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1. RESUMEN

Los liposomas son sistemas supramoleculares autoensamblables nanoparticulados, formados
por una o varias capas fosfolipidicas encerrando un volumen acuoso. Dependiendo del tamafio
de estos, se pueden dirigir selectivamente a compartimientos determinados del organismo,
como ser una formacién tumoral. En base a esta propiedad, la presente propuesta de trabajo
involucré la 1+D de estrategias de formulacidon y marcacién de liposémas con el radionucleido
99mTc y su evaluacién primaria in vivo como potenciales radiofdarmacos de diagndstico

oncoldgico.

En el presente trabajo nos planteamos llevar a cabo una sintesis asistida por microondas de un
derivado lipidico esterilamida adecuadamente unido al ligando bifuncional HYNIC, lo cual nos
permitiria tanto la formacién del sistema liposomal como posteriormente una marcacion

estable con el radionucleido *™Tc.

Los derivados del azaheterociclo HYNIC son ampliamente utilizados como agentes

#™Tc. Dado que el grupo hidrazino libre de

bifuncionales en la sintesis de radiofarmacos con
HYNIC es altamente nucleofilico y presenta una alta susceptibilidad a dar reacciones de
oxidacion por accidn de la luz, es necesario prevenir la descomposicion o degradacion del
conjugado mediante una adecuada proteccion de este grupo. En este sentido, la utilizacién de
los grupos protectores hidrazona vy trifluoroacetilo (TFA) tienen como ventaja que su formacion
puede darse eficientemente en un medio anhidro y posteriormente durante el proceso de
radiomarcado en medio acuoso se lleva a cabo la desproteccién y formacién del complejo con

™ ¢ via hidrazino libre en un solo paso.

A partir del derivado estearilamida-HYNIC-hidrazona se obtuvieron dos formulaciones
liposomales presentando ambas tamafio nanométrico. Las marcaciones con **"Tc presentaron
una pureza radioquimica superior al 90%, siendo estables in vitro por al menos 24 h post
marcado. Se hicieron estudios in vivo de biodistribucién en ratones normales y portadores de
melanoma, los cuales mostraron estabilidad del radiomarcado in vivo y acumulacién tumoral.
Con respecto a este Ultimo punto, se pudo evidenciar mediante imagenes centellograficas en
ratones portadores de melanoma inducido una adecuada acumulacion tumoral para ambas

99m-|-

formulaciones liposomales marcadas con C.

Asi, estas nanoestructuras presentan un alto potencial como agente de diagndstico de
procesos tumorales por métodos no invasivos, siendo los datos obtenidos muy alentadores

para continuar con esta linea de investigacion.



2. OBJETIVO

El objetivo de éste trabajo es evaluar distintas estrategias de formulacidon y marcacién
de sistemas liposomales con *™Tc cémo potenciales radiofdrmacos para diagndstico

oncoldgico.



3. INTRODUCCION

La palabra "nanotecnologia" es usada extensivamente para definir las ciencias vy

técnicas que se aplican a un nivel de nanoescala, esto es una medida extremadamente

pequefia "nano" que permite trabajar y manipular las estructuras moleculares y sus

atomos. El desarrollo de esta disciplina se produce a partir de las propuestas de

Richard Feynman (1). A continuacion se describe una breve cronologia acerca de la

historia de la nanotecnologia:
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Von Neuman estudia la posibilidad de crear sistemas que se auto-reproducen

como una forma de reducir costes.

Richard Feynmann habla por primera vez en una conferencia sobre el futuro
de la investigacién cientifica: "A mi modo de ver, los principios de la Fisica no
se pronuncian en contra de la posibilidad de maniobrar las cosas atomo por

atomo".

Se realiza la pelicula "Viaje alucinante" que cuenta la travesia de unos
cientificos a través del cuerpo humano. Los cientificos reducen su tamario al
de una particula y se introducen en el interior del cuerpo de un investigador
para combatir el tumor que le esta afectando. Por primera vez en la historia,
se considera esto como una verdadera posibilidad cientifica. La pelicula es un

gran éxito.

Se descubren los buckminsterfullerenes

Se realiza la pelicula "Carifio he encogido a los nifios", una pelicula que
cuenta la historia de un cientifico que inventa una maquina que puede

reducir el tamarfio de las cosas utilizando laser.

Sir Harry Kroto gana el Premio Nobel por haber descubierto fullerenes



Se fabrica la guitarra mas pequefia el mundo. Tiene el tamafo

1997

aproximadamente de una célula roja de sangre.

Se logra convertir a un nanotubo de carbdn en un nano lapiz que se puede
1998

utilizar para escribir

James Gimzewski entra en el libro de récords Guinness por haber inventado
2001

la calculadora mas pequena del mundo

www.euroresidentes.com/futuro/nanotecnologia/diccionario/nanomedicina.htm

Dentro de la Nanotecnologia, una de las areas de mayor desarrollo ha sido la nanomedicina,
esta es una de las vertientes mas prometedoras dentro de los potenciales nuevos avances
tecnoldgicos en la medicina. Podriamos aventurar una definicidon ubicandola como rama de la
nanotecnologia que daria la posibilidad de tratar enfermedades desde el interior del cuerpo a

nivel celular o molecular.

Se considera que determinados campos pueden ser objeto de una legitima revolucién,
especialmente en: la monitorizacion (imdagenes), reparacion de tejidos, el control de la
evolucidn de las enfermedades, defensa y mejora de los sistemas biolégicos humanos; ya sea
en el diagndstico, tratamiento y prevencion, alivio del dolor, administracién de farmacos a las
células, etc. Todos ellos constituirian nuevos avances tecnolégicos en la medicina que la

posicionarian en una nueva era cientifica (2).

En la actualidad, esta area presenta un gran desarrollo en aplicaciones biomédicas,
especialmente en tecnologia farmacéutica como sistemas de liberacion controlada de
farmacos. Estos sistemas se caracterizan en cuanto a sus propiedades de vectorizar farmacos,
péptidos, genes y radionucleidos dirigidos a células o tejidos especificos. El tamafio
nanométrico de estos sistemas les posibilita atravesar las barreras bioldgicas, aumentando la
tolerancia, captura y transporte tisular, tornandolos eficientes para la liberacion de farmacos
hacia sitios especificos como higado, cerebro y pulmones. En particular, se han descrito
aplicaciones para el trasporte de radionucleidos en forma selectiva a determinados sitios del
organismo de manera de poder realizar diagndstico a través de imagenes centellograficas o
radioterapia dirigida debido a las altas actividades especificas que se podrian lograr en estos

sistemas (3).



3.1 CANCER

El cdncer se caracteriza por presentar un crecimiento tisular producido por la proliferacion
continua de células anormales con capacidad de invasién y destruccidon de otros tejidos. El
cancer, que puede originarse a partir de cualquier tipo de célula en cualquier tejido corporal,
no es una enfermedad Unica sino un conjunto de enfermedades que se clasifican en funcion
del tejido y célula de origen. Existen varios cientos de formas distintas, siendo tres los

principales subtipos:

e Los sarcomas, estos proceden del tejido conectivo como huesos, cartilagos, nervios,
vasos sanguineos, musculos y tejido adiposo.

¢ Los carcinomas, los que proceden de tejidos epiteliales como la piel o los epitelios que
tapizan las cavidades y érganos corporales, y de los tejidos glandulares de la mama y
prostata. Los carcinomas incluyen algunos de los canceres mas frecuentes. Los carcinomas
de estructura similar a la piel se denominan carcinomas de células escamosas. Los que
tienen una estructura glandular se denominan adenocarcinomas.

e Las leucemias y los linfomas, que incluyen los canceres de los tejidos formadores de las
células sanguineas. Producen inflamacién de los ganglios linfaticos, invasion del bazo y

médula ésea, y sobreproduccion de células blancas inmaduras.

Los tumores pueden ser clasificados como benignos o malignos, a los primeros no se los
considera como cancerigenos dado que las células no tienen la capacidad de invasién y
destruccién de otros drganos. En los segundos, sus células si poseen la capacidad de invasion
de los tejidos circundantes y de esta forma tienen la capacidad de diseminarse en otros

6rganos del cuerpo, formando de esta forma los tumores secundarios (metdstasis) (4).
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Esquema 1. Pasos limitantes en la progresion tumoral. (Darren W.Davis, Roy S. Herbst, James L.

Abbruzzese. (2007). Antiangiogenic Cancer Terapy,CRC Press. 1: 4-6.).



El cancer lo constituye todo tumor maligno que se caracteriza por una multiplicacién anormal y
desordenada de células, las cuales tienen la caracteristica de invadir los tejidos adyacentes
(metastasis). El principal atributo de los tumores malignos es su capacidad de diseminacion
fuera del lugar de origen. La invasion de los tejidos vecinos puede producirse por extensién o
infiltracién, o a distancia, produciendo crecimientos secundarios conocidos como metastasis.
La localizacion y via de propagacion de las metastasis varian en funcion del tumor primario.
Cuanto mas agresivo y maligno es un tumor, menos recuerda a la estructura del tejido del que
procede, pero la tasa de crecimiento tumoral depende no sélo del tipo celular y grado de
diferenciacidn, sino también de factores dependientes del huésped. Una caracteristica de
malignidad es la heterogeneidad celular del tumor. Debido a las alteraciones en la

proliferacién celular, las células cancerosas son mas susceptibles a las mutaciones.

Ademas, es considerado como una afeccién causada por mutaciones en el ADN, que las células
no son capaces de reparar, provocando de esta forma alteraciones en su funcionamiento
normal que provocaran cambios morfolégicos y una proliferacion celular descontrolada. Esto
estimula la transformacion de las células normales en anormales, denominadas comUnmente

como, “células tumorales malignas”.

Dichas células tumorales posteriormente experimentan cambios progresivos en su fenotipo y

atravesaran por tres etapas distintas:

I) La primera etapa, se caracteriza por un aumento de la tasa de proliferacién celular y un

descenso en la tasa de apoptosis, causando de esta forma un aumento de la masa tumoral.

II) En la segunda etapa, ocurre una invasién del tejido que rodea dicha masa tumoral y
acontece el proceso conocido con el nombre de “angiogénesis”, este proceso es clave para el
posterior crecimiento del cancer. Para que un tumor pueda seguir desarrolldndose hacia un
fenotipo maligno y mortal es necesario el reclutamiento y el mantenimiento de su propio
suministro sanguineo para asi lograr evadir la inanicién y superar la falta de distribucién de
oxigeno y nutrientes, proceso conocido como “angiogénesis tumoral” (5,6). La angiogénesis

conducira a la siguiente etapa.

Ill) La tercera etapa consiste en la neo-vascularizacion del tumor, provocando su crecimiento
rapido y promoviendo la formacién de metastasis. Las metdstasis son una migracién anormal
de las células tumorales desde el sitio tumoral primario, via sanguinea o linfatica, hacia los

organos distales con la consecuente formacion de los tumores secundarios (7). Este ultimo



proceso, por lo general, causa la muerte del enfermo por medio de la disrupcion de la funciéon

de los drganos vitales o sistemas.

3.1.1. Angiogenésis tumoral

La generacion de nuevos capilares desde vasos sanguineos preexistentes es llamado
angiogénesis. El proceso de angiogénesis toma lugar durante la embriogénesis y en el adulto,

por ejemplo, en el sistema reproductivo de la mujer y en repetidas lastimaduras.

Adicionalmente, la angiogénesis ocurre en condiciones patoldgicas como cdncer, degeneracion
de la mdcula, psoriasis y artritis reumatoidea. La angiogénesis y la progresién del tumor estdn
estrechamente vinculadas. Las células tumorales dependen de la angiogénesis porque su
crecimiento y expansidn requiere oxigeno y nutrientes, los cuales pueden estar disponibles a

través de la vasculatura angiogénica.

Estudios del desarrollo tumoral han mostrado que una alteraciéon en la llegada de sangre
puede notoriamente afectar el crecimiento de tumor y la formacién de metastasis. Asi, una
disminucién en la perfusion de sangre resulta en una regresion del tumor. Diferentes células y

factores estimulantes juegan su papel en la angiogénesis.

