproteina E. La biodistribucién de estas NP mostré acumulacién
en higado, bazo y macréfagos. Cuando la administracion se realizé por via intraperitoneal (1.P.) la
acumulacién en las placas aterosclerdticas fue superior en comparacion con la via I.V. lo que

confirma que la via de administracién puede inducir cambios en la biodistribucion (5).

La transportacion y entrega de agentes terapéuticos mediante rHDL exige una evaluacion

precisa del perfil de seguridad y de posibles efectos secundarios que pueda presentar el sistema



disefiado. En el caso de los sistemas terandsticos a base de radionuclidos es imprescindible
evaluarlasdosis absorbidas en los principales 6rganos de captacion y excrecion, ya que el objetivo
principal es depositar una dosis citotoxica en el tumor y minimizar la exposicién a la radiacién en
los tejidos sanos y los érganos en riesgo. Dado que el radionuclido puede incorporarse a la rHDL
tanto en el nucleo como en la superficie es importante evaluar la influencia del sitio de marcaje
en la biodistribucion de las NP radiomarcadas. Cuando se varian los componentes de la rHDL, en
particular los de la superficie, se producen cambios en el comportamiento in vivo (5,26,30) pues
se alteran propiedades biofisicas como estabilidad en plasma, carga superficial, geometria, entre

otras, que afectan la unién a receptores y alteran la biodistribucién (5,7,12,18 26-33).

Para evaluar la influencia del sitio de marcaje en el disefio de nanosistemas terandsticos
rHDL-radionuclidos es necesario obtener modelos farmacocinéticosy calcular las dosis absorbidas
en los principales érganos de acumulacion a partir de la biodistribucion en animales de
experimentacion. La alta sensibilidad que proporcionan las técnicas nucleares permite evaluar
tales sitios de acumulacion y excrecién de un potencial producto para uso en humanos con alto
nivel de precisién, obtener modelos farmacocinéticos y calcular las dosis absorbidas para la

estimacion preclinica de la radiotoxicidad del sistema.
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2.2.Planteamiento del problema

Las NP de rHDL presentan varias ventajas para el tratamiento de cancer por sus caracteristicas de
biocompatibilidad, biodegradabilidad y baja inmunogenicidad, en conjunto con su capacidad de
transporte agentes de imagen y de terapia. La preparacion de NP de rHDL marcadas con

radionuclidos que presenten caracteristicas terandsticas es actualmente un campo en desarrollo.

Estudios previos han confirmado la capacidad de la rHDL para transportar radionuclidos de
imagen al sitio de interés, aprovechando su afinidad por el receptor SR-B1, sobreexpresado en
tumores (1,16-18,23). Esto sugiere la posibilidad de disenar sistemas terandsticos a base de rHDL
mediante combinaciones de radiontclidos terapéuticos y de imagen, asi como de radionuclidos
terandsticos per se. Tales radionuclidos pueden enlazarse tanto en el nicleo como en la
superficie. Para obtener una NP versatil, que pueda unirse a radionuclidos de diferente naturaleza
(para terapia, para imagen y terandsticos), lo mas apropiado es utilizar BFC capaces de formar
complejos de coordinacidon con diferentes radionuclidos. Si el complejo radionuclido-BFC es
hidrofdbico, el radiondclido se puede encapsular en el ndcleo de la rHDL (1,16); si es anfifilico, se

puede insertar en la superficie (1,17,18).

Como el comportamiento de las NP de rHDL depende de su tamano, formay composicion,
la presencia de un BFC (sobre todo en la superficie) puede modificar sus caracteristicas
fisicoquimicas y en consecuencia, puede influir de manera significativa en la biodistribucion,
farmacocinética y dosimetria con respecto al sistema sin BFC. Resulta entonces imprescindible
efectuar la biodistribucién de los sistemas rHDL-BFC en animales de experimentacién y obtener
modelos radiofarmacocinéticos que permitan calcular las dosis absorbidas con diferentes

radionuclidos y estimar asi las posibles dosis en pacientes.



2.3.Preguntade investigacion
¢éEn qué medida cambiard la biodistribucién, farmacocinética y dosimetria de
nanosistemas basados en rHDL al conjugar en la superficie los quelantes bifuncionales

HYNIC y DOTA para el transporte de radionuclidos?

2.4.Hipdtesis
La insercién en la superficie de las rHDL de HYNIC y DOTA para su posterior coordinaciéon
a radionuclidos, cambiara significativamente su biodistribucién, farmacocinética y

dosimetria en los principales érganos de captacién y excrecion.
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2.5. Objetivos

General
Estudiar la biodistribucion, farmacocinética y dosimetria de nanosistemas basados en rHDL que

transporten radionuclidos para diagnéstico y terapia.

Especificos

e Determinar la biodistribucion de los nanosistemas 2°™Tc-HYNIC-rHDLy 177Lu-DOTA-rHDL en
ratones sanos y compararla con la biodistribuciéon del sistema rHDL/?°™Tc-HYNIC-DA

previamente publicada.

e Obtener los modelos farmacocinéticos de los principales 6rganos de captaciéon de los

nanosistemas 2°™Tc-HYNIC-rHDL, 7’Lu-DOTA-rHDL y rHDL/?°™Tc-HYNIC-DA en ratones sanos.

e Comparar la dosimetria de los sistemas rHDL/?°™Tc, ®®™Tc-HYNIC-rHDL y 177Lu-DOTA-rHDL
utilizando la metodologia MIRD y estimarla para otros radionuclidos que puedan enlazarse a

estos BFC.



2.6. Justificacion

El cancer es la tercera causa de muerte en México. Por lo que, el desarrollo de estrategias
alternativas mads eficaces y menos toxicas para su diagndstico y tratamiento temprano es una
necesidad del sistema de salud. Uno de los enfoques mdas actuales en el tratamiento del cadncer
es la medicina personalizada, que utiliza informacién especifica, tanto del tumor como del

paciente, para facilitar el diagndstico, planificar el tratamientoy determinar su eficacia.

Especialmente valiosos con este propdsito resultan los sistemas terandsticos a base de NP
pues aportan ventajas con respecto a los tratamientos convencionales. A pesar de que las rHDL
son una opcién prometedora como plataformas terandsticas debido a su capacidad de carga
multimodal y reconocimiento especifico por diversas lineas de células tumorales, son
relativamente escasas las publicaciones con rHDL radiomarcadas, incluyendo los estudios ex vivo

e invivo en animales de experimentacidn.

Para el desarrollo de sistemas terandsticos versatiles rHDL-radionuclidos es conveniente
modificar la superficie de la rHDL con BFC que puedan formar complejos de coordinaciéon con
diferentes radiondclidos. Sin embargo, la unién de moléculas a la superficie de la rHDL induce
cambios significativos en sus propiedades fisicoquimicas y su funcionamiento bioldgico con
respecto a la rHDL sin modificacion superficial. La evaluaciéon del comportamiento
farmacocinético y la dosimetria de sistemas rHDL-BFC marcados con radionuclidos que se lleva a
cabo en esta investigacion aporta informacion preclinica valiosa para estimar la eficacia y
toxicidad de nuevos productos farmacéuticos basados en rHDL-radionuclidos. La estimacion de
las dosis absorbidas en los principales 6rganos de riesgo de los sistemas rHDL-BFC que se realiza

en la presente tesis contribuye al disefio y desarrollo de nanoplataformas terandsticas versatiles

para el tratamiento del cancer.
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3. Marco tedrico

3.1.Radiofarmacos

Un radiofarmaco (RF) es un compuesto radiactivo que se utiliza con fines de diagndstico o terapia
y que, de manera general, se administra en cantidades trazas por lo que produce un minimo
efecto farmacoldégico (34). Los RF deben cumplir con todas las especificaciones de calidad exigidas
a un farmaco comun. Adema3s, es importante que tenga un periodo de desintegracién radiactiva

adecuado al proceso biolégico que se desea observar o estudiar (34,35).

Los RF se formulan en formas quimicas tales que permitan dirigir la radiactividad a un

organo o tejido en especifico (36). De acuerdo con su disefio se clasifican en:

(a) Radiofdrmacos de primera generacion son especies moleculares radiomarcadas que se
dirigen al sitio de interés a través de un mecanismo de localizacién no especifico de sustrato o

gue utilizan los procesos fisiolégicos normales en el cuerpo, como la endocitosis.

(b) Radiofdrmacos de segunda generacion son compuestos de coordinacién formados por el
radiometal enlazado a un BFC en una estructura geométrica definida, que pueden modificarse
para influir en la localizacion especifica in vivo. Su distribucion depende principalmente de sus

propiedades fisicoquimicas como carga total, formay lipofilicidad.

(c) Radiofdrmacos de tercera generacion, los cuales utilizan fragmentos bioactivos, es decir,
tienen reconocimiento especifico. Estos RF se conforman por el radiometal, el BFC y la

biomolécula de reconocimiento especifico.

3.1.1. Radiofarmacos de diagndstico

Los RF de diagnostico utilizan radionuclidos que emiten fotones vy, preferiblemente entre 30 y 300
keV, que se detectan mediante Tomografia Computarizada por Emisién Monofotdnica (SPECT)
(34) o emiten positrones que, al aniquilarse con los electrones circundantes, producen radiacion
v de 511 keV que se detecta mediante Tomografia por Emisién de Positrones (PET). A partir de la
deteccidn efectuada por una u otra técnica, se obtienen imagenes de la distribucion tisular del RF
mediante algoritmos matemdticos Entre los radionuclidos mads utilizados para imagen se

encuentran 2°™Tc, 64Cu, 11In, 18F, 68Ga (34). El °°™Tc es el mas usado debido a sus propiedades



fisicas como corto tiempo de vida media (6h), emisién de fotones y de 140 keV, bajo costo y gran

disponibilidad y asequibilidad (36,37).

Los RF de diagndstico (SPECT o PET) se aplican habitualmente en la practica clinica pues
proporcionan informacién funcional con alta sensibilidad y penetracién tisular (35,37). El uso de
moléculas o sondas radiactivas especificas facilita la visualizacion, caracterizacién y medicion de
procesos bioldgicos a nivel molecular y celular antes de que aparezcan cambios morfoldgicos, lo
que permite interpretar con mayor precision condiciones fisiolégicas y patoldgicas (34-37),
importantes para el diagnéstico temprano no invasivo o el monitoreo del tratamiento de
enfermedades. Estos RF resultan especialmente valiosos en el analisisin vivo de la biodistribucién

y eficacia de farmacos (23,38).

3.1.2. Radiofarmacos de terapia

Los RF con fines terapéuticos utilizan radionuclidos que emiten electrones Auger, particulas alfa
(at), particulas beta (37), o electrones de conversion interna. Entre los radionuclidos terapéuticos
habituales estan °0Y, 131, 1535m, 177 y,188Re,1%8Au (19,21). Los RF terapéuticos se utilizan para el
tratamiento de tumores neuroendocrinos, linfoma no-Hodgking, tumores de higado, asi como
para otras condiciones inflamatorias como la paliacion del dolor éseo y la radiosinovectomia
(39,40). En los ultimos afios se ha introducido el término radioterapia molecular (MRT) para

describir el uso de radiofarmacos de terapia con reconocimiento especifico (40).

3.1.3. Radiofarmacos teranésticos

El término terandstico se refiere a la administracion de agentes terapéuticos y de imagen en una
sola formulacién (1,2,6,18,31,41). Los agentes terandsticos permiten la visualizacion no invasiva
en tiempo real del destino del farmaco, incluidos los perfiles farmacocinéticos y de
biodistribucién, asicomo laacumulaciénintratumoral. De esta forma, se puede evaluar, de forma

sencilla, la eficacia terapéutica (31,38,41).

Los radionuclidos 1311, 177Lu, 18Re y 188Re se consideran terandsticos debido a que presentan
simultdneamente emisién yy B~ El 77Lu emite radiacién B~ (Egprom= 134 keV), fotones y con
energias de 1129 y 208.4 keV y electrones de conversién interna, con un periodo de

semidesintegracion (T 1/2) de 6.7 dias (42). Los fotones y se usan para estudios de imagen por
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SPECT (42,43), en tanto que por su emisidon 3~ se ha utilizado en terapia con radionuclidos
receptores de péptidos (PRRT) para el tratamiento de tumores neuroendocrinos (NET) (44,45)
como el RF 177Lu-DOTA-TOC (46), o bien para el tratamiento de cancer de préstata como el 177Lu-

iPSMA (47,48).

Otra modalidad terandstica interesante es el uso de los denominados pares terandsticos.
Consiste en enlazar un radionuclido de terapia y otro de diagndstico, quimicamente similares, a
un mismo agente o molécula bifuncional. Primeramente, se administra el compuesto enlazado al
radiondclido de diagndstico, se obtiene informacidn sobre la captacion y farmacocinética de la
molécula vy, posteriormente, se administra el compuesto enlazado al radionuclido de terapia (36).
De esta forma, se incrementa la precision y eficacia del tratamiento terapéutico. Algunos

ejemplos de pares terandsticos son 2°MTc-/177Lu-iPSMA (48), °™Tc-/Y7Lu-CXCR4-L (49).

3.2. Nanoparticulas terandsticas

Las NP son sistemas que cuentan con una o mds dimensiones en el orden de nm (generalmente
1-100 nm) (3,37,50). Se clasifican de acuerdo con diferentes criterios (forma, tamafio,
composicion). Segun su composicidon, pueden ser metadlicas, ceramicas, semiconductoras,
poliméricas vy lipidicas (liposomas y lipoproteinas) (18,37,50-52). Por su capacidad de cargay la
posibilidad de modificar sus componentes son muy convenientes para el transporte y entrega de

radionuclidos y farmacos (2,3,18,23,37,38,50,51).

En los dltimos afios se ha difundido el uso de NP denominadas terandsticas, capaces de
transportar al unisono un agente terapéutico y uno de imagen. Estas NP terandsticas presentan
un grupo de ventajas atractivas para aplicaciones médicas, como son capacidad multimodal de
carga; farmacocinética controlada; posibilidad de modificar su composicién, estructura y
superficie para que respondan a su microambiente o a estimulos externos, a fin de proporcionar
terapiay contraste en el sitio de interés, asi como también dirigirlas, de forma pasiva o especifica,
a tejidos concretos o a tumores (1,2,6,12,38,53). Estas propiedades proporcionan una
herramienta util para la terapia personalizada y para el monitoreo de propiedades clave de varias

enfermedades, incluido el cancer (2,3,37,38).



3.3. Radiomarcado con agentes quelantes bifuncionales

Los métodos de radiomarcado de biomoléculas se clasifican en directos e indirectos. EIl método
directo consiste en la unién directa del radionuclido a la biomolécula mediante interacciones
especificas(18,23). El método indirecto consiste en el uso de BFC que actian como intermediarios

entre la biomolécula y el radionuclido (1,18,37), proporcionando un enlace mas estable.

Un agente bifuncional (BFC) es una molécula que contiene una unidad quelante que puede
unirse fuertemente a un ion metalico (radionuclido) mediante un enlace de coordinacién y un
grupo funcional reactivo que puede formar enlaces covalentes estables con una molécula

bioactiva o especifica a receptor sin afectar su integridad (34,36).

El enlace de BFC a la superficie de las NP puede inducir cambios en la carga superficial, la
geometria, la polaridad y el grado de hidrofobicidad de éstas y, por tanto, alterar el
comportamiento bioldgico como la biodistribucion o las propiedades farmacocinéticas en
comparacion con la misma NP no funcionalizada (5,7,12,19,26,32,33). A esto se agrega que,
durante la circulacidn in vivo el radiondclido enlazado a la superficie de la NP, a través del BFC,

puede desprenderse y ser sustituido por sustancias bioldgicas (5,23,30) lo que contribuye, aun

mas, a perturbar su biodistribucién y farmacocinética.

3.3.1. HYNIC

El 4cido 6-hidrazinonotinico (HYNIC), es un BFC que forma complejos de alta estabilidad con el
99mTc, por lo que ha sido muy utilizado como quelante de este radiois6topo. Para el radiomarcado
se reduce el *°"Tc con SnCl, y se utilizan coligandos, como N-[2-hydroxy-1,1-
bis(hydroxymethyl)ethyl]glycine (tricina), el 4cido etilendiaminadiacético (EDDA) y otros agentes
que posibilitan completar la esfera de coordinacién del radiontclido (54). Varios complejos del
tipo 2°MTc-HYNIC se han conjugado con analogos de somatostatina, bombesina, liposomas (18,54-
56). Recientemente se utilizd el complejo hidrofébico °°™Tc-HYNIC-dodecilamida para el
radiomarcado de rHDL (16). Ademas del °°™Tc, el 185Re y 188Re son radiometales que también
forman complejos de coordinacién estables con el HYNIC debido a sus similares propiedades

quimicas.
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3.3.2.DOTA

El 4cido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N,N’,N"’,N""’-tetraacético (DOTA) es una molécula que
forma complejos muy estables con radiontclidos trivalentes como el 66/67/68Gg 90y 177| 153§m
y 22°Ac (57-59); también puede formar complejos con radiometales divalentes como el ®4Cu
(58,59). El DOTA se puede conjugar a biomoléculas por enlaces amida entre uno de sus grupos
carboxiloy los grupos amina de biomoléculas, como los péptidos. De esta forma se han obtenido

compuestos como DOTA-iPSMA (47) y DOTA-TATE (44).

3.4. Lipoproteinas

Las lipoproteinas son complejos supramoleculares que tienen un nucleo hidrofébico central
compuesto principalmente por triglicéridos (Tg) y ésteres de colesterol (EC), rodeado por una
membrana hidrofilica formada por fosfolipidos (PL), colesterol libre (FC) y proteinas anfipaticas
Ilamadas apolipoproteinas. Las lipoproteinas difieren en tamafio, composicion lipidica, tipo de
apolipoproteinas, funcién y densidad. Se clasifican en quilomicrones, lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL)
y lipoproteinas de alta densidad (HDL) (1,7,9,18). La funcién general de las lipoproteinas es el

transporte de lipidos en el cuerpo por lo que juegan un importante rol en el metabolismo.

Las lipoproteinas son ideales para el transporte de farmacos, medios de contraste, acidos
nucleicos, entre otros agentes, pues se acumulande forma natural en varios blancos importantes.
Ademids, presentan una alta biocompatibilidad, biodegradabilidad y baja inmunogenicidad

(1,4,5,9,18,19,20).

3.4.1. Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) tienen diferentes proporciones de moléculas lipidicas;
su principal componente proteico es la Apo-Al. Tienen un tamafio de 7.5 nm - 15 nm; el rango de
densidad se encuentra entre 1.063 g/mL - 1.25 g/mL (6,7,17,30,60,61). La principal funcion de la
HDL es el transporte reverso de colesterol por lo que juega un importante papel en enfermedades

cardiovasculares (7,30,61).