Algunas de las células involucradas son: las células endoteliales, linfocitos, macréfagos vy
mastocitos. Los dos factores preangiogénicos con mayor nivel son: el de crecimiento vascular
(VEGF) y el de crecimiento de fibroblastos (EGF). Ambos, células y factores juegan diferentes
roles durante la angiogénesis del tumor (8). El proceso consta de dos fases: activacién y

formacién. Durante la fase de activacidn, los factores de crecimiento son producidos.

Cuando condiciones como la hipoxia estan presentes en el tejido tumoral, las células
comienzan a producir el factor de hipoxia inducible (HIF-1) el cual induce angiogénesis. En una
primera etapa, la membrana basal de vasos preexistentes es degradada por proteasas (Figura

1),

10
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Figura 1- Efecto de estimulos quimicos pro inflamatorio en la barrera epitelial.

(a) Una variedad de estimulos pude iniciar la liberacion de citoquinas pro- inflamatorias (ej, TNFa e IFNy)
de los macréfagos y otras células. La predisposicion genética puede amplificar estas respuestas. (b) La
liberacién de citoquinas pro inflamatorias actlan abriendo las uniones estrechas (UE), permitiendo la
entrada adicional de mas factores estimulantes, en consecuencia, atrayendo mas células asociadas a la
inflamacion. (c) La inflamacién crénica provoca la ruptura de la membrana basal, la pérdida de funcion

de las UE y desorganizacion de la caracteristica de tejido epitelial con un estado pre neoplasico.

Luego de la disrupcién de la membrana, las células endoteliales que cubren la pared interna
del vaso sanguineo son habilitadas a migrar desde el vaso preexistente hacia la zona
angiogénica proliferante. Durante la fase de formacién, las células endoteliales, luego de la
migracion, son estructuradas en tubos para formar estructuras similares a los capilares, las

cuales maduran a formas funcionales y luego la afluencia de sangre es iniciada (Figura 2).

11
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Figura 2- El “cambio angiogénico”. El cambio angiogénico es un paso discreto en el desarrollo tumoral
que puede ocurrir en diferentes etapas de la via de progresion tumoral, en funcidn de la naturaleza del
tumor y su microambiente. La mayoria de los tumores comienzan a crecer como nddulos (durmientes)
avasculares (A) hasta que llegan a un nivel de equilibrio entre células proliferantes y apoptéticas. La
iniciacién de la angiogénesis, o del “cambio angiogénico”, tiene que ocurrir para garantizar el
crecimiento exponencial del tumor. El cambio comienza con el destacamento perivascular y la dilatacion
de los vasos (B), seguido de la brotacion angiogénica (C), la formacidon y maduracion de nuevos vasos
sanguineos, y el reclutamiento de células perivasculares (D). La formacién de vasos sanguineos
continuara mientras el tumor crezca, y los vasos sanguineos alimenten especificamente las areas
hipdxicas y necrdticas del tumor para proporcionarle los nutrientes y oxigeno esenciales.(Bergers G and

Benjamin LE .(2003) Tumorigenesis and the angiogenic switch. Nature Rev Cancer 3: 401-409).
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3.1.2. Nanotecnologia y cancer

La nanotecnologia tiene gran potencial de investigacidon en cancer, pudiendo mejorar estudios

moleculares con imagenes, la deteccion temprana, prevencion y tratamiento.

El uso de dichas herramientas permitird que investigadores puedan estudiar y alterar los
multiples sistemas que fallan en el proceso del cdncer e identificar “puntos clave de
obstruccion” bioquimicos y genéticos hacia los cuales se puedan dirigir con mayor eficacia

nuevas terapias moleculares.

En el estudio molecular con imagenes y deteccién temprana, la nanotecnologia puede tener un
impacto al cambiar el paradigma de como los investigadores clinicos detectaran el cancer en
sus primeros estadios. La nanotecnologia se estd usando para detectar biomarcadores, lo cual
puede ayudar a investigadores en el estudio molecular con imagenes de lesiones malignas y
permitir a los médicos ver células y moléculas que no son detectables por métodos
convencionales de estudios de imagenes. Ademas, el desarrollo de nanoparticulas
fotoluminiscentes podrian ayudar a oncélogos a distinguir entre células cancerosas y normales

(14,15).

En prevencidn y control los avances impulsados por iniciativas del INC (Instituto Nacional del
Cancer) en protedmica y bioinformatica facilitaran que investigadores identifiquen marcadores
de susceptibilidad de cancer y lesiones precancerosas. Por otra parte, la nanotecnologia podria
ser aplicada para crear dispositivos capaces de sefialar cuando dichos marcadores aparecen en
el organismo y administrar substancias para invertir cambios pre- malignos o destruir aquellas

células que podrian convertirse en cancerigenas (16).

En el area terapéutica, debido a su capacidad multifuncional, las nanoestructuras pueden ser
dirigidos selectivamente y contener altas concentraciones de farmacos lo que posibilita
concentraciones terapéuticas adecuadas en las formaciones tumorales.

Es posible que la nanoterapia “inteligente” pueda proveer a los investigadores clinicos la
habilidad para calcular cuanto tiempo toma la liberacion de un farmaco anti tumoral,
administrar multiples farmacos en secuencia a intervalos regulados o a distintas aéreas del

organismo (9).

13



3.1.3. Angiogénesis como “blanco de los liposomas”

Las estrategias de dianas o blancos dirigidas con nanoparticulas comprenden Unicas vy
peculiares propiedades de los tumores. Dos de dichas propiedades son la vasculatura
aberrante y el ambiente metabdlico propio producido por un suplemento insuficiente de
sangre debido a dicha vasculatura. La neovasculatura es un promisorio sitio blanco de
nanoparticulas. Una vez que el tumor alcanza un tamafio de 1 cm® necesita de vasculatura para
tener un aporte de oxigeno y remover los productos para su supervivencia. Los tumores
solidos tipicamente crecen a un paso tan rapido que la funcion de la vasculatura comienza a
fallar al tratar de mantener los requerimientos metabdlicos locales. Esta situacidn, sumada a la
presion reducida de oxigeno y bajo pH da como resultado una pérdida en el clearence de
acidos, lo cual estd asociado a los centros necrosados de los tumores grandes. Estudios han
mostrado que las células tumorales logran adaptarse satisfactoriamente a crecer en estas
condiciones, proveyendo de ésta manera caracteristicas Unicas que deben ser explotadas para

alcanzar los tumores.

Frecuentemente, las células tumorales constan con una mayor glicélisis que un metabolismo
oxidativo para la produccion de energia. Este hecho es consistente con la reducida presion de
oxigeno o la pobre perfusién en los tumores. Estas condiciones podrian resultar en la
formacién de 4cido glicélico y productos que no estan siendo efectivamente drenados por el
pobre torrente sanguineo a través de los capilares de la vasculatura tumoral. En consecuencia,
afortunadamente, los tumores tienen vasos sanguineos mas débiles que los vasos normales.
De ahi que un mecanismo favorecido para alcanzar los tumores es tomar la ventaja de la
natural debilidad de los vasos sanguineos tumorales para ciertas nanoparticulas como ser los
liposomas. Este sistema de transporte alcanza la localizacién simplemente por acumulacion
pasiva (17) (Figura 3).

Vascular disrupting agents
elicit a tumor cell death cascade due to prolonged ischemia

Tumor Damage to Vessel occlusion
neovasculature established vessel and tumor necrosis

Figura 3. Etapas del crecimiento tumoral
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3.2. LIPOSOMAS

3.2.1. Propiedades de los liposomas

Los liposomas son estructuras supramoleculares autoensamblables formados por bloques
anfipaticos, los fosfolipidos. La bicapa fosfolipidica crea una estructura que encierra uno o
varios espacios acuosos capaces de incorporar moléculas hidrofilicas o ligeramente
hidrofdbicas, tanto neutras como con caracter acido/base débil.

Los liposomas presentan varias ventajas sobre otros sistemas o tecnologias de liberacion
controlada de farmacos SLCF (estrategias dirigidas a controlar la distribucion temporal y/o
espacio-temporal de un farmaco en el cuerpo). Son sistemas que no estan en equilibrio
termodinamico, por lo que son capaces de resistir cambios en las condiciones del medio. Por
ejemplo no se desmantelan ante la dilucién, al menos dentro de un rango amplio de
concentraciones de lipidos, y se autoensamblan independientemente de la cantidad de
fosfolipidos presentes en el medio, sin necesitar una concentracion critica para su formacion.
Contrariamente, las micelas (otro tipo de SLCF) se hallan en equilibrio termodindamico por lo
que un pequefio cambio en las condiciones del medio causa importantes transformaciones en
estos sistemas.

Los liposomas también pueden funcionar como estructuras “gatillables”, cambiando sus
propiedades fisicas, como la permeabilidad de la bicapa, la fase de la membrana y/o la
integridad de la estructura, en respuesta a pequefios estimulos externos. Este es el caso de los
liposomas pH-sensibles que se agregan, desestabilizan y/o fusionan ante el descenso del pH, o

los liposomas catidnicos que cambian su estructura al interaccionar con los acidos nucleicos.

La estructura liposomal puede ser racionalmente disefiada con extrema versatilidad, por

ejemplo:

a) Seleccionando la naturaleza quimica de los lipidos componentes, empleando cadenas
aciclicas de fosfolipidos de distinto numero de atomos de C, las que a su vez pueden ser

lineales o ramificadas, saturadas o insaturadas y variando la carga y tamafio del grupo polar.

b) Controlando el nimero de lamelas (bicapas lipidicas) en las vesiculas.

c) Reduciendo y homogeneizando, cuando fuera necesario, el tamafio medio de la poblacién

vesicular.
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d) Anclando a la superficie liposomal diferentes moléculas de bajo peso molecular o
polimeros. La naturaleza quimica y la relacion de las mezclas lipidicas utilizadas para preparar
los liposomas determinaran la carga neta de la vesicula (a una fuerza idnica determinada), la
fluidez de la membrana y por lo tanto la exposicion de defectos hidrofdbicos en la superficie.
La lamelaridad y el tamafio de la poblacion liposomal obtenida dependeran de los métodos de

preparacion, que son en general, sencillos.

En resumen, los liposomas tienen un gran poder de solubilizacién y capacidad de incorporar
farmacos de distintas caracteristicas fisico-quimicas. Adicionalmente son no todxicos y en
general a diferencia de lo que ocurre con las micro o nano particulas poliméricas, los lipidos
gue componen los liposomas se degradan de manera segura sin generar sub-productos

toxicos.

Los liposomas pueden transportar diversas sustancias entre el exterior y el interior de la célula,
como medicamentos y cosméticos. Incluso se utilizan en biotecnologia y en algunos casos de

terapia genética para introducir genes de un organismo en otro diferente (3).

El desarrollo racional de liposomas es fundamental para poder desarrollar una forma
farmacéutica eficaz para el tratamiento a cual se vaya a dirigir. Ademas y con especial énfasis
el desarrollo de formulaciones liposomales como herramientas en el campo de la imagenologia

molecular a través de la obtencidn de nuevos potenciales radiofarmacos de diagndstico.

3.2.2. Liberacion controlada de farmacos

Para la mayoria de los farmacos de uso habitual existe un compromiso entre eficacia y efectos
téxicos. Enumeraremos a continuacion algunos de los factores que limitan el comportamiento

6ptimo de un farmaco:

a) Las bajas concentraciones sanguineas obtenidas luego de la administracion oral pueden
resultar en parte, de su dificultad para atravesar el epitelio intestinal. Una vez absorbidos, la
mayor parte de los farmacos se inactivan por accién de enzimas hepaticas. Este “efecto de
primer paso” implica que se deban administrar altas dosis para obtener niveles terapéuticos.

b) Los farmacos administrados por via endovenosa (e.v.) son de elevado costo, se aplican con
dificultad (no pueden ser auto-administrados) y son poco aceptados por los pacientes, sobre
todo para tratamientos crénicos.

Ambas rutas de administracion (oral y e.v.) generan niveles fluctuantes del farmaco en sangre,

y esto es potencialmente peligroso. Por ejemplo, muchos agentes terapéuticos desarrollados
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recientemente son extremadamente potentes y por lo tanto, debe controlarse
cuidadosamente sus dosis para prevenir toxicidades.

c¢) La ausencia de selectividad sobre blancos terapéuticos se evidencia en areas diversas como
la quimioterapia del cancer y la inmunologia; los farmacos citostaticos dafan tanto las células
malignas como aquellas células normales que se dividen rapidamente.

d) La desaparicidon prematura de los farmacos, ya sea porque son rapidamente capturados por
tejidos que no son sus blancos terapéuticos o porque son metabolizados y excretados, impide
gue ejerzan su accion.

Por otro lado, los recientes avances en la comprensidn de la estructura tridimensional de los
farmacos y la relaciéon estructura-actividad podrian contribuir a crear nuevas entidades
moleculares capaces de actuar sobre sus blancos de manera especifica, sin generar reacciones
adversas. Sin embargo, estos farmacos disefiados especificamente y testeados in vitro por lo
general fallan cuando son probados in vivo, lo que pone de manifiesto la importancia que tiene
el poder direccionar un farmaco desde su portal de entrada hasta su sitio de accién y controlar
las interacciones que median este proceso.

A partir de la incorporacidon en sistemas transportadores o vehiculos (como los liposomas,
dendrimeros, etc), han disminuido los efectos toxicos de los farmacos y al mismo tiempo

mejorado su actividad terapéutica (3,4).

3.2.3. Liposomas convencionales.

Los liposomas convencionales caracteristicamente estan compuestos de fosfolipidos (neutros
y/o con carga neta negativa) y/o colesterol. Pueden variar en tamafio, composicion lipidica,

carga superficial, nimero y fluidez de las bicapas fosfolipidicas.
De acuerdo a su tamafio y lamelaridad, a su vez los liposomas se clasifican en (Tabla 1):

a) Vesiculas multilamelares grandes (MLV), con un didmetro entre 500 nm y varios micrones;

con varias lamelas internas.
b) Vesiculas unilamelares grandes (LUV), con didmetros entre 100 y 400 nm.
c¢) Vesiculas unilamelares de tamafio intermedio (IUV), con didmetros del orden de los 100 nm

d) Vesiculas unilamelares pequefias (SUV), que poseen el minimo tamafio vesicular posible,
pudiendo presentar didmetros entre 12 nm (lecitina de soja pura en solucién salina) y 25 nm

(dipalmitoil fosfatidilcolina, DPPC).
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Tabla 1. Clasificacién de los liposomas

NiOmero de bicapas Diametro Propiedades

suv — Dehido a su elevado radio de curvatura,
(vesiculas una elevada proporcian de fosfolipidos
unilaminares s& halla en la monocapa externa

— Presentan una importante relacion
superficielipido
— Dado que el porcentaje de encapsulacian

O 25 bajo, no se recomienda para
moléculas hidrosolubles

de pequenas

dimensiones) 20-80 nm

Lnilaminares
(liposomas formados

por una tnica bicapaj LUY — Presentan una elevada capacidad
(vesiculas unilaminares de encapsulacian
de grandes dimensiones) — El elevado volumen del compartimiento
80 1 interno permite la encapsulacion de
la=] (7T moléculas hidrosolubles con eficacia
— Existen variantes de MLV, tales como:
) « REV (Reverse-phase
MLY ation Vesicles)
ivesiculas vaporation Vesicles)
Plurilaminares multilaminares) .
400 nm—

{lippsomas formados varios um « 8PLV (Stable Plurilamelar
por varias bicapas) Vesicles)

: « MWL pmultivesicular

Liposomes)

Los liposomas pueden ser administrados por distintas rutas y la via de entrada determinara su
destino in vivo. Cuando la via de administracion es la intravenosa (i.v.) los sucesos de mayor
importancia luego de la inyeccion de liposomas son: la dilucién que sufren en sangre y su
rapida eliminacion de circulacién por desestabilizacion mediada por proteinas plasmaticas y/o

por fagocitosis.

3.2.4. Liposomas de larga vida media en circulacion.

En situaciones donde la permeabilidad vascular se halla incrementada, los liposomas

convencionales son rapidamente capturados mayoritariamente por el higado y bazo.

Esta rapida y eficiente eliminacion de los liposomas en circulacién sanguinea ha dificultado su
aplicaciéon al tratamiento de una variedad de enfermedades donde existen otros tejidos
blancos distintos a los 6rganos ya mencionados. Sin embargo, desde principio de los afios 90 el
advenimiento de formulaciones liposomales que pueden circular durante mas tiempo en el

torrente sanguineo revivio el interés por los liposomas como SLCF. Los liposomas de larga vida
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media en circulacién tienen mayores posibilidades de extravasar hacia los tejidos donde la
permeabilidad de la pared vascular estad localmente aumentada. Como ya se menciong, las
regiones de aumento de permeabilidad capilar incluyen areas patolédgicas como los tumores
solidos y sitios de infeccidn e inflamacidn. En estos casos luego de extravasar, los liposomas se
acumulan en la vecindad de células blanco, que en su mayoria no son fagociticas. Alli los
liposomas pueden actuar como bombas de liberacién del farmaco encapsulado o bien ser
endocitados si son lo suficientemente pequefios; esta estrategia se conoce como “blanco

pasivo (o tarjeting, en inglés)”.

La forma mas sencilla de obtener liposomas de larga vida media en circulacién es unir
covalentemente un polimero hidrofilico como el polietilenglicol (PEG) o acidos polisialicos a la
superficie externa de los liposomas. Los liposomas cubiertos con PEG se denominan “stealth” o
“estéricamente estabilizados”. El primer término se refiere a su capacidad de evadir el Sistema
Reticulo Endotelial (SRE), el segundo al mecanismo de estabilizacién estérica responsable del

aumento de la vida media en sangre de estas particulas.

Datos experimentales indican que los liposomas cubiertos con PEG de larga vida media en
circulacién deben tener preferentemente un orden de tamaiios entre 70 a 200 nm y contener
de 3 a 7 % molar de metoxi-PEG 2000 (peso molecular del PEG) unido al fosfolipido diestearoil
fosfatidiletanolamina (DSPE) o dipalmitoil-etanolamina (DPPE)(18, 19,20,21). La incorporacién
de altas concentraciones de colesterol (por sobre 30%) a las membranas liposomales puede
aumentar la proteccidon superficial otorgada por el PEG, debido a un aumento de la fuerza en la
cohesidn de la bicapa y por lo tanto, una reduccidn en la formacién de fases separadas en las
lamelas (22). La vida media en circulacién de estas vesiculas es de 15 a 24 h en roedores y

hasta 45 h en humanos.

Hasta hoy, estas son las particulas de larga circulacion que han rendido resultados mas
alentadores. Ademas de los derivados lipidicos del PEG, se han desarrollado otros materiales
alternativos para prolongar el tiempo de circulaciéon de los liposomas, como por ejemplo
derivados fosfatidilgliceroles y fosfolipidicos de los polimeros anfifilicos polivinil pirrolidona,
polivinil alcohol, poli 2-metil-2-oxazolino, poli 2-etil-2-oxazolino poliacrilamida y N-(2-
hidroxilpropil) metacrilamida (24,25,26,27,28,30).También es posible recubrir liposomas con

derivados de la quitina, como carboximetilquitina y carboximetil /glicoquitina (23).
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La adsorcién de carboximetilquinina (peso molecular 101000) sobre la superficie de liposomas
neutros resultd en la estabilizacidén electrostatica de las vesiculas y también proporciono una
barrera efectiva frente a la adsorcion de proteinas del plasma (23), pero no se ha evaluado su

comportamiento in vivo.

3.2.5. Liposomas y nodulos linfaticos

Ademas de su rol protector en circulacion sanguinea, la estabilizacidon estérica también tiene
utilidad en la administracion por otras rutas, por ejemplo, cuando los liposomas son inyectados
via intramuscular (i.m.) o via subcutanea (s.c.) quedan en el sitio de inyeccién funcionando
como depdsitos de farmacos. Particulas menores de 100 nm drenan atravesando las paredes
delgadas y fenestradas de la microvasculatura linfatica hacia los nédulos linfaticos. Alli son
eliminados por los macrdfagos de los senos medulares y de la para corteza (30,31), aunque la
localizacién linfatica de las particulas depende del flujo en los vasos linfaticos y de la integridad
de los nédulos linfaticos (32).El drenaje de la mayoria del material particulado desde los sitios
intersticiales, generalmente toma tiempos largos debido a la floculaciéon en los sitios de
inyeccidon como asi también por las interacciones de la particula con la matriz extracelular. El
drenaje lento podria hacer a las particulas susceptibles a la fagocitosis en el sitio de inyeccién.
Para eliminar este problema, los liposomas se estabilizaron estéricamente con polimeros
hidrofilicos, de un modo similar a los liposomas de larga vida media en circulacion (33).Las
particulas drenadas escapan de la eliminacion macroféagica y alcanzan la circulacion sistémica

donde permaneceran por periodos prolongados (33,34).

3.2.6. Formacion de los liposomas por agitacién y extrusion

Los films de vesiculas multilamelares de lipidos secos depositados en las paredes de un balén
se forman a partir de la adiciéon de un exceso de fase acuosa y agitacién mecdnica. Cuando los
films de lipidos secos son hidratados, la ldmina absorbe y crece bajo la forma de finos tubos de
lipidos. Por lo general no se separan del soporte, solamente con la agitacién mecanica (por
medio de un vortex, agitador, etc) se logra que los finos tubos de lipidos se quiebren vy
expongan sus regiones hidrofébicas, lo que lleva a la formacién del liposoma propiamente

dicho (MLV).

Las MLV sin procesar tienen un uso muy limitado en la investigacion debido a factores como su
gran diametro, heterogeneidad de tamafio (tipicamente de 0.5 a 10um), multi-
compartimentos internos (ver tabla anterior), bajos volimenes de atrapamiento e
irreproducibilidad de un experimento a otro, lo que ha llevo a la necesidad de recurrir a la

extrusion.
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Aproximadamente el 10% del total de los lipidos en una preparacién de MLV estan presentes
en la monocapa de la bicapa externa. Un modelo mas deseable es el cual simples bicapas
encierran un espacio acuoso para formar una vesicula con un radio suficientemente grande,
por el cual el 50% de los lipidos totales de membrana se encuentran en la monocapa exterior,
la definicion tipica de una LUV, la cual mejor representa la microscépica bicapa lipidica que
forma la membrana plasmatica o la de los organelos celulares. Posteriormente el pasaje
secuencial de los liposomas a través de filtros de un poro definido genera vesiculas
unilamelares grandes con un didmetro definido que dependera del diametro de poro del filtro.
La extrusion puede ser aplicable a una gran variedad de tipos y texturas de lipidos(3). Trabaja
directamente sobre vesiculas MLV sin la necesidad de una secuencial reduccién de tamafio. El
tiempo del proceso estd en el orden de los minutos y esta solamente limitado por la

concentracion de lipidos.

En el mercado, para trabajar con pequefios volimenes de preparaciéon de LUV (tipicamente
menores a 1 ml), se encuentran instrumentales que se pueden adquirir en Avanti Polar Lipids
(12), construidos con jeringas y soportes para filtros. Como ejemplo, el dispositivo que se
utilizé en éste trabajo consiste en dos jeringas Hamilton conectadas por un soporte para filtro,
permitiendo el pasaje de la muestra. Empleando ésta técnica, una suspension diluida de
liposomas puede ser pasada a través del filtro para reducir el tamafio de vesicula. Este método
presenta la limitacion de la presion que puede ser tolerada por el filtro y la jeringa, asi como
también por la presidon que puede ser ejercida de forma manual. Los filtros que han sido
seleccionados para la reduccion de tamafio de la preparacidén liposomal son aquellos
fabricados de policarbonato, otros materiales alternativos han sido utilizados, pero los elegidos

han demostrado ser inertes, duraderos y faciles de acoplar al soporte sin dafiarlos.