En el organismo, la sintesis de HDL se realiza en el higado y en el intestino. Primero se

sintetizan las proteinas estructurales, las apolipoproteinas, y posteriormente los hepatocitos o



los enterocitos adicionan PL y FC. Las HDL nacientes asi formadas van recolectando PLy FC de los
tejidos periféricos, quilomicrones y VLDL. Adicionalmente, el nicleo de EC completa su formacion
por via enzimatica a partir del FC, formando HDL maduras, las cuales entregan selectivamente el
EC en el hepatocito via SR-B1. La lipdlisis de lipoproteinas ricas en Tg también transfiere
apoliproteinas hacia la HDL. En el higado, las HDL se eliminan de la circulacién por diversas vias

(7,10,18).

Las HDL tienen gran afinidad por el receptor SR-B1, expresado en higado, glandulas
adrenales y en macrdéfagos, controla el metabolismo y flujo de HDL en las células
(1,4,7,9,13,21,60) por lo que se considera un blanco molecular especifico de esta lipoproteina
(62). Es el responsable de la absorcion del colesterol-HDL en el higado. Después que la HDL libera
colesterol en el higado su tamafio disminuye y la particula vuelve nuevamente a la circulacion
(10). Estas particulas mas pequefas de HDL, asi como las apoliproteinas se excretan también por

via renal (30,63).

Las funciones de la HDL dependen de la heterogeneidad de sus componentes. Variaciones
en la estructura y la composicién de los componentes pueden inducir cambios apreciablesen la
interaccion de la HDL con los receptores celularesy los microdominios de membrana, alterando

sus funciones (4,5,8,12,30,33).

3.4.2. Radiofarmacos basados en HDL

Las NP lipidicas, como los liposomas y las lipoproteinas, pueden enlazar varios componentes de
manera simultdnea con una funcién especifica cada uno; es decir, estan disefiadas con el
paradigma “todo en uno” (41). NP lipidicas radiomarcadas, se han utilizado como agentes de
imageny terapia por sus propiedades fisicoquimicas, bioldgicasy capacidad de manipulacién para
obtener propiedades deseadas, como es el direccionamiento mediante modificaciéon superficial

(5,9,17,18,20,30,33,37,51,52).

El reconocimiento especifico de las HDL por el receptor SR-B1 se produce a través de la
apolipoproteina Apo-Al (5,9,12,18,62). El receptor SR-B1 se sobreexpresa en varias células de
cancer, que incluyen adenocarcinoma de prdstata, carcinoma cervical, cancer de mama, cancer

de pulmdn y hepatoma (11-14). Esta sobreexpresion se debe a la alta demanda de colesterol que
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tiene la célula tumoral para sintetizar la membrana celular (1). Debido a sus capacidades de
direccionamiento, carga molecular diversa y funciones naturales, las HDL son esenciales en la
progresion del cancer, lo que ha permitido desarrollar terapias dirigidas, biocompatibles y
eficientes para combatir esta enfermedad mediante NP basadas en HDL (1,3,8,9,11-
15,19,20,22,23,28,31,38,61). Esto ha posibilitado el empleo de NP basadas en HDL para el
transporte de farmacos, acidos nucleicos, agentes de imagen, terapia fotodinamica, entre otros

(4,15,16,17,24,27).

Un ejemplo interesante son las NP de rHDL-8°Zr para imégenes PET de tumores asociados a
macrdéfagos (17,29). El enlace del 8°Zr a la rHDL se realiz6 en la membrana mediante el BFC
deferoxamina (DFO) previamente unida a los PL o la Apo-Al, demostrandose que la rHDL-8°Zr se

distribuye de manera diferente en dependencia de sila DFO se enlaza a los PL o a la Apo-Al.

También, se ha usado °°™Tc-HYNIC-DA para el radiomarcaje de HDL con una adecuada
eficiencia y estabilidad, y con afinidad por células de cancer de prdstata (16). A diferencia del
estudio realizado con el 8Zr, como el complejo ?°*Tc-HYNIC-DA es hidrofébico (log P = 3.85) se
internaliza en el nicleo de la rHDL sin modificar la superficie de la NP. Este nanosistema muestra
eliminacioén hepatobiliar y acumulacion de actividad en higado y tumor, caracteristicosde larHDL,

mediados por la sobreexpresion del receptor SR-B1 (16).

3.5. Estudios in vivo

El desarrollo de cualquier producto farmacéutico, incluidos los RF, exige estudios preclinicos para
determinar la distribucion en tejidos, el aclaramiento sanguineo y la eliminacién del producto
después de la administracion (34,39). Al evaluar nuevos RF, diagndsticos o terapéuticos, resulta
esencial determinar con precision la dosis absorbida en los principales 6rganos de excreciény en
los drganos o tejidos con alta acumulacion, para poder estimar el riesgo/beneficio del producto
(34,57,64,65). En el caso de los RF terapéuticos, el cadlculo de las dosis absorbidas resulta

imprescindible para ajustar las dosis a administrar a los pacientes (65).

3.5.1. Biodistribucion, modelos farmacocinéticos (biocinéticos) y radiofarmacocinéticos
La biodistribuciéon es la fracciéon de la actividad administrada que se localiza en los diferentes

tejidos, 6rganos o sistemas del organismo. La biodistribucion de un RF después de su



administracién en un modelo animal se puede realizar por dos métodos: (a) imagenes

cuantitativas in vivo (b) diseccion ex vivo (5,17,34,66,67).

En la diseccién ex vivo se estudia la distribucién del RF en diferentes tejidos. Para ello se
administra el RF a un grupo de animales y posteriormente se sacrifican subgrupos en puntos de
tiempo especificos. Seguidamente, se extraen los érganos y tejidos y se mide la radiactividad
presente en cada uno (5,16,17,34,66,67). La ventaja del método es que permite la escision clara

de muchos drganos y tejidos para analizar el contenido radiactivo.

La biodistribucion in vivo utiliza equipos de imagenes cuantitativas PET o SPECT, para la
recoleccion de datos, por lo que no requiere el sacrificio de los animales. Sin embargo, en
ocasiones la medicién de la actividad puede ser menos precisa que en la diseccidon ex vivo debido
a efectos de volumen parcial, correcciones de dispersion y fondo. Tiene la ventaja de que es
posible detectar distribucion no uniforme dentro de un érgano (65). Ambos métodos tienen una

alta correlacién entre si y brindan datos valiosos para extrapolar al comportamiento en humanos

(5,17,65,67).

Después de administrar un RF la biodistribucion permite evaluar su transito por el
organismo (absorcidn, distribucion, metabolismo y excrecién) mediante la evoluciéon temporal de
sus concentraciones en los diferentes fluidos, tejidos y drganos y obtener modelos matematicos
que describan su comportamiento hasta la eliminacién. En dependencia de las variables a
considerar existen diferentes modelos para describir el transito de un RF por el organismo,
aunque el modelo compartimental es el mas usado en la modelacion matematica (64,67-69) En
este modelo el organismo se divide en sectores o compartimentos en los que el RF se distribuye
de forma homogénea (67-70). Un compartimento no es una region fisiolégica o anatdmica real,
sino un tejido o grupo de tejidos con similar flujo sanguineo o afinidad por un RF (64,65,69) utiles
para describir su cinética mediante de un modelo matematico. El nimero de compartimentos
factibles depende del intervalo de tiempo en el cual se toman las mediciones de captacién
sanguinea y el numero de puntos disponibles para modelar (68,69). La transferencia entre los

compartimentos estd gobernada por una cinética de primer orden similar a la cinética quimica
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(64,67-69). El modelo compartimental, que se utiliza habitualmente para el cdlculo de las dosis

internas de un érgano o tejidos colindantes, parte de las siguientes consideraciones (64,67,70):

(a) Al efectuar la biodistribucién de un RF la actividad encontrada en cada érgano a diferentes

tiempos postinyeccién depende de la actividad inicial inyectada (Ao), de la velocidad de
desintegracioén del radionuclido con el que se prepard el RF (Af) y de lavelocidad de eliminacién

bioldgica del RF (Ab), segun la ecuacion 1:

Ay O grgane = Age~Urth)t (1)
Donde:
A (t) 6y gano : Actividad del 6rgano al tiempo t postinyeccién
A, : Actividad inicial del RF inyectada al animal
As: Velocidad de desintegracion fisica del radionuclido contenido en el RF

Ap: Velocidad de eliminacidn bioldgica del RF

Si la actividad del érgano se normaliza en funcién de la actividad inicial inyectada (Ao),
previamente corregida por el tiempo transcurrido de decaimiento del radionuclido, entonces se
elimina la contribucién del periodo de semidesintegracion fisica del radionuclido (T12f) y se

obtiene el comportamiento biolégico del RF:

Ay e_(lfﬂlb)t _ Ay e_()‘f)ton e~

e U el

_ Ah (t) érgano __

t , = — A e—(lb)t 2
qh( )organo 44 e_(lf)t 0 ( )

Donde:
qn () srgano * Actividad del érgano al tiempo t postinyeccién considerando solamente la
eliminacién bioldgica
A (t) 6 gano : Actividad del drgano al tiempo t postinyeccion
A, : Actividad inicial inyectada del RF en el animal
As: Velocidad de desintegracion del radionuclido

Ap: Velocidad de eliminacidn bioldgica del RF



Los diferentes valores obtenidos de q;, ()4, 4qn, S€ @justan a una curva triexponencial que
representan la captacién, eliminacidn rapida y eliminacién lenta del RF en el érgano, teniendo en
cuenta Unicamente la eliminacion biolégica. Cada curva exponencial se considera un
compartimento diferente del RF en el drganoy se conoce como modelo biocinético del compuesto

en estudio (ecuacion 2.1), que en los productos farmacéuticos comunes se le denomina modelo

farmacocinético:

In (O 6rgano = Ao e~ M)t = 4 e~ Mt 4 4, e~ M)t 4+ 4, e~ M)t (2.1)
Donde:
qn(t) 4rgano * Actividad del érgano al tiempo t postinyeccidn considerando solamente la
eliminacién bioldgica
A, : Actividad inicial inyectada del RF en el animal
A1, A2, As: Coeficientes adimensionales

Ab1, Ab2, Ab3: Constantes de eliminacion bioldgica (Ab) del RF en cada compartimento

(b) Una vez conocido el modelo biocinético del RF (g, (t) 4, gano ) Obtenido a partir del producto
marcado con un radiondclido en particular, es posible describir el modelo
radiofarmacocinético (ecuacion 3) el cual contempla tanto la eliminacion bioldgica del RF,

como la eliminacién fisica. Para esto se incluye en los exponentes de la curva q,(t) s, gano 12

componente de eliminacioén fisica e~(Ar)t que solo depende de la velocidad de desintegracion

fisica del radionuclido que contiene el RF:
Ah(t)érgano = A, e—(Ap+ap)t — A, e~ (At 1)t 4 A, e—(Ap+ap )t 4 A, e—(Ap+ Aps )t (3)

Donde:
Ay (t) 6rgano : Actividad del 6rgano al tiempo t de sacrificio postinyeccion,
A, : Actividad inicial inyectada del RF en el animal,
A1, Az, A3: Coeficientes adimensionales,
Ab1, Ab2, Ab3: Constantes de eliminacion biolégica del RF en cada compartimiento,

A+: Velocidad de desintegracion del radionuclido.
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El modelo radiofarmacocinético estudia, por tanto, los cambios de actividad en funcién del
tiempo debido a los procesos de distribucidn, biotransformacién y eliminacién teniendo en
cuenta el tiempo de vida media efectivo (T 1/22%) que es el tiempo que debe transcurrir para que
la mitad del RF desaparezca del organismo (64,65,67) y que depende del T1/2f del radioniclido,
(tiempo para que la mitad del radionuclido desaparezca por desintegracion radiactiva), y del
tiempo de vida media bioldgico (T1/2°), del producto (tiempo para que la mitad del RF desaparezca
del sistema bioldgico por excrecidn). El T12fy el T12° se describen mediante leyes exponenciales
por lo que el Tefrse representa por una suma de exponenciales con diferentes constantes efectivas

de eliminacion (Aef).

El modelo biocinético es Unico para cada RF, de la misma manera que el modelo
farmacocinético es Unico para cada farmaco no radiactivo. Sin embargo, en el caso de los RF
existen tantos modelos radiofarmacocinéticos como posibles radionuclidos puedan utilizarse en
su preparacion. Si una molécula M se marca con un radionuclido Ry, se prepara el RF R1-M. A partir
de la biodistribuciéon de R1-M se determina el modelo biocinético del RFy el radiofarmacocinético
de R1-M marcado con R1. Utilizando las velocidades de desintegracién de otros radiontclidos (A2,
A3, .., An), es posible encontrar el modelo radiofarmacocinético para cada uno de estos

radionuclidos (Rz, Rz, ..., Rn), sin necesidad de hacer nuevamente la biodistribucion con cada uno.

La principal ventaja de estos modelos es que pueden usarse para predecir la conducta de
un producto (radiactivo o no) en compartimentos donde no es posible realizar mediciones
directas, pero se dispone de conocimiento sobre la fisiologia del compartimento (67). Asi, es
posible establecer su interrelacion con otros compartimentos u érganos en los que la captaciony

la retencién se pueden medir directamente a partir de la biodistribucién (64,68).

En el caso de las rHDL, la biodistribucion depende principalmente del tipo de
apolipoproteina o péptido mimético que contenga la NP, por lo que es importante estudiar su
acumulacién no sélo en higado, bazo, rifidn y pulmdn (blanco natural) sino en otros drganos en
los cuales tiende a acumularse habitualmente, ya que el disefio y composicién de la NP pueden

modificar su comportamiento (4,5,30,32,33).



3.6. Dosis absorbida

En medicina nuclear no existen procedimientos estandarizados que permitan obtener
distribuciones de dosis exactas. Por tal motivo se realizan estimaciones de las dosis absorbidas
utilizando diferentes métodos de acuerdo con la radiofarmacocinética de cada producto

especifico.

La dosis absorbida D(r7) describe la energia promedio impartida a un tejido (o regién) blanco
por unidad de masa de tejido (67,70). La unidad de medicién de dosis absorbida es J/kg y se
denomina gray (Gy). La velocidad en funcidn del tiempo a la cual la dosis absorbida se distribuye
en un tejido blanco de un paciente (en nuestro caso en un animal de experimentacién) a partir
de un material radiactivo distribuido uniformemente en funcién del tiempo postadministracion

se expresa como (67,70):

D(rp,t) = er A(rg, t) S(ryp <15, 1) (4)
Donde:
A(rs,t): Actividad en dependencia del tiempo del RF en el tejido fuente
S(rr<rs,t): Cantidad especifica de radionuclido que representa la velocidad promedio de
dosis absorbida en el tejido blanco, al tiempo t postadministracién, por unidad de

actividad presente en el tejido fuente

S es caracteristico del radionuclido, la edad y el sexo del modelo anatémico especifico
escogido para representar el paciente o el tejido de interés. Se basa, por lo general, en fantomas
matematicos virtuales que representan el cuerpo entero de individuos de referencia con edad,
sexo, masa corporal y altura predeterminadas y teniendo en cuenta distribuciones uniformes de
actividad en todo el érgano fuente (67,70-72). Alternativamente, se puede basar en imagenes

segmentadas de la anatomia del sujeto a partir de imagenes CT o MRI (71).

Segun el formalismo MIRD la dosis promedio absorbida en un érgano blanco en un periodo
definido de integracién de dosis después de la administracién de un material radiactivo al sujeto,

esta dada por (67,70):

D(ry, Tp) = [,° D(rp,0)dt =%, [ Alrs, DS(ry <15, t)dt (5)
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Donde Tp se asume generalmente como infinito para los radiondclidos que se utilizan

comunmente en medicina nuclear.

Si A(rs,t) se normaliza a una unidad de actividad administrada Ao, denotada como a(rs,t),

entonces el coeficiente de dosis absorbida d(rs,t) en el tejido blanco rr viene dado como:
d(ry, Tp) = P fOTD a(rs, )S(ry « g, t)dt (5.1)

Donde:
a(rs,t): Fraccion de la actividad administrada que esta presente en los tejidos fuente rs, en

el tiempo t postadministracion

La actividad a(rs,t) se obtiene mediante la solucion de un conjunto de ecuaciones
diferenciales de primer orden definidas por modelos compartimentales para todos los 6rganos y
tejidos de interés. Alternativamente, la actividad en dependencia del tiempo en los tejidos fuente
se puede obtener a partir de imagenes in vivo o (como en nuestro caso) mediante biodistribucion
ex vivo. Por su parte, el parametro S es especifico para cada radionuclido y para cada fantoma
matematicovirtual. Definela relacién espacialy las composiciones tisulares de rsy rren los tejidos

de interés en el modelo de individuo o de tejido de referencia. (71-73).

En la préctica, la dosis absorbida se calcula utilizando diferentes softwares, entre ellos el
OLINDA/EXM (Organ Level INternal Dose Assessment/EXponential Modelling) (67,73), el cual se

alimenta con los valores del %Actividad administrada/masa del 6rganoy el tiempo. El % Actividad

administrada/masa del 6rgano se calcula segun:

% Actividad administrada _ qp(8)¢rgano X 100 _ Ap(Organo x 100

- ~ (6)
masa del 6rgano masa del 6rgano A, e—(Afis)t x masa del 6rgano

El software OLINDA/EXM tiene incorporada la biblioteca de valores S, y proporciona
directamente el valor de la dosis absorbida (67,73). En caso de no contar con el software,
entonces los valores de % Actividad administrada/masa del érgano y tiempo se ajustan a una

funcién triexponencial:

qh(t)éryano = A, e~ o)t 4 A, e~ M2t Ay e~ p3)t (2.1)



a la que posteriormente se le incluye el pardmetro correspondiente a la desintegracion del

radionuclido evaluado, y se convierte entonces en la funcion:
A, (t)érgano = A, e~ (A + 2y )t + A, e~ (At Apy )t + A, e~ (At Aps )t (3)

Dicha ecuacidn se integra de 0 a o para encontrar el niumero de desintegraciones totales
en el érgano y finalmente, la dosis absorbida se calcula multiplicando por los valores de S

reportados para cada radionuclido.