A pesar que el preciso mecanismo biofisico de la formacion de las vesiculas por extrusion este
siendo discutido, esta claro que las capas concéntricas de una tipica MLV, que son apretadas
bajo la presidn ejercida por el poro del filtro, sufren una ruptura y vuelta a soldar de la
membrana. A través de ciclos sucesivos de pasaje de una suspension de MLV a través de filtros
con un poro de 100 nm produce una poblacion homogénea de vesiculas con un didmetro de

100 nm usualmente luego de 11 pasajes.

Una practica comun que es introducir ciclos de congelamiento y descongelamiento previo a la
extrusién, esto aumenta la proporcion de vesiculas unilamelares. Diversos estudios han

demostrado que esta practica causa lamelaridad interna en las MLV que tienden a separarse y
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vesicularizarse, lo cual probablemente reduce el nimero de asociaciones por cercania de las

membranas forzadas al pasar juntas a través del poro (3).
3.2.7. Vias de administracion de los liposomas

Cuando el blanco terapéutico es un tejido profundo, los liposomas solo pueden acceder a los
mismos a través del torrente sanguineo utilizando las vias de administracion mas atractivas
(oral y topica), donde los liposomas no ingresan a circulacién sistémica. Las principales
desventajas de la administracion intravenosa (aun siendo la ruta principal de administracion
liposomal) son su costo y el requerimiento de hospitalizacién para ser administradas. Sin
embargo, debe recalcarse que la principal ventaja ofrecida por la transformacion de un
farmaco libre en su formulacién liposomal inyectable es el aumento significativo de su indice
terapéutico. Es importante poder ampliar la ventana terapéutica de farmacos que para ejercer
su accién requieran de altas dosis o tratamientos prolongados. Es el caso de farmacos con baja
selectividad que causan efectos colaterales muy serios y la terapia debe discontinuarse, sobre
todo en tratamientos de enfermedades mortales. Hay que tener presente que el cambio de un
farmaco libre a su forma liposomal debe ser adecuadamente ventajosa, por ejemplo en reducir
las duraciones de tratamiento, aumentar la efectividad o en reducir efectos colaterales y
posibilitar el suministro de dosis mas altas. En otras palabras, los liposomas deben mejorar la
actuacioén del farmaco libre, para superar las desventajas de la administracion intravenosa y

del superior costo (3).

3.3. TECNICAS DE IMAGEN MOLECULAR

Muiltiples son las técnicas de imagenes utilizadas para el abordaje del cdncer. Las imagenes
forman parte esencial de los protocolos clinicos, brindando informacion morfoldgica,
estructural, metabdlica y funcional. Actualmente el rol de la imagenologia se centra en el
screening y seguimiento de la enfermedad, mientras que su rol a futuro se relaciona con
aspectos presintomaticos, asi como con el desarrollo de terapias dirigidas y menos invasivas.

La mayoria de los equipos de imagenologia clinica se basan en la interaccién de radiacion

electromagnética con los tejidos y fuidos.

Entre las técnicas que usan radiacidon electromagnética distinguimos aquellas que utilizan
radiacion electromagnética no ionizante, como la la resonancia magnética nuclear; y aquellas

que utilizan radiaciones ionizantes; entre las que encontramos los rayos X y tomografia
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computada, rayos gama en la centellografia, tanto la tomografia de foton unico (SPECT: del
inglés Single photon emission computed tomography), como la tomografia de emisidon de
positrones (PET: del inglés photon emission tomography). Los diferentes sistemas varian en sus
propiedades de interaccidon con la materia y presentan diferente sensibilidad y resolucion

espacial y temporal.

La habilidad de identificar caracteristicas moleculares de los distintos tipos de tumores in vivo
es clave para la comprensiéon del proceso tumoral sin la perturbacidon del medio bioldgico,
aportando de esta forma informacién complementaria a la obtenida por los métodos
tradicionales. Es por esto ultimo que la identificacién de biomarcadores tumorales y su
deteccion a través del uso de técnicas de imagenologia molecular son de gran importancia (36,

37).

En el abordaje de esta tesis, la tomografia computarizada de emision de fotones unicos
(SPECT), es la técnica utilizada ya que nos provee la localizacion de la fuente de radioactividad
en el cuerpo. El tiempo necesario para adquisicion de una imagen esta comprendido entre 2
segundos y 20 minutos, dependiendo del proceso al cual se le toma la imagen, la cantidad y
actividad del radionucleido administrado. El tiempo requerido para una imagen de SPECT es
por lo general mayor que para una imagen planar o centellografica debido a que la cdmara

debe rotar alrededor del paciente.

El uso de radionucleidos emisores gamma es particularmente ventajoso ya que se pueden
tomar imagenes con una gamma camara. Con éste tipo de imagenes la biodistribuciéon
dindmica puede ser monitoreada de una forma no invasiva, usando un computador dispuesto
para la toma de imdgenes centellograficas con las cuales se analiza y se calcula las curvas de
biodistribucién de los distintos drganos. Las imagenes centellograficas han dado prueba de ser
una herramienta muy util para mostrar el desarrollo de liposomas como agentes de
diagndstico (17). En particular, esta modalidad de imagen puede ser usada en las siguientes
areas: distribucion de liposomas en el organismo; monitoreo de la respuesta terapéutica
seguida luego de la administracion de liposomas encapsulando farmacos e investigacion de la

respuesta fisioldgica asociada a la administracion del liposoma.
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3.4. RADIOFARMACOS

Un radiofdrmaco es una sustancia quimica definida, que contiene atomos radiactivos en su
estructura, y que por su forma farmacéutica y tipo de radiacidn, es apto para ser administrado
en seres humanos con fines de diagndstico o terapia. En general, un radiofarmaco consta de
dos partes bien diferenciadas: la molécula vector a la que se une el radionucleido y que
condiciona la ruta metabdlica del radiofarmaco dentro del organismo y el radionucleido
propiamente dicho que emite radiacidén permitiendo la deteccion externa del radiofarmaco vy la

valoracion del proceso estudiado cualitativa y/o cuantitativamente.

En su mayoria son compuestos organicos o inorganicos con composicion definida, que van
desde moléculas simples y péptidos a un grado de complejidad mayor como los anticuerpos

monoclonales o sus fragmentos.

Un radiofarmaco para diagnéstico, requiere que su pureza radioquimica (PRQ) sea mayor a 90
%, puesto que la inyeccion de una mezcla diversa de especies del radionucleido disminuye la
captacién en el érgano blanco, y aumenta innecesariamente la dosis de la radiacion en érganos
no blancos. En caso de que el radiofarmaco sea de terapia se exige una PRQ mayor a 95%. Los
radiofarmacos de diagndstico son predominantemente complejos metalicos. Los mismos son
de particular interés por su amplio rango de propiedades quimicas y nucleares (tipo de

radiacion, periodo de semidesintegracion, gran capacidad de coordinacion, etc).

Para el uso de técnicas centellograficas planares o SPECT las moléculas son marcadas con
. . . . . p T 99m

radionucleidos emisores gamma puros, siendo el mds comunmente utilizado el ~"Tc. En el

caso de PET (Tomografia de emision de positrones) la molécula es marcada con un

11 18
C

radionucleido emisor de positrones como por ejemplo F, ®®Ga los que por aniquilacién

producen fotones de 511 KeV (38).

3.4.1 Quimica del *™Tc

El **™c es el radionticlido mas usado en medicina nuclear, es un emisor puro de rayos gamma

con periodo de semidesintegracion de seis horas. Esto es una gran ventaja en relacion a la
temadtica de radiofarmacos derivados de sistemas liposomales ya que permite hacer estudios

de farmacocinética y biodistribucion del liposoma en modelos in vivo.
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El tecnecio es el elemento nimero 43 de la tabla periddica, es un metal de la segunda serie de
transicién y pertenece al grupo VIIB. Todos los nucleidos del Tc son radiactivos, con periodos
de semidesintegracion desde 5 segundos (***Tc) hasta 2.6 x 10° afios (*’Tc). Toda la aplicacién

%™Tc. Posee estados de oxidacion que van desde el -1 al +7.

biomédica se basa en el isotopo
Los estados inorganicos mas estables son como ion pertecneciato (TcO,) presentando estado
de oxidacién +7 y didxido de tecnecio (TcO,) con estado de oxidacion +4. Los restantes
estados de oxidacién son mas inestables y dificiles de obtener en forma libre, presentandose
principalmente bajo la forma de complejos de coordinacion. El ion TcO,, la especie mas
estable en solucidn acuosa, se forma cuando el Tc metélico es disuelto en agua regia o en
HNO; y también cuando soluciones que contienen Tc en diferentes estados de oxidacion son
tratados con oxidantes como: H,0,, Cl,, Ce(VI), HNOs, etc. Es la forma quimica bajo la cual se

| 99m

obtiene el ™Tc a partir de generadores de *Mo.

La quimica del tecnecio es dominada por la formacidn de complejos en los cuales el metal

deficiente de electrones actla como aceptor de electrones provenientes de dtomos o grupos

| 99m

funcionales capaces de donar una par de electrones. El "' Tc es producto del decaimiento &

del ®Mo, de acuerdo al esquema de decaimiento que se muestra en la figura 4.

99
Mo o 66h PmTe B, 3.7x10°%
87.2% \
Y, 6h
142 KeV
99MO 99Ru
'2 8 % j ,294 KeV
35y 97¢ 2,|x|05

Figura 4.Esquema de decaimiento del *’Mo y del omy,

Se obtiene a partir de un generador *Mo—""""Tc, que consiste en una columna de adsorcién de

99 99
I [ ="

alumina en la cual el Mo estd adsorbido bajo forma de *Mo0,”. E Tc es eluido de la

columna con de NaCl 0.9% en forma de *™TcO,. Trabajando en condiciones ascépticas se

#™Tc en forma de solucidn estéril, apirégeno vy libre de portador. Es debido a sus

obtiene
propiedades y a la accesibilidad del generador, que es de uso corriente en medicina nuclear

(39).
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3.4.2 Radiofarmacos de c

La obtencién de la mayoria de los radiofarmacos de **™Tc involucra la reduccién del Tc (VII) a
uno o mas de los estados de oxidacién menores. Bajo estos estados de oxidacion el *™Tc es
capaz de unirse a un gran numero de moléculas organicas e inorgdnicas bajo la forma de
complejos de coordinacidn, lograndose obtener compuestos marcados de aplicacion en
medicina nuclear. Las excepciones a este tipo de radiofdrmacos son el propio TcO, vy el *™Tc-
azufre coloidal en el cual el tecnecio mantiene su estado de oxidacion, formando el Tc,0;. Los
estados reducidos de Tc pueden obtenerse por tratamiento de la solucion del ion
pertecneciato con una gran variedad de agentes reductores, entre ellos HCl concentrado,

mezca de HCI-HI-KI acido ascérbico y Sn**, entre otros.

De todos los sistemas de reduccion, el mas ampliamente usado para el marcado de
radiofarmacos con *™Tc vy el utilizado en este trabajo, es el ion estannoso (Sn**), en solucién
acuosa, acida o no segun el caso. Las ventajas que presenta, entre otras, son la baja toxicidad,
buen poder reductor y posibilidad de efectuar el marcado de un gran nimero de moléculas
con buen rendimiento. Se lo puede utilizar bajo la forma de haluro (cloruro o floruro) o bajo la

forma de complejo con ligandos como tartrato, pirofosfato, etc (40).

Una vez reducido a estos estados de oxidacidn menores, el Tc es capaz de unirse a un gran
numero de moléculas organicas e inorganicas bajo la forma de complejos de coordinacion.
Debido a que durante este proceso se puede obtener una mezcla de estados reducidos del Tc,
es de gran importancia controlar las condiciones de reaccion de modo de obtener en mayor

proporcién la especie de interés.

En la marcacién es deseable un alto porcentaje de actividad del tecnecio en la forma quimica
establecida, en relacidn a la actividad total presente de dicho radionucleido. Pueden estar
presentes impurezas radioquimicas debido a varias causas como descomposicion del producto
final (quimica o radiolitica), reacciones incompletas y/o competitivas durante la marcacion, lo
que ocasionaria patrones de biodistribucion diferentes al esperado, disminucion de la calidad
en el momento de la tomo de imagenes lo que conllevaria a problemas a la hora de la
interpretacion diagnostica. También es importante evitar la formacién de especies hidrolizadas
del Tc como lo es el TcO, éxido hidratado, ya que ademas de disminuir el rendimiento del
marcado, puede interferir en el procedimiento diagndstico. Por lo tanto en la mayoria de las
preparaciones con *™Tc, al final pueden estar presentes por lo menos tres especies

radiactivas:
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«®™T¢ libre bajo la forma de ®™TcO,, que no ha sido reducido por el agente reductor

empleado.

.99m

Tc reducido que no reacciond con el agente quelante y se encuentra como **"Tc0,.nH,0

.99m

Tc bajo la forma deseada

De éstas se deben minimizar las dos primeras, de tal forma que la principal fraccion de

radiactividad este bajo la forma unida a la molécula de interés.

99m:.
T

3.4.3 Estrategias de marcacién con c

Dentro de las estrategias de marcado podemos distinguir entre: marcado directo, método de
los quelantes preformados y marcado indirecto mediante el uso de agentes bifuncionales. El
marcado directo de los liposomas consiste en el uso de un agente reductor y la unién el **™Tc
de manera eficiente formando enlaces *™Tc-lipido. Cabe destacar que la unién del agente
bifuncional (ABF) puede ser realizada antes o después de la unién del ®™Tc. Unas de las
limitaciones de este método es baja estabilidad del liposoma in vivo lo cual dificulta mucho su
aplicaciéon como rutina en la clinica. Otro de los métodos utilizados es el método de quelantes

preformados que consiste en la formacién de un complejo de *™

Tc con un ABF y
posteriormente este complejo se conjuga con el liposoma (38). En este caso se requieren dos
pasos de sintesis que incluyen manipulacién del radionucleido. El marcado indirecto consiste
en el uso de un agente bifuncional que permite la una unién del 99mTc a la biomolécula, en

nuestro caso el liposoma.

La eleccién del agente bifuncional esta determinada por la naturaleza y estado de oxidacion
del radiometal. Una cuidadosa seleccién permite retener la afinidad de la biomolécula por el

blanco molecular ya que se evita la introduccion del radiometal en la molécula (10).

En el presente trabajo, la estrategia de marcacidn seleccionada fue el marcado indirecto. En la
misma se seleccioné como ABF a HYNIC, un derivado heterociclico de 6-hidrazinopiridina
desarrollado por Abrams y colaboradores; y como co-ligando se utilizé Tricina. La naturaleza

99m

exacta del complejo ™" Tc-HYNIC-Biomolécula no es clara, dos modelos basicos han sido

propuestos (11):

- El atomo de 99mTc se une al grupo funcional hidrazino a través de su N terminal, siendo el

resto de los sitios de coordinacidon ocupados por atomos provenientes del co-ligando (41).

27



99m

- El 4tomo de """'Tc es coordinado a través del N Terminal de la hidrazina y el N de la piridina, el

resto de los sitios son ocupados por los atomos provenientes del co-ligando.

El Suc-HYNIC es un agente bifuncional ampliamente utilizado en la marcacién de proteinas y
biomoléculas pequefias que incluyen péptidos, andlogos de somatostatina, liposomas vy
oligonucledtidos (12). En el presente trabajo los derivados de HYNIC propuestos poseen el
grupo 3-N-Hidroxisuccinimidil carbonil-6-hidrazinopiridina (Suc-HYNIC), grupo activante del
extremo carboxilo del HYNIC, necesario para la unidn de un grupo amino de la biomolécula

seleccionada.

Por otra parte, el grupo hidrazino libre presente tanto en derivados de HYNIC como en
conjugados HYNIC-bimolécula presenta una alta susceptibilidad a dar reacciones de oxidacidn
por accion de la luz. Debido a este tipo de reacciones las cuales pueden provocar la
descomposicion del agente bifuncional, este debe ser almacenado a bajas temperaturas en
frascos dmbar y preferentemente bajo la forma de una sal (generalmente clorhidrato o
trifluoroacetato). En el mismo sentido, un grupo hidrazino libre es altamente nucleofilico, por
lo que puede dar reacciones con moléculas electréfilas. Por ejemplo reacciones con aldehidos
y cetonas presentes en muchos materiales pldsticos y consigo mismo en el caso del derivado
Suc-HYNIC el cual presenta un agrupamiento éster activado en su estructura, conduciendo a
reacciones de polimerizacién. Este tipo de reacciones no deseadas puede hacer muy dificil
mantener la pureza y estabilidad del complejo HYNIC-biomolécula durante el proceso de
sintesis. Para prevenir la descomposicion o degradacion del conjugado se han logrado
sintetizar diferentes derivados de HYNIC los cuales presentan al grupo hidrazino
adecuadamente protegido. Los principales grupos protectores utilizados son el t-
butoxicarbonil (Boc), triflurometilcarbonil (TFA) y agrupamientos hidrazona (ver Esquema 2)
(42). Recientemente han sido publicados trabajos donde de describe derivados peptidicos que
incorporan al ligando bifuncional HYNIC adecuadamente derivatizado con un grupo

99m:
T

trifluoroacetilo. Estos conjugados fueron marcados directamente y eficientemente con C

bajo condiciones reductivas con SnCl, / PmTe0,.

Asi, tanto el derivado HYNIC-TFA como HYNIC-hidrazona se desprotegerian bajo las

condiciones de marcacién con el radionucleido *°™

Tc en medio acuoso. Esto es una ventaja
frente a otros grupos protectores, como por ejemplo Boc, para el cual la desproteccion

requiere de un paso adicional de sintesis previo a la marcacion.
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Esquema 2. Principales grupos protectores del grupo hidrazino.

La formacién de hidrazonas como grupos protectores utilizados en la formacién de conjugados
de HYNIC-biomolécula tiene como ventaja que su formacidn puede darse eficientemente en un
medio anhidro y posteriormente durante el proceso de radiomarcado en medio acuoso se
lleva a cabo la desproteccién y formacion del complejo con *™Tc via hidrazino libre en un solo
paso (Esquema 3) (43). El rendimiento de la formacion del complejo entre el 99mTc con el
ligando bifuncional y co-ligando depende ampliamente de la cinética de la hidrélisis de la
hidrazona, asi como de la concentracion total del conjugado de HYNIC-biomolécula en la
mezcla de reacciéon. Cuanto mayor sea el grado de hidrdlisis de la hidrazona, mayor sera el

niimero de grupos hidrazino libres disponibles para coordinarse al *™Tc.

O
0 o)
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o N. _R (8}, H
N/ N/ \r 1 = N R1
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’T‘ | N desproteccion y marcacion
H =
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H

Esquema 3. Estrategia de marcacion con el agente bifuncional HYNIC-hidrazona.
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el caso de esta tesina la estrategia elegida para la formacidn y marcacion de liposomas con

Tc se inicia con la obtencidon de los derivados Suc-HYNIC-hidrazona y Suc-HYNIC-TFA

bidamente activados para ser conjugados a estearilamina como lipido derivatizable

(Esquema 4) (44,45,49,50,51).
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Esquema 4. Estrategia de formulacion y marcacion de los liposomas a través de HYNIC-estarilamida.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 MATERIALES

Se emplearon los siguientes reactivos y materiales:

Nitrogeno gaseoso de alta pureza (AGA); Tricina, SnF, L-Cisteina (Sigma-Aldrich); DMSO,
Trietilamina, Acetato de Etilo (J. T. Baker); H,O bidestilada; columnas de exclusion molecular
PD-10 Sephadex (Amersham Biosciences); NaCl (Fluka-Garantie); Acetona (May & Baker);
EtOH (BioPak), HCl (36,5-38,0%) (Merck); ITLC-SG (Pall Corporation); Whatman 1 mm
(Whatman International Ltd); Generador *Mo-*"Tc (TecnoNuclear), Acido 6-cloronicotinico,
hidrato de hidrazina (50-60% N,H,), di-ter-butil dicarbonato (97%), diciclohexilcarbodimida
(99%) (Sigma-Aldrich), y Eter Sulfurico (Quimica Gamma), Acido Trifluoroacético (Sigma-
Aldrich). Cloroformo y Metanol seco (Sigma-Aldrich). Fosfatidilcolina, Polietilenglicol 4000
(PEG-4000), Colesterol (Avanti Polar Lipids). Equipo de extrusion: jeringas Hamilton, soporte

para filtros, filtros de 100 y 400 nm (Avanti Polar Lipids).

Los estudios de biodistribucion e imagenes se desarrollaron en ratones C57BL/6, entre 6 y 10
semanas de edad, los cuales son mantenidos en condiciones de macro y microambiente
adecuadas para la especie segin normas nacionales e internacionales vigentes. Los animales
de experimentacidon fueron mantenidos bajo un estricto protocolo de supervision el cual
permite cuantificar el probable sufrimiento con el fin de permitir aplicar medidas correctivas.
Se consideraron 5 variables: evolucién del peso corporal, aspecto, comportamiento no
provocado, comportamiento en respuesta a la manipulacion y relacidon peso corporal sobre el

tamafio del tumor (53).

Se desarrollé6 un modelo animal de melanoma por inoculacion de células tumorales. La linea
celular de melanoma murino B16-F1 se obtuvo de la coleccion American Type Culture
Collection y se mantiene en el medio de Dulbecco modificacion Eagle (DMEM) (PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Austria) suplementado con un 10% de suero fetal bovino (PAA
Laboratories GmbH) y glutamina 2 mM (AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany). Para todos
los experimentos se utilizaran 32 ratones C57BL/6 de seis semanas de edad. Los melanomas

son inducidos en los ratones por administracion subcutanea de 2.5 x 10° células de melanoma
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B16-F1 en 0.1 mL de buffer fosfato salino (PBS). Luego de dos semanas de la inoculacion,
cuando los tumores son palpables los ratones se encuentran listos para comenzar los estudios
de biodistribucion y centellograficos. Los tumores, cuando son palpables no deben superar en
peso el 10% del ratén. En este protocolo de induccién tumoral los criterios de punto final a
utilizar son:

1. Tamafio maximo del tumor de 10% del peso corporal en el momento de la inyeccidn,
calculado usando la féormula:

Masa (mg) = volumen del tumor (mm?) = (2d x D)/2 donde d and D son el mas corto y el mas
largo didametro en mm, respectivamente.

2. Didametro medio del tumor no exceda 20mm en ratones (media= (d + D)/2).

3. Ulceracion del tumor sin tener en cuenta del tamafio

4.2 EQUIPOS

Se emplearon los siguientes equipos:

Calibrador de dosis Capintec CRC7, Contador de centelleo sélido de pozo: detector de cristal de
Nal(Tl) de 3”"x3” asociado a un analizador monocanal ORTEC), Gamma cdmara (Sopha cdmara,
DXR rectangular) del, Centro de Medicina Nuclear, Hospital de Clinicas, Liofilizador (Heto).
Sistema de presién reducida Biichi. Medidor de tamafio de particula (Coulter LS 230).

Microonda multimodo (WX-4000, EU Chemical Instrument Co.)

Los espectros de ‘H-RMN se realizan en un equipo Bruker DPX 400 (400 MHz) utilizando los
disolventes indicados en cada caso y Tetrametilsilano (TMS) como estandar interno. Los
valores de desplazamiento quimico son descritos en unidades de & (ppm) y las multiplicidades
segln s: singulete, d: doblete, dd: doblete de doblete, t: triplete, c: cuarteto, q: quinteto, m:

multiplete, sa: seiial ancha.
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4.3 SINTESIS ORGANICA

4.3.1 Sintesis de Agentes Bifuncionales

Los grados de avance de las reacciones y la pureza de los productos se examinan por
Cromatografia en Capa Fina (CCF). Se utiliza silicagel con indicador fluorescente sobre placas
de poliéster (Alugram® Sil G/UV254) u 6xido de aluminio con indicador fluorescente sobre

placas de poliéster (Poligram® Alox N/UV254).