Para las estimaciones de dosimetria, se deben recolectar y medir el contenido radiactivo de
tantas regiones de origen y excretas especificadas por MIRD como sea posible. También es
aconsejable analizar érganos y tejidos adicionales especificos que tengan una alta captacion del

radiofarmaco en estudio (67,73).
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4.Metodologia

4.1.Preparacion de nanoparticulas de rHDL

Las lipoproteinas de alta densidad reconstituidas (rHDL) se prepararon de acuerdo con la
metodologia descrita por Isaac-Olivé y cols., (16) ligeramente modificada, ya que ademas de
colesterol se utilizd colesterol-modificado (HYNIC-S-(CH2)3-S-Colesterol y p-Bn-DOTA-NH-(CH2)»-
NH-Colesterol; previamente sintetizados en el laboratorio) en una proporcion colesterol:

colesterol-modificado de 70:30, segun el siguiente procedimiento:

En un vial de vidrio se mezclaron los siguientes compuestos disueltos en cloroformo: 300
uL de fosfatidilcolina de yema de huevo (EYPC, 10 mg/mL), 4.9 uL de colesterol libre (FC, 10
mg/mL), 21 ug de colesterol modificado disuelto en cloroformo y 7.5 uL de éster de colesterol
(CE, 4 mg/mL). Seguidamente se homogenizd y el solvente se evapord al vacio en bafio ultrasénico
a 4°C o bajo flujo de N2(g). Se formé una pelicula de lipidos adheridos a la superficie del vial que
se dispersé por adicion de 60 puL de DMSO. Posteriormente, se adicionéd 1 mg de Apo-Al, 140 pL
de colato de sodio (100 mg/mL en tris buffer) y se completd el volumen a 2 mL con buffer
compuesto por 10 mM Tris buffer, 0.1 M KCI, 1 mM EDTA ajustado a pH 8. El vial se cerrg, se sell6
con Parafilm y se homogenizd en vértex por 15 segundos. La mezcla se dializé a 4°C (en agitador
de balanceo) durante 48 horas, con una membrana de celulosa de 14 kDa, con 3 a 4 cambios de
solucion dializadora. Una vez terminada la dialisis el contenido de lamembrana se filtré utilizando
primeramente un filtro Millipore de 0.45 um y luego uno de 0.22 um. El filtrado final se almacend

en un frasco de vidrio oscuro.

4.2.Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas

4.2.1. Dispersion dindmicade luz

El diametro hidrodinamico de los nanosistemas rHDL en solucidn se determiné con el analizador
Nanotrac (Nanotrac Wave, modelo MN401, Microtrac, FL, EE. UU). Como diluyente se utilizé agua
gradoinyectable. Todas las mediciones se efectuaron a longitud de onda de 657 nm, temperatura
de 20° C, corriente de 15.79 mA, campo eléctrico de 14.35 V/cm y tiempo de muestreo de

128 ps.



4.3. Preparacion de *°™Tc-HYNIC-rHDL

A 1 mLde la suspensién de HYNIC-rHDL se adicionaron 100 uL de solucién %°™TcO4 (1-3 GBq) y se
incubd a 90°C por 40 minutos en presencia de 25 pL SnClz2 (1 mg/mL en 0.012 M HCl) y 500 plL de
una solucion de EDDA/tricina (30 mg de EDDA en 1.5 mL de 0.1 M NaOH y 60 mg de tricina en
1.5 mLde 0.2 M PBS, pH 7.0). Las NP de ®®™Tc-HYNIC-rHDL se separaron por centrifugacién con
membranas de cut off 100 000 MWCO (Molecular Cut-Off). Una vez colocada la mezcla radiactiva
en la membrana, el tubo se centrifugd a 2500 rpm por 20 minutos. El rendimiento de marcado se

calculd como la relacion de la actividad en la membrana y la actividad inicial afiadida.

4.4, Preparacion de *7Lu-DOTA-rHDL

En un vial de vidrio se mezclaron 1 mL de la suspension DOTA-rHDL, 500 uL de buffer acetato
0.2 mol/L, pH 5.0, y 10 pL de una solucion de 177LuClz (15— 18 MBq). La mezcla se incubd por 1 h
a 37 °C. A continuacion, se traspaso a un tubo de centrifuga con membrana (MWCO 100 000 Da)
y se centrifugd por 15 min a 500 g. El rendimiento de reaccién se calculéd como la relacién de la

actividad en la membrana y la actividad inicial afiadida.

4.5.Determinacién de la pureza radioquimica de los sistemas radiomarcados

La pureza radioquimica de las NP radiomarcadas se determind por ITLC-SG, utilizando NacCl al
0.9% como fase movil. Las NP se mantienen en el origen, en tanto que el *°™TcO4y el 177Lu3*
migran con el frente del solvente. El conteo de la mitad inferior e la tira de ITLC dividido entre el

conteo total permite calcular la pureza radioquimica de los sistemas.

4.6. Biodistribucidn de los sistemas ™ Tc-HYNIC-rHDL y Y”’Lu-DOTA-rHDL en ratones sanos
Los estudios de biodistribucion se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM -
062-Z00-1999 (74). Se utilizaron ratones sanos (20-22 gramos), que se mantuvieron en cajas de
acrilico, estériles, a temperatura, humedad y ruido constantes, con periodos de 12/12 horas de
luz/obscuridad (75). A los ratones se les administré 100 pL de los nanosistemas preparados por
via intravenosa (sistema °°™Tc-HYNIC-rHDL) o intraperitoneal (sistema'’’Lu-DOTA-rHDL). Los
ratones inyectados con °°™Tc se sacrificaron a diferentes tiempos entre 0.5 y 24 h; los inyectados
con 77Luse sacrificaronalas 2, 48, 72 y 120 h. En todos los casos se consideraron 3 ratones por

tiempo. Se extrajeronlos érganos de interés (corazén, bazo, pancreas, higado, pulmones, rifiones)
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0 una muestra de los mismos (sangre, intestino, hueso y musculo) y se determiné la actividad
asociada a cada uno. Con este valor, y el peso del érgano, se determiné el % de actividad inyectada

(% A.l.) / g de tejido (o peso de 6rgano) para cada tiempo.

4.7. Obtencién de los modelos biocinéticos y radiofarmacocinéticos de los érganos de
interés a partirde las biodistribuciones obtenidas

El porcentaje de actividad administrada en cada drgano de interés (% A.l.) a partir de la
biodistribucién ex vivo de los sistemas para cada uno de los tiempos estudiados se calculd
teniendo en cuenta un estdndar radiactivo, correspondiente a una alicuota del radiofarmaco
administrado en cada biodistribucion. La correccion se realizé usando el promedio de la actividad
del estdndar en cada tiempo como el 100 %. De esta forma, se obtuvo Unicamente el valor de la

interaccion bioldgica del nanosistema.

Modelo biocinético: Para cada o6rgano de interés se construyd la curva porcentaje de
actividad administrada (% I.A.) vs tiempo postinyeccion, utilizando el programa OLINDA/EXM. La
curva fue ajustada segun el modelo triexponencial descrito en el epigrafe 3.5.1. Los cdlculos se
realizaron de dos formas teniendo en cuenta el peso especifico de las dispersiones estandar
obtenidas en cada punto (ajuste ponderado) y sin tener en cuenta las dispersiones estandar

(ajuste no ponderado).

Modelo radiofarmacocinético: A partir de los modelos biocinéticos se calcularon los
modelos radiofarmacocinéticos para los tres sistemas radiomarcados: rHDL/?°™Tc-HYNIC-DA
(rHDL/?°™Tc), 2°™Tc-HYNIC-rHDL (°°™Tc-rHDL) y 177Lu-DOTA-rHDL (*’7Lu-rHDL), incorporando la

constante de decaimiento fisico como se menciona en la ecuacion 3 del epigrafe 3.5.1.

4.8. Calculo de la dosis absorbida en cada 6érgano de interés mediante la metodologia MIRD
Las dosis absorbidas en cada érgano de interés se determinaron mediante el formalismo MIRD
(70) utilizando el programa OLINDA/EXM. Este programa sdlo requiere que se seleccione el
modelo humano, el radionuclido y se introduzcan los valores de los tiempos de residencia del RF

en los diferentes drganos fuentes. Para los radionudclidos terapéuticos se empled el modelo



radiofarmacocinético obtenido para el sistema rHDL/?°™Tc en tanto que para los radionuclidos de

diagndstico se utilizé el modelo radiofarmacocinético obtenido para el sistema®’’Lu-rHDL.

4.9. Analisis estadistico

Se utilizé el andlisis ANOVA, para comparar los tres nanosistemas a las 24 h postinyeccién. La
comparacion de los nanosistemas rHDL vs HYNIC-rHDL y rHDL vs DOTA-rHDL a diferentes tiempos
se efectud mediante la prueba de t de Student. Se consideraron significativos los valores de

p < 0.05 para la prueba de dos colas o una cola, segun la hipétesis a comprobar.
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5. Resultadosy discusion

5.1.Preparacién de NP basadas en HDL

Para insertar moléculas en la membrana superficial de la rHDL, las vias mas empleadas son: (a)
enlace covalente a los grupos fosfato de los PL (1,4,6,18) o a los residuos lisina, arginina, tirosina
o cisteina de la Apo-Al (1,4,17,19,29); (b) intercalaciéon no covalente en los PL de agentes que
puedan interaccionar mediante fuerzas idnicas o puentes de hidrégeno con las moléculas que se
pretende insertar (1,7,17,18,29). La insercidn en la superficie de la rHDL de colesterol modificado

con un BFC, utilizada en la presente tesis, ha sido poco aplicada en estudios previos.

Para enlazar el HYNIC y el DOTA a la superficie de la rHDL se utilizaron los derivados HYNIC-
S-(CH3z)3-S-Colesterol y p-Bn-DOTA-NCS-NH-(CH2)3-NH-Colesterol. Como el colesterol se puede
introducir en altas proporciones en la monocapa superficial durante la preparacién de la rHDL
(26), hipotetizamos que al preparar NP rHDL con un derivado de colesterol, al que previamente
se hubiera unido el BFC, la parte hidrofébica de la molécula quedaria “incrustada” en el interior
de la membrana superficial, en tanto que parte hidrofilica quedaria expuesta hacia el exterior
para coordinarse con el radionuclido, tal como se muestra en la figura 1, que representa el sitio
de insercidn a la superficie de los derivados de colesterol-HYNIC y de colesterol-DOTA empleados
y se comparan con el sistema rHDL/?°™Tc-HYNIC-DA que contiene el compuesto hidrofdbico

99mMTc-HYNIC-DA en el nucleo (16).

Apo-Al

Colesterol libre

A Colesterol-DOTA

Triglicéridos

Figura 1. Esquema generaldelas rHDL
A. Nanosistema rHDL/?°"Tc-HYNIC-DA. B. Nanosistema " Tc-HYNIC-rHDL.
C. Nanosistema *”’Lu-DOTA-rHDL.

=c  Esteres de colesterol



5.2. Caracterizacion de las NP basadas en HDL

Las NP preparadas se obtuvieron con un tamafio promedio adecuado para estudios in vivo (tabla
1). El tamafiio de las NP HYNIC-rHDL es menor que el reportado para las NP rHDL (16), mientras
gue el tamafio de las NP DOTA-rHDL resulté mayor. Estos tamafos de particula tuvieron una
variacion dentro del £ 5% durante las siguientes 24 h, demostrando la estabilidad de las
suspensiones coloidales. Las diferencias de tamafio inducidas en la rHDL por HYNIC-S-(CH,);-S-
Colesterol y DOTA-NCS-NH-(CH,),-NH-Colesterol no fueron significativas (p> 0.05) y se deben,
probablemente, al diferente empaquetamiento de la Apo-Al alrededor de la NP, que depende
fuertemente de los componentes de la superficie (12,32). Los tamafios obtenidos son adecuados
para atravesar la débil vasculatura de los tumores y penetrar su densa matriz extracelular de

fibrillas de colageno (5), por lo que resultan adecuados para la MRT.

Tabla 1. Tamafo de particula de las rHDL por DLS

Nanosistema Diametro indice de
hidrodinamico (nm) polidispersidad
rHDL* 36.60 +£10 0.28
HYNIC-rHDL 20.69 +14 1.227
DOTA-rHDL 43.12 0.896

*Tomado de (16)
El sistema rHDL sin modificacion superficial resulté mas homogéneo (tabla 1) de acuerdo
con el indice de polidispersidad (PDI). La homogeneidad de las NP de rHDL depende fuertemente

de la composicion lipidica de la membrana (26,76), lo que explica la menor homogeneidad de las

NP modificadas superficialmente.

5.3.Rendimiento de marcaje de los nanosistemas
La tabla 2 muestra el rendimiento del marcaje de las NP de *°™Tc-HYNIC-rHDLy *’’Lu-DOTA-rHDL A
modo de comparacion, se reflejan también los resultados publicados con el sistema rHDL/?°™Tc-

HYNIC-DA (16).

Una vez purificadas por centrifugacion, en tubo de membrana de 100 000 MWCO, la pureza

radioguimica del producto final en ambas preparaciones fue superior a 95 %.
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Tabla 2. Rendimiento de marcaje por ITLC

. Eficienciade
Nanosistema . .
radiomarcaje
rHDL/*°™Tc-HYNIC-DA* 86 %
99mTc-HYNIC-rHDL 55 %
177Lu-DOTA-rHDL 85 %

*Tomado de (16)

La diferencia de rendimiento de marcaje entre los sistemas °*™Tc-HYNIC-rHDLy 177 Lu-DOTA-
rHDL se explica por la diferente interaccion de los derivados de colesterol empleados con los

componentes de la membrana:

(a) EIHYNIC solo puede coordinar a través del nitrogeno del anillo piridina y del grupo -NH> de
la hidracina. Los grupos fosfato de la fosfatidilcolina de la rHDL interactian fuertemente con
los grupos amino, tanto por interacciones electrostaticas como por la formacién de puentes
de -H (77,78). Resulta altamente probable que una parte de los grupos -NH2 del residuo
hidracina del HYNIC-S-(CH2)s-S-Colesterol reaccione con los fosfatos de la fosfatidilcolina,
quedando disponible entonces una menor proporcion de ellos para la coordinacién con el
99mTc, Los grupos -NH del DOTA-NCS-NH-(CH2)2-NH-Colesterol también pueden reaccionar con
los fosfatos de la fosfatidilcolina, pero no estdn comprometidos con la coordinacion del 177Lu,
por lo que su interaccidn con el PL influye menos en el posterior radiomarcado. Ademas, la

probabilidad de formar puentes de -H es mayor en los grupos -NH2 del HYNIC-S-(CH2)3-S

Colesterol que en los grupos -NH del DOTA-NCS-NH-(CH2)2-NH-Colesterol (77,78).

(b) Los grupos N-terminal y C-terminal de la Apo-Al también pueden interaccionar con los
grupos funcionales del HYNIC-S-(CH2)3-S-Colesterol y del DOTA-NCS-NH-(CHz)2-NH-Colesterol,
lo que contribuye a disminuir el area superficial total disponible para la coordinacion con los

radionuclidos. En el caso del HYNIC, como ya se describid, la interaccién de estos grupos es

mayor que en el DOTA.

(c) Los lipidos de la superficie de la rHDL pueden difundir hacia el nicleo interno en funcién de
parametros entre los cuales el tamaiio, la geometria y la hidrofobicidad de la molécula juegan
un importante rol (32). Los coeficientes de particidon octanol: agua calculados tedricamente

muestran que el HYNIC-S-(CH2)3-S-Colesterol es mds hidrofdbico (log P = 8.85) que el DOTA-



NCS-NH-(CHz)2-NH-Colesterol (log P = 6.48). Esto facilita que el HYNIC-S-(CH2)3-S-Colesterol
pueda difundirse mejor a través de la capa lipidica de la rHDL, y quedar menos expuesto al
medio acuoso que rodea la NP, que el DOTA-NCS-NH-(CH2)2-NH-Colesterol. Como la parte
hidrofilica de la molécula es la que se enlaza al radiondclido, presente en el medio acuoso,
mientras mas “enterrado” esté el BFC en la capa lipidica, menor sera la posibilidad de

coordinacion con el radionuclido.

5.4.Biodistribucion

La biodistribucion de la rHDL depende de la configuracién particular de cada NP. La rHDL se
acumula en los tejidos tanto de manera no especifica como especifica a través de receptores
(5,7,9,18). Variables como el tamafio, la composicion lipidica de la superficie y el tipo de
apoliproteina que la conforman influyen significativamente en su biodistribuciéon (5,7,30). La
biodistribucion de los sistemas 2°™Tc-HYNIC-rHDLy ’7Lu-DOTA-rHDL se compard con la del
sistema rHDL/?°™Tc-HYNIC-DA previamente reportada (16). Los tres nanosistemas muestran
acumulacién en higado, bazo, rifiones, pulmones y hueso (figuras 2-4) en correspondencia con la

biodistribucién en ratones normales reportada por otros autores (5,16,17,30).

La acumulacién maxima en higado de los sistemas fue similar, pero el tiempo al que se
alcanzé fue diferente, reflejando diferencias en la biocinética de los 3 nanosistemas (ver mas
adelante los epigrafes. 5.5.1 y 5.5.2.). La mayor acumulacién (36.23 + 19.45 % A.l./ g de tejido)
del nanosistema rHDL/?°™Tc-HYNIC-DA (figura 2) ocurrié a los 30 min, mientras que los
nanosistemas 2°MTc-HYNIC-rHDL (35.12 + 3.04 % A.l./ g de tejido, figura 3) y 177Lu-DOTA-rHDL
(28.31 + 17.65 % A.l./ g de tejido, figura 4) mostraron la mayor acumulacién a 1h y 2h
postinyeccién, respectivamente, aunque en el caso del sistema 177Lu-DOTA-rHDL es posible que
haya podido acumularse en higado en un tiempo menor, pero no se dispone del dato, ya que el

primer tiempo se tomd a las 2 h postadministracion.
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Figura 2. Biodistribucion HDL/*°™Tc-HYNIC-DA
(Tomadade (16))

A las 24 h postinyeccién, mientras que los sistemas °*™Tc-HYNIC-rHDL y rHDL/?°™Tc-HYNIC-
DA muestran una misma captacion (20.12 + 10.75 y 20.6616.26 % A.l./ g de tejido,

respectivamente), ocurre un cambio significativo (p< 0.05) en la captacién hepatica del sistema
77Lu-DOTA-rHDL (7.39 + 1.28 % A.l./ g de tejido).
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Figura 3. Biodistribucion " Tc-HYNIC-rHDL
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Figura 4. Biodistribucion *”’Lu-DOTA-rHDL

El andlisis estadistico detallado de la biodistribucién del sistema 2°™Tc-HYNIC-rHDL (figura
3) con respecto al sistema rHDL/?°™Tc-HYNIC-DA (figura 2) a 0.5 h y 24 h (tabla 3) muestra que
los patrones de biodistribucién tienen diferencias en los principales érganos de captacion, pero
debido a las dispersiones éstas no resultaron estadisticamente significativas (p>0.05), con

excepcion de la captacion renal a las 24 h postinyeccion.