Las fases moviles usadas han sido mezclas (en distintas proporciones) de acetato de etilo- éter

de petrdleo, éter etilico-éter de petrdleo y diclorometano-metanol.

Los cromatogramas se revelan por alguno de los siguientes métodos:

- Exposicién a la luz ultravioleta (254 nm).

- Exposicidon a vapores de yodo, con una cdmara adecuada para dicho fin

- Asperjado con una mezcla de etanol: acido sulfurico: anisaldehido (95:4:1) (v/v/v) y posterior

guemado.

Para las Cromatografia en Columna (CC), se utiliza silicagel (Kieselgel, tamafio 0.063-0.2 mm, J.

T. Baker) o alimina (Merck, 70-230 mesh).

4.3.1.1 Proceso sintético de Suc-HYNIC-hidrazona

La sintesis se llevd a cabo a través de una técnica modificada basada en la sintesis de 3-N-
Hidroxisuccinimidil carbonil-6-hidrazinopiridina clorhidrato desarrollada por Abrams & et al
(10). Durante este trabajo, se han estudiado distintas condiciones de reaccién basadas en la
aplicaciéon de radiacion de microondas utilizando un reactor comercial multimodo, con el fin de

mejorar los rendimientos y reducir tiempos de reaccion.

3-Carboxi-6-hidrazinopiridina (1, HYNIC). Una mezcla de Acido 6-cloronicotinico (1,0 g, 6,35
mmol), hidrazina monohidrato (3,17 g, 0,063 mol) y H,0 (3.5 mL) se coloca en un tubo de
teflén cerrado herméticamente, se coloca en la cavidad del reactor de microonda multimodo y
se calienta 160 9C durante 5 min (300W). Posteriormente la mezcla se enfria y se acidifica a

pH 5.5 por el agregado lento de HCl 12M. El precipitado formado se filtra a vacio, se lava con
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etanol, éter y se coloca en desecador durante 24 hs obteniéndose 0.92g (89%) de un sélido
color crema, el cual se utiliza en el préximo paso sin otra purificacién. ‘H-RMN (DMSO-d¢) &:
7.09 (d, J = 9.2 Hz, 1Ha), 8.00 (dd, J1 = 2.4 Hz, J2 = 7.6 Hz, 1Hb), 8.62 (d, J = 2.4 Hz, 1Hc) ,8.55
(d, ) = 2.4 Hz, 1Hd), 9.90 (d, J = 1.2 Hz, 1Hf).

1, HYNIC

3-N-Hidroxisuccinimidilcarbonil-6-(2-benziliden)hidrazinilpiridina (2, Suc-HYNIC-hidrazona).
Dentro de un reactor de teflén se coloca una solucién de 1 (0.2 g, 1.3mmol) en DMF (6 mL) y se
le afiade benzaldehido (0.14 mL, 1.5 mmol). El reactor se coloca en la cavidad del microonda
multimodo a 100 2C durante 10 min (300W). Posteriormente se deja enfriar hasta temperatura
ambiente y seguidamente se agrega diciclohexilcarbodiimida (DCC) (0.148 g, 0.715 mmol) y N-
Hydroxisuccinimida (NHS) (0.075 g, 0.65 mmol) y la mezcla se nuevamente en la cavidad del
microonda multimodo a 100 2C durante 10 min (300W). Seguidamente se deja enfriar hasta
temperatura ambiente y el DCU formado se filtra y se lava con 3mL de AcOEt. A continuacién
la fase organica se lava con H,0 (40.0 mL) y se lleva a cabo extracciones con AcOEt (8 X10.0
mL). La fase orgdnica se seca sobre Na,SO,, se filtra y evapora el disolvente a presién reducida.
Al residuo obtenido se agregan 3 mL de una mezcla Hexano: AcOEt (1:1) y el precipitado
formado se filtra y se coloca en desecador durante 24 h, obteniéndose 58.2 mg (23%) del
producto 4 como un sélido color crema. *H RMN (DMSO-dg) &: 2.89 (s, 4Ha), 7.39-7.48 (m,
3Hi+h), 7.44 (d, ) = 7.6 Hz, 1Hc), 7.73 (dd, J1 = 1.6 Hz, J2 = 8.4 Hz, 2Hg), 8.19 (dd, J1 = 2.4 Hz, J2
= 8.8 Hz, 1Hb), 8.20 (s, 1Hf), 8.81 (d, J = 2.4 Hz, 1Hc), 11.86 (s, 1He). *C NMR (DMSO-d6)
(ppm): 26.2 (Ca), 105.9 (Cc), 129.5 (Ch+i), 139.8 (Cb), 144.0 (Cf), 152.9 (Cd), 170.9 (CON), 172.7
(coo).
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2, Suc-HYNIC-Hidrazona
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4.3.1.2 Proceso sintético de Estearilamida-HYNIC-hidrazona

6-(2-benzilidenhidrazinil)-N-estearil nicotinamida (3). A una solucién de estaearilamina (0.1g,
0.36 mmol) en una mezcla DMSO: Cloroformo (5:1) 6 mL, se afiade 2 (0.11g, 0.32 mmol). La
mezcla de reaccién se coloca en un tubo de teflén cerrado herméticamente y se coloca en la
cavidad del reactor de microonda multimodo (WX-4000, EU Chemical Instrument Co)
trabajando a una potencia de 100 W por 5 minutos. Seguidamente a la mezcla de reaccion se
afiade H,0 (40mL) y se extrae con AcOEt (6 X10.0 mL). La fase organica se seca sobre Na,SO,,
se filtra y evapora el disolvente a presién reducida. Al residuo obtenido se agregan 3 mL de
una mezcla Hexano: AcOEt (1:1) y el precipitado formado se filtra y coloca en desecador
durante 24 h, obteniéndose 50 mg de sélido color beige claro. *H RMN (CDCI3) 6: 0.88 (t, J =
6.4 Hz, Hm+m’), 1.27 (s, HI+I"), 1.60-1.73 (m, Hk+k’), 3.44-3.51 (m, Hj+j’), 6.01 (sa, Ha+a"), 7.38-
7.45 (m, Hh,i,c+h’,i,c’), 7.70 (d, ) = 6.8 Hz, Hg+g"), 7.83 (s, Hf+f"), 7.86 (dd, J = 2.4 Hz, ) = 8.8 Hz,
Hb’), 8.03 (dd, J = 2.0 Hz, J = 8.4 Hb), 8.44 (d, ) = 2.0 Hz, Hd"), 8.56 (d, J = 1.6 Hz, Hd), 8.70 (sa,
He+e'). ®*C NMR (CDCls) (ppm): 13.3, 24.6, 29.3, 39.4, 48.8, 106.2, 120.4, 126.1, 128.5, 134.5,
141.0, 145.7, 149.2, 153.5.

N N
NN h
H ¢ &
e

3, Estearilamida-HYNIC-Hidrazona
4.3.1.3 Proceso sintético de HYNIC-TFA

3-N-Hidroxisuccinimidilcarbonil-6-(2-trifluoroacetil)hidrazinilpiridina (4, HYNIC-TFA)

A mezcla de 1 (0.1 g, 0.65 mmol) y TFA (2 equiv) en CH,Cl, (5 mL) fue irradiada en un tubo de
teflén sellado a 952C por 10 min. Luego de enfriar a temperatura ambiente, el sélido
resultante fue aislado por filtracién, lavado con CH,Cl,, hexano y secado a vacio para rendir
HYNIC-TFA como un sélido amarillo (0.125g, 77%). "H RMN (DMSO-d6) & (ppm): 6.89 (d, J = 9.2
Hz, 1H, H-a), 8.09 (dd, J = 2.0 Hz, J = 8.8 Hz, 1H, H-b), 8.64 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H-c), 9.92 (bs, 2H,
NH); *C NMR (DMSO-d6) & (ppm): 109.23 (C-5), 113.01 (C=0CFs,q, J = 297 Hz), 118.91 (C-3),
139.59 (C-4), 148.02 (C-2), 158.18 (C=OCFs,q, J = 31 Hz), 158.58 (C-6), 166.29 (COOH).
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4.3.2 Preparacion de liposomas

HINIC-liposoma: se prepararon por el método de “hand-shaken”, utilizando 9 mg de
fosfatidilcolina, 4 mg de colesterol (Sigma Aldrich) y 1 mg de HYNIC-estearilamina, se agregd
en un balén con 2ml cloroformo-metanol (2: 1 v / v) para su solubilizacion. Se rotaevaporo a

vacio en un bafo de agua a 60 ° Ca 120 rpm por 45 min.

Luego el film obtenido fue hidratado con 5 ml de agua bidestilada, a 60 ° C y 120 rpm por 60
minutos, cabe destacar que para facilitar que se levante en menor tiempo de hidratacion, se

puede agregar agitadores a la solucidon de lipidos.

HINIC-PEG-liposoma: se utilizd la misma metodologia mencionada anteriormente con el
agregado de 1 mg de 1,2-sn-dimiristoil glicero fosfoetanolamina-3-metoxi-N (polietilenglicol-

5000) para la obtencion de la formulacién liposomal.
4.3.2.1 Formacion de las vesiculas por extrusion

Se toma 1 mL de la suspensidn de liposomas con una de las jeringa Hamilton, se colocan en el
extrusor y se realizan 11 pasajes a través de cada uno de los filtros (100 y 400 nm), haciendo el
primer pasaje por el filtro con poro de mayor tamafio, la temperatura del extrusor asi como
también la de los liposomas se debe mantener a 60 °C. En este procedimiento, nos

aseguramos la formacién de liposomas unilamelares.

4.3.2.2 Caracterizacion de liposomas : Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

DSC se realizé con el dispositivo DSC 50 Shimadzu previamente calibrado con Indio. Todas las

determinaciones se realizaron al menos por duplicado. Se usaron frascos de aluminio
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herméticamente sellados que fueron preparados para la obtencion del secado por congelacion
liposomal (de 5 mg). Las muestras fueron analizadas a 1 2 C / min desde 5 2 C hasta 60 ¢ C,

tomando como referencia un frasco de aluminio vacio.

Los cambios de entalpia y temperaturas de transiciéon caracteristicas se calcularon utilizando

un sistema de software de analisis térmico TA-50 de WSI.

4.3.2.3 Distribucion de tamaiio

La distribucion de tamafio se realizo por difraccion de luz laser y la dispersidén de la luz
polarizada usando un analizador de tamafio de particulas Coulter Counter Multisizer, los
indices d3,2 y d4,3 fueron determinados. El d4,3 representa el didmetro medio ponderado en
volumen, mientras que el d3, 2 es el diametro medio volumen-superficie de las gotas de la

emulsién, ambos expresados en nanémetros (nm).

99m:.
T

4.3.2.4 Optimizacion de la Marcacién con c

La eficiencia del marcado se evalud para cada caso determinando el porcentaje de formacion

%™Tc_Lip) a través de la determinacion de pureza radioquimica. Para

de *™Tc-Liposomas (
discriminar las 3 especies radioquimicas presentes, que son: “™Tc-Lip., *™TcO,, *"Tc
reducido/ hidrolizado se cuantificaron estas posibles impurezas radioquimicas por medio de

sistemas cromatograficos de facil empleo.

Se utilizaron cantidades fijas de dispersién liposomal (0.4 ml) y de *™ Tc0,(0,9 y 0,8 ml ésta
ultima para el marcado con 0,3 ml de F,Sn, con una actividad de 1-7 mCi), variando la cantidad
de agente reductor : 0,1, 0,2 y 0,3 ml de solucién de F,Sn 0,69 mg/ml ( 69, 138 y 207 pg/ml

respectivamente).