Tabla 3. Comparacion estadistica de las figuras2 y 3 para 0.5y 24 h

, % A.l./g tejido (0.5 h) % A.l./g tejido (24 h)
Organo rHDL/HYNIC® HYNIC-rHDL Valorde p | rHDL/HYNIC® HYNIC-rHDL Valorde p

Sangre 1.55+0.07 3.71+2.08 0.06 0.19+0.10 0.49+0.47 0.34
Corazon 2.64+2.50 2.9242.02 0.80 0.39£0.36 1.7241.12 0.12
Pulmones  23.34+10.69 8.5612.26 0.08 1.95+1.80 2.28+1.12 0.80
Higado 36.23+19.45 15.04+5.00 0.14 20.6616.26 20.12+10.75 0.94
Pancreas 2.18+1.60 2.08+0.41 0.88 0.62+0.51 0.4610.41 0.69
Bazo 7.91+0.70 20.43+10.50 0.04 23.82+4.16 22.00+£14.90 0.85
Rifones 5.12+3.77 11.32+9.85 0.25 0.58+0.13 7.62+4.44 0.05
Intestino 1.41+1.31 2.18+1.23 0.44 0.21+0.12 0.52+0.26 0.13
Musculo 1.53+1.07 0.81+0.38 0.62 0.31+0.36 0.49+0.28 0.54

Hueso 3.42+2.87 2.58+1.83 0.66 1.17+0.84 1.87+1.67 0.55

*Tomado de (16). Los valores reflejados corresponden a la media + DE.
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En el caso del DOTA-NCS-NH-(CH2)2-NH-Colesterol, sin embargo, se pueden apreciar
variaciones en el comportamiento in vivo de las NP. La comparacion de la captacién alas2 hy 24
h postinyeccion revela que a las 2 h hay diferencias significativas entre las NP rHDL/?°™Tc-HYNIC-
DAy 77Lu-DOTA-rHDL ensangre, rifiones, musculo y huesos; en tanto que a las24 h postinyeccién
las diferencias se aprecian practicamente en todos los érganos excepto en pulmones, pancreasy
musculo (tabla 4). Estas variaciones indican una biocinética diferente entre ambos sistemas, que

se analiza posteriormente (epigrafes 5.5.1 y 5.5.2).

Existe una comprension limitada acerca de la influencia de la composicién de la rHDL en su
biodistribucién (5,32), aunque se sabe que la proteina y el componente lipidico de la superficie
son importantes en su funcionalidad (5,7,12,19,26,30,32,79). La insercién de moléculas en la
superficie de las NP puede inducir cambios en sus propiedades intrinsecas como la carga
superficial, la polaridad y el grado de hidrofobicidad y por tanto, alterar su biodistribucion y
farmacocinética (5,18,23,30,32,76). Se sabe que la interaccion entre el colesterol y los PL de la
membrana tiene una influencia notable en el comportamiento in vivo de la rHDL (5,12,30),
particularmente en higado y rifiones, siendo especialmente apreciable en estos ultimos (5,7,17),
lo que explica las variaciones observadas en los nanosistemas 2°™Tc-HYNIC-rHDLy 177Lu-DOTA-
rHDL con respecto al sistema rHDL/?°™Tc-HYNIC-DA, ya que en los dos primeros se modificé una
parte del colesterol de la membrana. La diferente via de administracion también ha sido

reportada que influye en la biodistribucion (5,30).

Tabla 4. Comparacion estadistica de las figuras 2 y4 para2 y 24 h

Organo % A.l./g tejido (2 h) % A.l./g tejido (24 h)
rHDL/HYNIC® DOTA-rHDL Valordep | rHDL/HYNIC® DOTA-rHDL Valordep
Sangre 0.57+0.08 4.62+1.50 0.006 0.19+0.10 0.55+0.07 0.007
Corazén 0.75+0.30 4.55+2.88 0.077 0.39+0.36 1.06+£0.15 0.041
Pulmones 9.64+6.49 6.361£2.03 0.373 1.95+1.80 2.50£0.27 0.629
Higado 23.55+1.04 28.31+17.65 0.609 20.66+6.26 7.39+1.28 0.023
Pancreas 1.98+2.07 9.48+7.40 0.064 0.62+0.51 1.40+£1.04 0.311
Bazo 19.01+£10.33 14.78+8.98 0.550 0.58+0.13 2.31+0.11 1.5E-5
Rifnones 2.55+1.27 91.79+7.32 2.03E-6 0.58+0.13 47.86%2.59 6.01E-6
Intestino 2.72+2.45 10.24+7.75 0.173 0.21+0.12 2.47+0.48 0.001
Musculo 0.50+0.30 3.08+0.76 7.53E-4 0.31+0.36 0.72+0.14 0.145
Hueso 1.02+0.84 17.24+3.46 9.81E-5 1.17+0.84 10.79+1.12 2.82E-4

*Tomados de (16). Los valores reflejados corresponden a la media + DE



Si bien el tamafio de las NP influye en su biodistribucién (5,79), las diferencias de tamafio
de los tres nanosistemas (tabla 1) no resulté significativa (p >0.05). Suponemos entonces que los
cambios en el comportamiento in vivo observados se deben, fundamentalmente, a los cambios
en las propiedades fisicoquimicas provocados por los derivados de colesterol empleados al
interaccionar con los PL y con la Apo-Al presentes en la superficie de la rHDL, y que la influencia

del tamafo es menor.

Los derivados de colesterol utilizados en la preparacién de las rHDL pueden influir en las
conformaciones que la Apo-Al, ya que se ha demostrado que la composicion lipidica de la rHDL
(incluyendo los lipidos del nucleo) afecta las interacciones lipido-proteina y proteina-proteina de
la Apo-Al en la que estan involucrados los residuos -N y -C terminales, asi como la region central
de la hélice (12,26,32,76). Estos cambios en la conformacién de la Apo-Al forman diferentes
puentes salinos e interacciones hidrofébicas que, si bien no perturban la estructura global de la
particula (32), modifican su funcionamiento (26,32,76) y afectan la capacidad de unién de la rHDL

alos receptores celularesyotros ligandos (4,12,30,32,76), alterando, por tanto, la biodistribucion.

La modificacion superficial efectuada al insertar en la superficie de la rHDL los derivados
HYNIC-S-(CH2)3-S-Colesterol y DOTA-NCS-NH-(CH2)2-NH-Colesterol alter6 el % A.l. en sangre de los
nanosistemas 2°™Tc-HYNIC-rHDLy 177Lu-DOTA-rHDL con respecto al sistema rHDL/?°™Tc-HYNIC-
DA, aungue soélo fue significativa en el caso del 177Lu-DOTA-rHDL (tablas 3 y 4). Los mecanismos
por los cuales varia el aclaramiento sanguineo de la rHDL en funcién de su composicion tampoco

se conocen totalmente (5,79), aunque se piensa que el higado es el principal responsable (5,12).

La mayor captacion renal del sistema ?°™Tc-HYNIC-rHDLy en particular, del 177Lu-DOTA-
rHDL en comparacién con el sistema rHDL/?°™Tc-HYNIC-DA se atribuye a las modificaciones
efectuadas en la superficie. Otros autores también han reportado un aumento significativo de la
captacion renal al modificar la superficie de la rHDL (5,17,29). Habitualmente el higado, musculo
esquelético, tejido adiposo y macréfagos se consideran los sitios primarios del metabolismo de
las lipoproteinas (5,39,63,77,80,81). El higado es el principal sitio de captacion y degradacién de
la HDL, pero los rifiones tienen un importante papel en su catabolismo (5,12,17,29,78-82), que en

los roedores puede ser incluso, mds activo que el hepatico (80). Algunos autores consideran que
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la alta captacion renal observada en la rHDL puede estar relacionada con el desprendimiento del
lipido marcado de la NP debido a la dinamica existente entre la HDLy los lipidos (5,17). Por otro
lado, las NP menores de 60 nm tienen facil acceso a tejidos con endotelio fenestrado como el

presente en tejido renal (83).

El metabolismo de la HDL es mas complejo que el de otras lipoproteinas y no es posible
explicarlomediante un solo mecanismo. Existen evidencias de que la mayoria de los componentes
de la HDL (en particular la Apo-Al) pueden filtrarse, degradarse, reabsorberse y eliminarse en el
rindn de forma independiente (5,12,17,63,80-82) y que el aclaramiento de las particulas intactas
es minimo (63,81,82). En el higado, por ejemplo, cuando la HDL se une al receptor SR-B1 presente
en el hepatocito, los EC se eliminan de la HDL (10,81,82,84). También pueden transferirse a otras
particulas lipidicas a través de los inhibidores de la proteina de transferencia de ésteres de
colestrilo (CETP) (81,82) o reaccionar con algunas lipasas hepaticas (82,84). Cuando esto sucede,
la rHDL se remodela y puede disminuir su tamafio (5,10,81,84). También puede ocurrir que la
Apo-Al se desprenda de la particula y se devuelva a la circulacidn, regulando entonces los niveles
plasmaticos de HDL (5,7,79). Tanto las particulas mas pequefnias de HDL como la Apo-Al pueden
cruzar la barrera de filtracion glomerular y ser captadas por los tubos proximales renales
(12,29,30,63,81,82), donde sufren endocitosis y degradacion (63) por mecanismos no totalmente
elucidados. Se presume que los receptores megalina y cubilina expresados en estas células
forman un multireceptor complejo (megalina/cubilina) con alta afinidad por la Apo-Al/rHDL que
contribuye a su catabolismo renal (63,80-82). También se han reportado otros mecanismos de

degradacioén renal independientes del sefialado, mas ligados a la HDL enddgena (4,22,63,84).

Mientras mas pequefia es la particula de rHDL, mayor es el empaquetamiento de la Apo-Al
a su alrededor (12,26,32). Estimamos que en las particulas de 177Lu-DOTA-rHDL, mds grandes que
las de °°™Tc-HYNIC-rHDLy rHDL/?°™Tc-HYNIC-DA (tabla 1), la Apo-Al estd menos empaquetada
gue en las dos restantes, por lo que puede desprenderse mas facilmentey contribuir a una mayor
captacion renal. Por otro lado, las diferentes estructuras terciarias que puede adoptar la Apo-Al
en funcién de la composicion lipidica, modulada también por las interacciones entre los PL y el
colesterol, alteran la interaccion de la rHDL con las proteinas plasmaticas (7,12,17,79,82) cuya

presencia en rifiones es alta. A esto se une el hecho de que las particulas mas hidréfobas se



aclaran menos por el rifidn (76,81). La sinergia de estos mecanismos explica la mayor captacion

renal del nanosistema 177Lu-DOTA-rHDL versus rHDL/?°™Tc-HYNIC-DA, en comparacién con el

nanosistema 2°MTc-HYNIC-rHDL versus rHDL/?®"Tc-HYNIC-DA.

Las NP de Y7Lu-DOTA-rHDL se captaron mas en huesos que las de °*™Tc-HYNIC-rHDLYy las
de rHDL/?°™Tc-HYNIC-DA, en particular a las 2 h postinyeccion. El aumento en la captacién dsea
cuando se marcanlos lipidos de la superficie también ha sido observado por otros autores (17,29),
quienes han demostrado que la fraccion principal de actividad ésea (96%) esta asociada al hueso
mineral, en tanto que una pequefia fraccién (4%) esta asociada con la médula ésea (17). Estudios
recientes han demostrado que existe una conexion no dilucidada entre la HDL enddgena vy el
metabolismo éseo que, al parecer, depende de la influencia de la relaciéon contenido de Apo-
Al/contenido de lipidos (85-89). Algunos datos sugieren que existe relacién entre la HDL
enddgena, la médula ésea y el nicho osteoblastico (85,87). Las células osteobldsticas pueden
unirse, internalizar y degradar la HDL a través de los receptores SR-B1 que expresan, al parecer
con el objetivo de captar colesterol (88,89), aunque se presume también que la relacién entre la
HDL enddgena y el metabolismo dseo puede estar relacionada con la interaccién de la HDL con el
tallo hematopoyético y células progenitoras multipotentes que expresan el transportador ABCG1,
implicado también en el flujo de colesterol mediado por HDL (81,87). Los resultados obtenidos
sugieren que la preparacion futura de nanosistemas con radiondclidos y el derivado DOTA-NCS-
NH-(CH2z)2-NH-Colesterol adsorbido en la superficie de larHDL puede contribuir al esclarecimiento
de patologias dseas. Otro mecanismo que explica la captacion en hueso de 7’Lues la liberacién

de Y7Lu del DOTA-NCS-NH-(CH2)2-NH-Colesterol, pues el 177Lu3* tiende a acumularse en hueso

(5,17,42).

5.5.Farmacocinética

5.5.1. Biocinética sanguinea de las nanoparticulas basadas en HDL

Aunque la biodistribucién es esencial para conocer el comportamiento biolégico de un producto
farmacéutico, en la metodologia ex vivo no se extraen todos los 6rganos para su cuantificaciény
en algunos de ellos sélo se extrae una pequeiia muestra. A esto se afiade que la distribucién del
producto en el organismo no es un proceso instantaneo; estd relacionada, entre otros factores,

con el flujo sanguineo, por lo que depende del aporte y la irrigacién sanguinea de cada tejido en
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particular. La biocinética sanguinea es relevante para evaluar la depuracién en el compartimento
central por eliminaciéony por distribucién a los compartimentos periféricos. Aunque algunos RF
se administran por via oral (Na!31l), subcutanea (°°™Tc-S coloide) o por inhalacién (°°™Tc-DTPA
aerosol), la gran mayoria se administra por via I.V. El RF primero se distribuye uniformemente en
sangre y luego se capta selectivamente en los diferentes dérganos y tejidos (67,69,72). La
distribucion se realiza tanto en los tejidos donde se metaboliza como en los tejidos donde se
excreta. En los compartimentos periféricos el producto desaparece sélo por eliminacion. En el
caso de los RF que se introducen por via I.P. el producto tarda mas tiempo en alcanzar los
diferentes érganos ya que primero se distribuye en el sistema linfatico antes de dirigirse a la

circulacion (5,90)

Existen diferentes modelos para describir el comportamiento in vivo de un RF segun la
farmacocinética cldsica. Generalmente estos modelos asumen que la biocinética del producto
sigue una cinética de primer orden (67-70,91) y se aproxima a la suma de diferentes velocidades
discretas, por lo que la concentracion en sangre a diferentes tiempos (aclaramiento sanguineo)
es un parametro relevante. El aclaramiento sanguineo se mide en términos de vida media en

circulacion T12°, como se describe en el marco teérico (epigrafe 3.5.1.).

A partir de los resultados de biodistribucion (figuras 2-4), se calcularon los modelos
biocinéticos sanguineos de los 3 sistemas evaluados utilizando (a) ajuste no ponderado y (b)
ajuste ponderado. Para cada nanosistema se obtuvieron dos ecuaciones que se muestran en la
tabla 5. Los sistemas rHDL/?*™Tc-HYNIC-DA (rHDL/?°™Tc) y 177Lu-DOTA-rHDL (*’’Lu-rHDL) se
ajustan a un modelo tricompartimental, ya que el tercer factor de la ecuacién de ajuste obtenida
por ambos métodos no es lo suficientemente pequefio para despreciarlo. El sistema ?°™Tc-HYNIC-

rHDL (°**™Tc-rHDL), segun el ajuste ponderado, se ajusta mas a un modelo bicompartimental.

Para evaluar la farmacocinética de las NP se utiliza también el denominado modelo
farmacocinético basado en datos fisiolégicos (PBPK) (83,90,92), aceptado por las agencias
reguladoras (83). Este modelo considera que cada érgano es un compartimento, por lo que el
analisis de los datos resulta mas complejo que el modelo clasicoy requiere una mayor cantidad

de informacién de entrada (83,90,92). En el caso especifico de los RF, existen diferentes modelos



compartimentales que describen la biocinética y que abarcan desde algunos muy simples hasta
otros muy complejos (67,69). De ellos, el modelo tricompartimental es muy utilizado, pues brinda
resultados aceptables. Asume que los RF se distribuyen desde el compartimento central (C1) a
uno o dos compartimentos periféricos (C2y C3) compuestos por diferentes 6rganos y tejidos. El
compartimento central (C1) incluye la sangre, el fluido intersticial y los tejidos de los 6rganos mas
vascularizados (corazon, pulmdn, higado, bazo, rifién y cerebro). Los compartimentos periféricos
incluyen los depdsitos no acuosos y los tejidos con poco flujo sanguineo. Por ejemplo, el
compartimento periférico C2, denominado también compartimento rapido, incluye el musculo
esquelético, en tanto que el compartimento Cs, denominado compartimento de liberacidn lenta,
incluye el tejido adiposo y los huesos (69,93). La eliminaciondel RF se lleva a cabo desde C1vy se
describe por una microconstante denominada kio que es la suma de todas las constantes de
eliminacién (69). Los volumenes del compartimento central y de los compartimentos periféricos
pueden calcularse a partir de las constantes que describen la velocidad de transferencia entre los

compartimentos (69,93).

Tabla 5. Modelos biocinéticos en sangre

Sistema Ajuste Ecuacion R?
FHDL/%"Tc No Ponderado g(h) = 10.8¢ =673t 4+ 1.33e0671t 4 (0.226¢ 00072t 1.00
Ponderado q(h) = 10.5e =673t 4 1.35e~0-683t 1 (.229¢~0.0078¢ 1.00
—— No ponderado q(h) = 4.36e 61 + 4340611t 4 (601 ~00085¢ 1.00
Ponderado q(h) = 2.71e 117t 4+ 2.47¢70416t 4 (.49 ~1.2E-08¢ 1.00
L gpHpL YO Ponderado q(h) = 77.4e =195 + 48270385 4 (.849¢~0.0158¢ 0.999
Ponderado q(h) = 837170t 4 2937055 4 0.91¢70.02¢ 0.999

*En el ajuste no ponderado el sistema 99MTc-rHDL también muestra una cinética tricompartimental

Las ecuaciones de la tabla 5 muestran que la concentracion de los 3 sistemas en el
compartimento C1 disminuye rapidamente después de la administracién hasta obtener el estado
de equilibrio de distribucion. Este estado se alcanza a diferentes tiempos (0.1-0.6 h), luego
comienza una fase de eliminacién que se describe por el segundo y tercer miembros de las

ecuaciones y que se aprecia en la figura 5.

A partir de la tabla 5 se pueden deducir algunos aspectos del comportamiento cinético de

los sistemas evaluados. Por ejemplo, el sistema rHDL/?°™Tc es el que mas rapido se distribuye
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(0.103 h) en correspondencia con su mayor cardcter lipofilico, en tanto que las NP modificadas

superficialmente muestran un tiempo de distribuciéon mayor debido, entre otras variables, a su

mavyor hidrofilicidad. El mayor tiempo de distribucién se observé en el sistema 177Lu-DOTA-rHDL

(0.4 h); es posible que la administracion I.P.
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Figura 5. Modelos farmacocinéticos en sangre
A. Modelo farmacocinético del nanosistema rHDL/*°™Tc-HYNIC-DA. B. Modelo farmacocinético del

nanosistema *°"Tc-HYNIC-rHDL. C. Modelo farmacocinético delnanosistema 7’ Lu-DOTA-rHDL

Se ha demostrado que en ratones sanos el aclaramiento sanguineo de la rHDL esta

directamente relacionado con la captacion selectiva de lipidos en los diferentes 6rganos, a través

del receptor SR-B1, comprobandose que estd directamente asociado con la captacién hepatica

(94). Sin embargo, hay que tener en cuenta otros factores que también influyen en la distribucion

de larHDL desde la sangre a los tejidos entre los que destacan: (a) interacciones con las proteinas



sanguineas; (b) interacciones con el sistema fagocitico mononuclear (MPS); (c) caracteristicas del

endotelio de los diferentes érganos y tejidos.

(a) Interacciones con las proteinas sanguineas. Una vez que la rHDL ingresa a la circulacién
interactla con las proteinas sanguineas y con la HDL enddgena (5,7). Esta interaccion esta
intimamente relacionada con la composicién lipidica de la superficie y con las variaciones
conformacionales de la Apo-Al de la rHDL, que provocan alteraciones en sus propiedades
fisicoquimicas (5,7,9,12,17,18,29,30,80,82). Cuando el marcaje de la rHDL se realiza en los
lipidos, como en este caso, el lipido marcado tiende a desprenderse de la rHDL y unirse a
proteinas endégenas como la LDL (5,7), lo que altera el aclaramiento sanguineo (5,7,9). No
existe consenso en cuanto a la influencia de los lipidos y la Apo-Al en el tiempo de circulacion
sanguinea de la rHDL. Algunos autores consideran que esta controlado por los lipidos de la
superficie (9), en tanto que otros apuntan hacia la Apo-Al (12). El sistema 8°Zr-Al-HDL
reportado por Pérez Medina y cols., presenta un T1/,° casi 6 veces mayor que el del sistema
89Zr-PL-HDL (17), lo que los autores atribuyen a las diferentes interacciones de estos
componentes con las proteinas sanguineas. No obstante, las interacciones de la rHDL con las
proteinas sanguineas son menores que en otras NP (7,9), lo cual constituye una ventaja. Por

otro lado, su largo tiempo de circulacion no produce toxicidad (7).

(b) Interacciones con el sistema MPS. Aunque la rHDL es capaz de evadir el MPS en mayor
proporcién que otras NP y circular en sangre durante largo tiempo al igual que la HDL
enddgena (7,9,15,18), en dependencia del tamano y caracteristicas de la superficie, puede ser
captada por los macréfagos residentes en los vasos sanguineos y en tejidos como el higado,

bazo, pulmodn, rifion y médula ésea (5,9,30), lo que influye en la biodistribucion.

(c) Caracteristicas del endotelio. Los vasos sanguineos son los responsables de transportar las
NP hacia los diferentes tejidos. Para que la rHDL pueda distribuirse a los diferentes érganos y
tejidos, debe adherirse a las células endoteliales y extravasarse. La composicion del endotelio
de los vasos sanguineos en los diferentes tejidos es, entonces, un factor importante en la
velocidad de distribucion. En las arterias, venas y pulmones, el endotelio es continuo; en

higado y médula ésea es discontinuo, con poros de 50-100 nm; en tanto que en rifiones
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presenta fenestraciones con poros de aproximadamente 60 nm (83,90). Las NP de pequefio

tamano como las evaluadas (20-40 nm) pueden distribuirse muy rapidamente a estos tejidos

altamente perfundidos, ya que pueden atravesar facilmente el endotelio.

Otro factor que influye en el tiempo de residencia en sangre de larHDL es la presencia de
receptores celulares en la superficie de los tejidos y células. EI SR-B1 es el principal receptor de la
rHDL, expresado en varios tejidos sanos, particularmente en los hepatocitos (5,6,12,13,21). Sin
embargo, otros receptores como ABCA1 y ABCG1, presentes en los macréfagos (7,30), asi como

la cubilina presente en pulmones y rifiones (12) también pueden captar la rHDL influyendo en sus

tiempos de residencia en sangre.

Los T1/2® en sangre calculados a partir de |la tabla 5 arrojaron valores entre 1 hy 1.7 h similar
al del sistema 2°Zr-PL-HDL (2h) reportado por Pérez-Medina y cols., (17). En ratones el T1/2? en
sangre de la rHDL varia entre 0.67 hy 10.5 h (5,30), segun el disefio de la NP, y es mas sensible

gue la biodistribucién a los cambios en el disefio (5).

Los volumenes de distribucion en estado estacionario (Vss) de los tres nanosistemas dieron
valores entre 20 mL- 25mL, mucho mayores que el volumen de sangre de un raton (~ 2mL), lo
gue indica que se distribuyen ampliamente en el tejido extravascular almacenandose en algun
compartimento (69,93). El Vss es un parametro sin significado fisioldgico real, representa el
tamafo de un compartimento hipotético necesario para contener la cantidad de producto

existente en el organismo si todo él presentase la misma concentracién que se encuentra en

sangre (93).

La biocinética sanguinea, sin embargo, resulta insuficiente para los calculos de dosis interna.
Debe complementarse con la biocinética en érganos para poder estimar los principales érganos

de acumulacion, metabolismo y excrecion.

5.5.2. Modelos biocinéticos de 6rganos de interés
Como los RF se administran al interior del cuerpo las dosis internas debidas a los radiontclidos no
se pueden medir directamente (65,67,68,70). Esta dificultad se soluciona mediante la modelacion

de la cinética metabdlica a partir de los estudios de biodistribucion en el tiempo. De esta manera,



se puede conocer dénde y por cuanto tiempo se concentra la actividad en un érgano determinado
y cual es la via excretora fundamental. Si bien un érgano determinado puede mostrar una alta
captacion, si su eliminacion es muy rapida puede contribuir menos a la dosis interna total que
otro drgano con menor captacion y lenta eliminacion. Las vias excretoras, por ejemplo, reciben

en ocasiones mas actividad que el érgano de mayor captacion (67,69).

Parala obtencién de los modelos biocinéticos de cada érgano los valoresde % A.l. vs tiempo
(epigrafe 5.4) se ajustaron a un modelo exponencial del tipo g(t) = A1e?t1t+ A,e?b2t + Azeb3t | os
valores Apb1, Av2 Yy Av2 corresponden a las constantes de eliminacidon biolégica de los
compartimentos con los que se puede describir al érgano (ver ecuacion 2.1, epigrafe 3.5.1). De
tal forma que In 2/Ab;i corresponde con el T1/,? de cada compartimento. Los resultados obtenidos
para cada nanosistema se dividieron en dos grupos de érganos. En el primer grupo se evaluaron
el higado, bazo, rifién, pulmdn y corazén (tabla 6). Los 4 primeros son érganos blanco de la rHDL
(5,30,92) y el corazén se seleccioné por su importancia fisiolégica y porque algunos
guimioterapéuticos, como la doxorrubicina, muestran alta cardiotoxicidad (95). Estos érganos,
junto con el cerebro, forman parte del compartimento C1del modelo cinético clasico por su alta
perfusidon sanguinea (93) y son de granrelevancia clinica desde el punto de vista de la toxicidad
inducida por radiaciones (67,91). El cerebro, sin embargo, no se tuvo en cuenta en los calculos
biocinéticos porque la biodistribucion del sistema rHDL/?°™Tc (el mas lipofilico) efectuada
previamente (16) arrojo una captacion infima. En el segundo grupo de érganos se incluyeron
musculo, intestino, hueso y pancreas (tabla 7), que forman parte de los compartimentos C2y C3
del modelo biocinético sanguineo previamente obtenido. Intestino y hueso también constituyen
organos en los que se ha reportado acumulacion de rHDL (5,16,17,29). Los drganos del primer
grupo se pesaron directamente, por lo que los cdlculos dosimétricos posteriores son mas exactos
en este grupo que en el segundo, cuyo peso se tomd a partir de estimaciones que se utilizan

habitualmente con estos propdsitos (67).
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Tabla 6. Modelos biocinéticos para higado, bazo, rifion, pulmdny corazon

Sistema Ajuste Modelo biocinético R?

Higado

No ponderado q(h) =101e™*24 4 34,5 16E~08t 4 1 0pe~24E-07t 0.988
rHDL/?°™Tc
Ponderado qth) = 114e~*47t 4 34 5e721E-08t 4 1 05e~26E-07t 0.988
— No ponderado q(h) = —9437632t 4 35 8e~0251t 4 38 ge=2-3E-08t 1.000
Ponderado q(h) = —855e 011t 4 36.2e 70254t 4 38,9~ 2-1E-08t 1.000
7L HDL No ponderado q(h) = 1557059 + 9,46 00294t 4 14,3 28E-0% 1.000
Ponderado q(h) = 188e 05t + 16.7¢~302E-03t | ) g5e~18E-0%t 1.000
Bazo
S No ponderado  q(h) = —15.8e7 345t + 4.540e~%427* + (.378e~%0%%%t  1.000
Ponderado q(h) = —9.8e 181t 4 4,170e707%% + (.258e0-26%¢ 1.000
S—— No ponderado  q(h) = —2.82e7172' + 4.09¢ %185 4 (.296e~(+1E-Ot 1,000
Ponderado qh) = —2.74e7 198t 4+ 4,14e70-152 + 0.0131e~(29E-®t 1,000
R No ponderado q(h) = 43.8e7227t + 3.1e7 0428t + (.448¢ 208E-03t 0.989
Ponderado q(h) = 68.9e72%% + 3.23e 705t 4 (0.336e57E- 0% 0.982
Rifidn

— No ponderado  q(h) = 17.7e7%4t + 0.877e~%123t 4 (.285¢~24E~08t 1.000
Ponderado q(h) = 16.5e7633t + 0.757e 0141t 4 (0,409~ 0:0132¢ 1.000
— No ponderado  q(h) = 4.42e 0255 4+ 3,09e"(83E-Nt (2E — 6)e~GE-7t 0,961
Ponderado q(h) = 4.13e70726t 4 5,09¢ 700212t 4 (,0165e~(2%E-®t 0,820
7L urHDL No ponderado  q(h) = 66.5 70705 4 38.7¢ 700223t | g 54~ 7-0E-0%t 1.000
Ponderado q(h) = 66.3 e 0703t 4 38,7e700223t | g 54e~*+2E-06t 1.000

Pulmoén
y— No ponderado  q(h) = 17.5e~*5% + 2.08e~ 0815t 4 (. 154¢83E-03t 1.000
Ponderado q(h) = 21.7e7505t + 211700855t 4 ( 15¢=31E-04t 1.000
— No ponderado q(h) = 1.60e 738 + 1.99¢ 70557t 4 (0.464¢~ (7-2E-8)t 0.999
Ponderado q(h) = 1.75e 7364t 4 1,97e70560t 4 (467~ (26E-7t 0.999
7L urHDL No ponderado q(h) = 28.9e7358t 4 1,87e0416t 4 (0,665~ °-3E-04t 0.992
Ponderado q(h) = 9.97e793t 4 2.18e 70469t 4 (0,649 92E- 04t 0.991

Corazén
HOL/Te No ponderado  q(h) = 13.9e7 121t + 0.523e~ 142t 4+ (0.0791e734E-08t 1,000
Ponderado q(h) = 1.95e7 53t + 0.614e~ 1% + 0.0789 e~ 24E 08t 1.000
— No ponderado q(h) = 1.49e~*7t 4 0.845e ~10% + 0.280e~(33E-8)t 0.979
Ponderado q(h) =1.39e7386t 4 1.01e~121t + 0.281e ~(29E-8)t 0.954
7L HDL No ponderado q(h) = 29.3e729% 4+ 2,06~ 0459 4 (0,253 5-6E 0% 1.000
Ponderado q(h) = 48.3e72% + 1.86e7 0513t + 0.261e35E-05t 0.999




Los modelos calculados para higado, bazo, rifién, pulmén y corazén (tabla 6) muestran
diferencias en el comportamiento biocinético de los tres nanosistemas. La acumulacion de un RF
en un drgano especifico, como ya se ha mencionado, depende de numerosos procesos como
transporte y eliminaciéon desde la circulacion, interacciones enzimaticas, caracteristicas del

endotelio, unién a receptores, entre otros.

Cuando larHDL llega a los tejidos, puede (a) residir en el espacio extracelular; (b) adherirse
a la superficie de los macrdéfagos o de las células que conforman el tejido; (c)entrar al interior de
las células. Aunque, la interaccion de la rHDL con los tejidos es fundamentalmente a través de los
receptores de la membrana celular (7, 9,12,13,18,21,30,60,62), lo cual es una de sus ventajas con
respecto a otras NP (5,9), la superficie y el tamafno juegan un rol importante en la captacién en

los diferentes érganos, como ya se ha destacado.

Las NP de ?*™Tc-rHDL muestran una fase de absorcidon en higado que no se observa en las
NP de rHDL/?°™Tc, cuya absorcidn en higado es, al parecer, instantdnea, como ocurre en érganos
de alta perfusién cuando el RF se administran por via I.V. (69,91). El hepatocito es el 6rgano de
mayor expresion del receptor SR-B1 (5,9,12,13,21,30), en particular en los roedores, en
correspondencia con su importante rol en el metabolismo de los lipidos. Una vez que las NP de
rHDL llegan a la superficie del hepatocito y se unen al SR-B1, la internalizacion celular de las
moléculas acarreadas en el nucleo ocurre por un mecanismo diferente al mecanismo de
internalizacién de las moléculas acarreadas en la superficie (96,97). Cuando la Apo-Al de las NP
de rHDL/®°°™Tc se une al receptor SR-B1 libera directamente al citosol el °°™Tc-HYNIC-DA
acarreado en el nucleo, pero el 2*MTc-HYNIC-colesterol acarreado en la superficie ingresa a la
célula, al parecer, por otro mecanismo (96,97) que hace mas lento el proceso de internalizacion.
Suponemos las NP de 177Lu-rHDL podrian tener un comportamiento similar a las de °*™Tc-rHDL,
pero no fue posible observarlo debido a que el ajuste del modelo se realizé a partir de 2 h
postinyeccién. Por este motivo, se comparan sélo los modelos obtenidos para los nanosistemas
marcados con °°™Tc. En |a biocinética del higado, ademas de la sobreexpresion de los receptores
SR-B1 hay que considerar que las células Kupffer residentes en las sinusoides y las células del
endotelio hepatico (83,90) también pueden contribuir al diferente comportamiento entre las NP

de rHDL modificadas superficialmente con respecto a las no modificadas.
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En bazo el comportamiento de los sistemas rHDL/?°™Tc y ?*™Tc-rHDL es similar. Los tiempos
de absorcion son de 0.38 h y 0.34 h respectivamente, en tanto que la eliminaciénes de 3.5 hy
2.6 h respectivamente. Esto indica que en el bazo la captacién de estos nanosistemas no esta
directamente asociada a la captacidn selectiva de la carga transportada en el interior. Al parecer,
estd mas asociada al secuestro por parte de los macréfagos residentes en la zona marginaly en

la pulpa roja del bazo (5,83,90) y depende, principalmente, del tamafio de la NP (5),

En rifidn y pulmon, los nanosistemas rHDL/?°MTcy°MTc-rHDL mostraronuna absorcién muy
rapida. La eliminaciénse corresponde con lavia de excrecion. Mientras que el sistema rHDL/®°™Tc
se elimina con un tiempo de 5 h el sistema °°™Tc-rHDLtiene un tiempo de eliminacion renal de
33 h en correspondencia con su mayor tropismo renal debido a la modificacién efectuada en la
superficie. La eliminacién del 177Lu-rHDL es de 32 h muy similar a la de 99mTc-rHDL lo que
confirma nuestra suposicion de que el comportamiento de esto sistemas modificados en la
superficie, debe ser similar. La eliminacién pulmonar, por su parte, se comporté de la siguiente

manera: rHDL/?°MTc-8.2h; °™Tc-rHDL-1.26 h y!’’Lu-rHDL-1.86 h. Nuevamente las NP modificadas

se eliminan mas rapidamente del pulmén que las no modificadas.

En corazon no se observa absorcién de ninguno de los nanosistemas. Suponemos que esto
se debe a que la rHDL no se internaliza en las células cardiacas (98) debido a la baja expresién del
receptor SR-B1 en los cardiomiocitos (99). La captacidn en corazdn, al parecer, estd masligada a
la perfusion sanguinea del érgano por lo que la eliminacion (rHDL/?°™Tc: 0.5 h y °°™Tc-rHDL: 0.8

h) es proporcional al tiempo de eliminacion sanguinea (rHDL/?°™Tc: 1 hy 2°™Tc-rHDL: 1.6 h).

El modelo biocinético del resto de los drganos evaluados se muestra en la tabla 7. Estos
organos no fueron considerados en el compartimento C1 pues su perfusién sanguinea es menor
gue la perfusion de los érganos de la tabla 6. De ellos, los mas importantes son intestino y hueso.
El intestino es una de las vias excretoras de la rHDL, en particular cuando no estad modificada
superficialmente, en tanto que el hueso se selecciond debido a la captacion observada en los

estudios de biodistribucién (figuras 2-4), particularmente en el sistema *’7Lu-rHDL.



Tabla 7. Modelos biocinéticos de musculo, intestino y hueso

Sistema Ajuste M odelo biocinético R?

Msculo
rp— No ponderado q(h) = 1.78e737%t + 2.26e~ 117 + 0.274¢25E~08t 0.997
Ponderado q(h) = 2.06e7357t + 2.31e~ 10t 4 0,225¢ 1-3E-08t 0.992
somrpyp O PONderado  q(h) = —31.2e7**7t 4 10.3e 720 + 0475 S 0.999
Ponderado (h) = —33.8e™*%t + 11.1e7 2 4 0.476e~69E-0% 0.999
177, 4t DL No ponderado q(h) = 9.85e7886t 4 4,08~ 0425t 4 1,35¢~0-0054t 0.816
Ponderado q(h) = 74.7e72:31t + 3 51e~0413t 4 (0,816~ 0-004%¢ 0.713

Intestino
— No ponderado q(h) = —9.67e7345t 4 2,58e7 0884t 4 (. 558¢~0-0865¢ 1.000
Ponderado q(h) = —9.38e~2%9 + 4.34¢ 1140t 4 ( g1~ 0-0962 1.000
S No ponderado (h) =2.25e7%98t + 0.631e 70255 4+ 0.168e (6-SE-8)t 0.999
Ponderado q(h) = 2.25e 753t + 0.645e 70255t + (0.169e~(18E-8)t (0,999
7L HDL No ponderado q(h) = 85e7326t 4+ 4,697 041t 4 1,24 00111t 0.985
Ponderado q(h) = 51.3e7209 4 43370566t } 1 2pe 00151t 0.979

Hueso
No ponderado q(h) = 18.7e 891t + (.62 535 4 (.12¢~2-0E-08t 0.996
rHDL/9°mTc

Ponderado q(h) = 15.5e 843t + 0.62e 7535 + 0.128e ~24E-08t 0.993
— No ponderado q(h) = —4.22e72%8" 4 13670825 4 (0,335 00195¢ 1.000
Ponderado q(h) = —3.84e72:26t + 1.86e~%7%" + 0.269¢70-0103¢ 1.000
177, yorHDL No ponderado q(h) = 8.86e7985 4 1,277 034t 4 1,251 8E-08t 0.970
Ponderado q(h) = 24.7e7203t 4 3,65 1-55t 4 1,31e~6-0E-0%t 0.949

Pancreas
p— No ponderado  q(h) = 2.03e™*"* + 0.201e™ %27 + 0.0661 e~ >5E~07t 0.919
Ponderado q(h) = 1.65e7*8 + 0.202e7°35% + 0.0695e~21E-08t  0.894
I No ponderado q(h) = 6.56e7 133t + 0.103e 546t + 0.136e 00417t 1.000
Ponderado  q(h) = 5.53e7122t +0.133e %311t + 0.095¢ ~0-0268¢ 1.000
177, yrHDL No ponderado q(h) = 64.6e7335 + 1.67e~0415t 4 (0,195~ 0-0064¢ 0.998
Ponderado q(h) = 9.31e7985 + 2.21e70-516t 4 (0,216~ 0-0081 0.998

Los modelos biocinéticos de la tabla 7 muestran también diferencias en la velocidad de
absorcién y eliminacion en musculo, intestino y hueso de los sistemas rHDL/?°™Tc y 2°™Tc-rHDL,
en tanto que en pdancreas el comportamiento fue similar. Mientras que en musculo y hueso el
sistema °°MTc-rHDL presenta una fase de absorcion de 0.15 h y 0.31 h respectivamente, no
observada en rHDL/?°™MTc, este Ultimo muestra absorcion en intestino (0.27 h) en correspondencia
con su mayor excrecion hepatobiliar. Tal patron estd enlazado con el patréon observado en rifiones
(tabla 6), donde se aprecia que los sistemas modificados en la superficie presentan mayor
captacion y mas lenta eliminacién renal. Como ya se ha mencionado, cuando la rHDL se marca en

la superficie, bien sea en los PL 0 en la Apo-Al, tiende a excretarse por via renal (17,29) debido,
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probablemente, a la influencia de la hidrofilicidad del BFC anclado en la superficie. A mayor
hidrofilicidad mayor es la reabsorcion a la circulacion y mayor tiempo de permanencia en rifion.
Otras biomoléculas radiomarcadas con >*™Tc-HYNIC y con 177Lu-DOTA también se excretan via

renal (100,101).