Los sistemas cromatograficos utilizados fueron: ITLC-SG / NaCl 0,9% donde los liposomas
marcados tienen un Rf de 0 asi cémo también el **™ TcO,.nH,0 y el %M TcO, con un Rf de 1. El
otro sistema fue: ITLC-SG / piridina: 4cido acético: agua (3:5:1,5v/v). Los liposomas marcados

en éste sistema tienen un Rf de 0,8 -1, el **™ TcO, un Rf de 1 y el %M Tc0,.nH,0 un Rf de 0.

La estabilidad del marcado se evalué por medio de los mismos métodos cromatograficos para

cada caso en solucion de marcado por 24 horas a temperatura ambiente.
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4.3.2.5 Estabilidad in vitro de **"Tc-HYNIC-liposomas

Para comprobar la estabilidad de las disitintas formulaciones liposomales marcadas con *°™T

c,
se controlaron hasta 24 horas postmarcion, utilizando los sistemas mencionados
anteriormente. También se realizd cromatografia de exclusién molecular utilizando una

columna PD 10 eluyendo con 0,9% de NaCl, en la cual se colectaron fracciones de 0,5 mL.

La estabilidad de los complejos formados con *"Tc fueron evualdos mediante un ensayo de
competencia con cisteina, para lo cual los **™Tc-liposomas (0.5 mL) fueron tratados con 0.5 mL
de distintas soluciones de L-Cisteina (0.1, 10, 30 mM). Las distintas mezclas se incubaron por 3
horas a 37°C. Una gota (1-2 pL) de mezcla cisteina-liposoma se sembré en los distintos
sistemas cromatograficos mencionados previamente a los tiempos de 1y 3 h. La actividad de

cada fraccion de la tira fue medida en un contador de centelleo sdlido.

4.3.2.6 Biodistribucidones Bioldgicas

La evaluacién bioldgica del ™ Tc-HYNIC-Liposoma y de ®™Tc-HYNIC-PEG-Liposoma se llevd a
cabo mediante la realizacidn de estudios de biodistribucidn a las 1 hs (n =4) y 3 hs (n =4) en
ratones C57BL/6 normales y con ratones portadores de melanoma. El procedimiento utilizado

se detalla a continuacion:

%™Tc por via intravenosa

a) Se administra la formulacién liposomal marcada con
a través de la vena caudal con una actividad de aproximadamente 130 uCi en
0.1mL.

b) Una vez transcurrido el tiempo de biodistribucién 1 y 3 hs, se sacrifican los
animales por dislocacién cervical.

¢) El tumor como los tejidos de interés fueron extirpados siendo los érganos

pesados y su actividad fue medida en un detector de centelleo sélido.

d) Se calcula el % de actividad/gramo y el % actividad de cada drgano.

También se realizaron estudios de biodistribucién en ratones normales C57BL/6 a 1 y 3 horas
postinyeccion de 99mTc-Iiposmas 0.37 + 0.07 MBq (10 + 2 pCi). Los mencionados ratones se

encontraban previamente inoculados (30 min antes) con 0.75 y 1.5 mg de liposomas frios, para
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evaluar el efecto de la dosis liposomal. Se realizé el estudio con 4 ratones por punto, por
cantidad pre inyectada y por formulacién liposomal. Luego de transcurrido el tiempo de
biodistribucién los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical, y sus érganos y/o
tejidos pesados y medida su actividad. Los resultados se expresan en porcentaje de dosis

inyectada (%Act).

4.3.2.7 Estudio centellografico

Se realizaron estudios centellograficos en ratones C57BL/6 normales y portadores de
melanoma. Los ratones fueron inyectados a través de la vena de la cola con 120 uCi en 0,1 mL.
Las imagenes fueron adquiridas 4 horas post inyeccién por una gamma camara Sopha. Las

imagenes fueron colectadas por una matriz de 128 x128 con una magnificacién de 0.2.
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5. RESULTADOS

5.1 SINTESIS DE AGENTES BIFUNCIONALES

5.1.1 Sintesis de Suc-HYNIC-hidrazona

El primer paso de la sintesis consistié en la obtencién del derivado hidrazino piridina 1
mediante una sustitucién nucleofilica aromatica (SyAr) donde el 4tomo de cloro es desplazado
por hidrazina. El carbono en posicidn 6 en el anillo de piridina se encuentra activado en su
electrofilia por la presencia de un grupo aceptor de electrones, grupo carboxilo en posicion
para, y por formar parte del sistema heterociclico. Asi, se obtiene el derivado de piridina 1 en
excelente rendimiento y corto tiempo de reaccion bajo calentamiento de microondas a 1602C

(Esquema 5).

o) NH,NH, H,0 o)
-A09°
HO = 50-60% Ho =
> "MO" N _NH
N™ ~CI 5 min, 160°C NTON 2
89% 1
0
<
DMF/"MO"
0 10 min,100°C
o) [ o
N
\O)‘\(\/H\ \)(\:l e " _ | \/©
- N
Y SN OSNIS DMF SNTONTTS
H "Tamices moleculares' H
2 "MO"
10min, 100°C L _

CH;(CH,)47NH, 23%

DMSO/CHCI,

"MQO" 100W, 5 min, 90%
(@]
M\N =
17 H |
N N
N N/ A
H
3

Esquema 5. Sintesis asistida por microondas utilizada para la obtencion del derivado

estearilamida-HYNIC-hidrazona
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Seguidamente el grupo hidrazino en 2 es protegido mediante formacion de una hidrazona, a
través de la reaccién de condensacidn del grupo hidrazino con benzaldehido. La reaccion fue
llevada a cabo bajo calentamiento de microondas en DMF como disolvente, donde la
formacién del producto intermedio fue constatada por medio de cromatografia en capa fina. El
paso siguiente consistid en la activacién del grupo acido carboxilico (aumentando la
reactividad o electrofilia del carbonilo) por la formacién del éster 2, mediante reaccién del
intermediario en presencia de N-hidroxisuccinimida (NHS) y diciclohexilcarbodiimida (DCC)
bajo calentamiento de microondas. En estas condiciones el éster activado 2 fue obtenido en
bajo rendimiento (23%), lo cual se puede deber a la presencia de agua en el disolvente de
reaccion, provocando una hidrélisis de la hidrazona y/o del éster activado. El derivado Suc-
HYNIC-hidrazona 2 se caracterizé mediante experimento de ‘H-RMN (Figura 5). En este
espectro se visualiza la presencia de un solo isdmero geométrico de los dos posibles mediante

la reaccidn de formacién del agrupamiento hidrazona (isémeros cis y trans).
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Figura 5. Espectro de 1H-RMN DMSO-d6 del compuesto 2

5.1.2 Sintesis de Estearilamida-HYNIC-hidrazona

> 424

F azs
= 216

= 210

= 1.00

FHaoz

La sintesis del derivado estearilamida-HYNIC-hidrazona 3 se llevo a cabo a través de una

metodologia descripta en literatura con algunas modificaciones (Esquema 5) (12, 42).

Asi, la estearilamida 3 se obtuvo en excelente rendimiento por reaccion del éster activado 2 en

presencia de estearilamina, empleando una mezcla de DMSO/CHCl; (5:1) como disolvente.
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La reaccion se llevo a cabo en un corto periodo de tiempo bajo calentamiento por microonda
utilizando un reactor comercial multimodo. La estearilamida 3 se caracterizé mediante
experimentos de 'H-RMN (Figuras 6 y 7), de correlacién H-H (COSY) y de correlacién
heteronuclear (HSQC y HMBC). En el espectro de 'H-RMN del producto 3 se observan,
principalmente en la zona de protones aromaticos (Figura 6), sefiales correspondientes a una

mezcla de isGmeros geométricos trans y cis, con una relacion aproximada 2:1.
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Figura 7. Ampliacion del espectro de *H-RMN del derivado 3 en CDClz correspondiente a la zona entre

0.0-3.5ppm

5.1.3 Sintesis de HYNIC-TFA

Hay varios reactivos que se pueden utilizar para la introduccién de grupos trifluoroacetilo,
tales como el anhidrido trifluoroacético, benzotriazol (trifluoroacetil), triflatotrifluoroacetil y N-
(trifluoroacetil) succinimida (49). En este contexto, los informes recientes describen
procedimientos adecuados para la N-trifluoroacetilacién de aminas utilizando acido
trifluoroacético (TFA) como reactivo trifluoroacetilante (50,51). En esta linea, hay un trabajo
previo que demuestra una directa trifluoroacetilacién de anilinas utilizando TFA y promovido
por radiacién de microondas (52). Dado que generalmente se requieren altas temperaturas y
largos tiempos para esta reaccién, consideramos un método asistido por radiacidon de
microondas para la N-trifluoroacetilacién de la hidrazina 1 con TFA. Cuando la hidrazina 1 fue
tratada con TFA (2 equiv) en CH,Cl, por 10min bajo calentamiento de microondas (9529C,
200W) el producto deseado se obtuvo en buen rendimiento (77%) (Esquema 6). Para la
obtencién del andlogo Suc-HYNIC-TFA se ensayo el paso sintético utilizado en la obtencion del
Suc-HYNIC-hidrazona (Esquema 5). Lamentablemente bajo estas condiciones no fue posible

obtener el derivado de interés (Esquema 6).
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Esquema 6. Metodologia sintética utilizada para la obtencion de Suc-HYNIC-TFA

5.2 Obtencion y caracterizacidn de las formulaciones liposomales

En la figura 8, se presentan los resultados obtenidos mediante la calorimetria diferencial de
barrido, para determinar el tamafio de los liposomas obtenidos luego del proceso de extrusion

para la formulacién de (a) HYNIC-Liposomas y (b) HYNIC-PEG-liposomas

Los HYNIC-liposomas presentan una relacion media de volumen-superficie (D 3,2) de 0,122 nm
como se puede apreciar en la Figura 8a. La formulacién HYNIC-PEG-liposoma posee un tamafio

D 3,2de 0,128 nm.
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Figura 8. Distribucion del tamaio de particula en Coulter Counter Multisizer, de: (a) HYNIC-Liposomas

y (b)HYNIC-PEG-liposomas

5.3 Marcacién de liposomas con *™Tc: relacién de Tricina (coligando) / SnF, (agente
reductor)

Se probaron diferentes relaciones de Tricina y SnF,, y se determiné la pureza radioquimica
(PRQ) de las distintas marcaciones a los 20 minutos post marcacién. Las mejores relaciones
fueron 8/6 y 7/6 mg de Tricina y SnF, respectivamente, resultando en eficiencias de marcado
superiores al 90%, siendo la relacion7/6 la que alcanzé una PRQ del 94%. Purezas
radioquimicas superiores al 86 % fueron observadas en todos los casos, con niveles de

actividad entre 148- 259 MBgq.

5.4 Controles de estabilidad de **™Tc-HYNIC-Liposomas y **"Tc-HYNIC-PEG-Liposomas

Los controles cromatograficos realizados sobre ITLC-SG y Whatman 1 resultaron que tanto el
P™Tc-HYNIC-liposomas como el *™Tc-HYNIC-PEG-liposomas presentan una PRQ mayor al 90%

a temperatura ambiente, en solucion, por un periodo de 24h.

En los controles realizados por exclusion molecular (figura 9 y 10) para ambas clases de
liposomas se presenta un pico mayoritario en el entorno a las fracciones 6 y 7 donde con los
mismos sistemas cromatograficos utilizados previamente se constata la identidad de los

liposomas marcados.
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Para el *™Tc-HYNIC-liposomas se observa una alta estabilidad incluso para la concentracion
mas alta de cisteina (30mM), presentando una pureza radioquimica superior al 80% a las 3
horas (figura 11) frente a todas las concentraciones ensayadas.

Para el #°™

Tc-HYNIC-PEG-liposomas se observa que a la hora la PRQ es superior al 80% para las
concentraciones de 0.1 y 10mM de Cisteina, mientras que para la concentracion de 30mM es
del 76%. A las 3 horas estos liposomas presentan una transquelacién superior a la de sus
analogos convencionales, mostrando una PRQ superior al 70 % para las tres concentraciones
estudiadas, siendo la concentracidon de 0.1 mM la que presenta una menor transquelacidn con

un 20 %, comparado a un 21% vy 29% de las concentraciones de 10 y 30mM respectivamente.
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eluye con NaCl 0,9 % y se toman fracciones de 0,5 mL.