5.5.3. Modelos radiofarmacocinéticos

Los modelos farmacocinéticos de un RF, denominados radiofarmacocinéticos, son un caso
especial de los modelos farmacocinéticos de las drogas comunes en los que se tiene en cuenta no
sélo el comportamiento biolégico del farmaco, sino también la desintegracion fisica del
radionuclido (67,69,70,72,102). Estos modelos permiten obtener el area bajo la curva de
Actividad-tiempo de los principales drganos de captacion del RF, que constituye la principal
fuente de informaciodn para el posterior calculo de las dosis internas, proporcionales a las dosis

acumuladas que reciben estos érganos (67,102).

Como se menciond anteriormente, existen diversos modelos multicomparatimentales para
describir el comportamiento farmacocinético de los RF en érganos especificos, pero el modelo
tricompartimental utilizado en este trabajo es suficiente para producir resultados consistentes
(102). Asume que en una primera fase el RF se distribuye en el érgano/tejido y en la segunda y
tercera fases se elimina de acuerdo con la excrecion bioldgica sumada a la desintegracion fisica

radiactiva del radiontclido (67,69,70,91).

Al incorporar a los modelos biocinéticos de las tablas 6 y 7, las constante fisicas de

semidesintegracion del °°™Tcy el 177Lu se obtuvo la siguiente ecuacion:
Ap (t)érgano = A e~ (r* A )t + A, e~ (At A2 )t + A, e~ (Ap+ Ap3)t (3)

Como cada érgano difiere en tamafio, perfusidon sanguinea, presencia de receptores y otros
factores especificos, para realizar el calculo de la actividad total incorporada (4) en cada érgano
de interés se integré desde 0 hasta infinito la A(t) de cada modelo radiofarmacocinético. Esto
permitid obtener una ecuacion especifica para cada drgano y cada nanosistema como se aprecia
en la tabla 8, que muestra los valores de A calculados manualmente y mediante el software

OLINDA/EXM.



Tabla 8. Modelos radiofarmacocinéticos calculados mediante integracion manualy con el software

OLINDA/EXM a partir de los modelos biocinéticos

. . . s . Integral Integral
Sistema Ajuste Modelo radiofarmacocinético manual  OLINDA
Higado
e No ponderado A(h) = 101e~*3551t 4 34 5~ 01151t } 1 0pe~0-1151¢ 3.32 3.32
Ponderado A(h) = 114e %5851 4 34 501151t 4 1 g5e 01151t 3.34 3.33
99mTe_rHDL No ponderado A(h) = —943e~64351t 4 35 ga~03661t | 38 ga—0.1151t 2.89 2.88
Ponderado A(h) = —855e~ 52251t +36.2e~ %31 + 38.9e” 1151 2.99 2.98
7L U HDL No ponderado A(h) = 15505943t | g 46e—0.0337t | {4 300043t 38.34 38.80
Ponderado A(h) = 188706543t 1 16,7¢70:0074t | 7 g5e—0.0043t 32.35 32.60
Bazo
- No ponderado (h) = —15.8e~ 35651t 45407 0-5421t 1 ( 378e~ 01746t 0061  0.061
Ponderado A(h) = —9.8e” 9251t 4 4.170e 08241t 4 2,58 03841t 0.067  0.061
somreppL O Ponderado A(h) = —2.82e7 18351t 4 409703001t 4 (.296¢ 01151t 0.147  0.146
Ponderado A(h) = —2.74e"20951t 4 414702671t 4 (,0131e ~*1151¢ 0.143  0.143
177 4-HDL No ponderado 43.8e722743t 4 31704323t | (0 448700064t 0.962 0.969
Ponderado 68.9e72:2943t 4 3 23705043t 4 () 336 0-004t 1.048 1.060
Rifién
rHDL/somTe O Ponderado A(h) = 17.7e755751t 4 0.877e702381t 4 0.285¢7 0151 0.088  0.088
Ponderado A(h) = 16.5e 04451t + (.757e7 02561t } (0,409~ 01274t 0.087  0.087
somrernpL N ponderado  A(h) = 4.42e703701t 4 3,09¢ 01151t 4 (2F — 6)e 01151t 0.388 0.387
Ponderado A(h) = 4.13e7 08411t 4 5,09~ 01363t 4 (. 0165e ~O1151 0.424 0423
177 4 HDL No ponderado A(h) = 66.5e707093t 4 38 7700266t | g 54a=0.0043t 35.1 354
Ponderado A(h) = 66.3 e707073t 1 38,7¢700266t | 8 54e=0.0043t 35.1 35.4
Pulmén
p— No ponderado A(h) = 17.5e 47051t 4 2,08e~ 01966t 4 (,154¢ 01234t 0.155 0.155
Ponderado A(h) = 21.7e7 51651t 4 2 11702006t 4 (9 1501151t 0.160 0.160
somrerpp,  NO Ponderado  A(h) =1.60e™30 4+ 1,99¢ 0672 4 04647011 0.070  0.070
Ponderado A(h) = 1.75e 7365151t 4 1,97¢706751t 4 ( 46701151 0.070  0.070
1770 u-HDL No ponderado A(h) = 28.9e7 35843t 1 1,877 04203t 4 () 66500053t 1.386 1.400
Ponderado A(h) = 9.97e 93043t 4 218704733t 4 (64900053t 1.290 1310
Corazoén
HpLyeony o ponderado A(h) = 13.9¢7122151 +0.523e7 15351t 4+ 0.0791e” %51t 0022 0.022
Ponderado A(h) = 1.95e #4151 4 0,614 16951t 40,0789 1151t 0011  0.011
99mTe_rHDL No ponderado  A(h) = 1.49e~*48151t 4 (.845e ~12051t 4 () 280e~0-1151t 0.032 0.032
Ponderado A(h) = 1.39e 7387151t 4 1 01e~ 13251t 4 (281 01151 0.032  0.032
i gppL VO Ponderado  A(h) = 29.3¢729% 4 2,06¢7 04 4 0,253 e 000 0725  0.734
Ponderado A(h) = 29.3e729943t 1 206704633t 4 (0,253 00043t 0.811 0.820
Intestino
FHDL/SomTc No ponderado  A(h) = —9.67e 35651t 1 2 58709991t 4 () 55802016t 0.264 0.263
Ponderado A(h) = —9.38e 27951t 1 4 34 12551t 4 ( p1e 02113 0.288  0.296
—— No ponderado  A(h) = 2.25e 7499151t 4 0,631 ~03701t 4 0,168 01151t 00321  0.0322
Ponderado A(h) = 2.25e~*54151t 4 0,645e 03801t 4 0.169e 115t 0.0321  0.0321
177Lu_rHDL No ponderado A(h) — 85e—3.2643t + 4.690_0'4153t + 1.248_0'0154t 1.176 1.180
Ponderado A(h) = 51.3e7209%3t 4 4,337 05703t 4 1 2pe 00194 0.969 0.971
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Hueso

rHpLsemTe  No ponderado A(h) =18.7e7%0%51 4 (.62e754651t 4 0.12¢ 701151 0.0323  0.0323
Ponderado A(h) = 15.5e785451t 1 (,62e7 54651t 4 (,128e~0-1151t 0.0304  0.0300
- No ponderado A(h) = —4.22e73:0951t | 1 36709401t | (9 335¢ ~0-1346t 0.0257  0.0257
Ponderado A(h) = —3.84e723751t 4 1.86e~09951t + 0.269e 701254t 00258  0.0258
177 yrupL VO Ponderado q(h) = 8.86e798543t 4 1,27¢ 03443t 4 1 2500043t 2.92 2.97
Ponderado q(h) = 24.7e-20343t 1 3 6515543t 1 1 31700043t 3.11 3.21
Pancreas

No ponderado  A(h) = 2.03e~#7-1151t 1 0.201e7%3%1t 4 0.0661e 01151t  0.0113  0.0113
rHDL/MTe b derado A(h) = 1.65e 481115t 4 (0 2(2e=04741t 4 ( 0695e 01151t 00106 0.0107
somr_pypL O Ponderado A(h) = 6.56e~ 134151t 4 0.103e ~06611t 4 (136701568t  0.0151  0.0151
Ponderado  A(h) = 5.53e~12:3151t 4 (0133704261t 4 (0, 095e~0-1419¢ 0.0143  0.0143

177 grpp. VO Ponderado  A(h) = 64.6e733%H30 4 1,67e 704193 40,1957 00107 0414 0415
Ponderado A(h) =9.31e798543t | 2 21705203t | (21600125t 0.225 0.226

* No se incluyoé el musculo porque no fue posible encontrar el dato sobre su peso estimado en los ratones empleados

A partir de las ecuaciones obtenidas se calcularon los tiempos de eliminacion efectivos (o

accién de cada uno por separado (67).

tiempo de semivida efectivo, T1/2%%) para cada dérgano y sistema evaluado (tabla 9). El T1.2¢f
permite estimar la dosis que se acumula en un érgano. Algunos RF se concentran en unos pocos
drganos y tejidos importantes y se aclaran rapidamente (uno o dos T1/2¢f) mientras que el resto
de la actividad se distribuye mas o menos uniformemente en otros tejidos y se elimina por
excrecidn hepatobiliar o urinaria (67-69). Por lo general, el T1/2¢fes menor que el T1/2? 0 que el

T1/2" del radioniclido debido a que la accidn conjunta de ambos procesos es mds rapida que la

Tabla 9. Tiempo de eliminacidn efectivo (h) para cada érganoy sistema calculado a partir de los modelos
radiofarmacocinéticos

Sistema Ajuste A1(h1) 71 (h) A2 (h?) T2(h) As(h? t3(h)
Higado
No ponderado  4.3551 0.159 0.1151 6.022 0.1151 6.022
rHDL/%9™Tc
Ponderado 45851 0.151 0.1151 6.022 0.1151 6.022
No ponderado 6.4351 0.108 0.3661 1.893 0.1151 6.022
99mTc-rHDL
Ponderado 6.2251 0.111 0.3691 1.878 0.1151 6.022
1770 4-rHDL No ponderado  0.5943 1.166 0.0337 20.568 0.0043 161.197
Ponderado 0.6543 1.059 0.0074 93.669 0.0043 161.197
Bazo
No ponderado 3.5651 0.194 0.5421 1.279 0.1746 3.970
rHDL/?°™Tc
Ponderado 1.9251 0.360 0.8241 0.841 0.3841 1.805
No ponderado  1.8351 0.378 0.3001 2.310 0.1151 6.022
99mMTc-rHDL
Ponderado 2.0951 0.331 0.2671 2.595 0.1151 6.022
177 y-rHDL No ponderado  2.2743 0.305 0.4323 1.603 0.0064 108.304
Ponderado 2.2943 0.302 0.5043 1.374 0.0049 141.459




Rifion

FHDL/29m T No ponderado  6.5751  0.105 0.2381 2911 0.1151 6.022
Ponderado 6.4451 0.108 0.2561 2.707 0.1274 5.441
9om No ponderado 0.3701 1.873 0.1151 6.022 0.1151 6.022
Tc-rHDL
Ponderado 0.8411 0.824 0.1363 5.085 0.1151 6.022
177 y-rHDL No ponderado 0.7093 0.977 0.0266 26.058 0.0043 161.197
Ponderado 0.7073 0.980 0.0266 26.058 0.0043 161.197
Pulmodn
No ponderado 4.7051 0.147 0.1966 3.526 0.1234 5.617
rHDL/%9™Tc
Ponderado 5.1651 0.134 0.2006 3.455 0.1151 6.022
99mTe-rHDL No ponderado  39.0151 0.018 0.6721 1.031 0.1151 6.022
Ponderado 36.5151 0.019 0.6751 1.027 0.1151 6.022
177] y-rHDL No ponderado  3.5843 0.193 0.4203 1.649 0.0053 130.782
Ponderado 9.3043 0.074 0.4733 1.464 0.0053 130.782
Corazon
No ponderado  12.2151  0.057 1.5351 0.452 0.1151 6.022
rHDL/°°™Tc
Ponderado 45.4151 0.015 1.6051 0.432 0.1151 6.022
99mTe-rHDL No ponderado  47.6151  0.015 0.9111 0.761 0.1151 6.022
Ponderado 47.6151 0.015 1.0501 0.660 0.1151 6.022
177 u-rHDL No ponderado  2.9943 0.231 0.4633 1.496 0.0043 161.197
Ponderado 2.6943 0.257 0.5173 1.340 0.0043 161.197
Intestino
No ponderado 3.5651 0.194 0.9991 0.694 0.2016 3.438
rHDL/°°™Tc
Ponderado 2.7051 0.256 1.2551 0.552 0.2113 3.280
99mTc-rHDL No ponderado  49.9151 0.014 0.3701 1.873 0.1151 6.022
Ponderado 45,5151 0.015 0.3801 1.824 0.1151 6.022
177 y-rHDL No ponderado  3.2646  0.212 0.4153 1.669 0.0154 45.010
Ponderado 2.0943 0.331 0.5703 1.215 0.0194 35.729
Hueso
No ponderado  9.0251 0.077 5.4651 0.127 0.1151 6.022
rHDL/°°™Tc
Ponderado 8.5451 0.081 5.4651 0.127 0.1151 6.022
99MTe-rHDL No ponderado 3.0951 0.224 0.9401 0.737 0.1346 5.150
Ponderado 2.3751 0.292 0.9051 0.766 0.1254 5.527
177, y-rHDL No ponderado 9.8543 0.070 0.3443 2.013 0.0043 161.197
Ponderado 2.0343 0.341 1.5543 0.446 0.0043 161.197
Pdncreas
FHDL/%°™Tc No ponderado  47.1151  0.015 0.3941 1.759 0.1151 6.022
Ponderado 48.1151 0.014 0.4741 1.462 0.1151 6.022
99mTe-rHDL No ponderado  13.4151  0.052 0.6611 1.048 0.1568 4421
Ponderado 12.3151 0.056 0.4261 1.623 0.1419 4.885
177, 4-rHDL No ponderado  3.3543  0.207 0.4193 1.653 0.0107 64.780
Ponderado 9.8543 0.070 0.5203 1.332 0.0125 55.452

Los T1/2¢" para los sistemas rHDL/?°™Tcy 2°™Tc-rHDL calculados a partir de la tabla 9 son

similares en corazén (~7 h en ambos) y hueso (~ 6 h en ambos) lo que indica que no existe una
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captacion selectiva del radionuclido transportado en el interior de la NP con relacién al
transportado en la superficie. Por otro lado, el hecho de que el T1/2¢f sea similar al T12f del 2°™Tc
(6.02 h), indica que desaparece de ambos érganos, principalmente por la desintegracion fisica del
radiontclido. En higado, pulmdn y pancreas el T1/2¢f de la rHDL/?°™Tc¢ fue ligeramente mayor (1.5,
1.4 y 1.1 veces respectivamente) que en el sistema °°™Tc-rHDL, en tanto que en bazo, rifién e
intestinos resultd ligeramente menor (0.3, 0.7 y 0.5 veces respectivamente). El mayor T12¢f del
rHDL/?°™Tc es en higado (2 T12f); en el resto de los 6rganos el T12¢f es menor. El sistema 2°™Tc-
rHDL presenta el patrdn contrario, el mayor T1/2¢% es en rifiones (2 T1/2f), en tanto que en el resto
de los drganos es menor. El sistema 177Lu-rHDL muestra también T1/2¢ff relativamente rapidos, de
acuerdo con su T1/2f (159.6 h). Estos T1/2¢f son menores a un T1/2f en bazo, pulmén, intestino y

pancreas, cercanos a un T1/2f en corazén y hueso y solo fue mayor a 1 T1/2f en rifidn e higado.

En conclusién, el higado y los rifiones son los érganos con mayor T1/2¢™ lo cual es esperable
debido a que ambos son los principales sitios de absorcion y metabolismo de la rHDL. Mientras
que las NP de rHDL/?°™Tc, mas hidrofdbicas permanecen en higado durante mas tiempo, las NP
99mTc-rHDL permanecen mds tiempo en rifiones, en correspondencia con su mayor hidrofilicidad.
En el resto de los érganos tanto el tamafio de la NP como las variaciones de la superficie influyen

en los T1/2¢ de acuerdo con las velocidades de acumulaciény eliminacién.

Estos resultados se basan en un modelo simplificado de la realidad. El comportamiento de
cualquier NP marcada con radionuclidos es bastante mas complejo; requiere tener en cuenta no
solo las caracteristicas fisicoquimicas del radiontclido y las caracteristicas biolégicas intrinsecas
de la NP, sino también la estabilidad de la uniéon NP-radionuclido y otras variables no
contempladas en el presente trabajo y que son objeto de trabajos posteriores. Sin embargo,
resultan Utiles, en primera aproximacion, para estimar las principales regiones fuentes y el tiempo
de residencia de la radiactividad en los 6rganos de interés en individuos sanos ya que en
condiciones patoldgicas estos patrones varian. Por ejemplo, la biodistribucion de rHDL/?°™Tc en
ratones portadores de tumores constata que se acumula mds en el tumor que en el resto de los
organos, con excepcion del higado y el bazo (16) lo cual es una ventaja para su uso como agente

terandstico.



El hecho de que en animales sanos los principales érganos-fuente de la rHDL con vy sin
modificacién superficial sean los mismos es particularmente importante pues muestra que la
modificacion superficial no impide el reconocimiento especifico de los receptores presentes en la
superficie de estos organos, aunque influye en los tiempos de acumulacién y permanencia en

ellos.

5.6.Dosimetria

Para evaluar los riesgos y complicaciones que los diferentes érganos y tejidos pueden presentar
debido al depdsito de un RF es necesario calcular las dosis internas en los principales érganos
donde el producto se distribuye pues los efectos bioldgicos de las radiaciones ionizantes son
proporcionales a las dosis absorbidas. A partir de los modelos radiofarmacocinéticos de los
nanosistemas rHDL/?°™Tc, *™Tc-rHDL y ’7Lu-rHDL en ratones sanos se determinaron las dosis
absorbidas en los 6rganos de interés mediante el formalismo MIRD, utilizando los valores de S

incorporados en el programa OLINDA/EXM.

Para el calculo de las dosis se partié de las siguientes consideraciones: (a) distribucion
uniforme de la actividad en los diferentes érganos; (b) el 6rgano fuente es el mismo que el érgano
blanco (autodosis) y por tanto no hay irradiaciéon cruzada a los érganos vecinos. Aunque tales
consideraciones no reflejan con precision la realidad y no son adecuados para estimar los efectos
biolégicos estocasticos (103), proporcionan una clara separacion entre los aspectos fisicos tales
como los valores S del radionuclido y los aspectos biolégicos como la actividad acumulada vy el

tiempo de residencia del RF, que facilita el analisis.

Los calculos de dosis se realizaron en tres etapas. Primero se calcularon las dosis absorbidas
para los sistemas rHDL/?°™Tc y ®*™Tc-rHDL con el propdsito de apreciar las diferencias que se
producen en las dosis cuando un mismo radionuclido se acarrea en el nucleo de larHDL o en su
superficie. Los resultados de las dosis en ratén se extrapolaron a humanos utilizando el criterio
de escalacioén por masa (67), que considera que el comportamiento biocinético humano es similar
al observado en el modelo animal, de modo tal que los tiempos de residencia determinados para
los diferentes 6rganos del ratén se consideran iguales a los tiempos de residencia de los 6rganos

equivalentes en humanos. En la tabla 10 se muestran los resultados obtenidos.
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Tabla 10. Dosis absorbidas en ratones sanos (mGy/MBq) estimadas a partir de los modelos
radiofarmacocinéticos y extrapoladas a humanos

~ ~ . Dosis %
A el A del Valor 5 Dosis extrapolada Diferencia
Sistema Ajuste modelo RFC  Modelo RFC  OLINDA/EXM absorbida P
(Ba-h/Ba)  (MBa-s/MBq) (mGy/MBa-s) (mGy/MBg) (2 lumanos - entre las
(mGy/MBq) dosis
Higado
No ponderado 3.32 11953.1 3.777E-02 1.619E-05
rHDL/%9™Tc 0
Ponderado 3.34 12010.2 3.16E-06 3.795E-02 1.627E-05
No ponderado 2.88 10407.1 3.289E-02 1.409E-05
99mTe-rHDL 3
Ponderado 2.98 10748.4 3.396E-02 1.456E-05
Bazo
No ponderado 0.061 219.8 4.95E-03 2.120E-06
rHDL/?°™Tc 9
Ponderado 0.067 240.7 2.25E-05 5.42E-03 2.321E-06
No ponderado 0.146 527.8 1.188E-02 5.089E-06
99mTc-rHDL 2
Ponderado 0.143 514.9 1.159E-02 4.965E-06
Rifién
No ponderado 0.088 318.6 4.21E-03 1.802E-06
rHDL/?°™Tc 1
Ponderado 0.087 314.1 132E-05 4.15E-03 1.777E-06
No ponderado 0.387 1396.0 ' 1.843E-02 7.897E-06
99mTc-rHDL 9
Ponderado 0.423 1525.9 2.014E-02 8.632E-06
Pulmén
No ponderado 0.155 559.6 2.00E-03 8.562E-07
rHDL/?°™Tc 3
Ponderado 0.160 576.6 3.57E-06 2.06E-03 8.822E-07
No ponderado 0.070 253.1 9.037E-04 3.873E-07
99mTe_rHDL 0
Ponderado 0.070 252.8 9.024E-04 3.868E-07
Corazén
No ponderado 0.022 78.0 9.28E-04 3.976E-07
rHDL/?°™Tc 49
Ponderado 0.011 40.0 1.19E-05 4.76E-04 2.039E-07
No ponderado 0.032 114.0 1.356E-03 5.813E-07
99mTc-rHDL 2
Ponderado 0.032 116.6 1.387E-03 5.946E-07
Intestino
No ponderado 0.0264 94.9 4.01E-04 1.717€E-07
rHDL/%9™Tc 8
Ponderado 0.0288 103.6 4.27E-06 4.37E-04 1.873E-07
No ponderado 0.0322 115.5 ' 4.87E-04 2.09E-07
99mTe-rHDL 0
Ponderado 0.0321 115.7 4.88E-04 2.09E-07
Hueso
No ponderado 0.0323 116.2 3.66E-04 1.569E-07
rHDL/?°™Tc 8
Ponderado 0.0297 109.4 3.15E-06 3.45E-04 1.477E-07
No ponderado 0.0257 92.6 2.916E-04 1.250E-07
99mTe-rHDL 0
Ponderado 0.0258 93.0 2.929E-04 1.255E-07
Pdncreas
No ponderado 0.0113 40.6 1.52E-03 6.504E-07
rHDL/?°™Tc 16
Ponderado 0.0106 38.3 3.74E-05 1.43E-03 6.139E-07
No ponderado 0.0151 54.4 2.036E-03 8.724E-07
99mTe-rHDL 5
Ponderado 0.0143 51.5 1.926E-03 8.254E-07

A esla actividad acumulada (MBg-h/Bq) en eltiempo calculada a partir del modelo radiofarmacocinético (tabla 8).



El higado, pulmodn y huesos el sistema rHDL/?°™Tc induce mayores dosis que el °°™Tc-rHDL,
en tanto que en el resto de los érganos las dosis que imparte son menores en concordancia con

los modelos radiofarmacocinéticos ya analizados.

La segunda etapa consistid en calcular las dosis absorbidas para un grupo de radionuclidos
utilizados habitualmente en terapia (tabla 11). Se partié de los mismos criterios de uniformidad
y autodosis ya mencionados. Como base de calculo se empled el modelo radiofarmacocinético
del sistema rHDL/?°™Tc debido a que cuando se desea transportar radiontclidos terapéuticos con
rHDL es mas conveniente colocar el radionuclido en el nicleo de la NP para garantizar que lacarga
se deposite directamente al citosol y obtener mayor efectividad terapéutica. El empleo de este
modelo es valido pues el 18%Re y el 188Re son quimicamente andlogos del °°™Tc por lo que se
pueden conjugar al HYNIC-DA de la misma forma que se conjugé el °®™Tc (16). De esta forma se
pueden obtener complejos hidrofébicos 186Re-HYNIC-DAy 188Re-HYNIC-DA e introducirlos en el
nucleo de la rHDL. El resto de los radiontclidos de la tabla son andlogos quimicos del *7Lu por lo
gue pueden introducir en el nucleo de la rHDL si se enlazan al derivado hidrofébico p-SCN-Bn-
DOTA, introducido exitosamente por nuestro grupo en el nicleo de la rHDL (98).

Tabla 11. Constantes fisicas de los radiondclidos terapéuticos empleados para la estimacion de dosis
absorbidas a partir del modelo radiofarmacocinético obtenido para el sistema rHDL/**"Tc

rdioniido (0 el e et manenere ayosy

177y 159.6 0.479 (79.4%) 1.8 232,249( (12222//‘;))
188Re 16.9 2.12 3.5 155 (15%)
186Re 88.8 1.08 (71.6%) 1.1 137.2 (9.42%)
153Sm 46.3 0.81 (49%) 0.6 103 (29%)

90y 64.6 2.28 (100%) 25 -
165Ho 26.8 1.85 (100%) 9 80.6 (6.55%)
2250 c* 240 Particulas o 6.83 (MeV) 0.006 -

*Datos obtenidos de la tabla de ndclidos DOI: 10.1016/s0969-8043(99)00209-2

De los radiontclidos que muestra la tabla 11, excepto el °°Y que es un emisor 3~ puro, el
resto emite también radiaciéon y por lo que son radionuclidos terandsticos. Los resultados de la
estimacion de las dosis absorbidas en cada 6rganoy para cada radionuclido en los ratones sanos,

asi como la extrapolacién a humanos, se muestran en la tabla 12. Las mayores dosis, estan
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vinculadas al 22°Ac en correspondencia con su mayor radiotoxicidad debido a que es un emisor a.

Las menores dosis estdn asociadas al °3Sm que tiene una energia B~ maxima relativamente

pequefa y un limitado recorrido en el tejido.

Tabla 12. Dosis absorbidas en ratones sanos (mGy/MBq) estimadas a partir de los modelos
radiofarmacocinéticos de la rHDL/**"Tc y extrapoladas a humanos

1 0,
A del A del Valor S Dosis ex trDaosc:ra da  di fer/;ncia
Sistema Ajuste modelo RFC Modelo RFC OLINDA/EXM absorbida a hun")Ianos entre las
(Bg-h/Bg)  (MBg-s/MBq) (mGy/MBg-s) (mGy/MBq) (mGy/MBq) dosis
Higado

No ponderado 82.1 295617.3 3.81E+00 1.63E-03

rHDL(177Lu) 1.29E-05 0
Ponderado 82.1 295594.6 3.81E+00 1.63E-03

(HDL(*%Re) No ponderado 8.906 32061.6 6.62E-05 2.12E+00 9.10E-04 0
Ponderado 8.920 321133 2.13E+00 9.11E-04

HDL(5Re) No ponderado 47.025 169291.0 2 85E-05 4.82E+00 2.07E-03 0
Ponderado 47.029 169304.1 4.83E+00 2.07E-03
No ponderado 23.990 86365.0 2.06E+00 8.85E-04

rHDL(153Sm) 2.39E-05 0
Ponderado 24.000 86401.4 2.06E+00 8.85E-04
No ponderado 334 120163.6 9.41E+00 4.03E-03

rHDL(%°Y) 7.83E-05 0
Ponderado 334 120190.5 9.41E+00 4.03E-03

(HDL(1Ho) No ponderado 13.986 50348.7 5.87E-05 2.96E+00 1.27E-03 0
Ponderado 13.999 50395.3 2.96E+00 1.27E-03
No ponderado 123.362 444104.8 1.07E+03 4.61E-01

rHDL(225Ac) 2.42E-03 0
Ponderado 123.344 444039.9 1.07E+03 4.61E-01

Bazo

HDL(77Lu) No ponderado 0.119 427.4 1.31F-04 5.60E-02 2.40E-05 17
Ponderado 0.099 355.8 4.66E-02 2.00E-05

(HDL(1%Re) No ponderado 0.089 321.7 6.73E-04 2.16E-01 9.28E-05 4
Ponderado 0.086 309.2 2.08E-01 8.92E-05

FHDL(5Re) No ponderado 0.115 414.4 2.94E-04 1.22E-01 5.22E-05 is
Ponderado 0.098 351.2 1.03E-01 4.42E-05

FHDL(5%Sm) No ponderado 0.108 388.4 2 41E-04 9.36E-02 4.01E-05 1
Ponderado 0.095 341.1 8.22E-02 3.52E-05

FHDL(%0Y) No ponderado 0.112 402.8 7 93E-04 3.19e-01 1.37E-04 14
Ponderado 0.096 346.8 2.75E-01 1.18E-04
No ponderado 0.099 356.7 2.15E-01 9.20E-05

rHDL(2%6Ho) 6.02E-04 8
Ponderado 0.091 327.1 1.97E-01 8.44E-05

(HDL(2Ac) No ponderado 0.120 433.6 2.53E-02 1.10E+01 4.70E-03 17
Ponderado 0.099 357.9 9.05E+00 3.88E-03




Rindn

No ponderado 0.752 2708.9 2.18E-01 9.32E-05

rHDL(177Lu) 8.03E-05 57
Ponderado 0.324 1166.0 9.36E-02 4.01E-05
No ponderado 0.150 540.7 2.23E-01 9.57E-05

rHDL(188Re) 4.13E-04 4
Ponderado 0.144 519.1 2.14E-01 9.19E-05
No ponderado 0.470 1690.2 4.97E-01 2.13E-04

rHDL(18Re) 2.94E-04 40
Ponderado 0.283 1017.0 2.99E-01 1.28E-04
No ponderado 0.281 1012.6 1.49E-01 6.38E-05

rHDL(153Sm) 1.47E-04 20
Ponderado 0.225 808.3 1.19E-01 5.09E-05
No ponderado 0.359 1290.8 6.30E-01 2.70E-04

rHDL(%0Y) P 4.88E-04 59
Ponderado 0.254 912.6 4.45E-01 1.91E-04
No ponderado 0.196 707.0 2.61E-01 1.12E-04

rHDL(166H0) 3.69E-04 9
Ponderado 0.178 642.6 2.37E-01 1.02E-04
No ponderado 1.084 3901.9 6.05E+01 2.59E-02

rHDL(225Ac) 1.55E-02 68
Ponderado 0.348 1252.6 1.94E+01 8.32E-03

Pulmén

No ponderado 0.402 1447.9 3.46E-02 1.48E-05

FHDL(177Lu) ? 2.396-05 23
Ponderado 0.600 2160.6 5.16E-02 2.21E-05

HDL(1%Re) No ponderado 0.239 859.7 1.25E-04 1.07E-01 4.61E-05 3
Ponderado 0.246 884.5 1.11E-01 4.74E-05
No ponderado 0.368 1326.1 7.16E-02 3.07E-05

rHDL(18Re) 5.40E-05 20
Ponderado 0.459 1653.0 8.93E-02 3.83E-05
No ponderado 0.320 1151.2 5.05E-02 2.17E-05

rHDL(153Sm) 4.39E-05 9
Ponderado 0.351 1263.7 5.55E-02 2.38E-05
No ponderado 0.344 1240.2 1.50E-04 1.86E-01 7.97E-05

rHDL(%0Y) 13
Ponderado 0.398 1432.9 2.15E-01 9.21E-05
No ponderado 0.277 996.2 1.12E-01 4.78E-05

rHDL(166H0) 1.12E-04 4
Ponderado 0.290 1042.3 1.17E-01 5.00E-05
No ponderado 0.422 1520.0 7.04E+00 3.02E-03

rHDL(225Ac) 4.63E-03 44
Ponderado 0.751 2702.5 1.25E+01 5.36E-03

Corazén

No ponderado 0.197 710.2 5.38E-02 2.31E-05

rHDL(177Lu) 7.58E-05 6
Ponderado 0.186 670.4 5.08E-02 2.18E-05
No ponderado 0.034 1235 4.,90E-02 2.10E-05

rHDL(188Re) 3.97E-04 31
Ponderado 0.024 85.2 3.38E-02 1.45E-05
No ponderado 0.119 429.2 7.34E-02 3.15E-05

rHDL(186Re) 1.71E-04 9
Ponderado 0.108 390.0 6.67E-02 2.86E-05
No ponderado 0.068 244.6 3.40E-02 1.46E-05

rHDL(153Sm) 1.39E-04 16
Ponderado 0.057 206.0 2.86E-02 1.23E-05
No ponderado 0.089 319.9 1.51E-01 6.48E-05

rHDL(90Y) 4.73E-04 12
Ponderado 0.078 281.0 1.33E-01 5.70E-05
No ponderado 0.046 164.4 5.80E-02 2.49E-05

rHDL(166H0) 3.53E-04 23
Ponderado 0.035 126.0 4.45E-02 1.91E-05
No ponderado 0.289 1040.5 1.52E+01 6.51E-03

rHDL(225Ac) 1.46E-02 4
Ponderado 0.278 999.8 1.46E+01 6.26E-03
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Intestino

wom e oo s M e o
a . . .34E- .72E-
N derad 0.044 158.2 2.31E-02 9.90E-06
rHDL(88Re) Poncerade 1.46E-04
Ponderado 0.046 164.0 2.39E-02 1.03E-05
woLre) N ook s U le  ssos
HDL(153Sm) No ponderado 0.056 200.8 5 17E-05 1.04E-02 4.45E-06
r Ponderado 0.056 203.2 1.05E-02 4.50E-06
FHDL(%0Y) No ponderado 0.058 209.8 1.73E-04 3.63E-02 1.56E-05
Ponderado 0.059 211.3 3.66E-02 1.57E-05
(HDL(1Ho) No ponderado 0.050 180.7 1.31E-04 2.37E-02 1.01E-05
Ponderado 0.051 184.8 2.42E-02 1.04E-05
No ponderado 0.064 228.6 1.25E+00 5.36E-04
rHDL(2%5Ac) 5.47E-03
Ponderado 0.063 228.1 1.25E+00 5.35E-04
Hueso
FHDL(77Lu) No ponderado 0.298 1074.4 1.70E-05 1.83E-02 7.83E-06
Ponderado 0.314 1131.3 1.92E-02 8.24E-06
(HDL(15Re) No ponderado 0.051 184.7 3.70E-05 6.83E-03 2.93E-06
Ponderado 0.051 182.4 6.75E-03 2.89E-06
No ponderado 0.180 648.1 1.37E-02 5.89E-06
HDL™Re) nderado 0.188 676.6 212805 1.43E-02 6.15E-06
FHDL(153Sm) No ponderado 0.102 368.2 3.20E-05 1.18E-02 5.05E-06
Ponderado 0.105 378.0 1.21E-02 5.18E-06
pL(oy)  Noponderado 0.134 482.2 4.10E-05 1.98E-02 8.47E-06
Ponderado 0.139 499.7 2.05E-02 8.78E-06
No ponderado 0.068 246.5 9.64E-03 4.13E-06
rHDL(%6¢Ho) 3.91E-05
Ponderado 0.069 248.3 9.71E-03 4.16E-06
FHDL(225Ac) No ponderado 0.438 1575.5 1.74E-02 2.74E+01 1.17E-02
Ponderado 0.463 1665.8 2.90E+01 1.24E-02
Pancreas
No ponderado 0.160 574.9 2.53E-04 1.45E-01 6.23E-05
rHDL(177Lu)
Ponderado 0.166 597.3 1.51E-01 6.48E-05
No ponderado 0.023 82.2 1.30E-03 1.07E-01 4.58E-05
rHDL(188Re)
Ponderado 0.022 80.4 1.05E-01 4.48E-05
No ponderado 0.094 339.9 5.69E-04 1.93E-01 8.29E-05
rHDL(186Re)
Ponderado 0.097 350.3 1.99E-01 8.54E-05
N derad 0.051 185.1 8.59E-02 3.68E-05
rHDL(1S3sm) o ponderade 4.64E-04
Ponderado 0.052 187.8 8.71E-02 3.73E-05
No ponderado 0.069 248.3 3.80E-01 1.63E-04
DL(%0 1.53E-
rHDL(Y) Ponderado 0.071 254.1 53E-03 3.89E-01 1.67E-04
No ponderado 0.033 117.3 1.36E-01 5.83E-05
HDL(165H 1.16E-03
HDL(*™Ho) nderado 0.032 116.9 1.36E-01 5.81E-05
N derad 0.236 851.0 4.18E+01 1.79E-02
HDL(2SA) o ponaerado 4.91E-02
Ponderado 0.247 887.6 4.36E+01 1.87E-02

La terceray ultima etapa consistio en estimar las dosis absorbidas en los mismos érganos,
para un grupo de radionuclidos muy usados en diagndstico y cuyas propiedades principales se
muestran en la tabla 13. En este caso, como base de calculo se adoptéd el modelo

radiofarmacocinético obtenido para el sistema DOTA-rHDL.



Tabla 13. Constantes fisicas asociadas a la desintegracion de los radionuclidos para diagndstico
empleados en la estimacion de dosis absorbidas a partir del modelo radiofarmacocinético obtenido para
el sistema*”’Lu-DOTA-rHDL

Radionuclido Ty, (h) Radiacion % de emision  Energia B 0 ¥ (KeV)
B 39 578
* 18 653.1
64Cu 12.7 B
CE (2 transicionesy) 43 329.3 - 1675
v(procedente del®*Ni) 10 1346
CE (10 emisiones ) 100 91.3-887.7
5’Ga 78.24
Auger
B*, 88.9
58Ga 1.13 —
CE (5 emisiones ) 11.1 99.3-2921
¥ 23 902
897r 78.48 P
CE (5 emisionesy) 76 211-1924
11y, 679 CE (3 emisionesy) 99.9 150.8-245.4
Auger 860

*Datos obtenidos de la tabla de nuclidos DOI: 10.1016/s0969-8043(99)00209-2

Los radionuclidos de la tabla 13 son agentes de imagen por lo que pueden acarrearse enla
superficie de la rHDL ya que su objetivo es mostrar solamente el sitio de captacién, por lo que no
esimprescindible que se internalicenen la célula. No obstante, el ’Gayel 111Inemiten electrones
Auger, por lo que pudieran utilizarse también como agentes terapéuticos, asi como el #4Cu cuya
radiacion B~ pudiera ser Util para impartir terapia. Las dosis absorbidas y extrapoladas a humanos
se muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Actividad acumulada (4, Bq h/Bq)y dosis absorbidas (D, uGy/Bq) para el sistema DOTA-rHDL
con diferentes radionuclidos

~ . ly
A del A del Valor S Dosis Dosis L
. . modelo X extrapolada diferencia
Sistema Ajuste REC Modelo RFC  OLINDA/EXM absorbida a humanos entre las
MBg-s/MB mGy/MBq-s mGy/MB
(Bq-h/Bq) (MBg-s/MBq)  (mGy/MBg-s)  (mGy/MBq) (mGy/MBq) dosis
Higado
No ponderado 21.202 76327.9 3.99E-01 1.71E-04
7Ga-DOTA-tHDL ' _F 5.23E-06 5
Ponderado 20.241 72869.1 3.81E-01 1.63E-04
No ponderado 1.665 5994.9 4.51E-01 1.93E-04
65Ga-DOTA-tHDL ' _F 7.52E-05 8
Ponderado 1.804 6494.3 4.88E-01 2.09E-04
No ponderado 6.151 22144.4 2.88E-01 1.23E-04
64Cu-DOTA-rHDL p 1.30E-05 1
Ponderado 6.108 21989.3 2.86E-01 1.23E-04
No ponderado 18.828 67779.7 6.26E-01 2.68E-04
11n-DOTA-rHDL 0P 9.24E-06 3
Ponderado 18.231 65631.1 6.06E-01 2.60E-04
$97r-DOTA-rHDL No ponderado 21.236 76451.2 2.37E-05 1.81E+00 7.77E-04 5
Ponderado 20.270 72971.0 1.73E+00 7.41E-04
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Bazo

Ga.DOTArHDL O Ponderado 0.673 2421.7 4.21E-05 1.02E-01 4.37E-05 .
a ! Ponderado 0.720 2590.3 1.09E-01 4.67E-05
68Ga-DOTA-rHDL No ponderado 0.189 679.6 7 00E-04 4.76E-01 2.04E-04 30
a ! Ponderado 0.272 977.7 : 6.84E-01 2.93E-04
6cu-DOTA.rHDL N Ponderado 0.332 1194.2 1.22E-04 1.46E-01 6.24E-05 20
Ponderado 0.413 1486.9 1.81E-01 7.77E-05
1yn.DOTAfHDL O POnderado 0.624 22473 6.35E-05 1.43E-01 6.12E-05 .
Ponderado 0.672 2417.4 1.54E-01 6.58E-05
897r-DOTA-rHDL No ponderado 0.673 2424.2 1.65E-04 4.00E-01 1.71E-04 7
Ponderado 0.720 2592.8 4.28E-01 1.83E-04
Rinones
No ponderado 22.991 82768.6 2.51E-05 2.08E+00 8.90E-04
67, - - :
Ga-DOTA-THDL  erado 22.987 82751.5 2.08E+00  8.90E-04 0
68Ga-DOTA-rHDL No ponderado 1.250 4498.4 4.26E-04 1.92E+00 8.21E-04 0
Ponderado 1.249 4495.7 1.92E+00 8.21E-04
64Cu-DOTA-rHDL No ponderado 7.474 26906.8 7 40E-05 1.99E+00 8.53E-04 0
Ponderado 7.474 26905.2 1.99E+00 8.53E-04
11n-DOTA-rHDL No ponderado 21.075 75869.7 3.71E-05 2.81E+00 1.21E-03 0
Ponderado 21.071 75856.9 2.81E+00 1.21E-03
No ponderado 23.018 82865.6 8.01E+00 3.43E-03
89Zr-DOTA-rHDL 9.67E-05 0
Ponderado 23.013 82848.4 8.01E+00 3.43E-03
Pulmones
No ponderado 0.804 2893.9 2.03E-02 8.69E-06
67Ga-DOTA-rHDL 7.01E-06 10
Ponderado 0.720 2591.9 1.82E-02 7.79E-06
65Ga-DOTA-rHDL No ponderado 0.098 352.1 1.26E-04 4.44E-02 1.90E-05 58
Ponderado 0.041 146.5 1.85E-02 7.91E-06
scu.DOTA DL VO POnderado  0.239 860.6 3 15E-05 1.856-02  7.93E-06 »
Ponderado 0.169 609.2 1.31E-02 5.61E-06
No ponderado 0.716 2576.7 2.46E-02 1.05E-05
111|n- - -
I-DOTA-HHDL  ponderado 0.634 22819 9>°E06  HigE02  934k-06 1
897r-DOTA-rHDL No ponderado 0.805 2898.4 2 .48E-05 7.19E-02 3.08E-05 10
Ponderado 0.721 2596.4 6.44E-02 2.76E-05
Corazon
67Ga-DOTA-rHDL No ponderado 0.427 1538.3 2.30E-05 3.54E-02 1.52E-05 16
Ponderado 0.508 1829.0 4.21E-02 1.80E-05
No ponderado 0.105 376.4 4.05E-04 1.52E-01 6.53E-05
68, - - .
Ga-DOTA-tHDL —  erado 0.167 600.7 2.43E-01 1.04E-04 37
No ponderado 0.183 657.7 4.54E-02 1.94E-05
64Cu-DOTA-rHDL 6.90E-05 29
Ponderado 0.257 923.6 6.37E-02 2.73E-05
No ponderado 0.387 1392.6 4.43E-02 1.90E-05
111yn-DOTA-rHDL 3.18E-05 17
Ponderado 0.467 1679.7 5.34E-02 2.29E-05
No ponderado 0.428 1540.4 1.32E-01 5.64E-05
89Zr-DOTA-rHDL 8.55E-05 16
Ponderado 0.509 1831.2 1.57E-01 6.71E-05
Intestino
No ponderado 0.993 3574.8 3.34E-06 2.98E-02 1.28E-05
67G3- - :
Ga-DOTA-HDL , terado 0.846 3044.3 2.54E-02 1.09E-05 5
6Ga-DOTArHDL VO Ponderado 0.285 1025.4 1.47E-04 1.51E-01 6.46E-05 14
Ponderado 0.246 886.6 1.30E-01 5.59E-05
64Cu-DOTA-rHDL No ponderado 0.546 1965.5 2.53E-05 4.97E-02 2.13E-05 10
Ponderado 0.490 1763.3 4.46E-02 1.91E-05
111n-DOTA-rHDL No ponderado 0.950 3421.0 1.06E-05 3.63E-02 1.55E-05 14
Ponderado 0.815 2934.6 3.11E-02 1.33E-05
No ponderado 0.994 3576.8 2.79E-05 9.98E-02 4.28E-05
897r- _ .
Zr-DOTA-tHDL - ferado 0.846 3045.7 8.50E-02 3.64E-05 15




Hueso

7Ga.00TArpL VO PONderado 1.456 5242.8 0.46E-06 4.96E-02 2.13E-05 10
a ol Ponderado 1.623 5843.7 5.53E-02 2.37E-05
No ponderado 0.042 151.5 3.56E-05 5.39E-03 2.31E-06
68, - - :
Ga-DOTA-THDL 0 Jerado 0.132 473.5 1.69E-02 7.22E-06 68
sicuDOTArHDL NO Ponderado 0.270 972.6 1.13E-05 1.10E-02 4.71E-06 2
Ponderado 0.381 1372.5 1.55€-02 6.65E-06
mDOTArHDL VO Ponderado 1.257 45256 7 51E.06 3.40E-02 1.46E-05 M
Ponderado 1.414 5092.1 3.82E-02 1.64E-05
w2r-DOTADL O POnderado 1.459 5253.2 L OLE-05 5.31E-02 2.27E-05 0
Ponderado 1.626 5854.6 5.91E-02 2.53E-05
Pdncreas
67Ga-DOTA-rHDL No ponderado 0.360 1294.6 7.42E-05 9.61E-02 4.12E-05 50
Ponderado 0.179 643.6 4.78E-02 2.05E-05
No ponderado 0.182 656.1 8.60E-01 3.68E-04
68Ga-DOTA-rHDL p 1.31E-03 82
Ponderado 0.032 114.8 1.50E-01 6.45E-05
No ponderado 0.257 926.3 2.11E-01 9.05E-05
64Cu-DOTA-rHDL p 2.28E-04 68
Ponderado 0.083 297.3 6.78E-02 2.91E-05
No ponderado 0.348 1253.7 1 01E-04 1.27€-01 5 43E-05
111|n- - :
I-DOTA-HDL — ponderado 0.169 607.0 6.136-02  2.63E-05 >2
No ponderado 0.360 1295.1 3.46E-01 1.48E-04
897r-DOTA-rHDL p 2.67€-04 50
Ponderado 0.179 644.0 1.72E-01 7.37E-05

Estos calculos de las dosis internas son una aproximacidony no una evaluacion exacta de la
posible dosimetria en humanos. La premisa asumida de distribucion uniforme de la radiactividad
en todo el érgano no se cumple para todos los érganos evaluados. El rifidn, por ejemplo, uno de
los principales érganos de captaciéon de la rHDL, y el principal érgano de acumulacién del sistema
Y77Lu-DOTA-rHDL (figura 4) tiene subestructuras que captan de modo diferente los RF (104). Tanto
los electrones Auger que emiten el 6’Gay el 111In, como la radiacién de frenado generada por la
interaccion de las particulas B~ del *’7 Lu (24), pueden depositar su energia sobre dimensiones
subcelulares y producir distribuciones de dosis no uniformes (104,105). Algunos organos se
sobrelapan como rifidn derecho-higado, bazo-rindn izquierdo. En el caso de los radiondclidos que
se utilizan en terapia la distribucién de actividad depende del recorrido en el tejido. A mayor
recorrido mayor radiacién cruzada y mayor distribucidon no uniforme de la dosis. Estos aspectos,
como ya se menciond, no se tuvieron en cuenta. No obstante, a favor de los datos obtenidos esta
el hecho de que OLINDA/EXM es un software aceptado por la comunidad dosimétrica y la FDA
(67), por lo que pueden emplearse con confianza para estimar la actividad maxima a inyectar sin

sobrepasar los limites de dosis establecidos para los diferentes érganos.

73



74

El calculo de las dosis que recibirian los érganos evaluados en un estudio habitual de
diagnodstico o en un tratamiento terapéutico se muestra en las tablas 15 y 16. En el primer caso
(tabla 15) se utilizd como referencia la administracién de una actividad de 25 mCi (925 MBqg) y en
el segundo (tabla 16), se utilizé6 como referencia la administracion de una actividad de 150 mCi
(5 500 MBg). Como se aprecia en ambas tablas, en ningln érgano se sobrepasa la dosis maxima
tolerada (MTD) para cada drgano, lo que muestra la seguridad, desde el punto de vista
radiolégico, de nanosistemas terandsticos a base de rHDL con estos radionuclidos, tanto si el
radiondclido se inserta en el nicleo, como si se inserta en la superficie.

Tabla 15. Dosis (mGy) que recibirian los érganos evaluados en un estudio diagndstico en el que se
administren 925 MBq de rHDL/**"Tc, *°™Tc-HYNIC-rHDL 0 *X-DOTA-rHDL

rHDL(*X) “X-HYNIC-rHDL AX-DOTA-rHDL MDT

99mT e 99mT ¢ 67Ga 68Ga 64Cu 11, 897 (mGy)

Organo

Corazén  3.68E-04 5.50E-04 1.67E-02 9.64E-02 2.53E-02 2.12E-02 6.21E-02 26000
Higado  1.50E-02 1.35E-02 1.58E-01 1.94E-01 1.14E-01 2.48E-01 7.18E-01 30000

Pulmones 8.16E-04 3.58E-04 8.04E-03 1.76E-02 7.34E-03 9.76E-03  2.85E-02 20000
Bazo 2.15E-03 4.71E-03 4.32E-02 2.71E-01 7.19E-02 6.09E-02 1.70E-01 24000

Rifiones  1.67E-03 7.98E-03 8.24E-01 7.60E-01 7.89E-01 1.12E+00 3.18E+00 15000

Intestino  1.73E-04 1.93E-04 1.18E-02 5.98E-02 1.97E-02 1.44E-02 3.96E-02 40000

Pancreas 6.02E-04 8.07E-04 3.81E-02 3.41E-01 8.37E-02 5.02E-02 1.37E-01 10000
Hueso 1.45E-04 1.16E-04 2.19E-02 6.68E-03  6.15E-03  1.52E-02  2.34E-02

MDT: Maxima dosis tolerada

Tabla 16. Dosis (mGy) que recibirian los drganos evaluados en un estudio terapéutico con 150 mCi

(5500MBgq) rHDL/AX
) rHDL("X) MDT
OrganO 177Lu 188Re 186Re 153Sm 90Y 166Ho 223Ac (mGy)

Corazén 1.27E-01 1.16E-01 1.73e-01 8.02E-02 3.57E-01 1.37E-01 3.58E+01 26000
Higado 8.99E+00 5.01E+00  1.14E+01 4.87E+00 2.22E+01 6.97E+00 2.53E+03 30000
Pulmones  1.22E-01 2.61E-01 2.10E-01 1.31E-01 5.07E-01  2.75E-01 2.95E+01 20000
Bazo 1.32E-01 5.10E-01 2.87E-01 2.21E-01 7.53E-01 5.06E-01 2.59E+01 24000
Rifiones 5.13E-01 5.26E-01 1.17E+00 3.51E-01 1.48E+00 6.15E-01 1.43E+02 15000
Intestino  1.49E-02 5.64E-02 3.26E-02 2.48E-02 8.62E-02 5.71E-02 2.95E+00 40000
Pancreas  3.56E-01 2.52E-01 4.70E-01 2.05E-01 9.16E-01 3.21E-01 1.03E+02 10000
Hueso 4.53E-02 1.61E-02 3.38E-02  2.85E-02 4.83E-02 2.29E-02 6.83E+01

MDT: Maxima dosis tolerada



6. Conclusionesy recomendaciones

6.1. Conclusiones

Al comparar la biodistribucion en ratones sanos del sistema rHDL/?*™Tc-HYNIC-DA, previamente
publicada, con la biodistribucion de la rHDL cuya superficie se ha modificado con los derivados
HYNIC-S-(CH2)3-S-Colesterol y DOTA-NCS-NH-(CH2)2-NH-Colesterol, se demuestra que, aunque las
NP mantienen el reconocimiento especifico por los receptores SR-B1, al captarse en los mismos
6rganos que expresan este receptor, la modificacion superficial influye en los porcentajes de
acumulacién en los diferentes érganos. Mientras que las particulas de rHDL/?°™Tc-HYNIC-DA se
acumulan principalmente en higado, pulmén y bazo las de °°™Tc-HYNIC-rHDL se acumulan
preferentemente en higado, rifiones y bazo en tanto que las de 177Lu-DOTA-rHDLse acumulan

principalmente en rifiones, higadoy huesos.

Los modelos biocinéticos en los principales érganos de captacion de los nanosistemas 2°™Tc-
HYNIC-rHDL, 77Lu-DOTA-rHDL y rHDL/?°™Tc-HYNIC-DA en ratones sanos, confirman que los
cambios en la superficie de la rHDL tienen una influencia mayor en la farmacocinética que en la
biodistribucién, pues los tiempos de absorcién, acumulacién y aclaramiento varian de manera
apreciable al variar la composicién de la superficie. El nanosistema 2°™Tc-rHDL muestra una fase
de absorcién en higado, musculo y hueso que no se observa en rHDL/?°™Tc, el cual muestra una

fase de absorcidn en intestino no observada en ?°™Tc-rHDL.

La rHDL/?°™Tc muestra su mayor T1/2¢f en higado (2 T1/2), y el sistema 2°™Tc-rHDL en rifiones
(2 T1/27); en el resto de los érganos el T12¢f de ambos nanosistemas es menor. El sistema 177Lu-
rHDL muestra también T1.2¢ relativamente rdpidos, de acuerdo con su T1/2f(159.6 h). Estos T1/2¢f
son menores a un T1/2fen casi todos los érganos excepto rifién en higado donde son mayores a

un T1/2%.

Los sistemas terandsticos con radionuclidos a base de rHDLson seguros desde el punto de vista
radioldgico. Utilizando como modelo el sistema DOTA-rHDL para los radiontclidos de diagndstico
y el sistema rHDL/AX y para los radiontclidos terapéuticos se demostrd que al administrar 25 mCi
(925 MBq) de rHDL marcada con un radionuclido para diagndstico acarreado en la superficie, o
150 mCi (5 500 MBq) de rHDL marcada con un radionuclido para terapia acarreado en el nucleo,

en ningun caso se sobrepasan las dosis maximas toleradas para los érganos evaluados
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6.2. Recomendaciones

Los calculos de dosis internas inducidas por los radiofdrmacos no son estaticos, varian a medida
que se acumulan nuevas evidencias y se perfeccionan los datos de entrada. En este caso, el
siguiente paso es realizar la biodistribucidon de estos sistemas modificados superficialmente en
ratones con tumores inducidos, compararla con la efectuada con el sistema rHDL/?°™Tc, y evaluar

nuevamente las dosis en los tejidos sanos, asi como la relacién dosis tumor/dosis tejido sano.
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