Tc-HYNIC-liposomas utilizando columna Pd-10 G-25, se eluye con

Tc-HYNIC-PEG-liposomas utilizando columna PD-10 G-25, se
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Figura 11. Estudio de estabilidad in vitro de ™ Tc- HYNIC-liposomas y sus analogos pegilados, frente a

concentraciones crecientes de cisteina (0.1, 10 y 30 mM) a 1 y 3 horas. a: Estabilidad M e. HYNIC-

99m.

liposomas a 1h. b: Estabilidad *°"Tc- HYNIC-PEG-liposomas a 1h. c: Estabilidad > Tc- HYNIC-liposomas a

3h. d: Estabilidad *°™Tc- HYNIC-PEG-liposomas a 3h.

5.5 Estudios de biodistribucion

5.5.1 Estudio de biodistribucién en ratones C57BL/6 normales

Los estudios de biodistribucion en ratones normales C57BL/6 para las dos composiciones
liposomales se muestran en las figuras 12 y 13. Para los liposomas pegilados se observa una

mas lenta depuracién sanguinea que para los liposomas convencionales.
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Se observa también que la captacion hepatica menor para los liposomas peguilados que para
los convencionales a los mismos tiempos, y lo mismo se observa en la captacion a nivel del
bazo. Tanto las biodistribuciones de los liposomas estéricamente estabilizados como para
convencionales muestran baja captacién en tiroides y en estdmago, lo que nos habla de que
ambas formulaciones presentan estabilidad in vivo (al no ver actividad en los drganos citados

descartamos la presencia de PMTe0, ).
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Figura 12. Estudio de biodistribucion en ratones C57BL/6 normales, a distintos tiempos post inyeccidn

de 99"'Tc-HYNIC-Iiposomas. Resultados expresados como %Act/g de tejido u 6rgano.
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Figura 13. Estudio de biodistribucion en ratones C57BL/6 normales, a distintos tiempos post inyeccidn

de gemTc-HYNIC-PEG-Iiposomas. Resultados expresados como %Act/g de tejido u 6rgano.
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En el estudio de variacidén de la biodistribucion a distintas dosis de liposomas frios, para los
grupos de ratones con bloqueo se presenta una marcada disminucién en la captacién hepatica
respecto al grupo de ratones C57BL/6 sin blogueo (tabla 2).

Una tendencia similar se observa para bazo donde la captacién a medida que aumenta la dosis
de liposomas frios disminuye, en un orden de 2 y 3 veces mayor en los grupos sin bloqueo
respecto a los grupos con bloqueo de 0.75 y 1,5 mg respectivamente.

A las 3 horas la captacidon en higado en el grupo de ratones sin bloqueo es 1.5 y 3 veces
superior en comparacion a los grupos con bloqueo de 0.75 y 1.5 mg respectivamente.

Con respecto a las relaciones entre la captacidon hepatica y eliminacidn urinaria transcurridas
tres horas, se denota que para los grupos con bloqueo y sin bloqueo, al aumentar la
concentracion de liposomas frios la captacion hepdtica disminuye. Sin embargo, en la

eliminacion renal se observa una mayor actividad a mayor concentracién de liposomas frios.
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1 hora
Sin bloqueo 0.75 mg
Promedio DS Promedio DS Promedio DS

SANGRE 0,003 0,003 0,012 0,000 0,003 0,000
HIGADO 56,201 3,816 18,495 8,446 22 689 1,900
CORAZON 0,322 0,112 0,346 0,008 0,246 0,070
PULMON 0,383 0,053 1,065 0,218 0,449 0,053
BAZD 3,584 1,125 1,788 1,441 1,106 0,216
RINOM 2,392 0,226 3,285 0,450 1,713 0,132
TIROIDES 0,357 0,039 1,064 0,195 0,097 0,005
MUSCULOD 0,170 0,046 0,115 0,075 0,011 0,006
HUESO 0,179 0,020 0,289 0,008 0,087 0,002
ESTOMAGO 1,933 0,357 4,352 0,783 1,363 0,672
INTESTINOS 3,080 0,040 11,626 0,690 26,890 1,684
vejiga +orina 8,793 2943 19,498 8,549 26 609 4 763

3horas

Sin bloqueo 0.75 mg _

Promedio DS Promedio D5 Promedio DS

SANGRE 0,000 0,000 0,038 0,008 0,001 0,001
HIGADO 51,686 1,635 34,856 5,718 17,357 3,505
CORAZON 0,151 0,035 0,558 0,013 0,152 0,027
PULMOMN 0,278 0,053 0,962 0,111 0,300 0,022
BAZD 5,636 0,626 2,555 0,386 1,120 0,120
RINOM 1,364 0,305 2,266 0,483 1,226 0,273
TIROIDES 0,047 0,019 0,594 0,075 0,116 0,026
MUSCULD 0,066 0,017 1,090 0,264 0,012 0,003
HUESO 0,141 0,034 0,510 0,026 0,079 0,006
ESTOMAGO 0,593 0,150 1,464 0,381 0,494 0,041
INTESTINOS 4,960 0,557 9,478 0,264 27,304 0,864
vejiga +orina 21,458 1,384 19,791 3,474 33,696 3,379

Tabla 2. Estudio de la variacidon en la biodistribucion ensayando distintas cantidades de liposomas
“frios” previo a la inoculacion de 99mTc-HYNIC-Iiposomas en ratones C57BL/6 normales. Los resultados se

expresan en %Act.

Con respecto a los liposomas peguilados, se puede distinguir que a 1 hora (tabla 3) la captacidn
hepatica de los no bloqueados es mayor respecto el grupo de 0.75 y 1.5 mg.

Un observacién similar se realiza en la captacién del bazo donde los grupos con bloqueo de
0.75y 1,5 mg presentan una captacién menor respecto a los no bloqueados.

Se observa que el aumento de eliminacién por via urinaria es mas importante que la
disminucién de la captacidn hepatica, si bien esta ultima es indicativa de un bloqueo efectivo.
A las tres horas se mantiene la mencionada tendencia, tanto para el grupo de ratones con un

bloqueo de 0.75 mg como para los sin bloqueo.
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Sin

bogueo 0,75 mg
Promedio DS Promedio DS Promedio DS
SANGRE 0,004 0,001 0,01 0,001 0,001 0,001
HIGADO 35,170 4301 20,64 3,917 14,538 5,691
CORAZON 0,459 0,090 1,46 0,371 0,182 0,069
PULMON 0,836 0,272 1,25 0,507 0438 0,237
BAZO 3,733 0,320 1,59 0,517 0,805 0,560
RINON 2392 0,481 481 0,529 3746 1,613
TIROIDES 0,193 0,078 0,38 0,090 0,344 0,058
MUSCULO 0,075 0,014 0,02 0,008 0,004 0,003
HUESO 0,001 0,000 0,61 0,148 0,141 0,031
ESTOMAGO 1,983 0,110 1,95 0,508 1,387 0,884
INTESTINOS 6,152 0,734 942 3,038 10,742 5,030
vejiga +orina 22 906 3,033 29,82 7,916 39,720 12,753

Sin

bogqueo 0.75 myg
Promedio DS Promedio DS Promedio DS
SANGRE 0,004 0,002 0,005 0,002 0,007 0,006
HIGADO 25773 12,744 23,083 9,936 22305 12405
CORAZON 0,226 0,038 1,005 0,269 0,409 0,209
PULMON 0,404 0,239 1,261 0,031 0,869 0442
BAZO 2,326 0,090 1,331 0,536 1,159 0,738
RINON 2412 0,527 4 522 1,242 3,247 0,785
TIRCIDES 0,213 0,096 0,522 0,247 0,191 0,126
MUSCULO 0,064 0,024 0,033 0,015 0,077 0,050
HUESO 0,137 0,031 0,479 0,053 0,223 0,069
ESTOMAGO 0,901 0,567 2,800 1,374 0,641 0,253
INTESTINOS 9,498 3,921 9,895 4215 15459 4 506
vejiga +orina 52,228 18,193 36,674 13,211 21,590 10,017

Tabla 3. Estudio de la variacidon en la biodistribucion ensayando distintas cantidades de liposomas

“frios” previo a la inoculacion de gsmTc-HYNIC—PEG—Iiposomas. Los resultados se expresan en %Act.

5.5.2 Estudio de biodistribucidn en ratones portadores de Melanoma

En cuanto a la biodistribucién de *™

Tc-HYNIC-liposomas en ratones C57BL/6 portadores de
melanoma (Figura 14) se observa el mismo patron de biodistribucién que para los ratones
normales (figura 9), con un alto porcentaje de captaciéon en higado y en bazo a las 4 y 24
horas.

A las cuatro horas se observa una relacidn tumor sangre de 0.4 y una relaciéon tumor musculo
de 5, mientras que a las 24 horas esta Ultima aumenta a 8. La relacion tumor/sangre aumenta
significativamente alto a las 24 horas (figura 15).

En la biodistribucién en ratones portadores de melanoma a 4 horas post inyeccién de *™T

C_
HYNIC-PEG-liposomas (Figura 16) se observa una actividad en sangre (11.4%), superior a la de

sus andlogos convencionales, la captacion hepatica es igualmente alta.
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Las relaciones tumor/sangre y tumor/musculo que presentan los liposomas pegilados a 4 horas
son de 0.2 y 6.4 respectivamente, mientras que a las 24 horas aumenta las relacidn
tumor/sangre a 1.4 y se observa una ligera disminucién en la relacién tumor/musculo

adquiriendo un valor de a 4.2 (figura 17).
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Figura 14. Biodistribucién a 4 y 24 horas de ~ " Tc-HYNIC-liposmas en ratones C57BL/6 con melanoma

inducido por células B16F1.
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Figura 15. Relacion T/NT a 4 y 24 horas de ~ Tc-HYNIC-liposmas en ratones C57BL/6 con melanoma

inducido por células B16F1.
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melanoma inducido por células B16F1

99"‘Tc-HYNIC-PEG-Iiposmas en ratones C57BL/6 con

55



5.6 Estudios centellograficos

99m.

Figura 18. Estudio centellografico a 4 horas post inyeccion de "~ Tc-HYNIC-liposomas en ratones

C57BL/6 con melanoma inducido por células B16F1.

Figura 19. Estudio centellografico en ratones C57BL/6 con melanoma a 4h post inyecciéon de 124 uCi de

%M c-HYNIC-PEG-liposomas.
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™ Tc-HYNIC-liposomas en ratones C57BL/6 portadores de

En los estudios centellograficos de
melanoma, la relacion de actividad entre el tumor (ROI) y su contra lateral background (NT)
es: T/NT = 130/85 = 1.5 y en el otro ratén con menor actividad inyectada (derecha), es de:
T/NT =21/7 = 3.0 (figura 18).

Para sus anélogos pegilados (figura 19) la relacion T/NT que presentan es de 290/68= 4.3.

6. DISCUSION

Dentro de las aplicaciones diagndsticas utilizando liposomas, una de las estrategias utilizadas

| ¥™Tc. En este sentido, el *™Tc

es su marcacion con radionucleidos emisores gamma como e
es el radionucleido mas ampliamente utilizado debido a sus éptimas caracteristicas y su

disponibilidad comercial.

El lipido estearilamina derivatizado al ligando bifuncional HYNIC fue obtenido eficientemente y
en cortos tiempos de reaccién mediante el empleo de radiacion de microondas. En este
sentido, hemos llevado a cabo una sintesis asistida por microondas de un derivado lipidico
esterilamida adecuadamente unido a HYNIC-hidrazona, que nos permitio tanto la formacién de

un sistema liposomal como una marcacién estable con el radionucleido *™Tc.

En el presente trabajo se obtuvieron formulaciones liposomales estables, las cuales se
pudieron caracterizar, demostrandose que presentaban tamafio nanométrico (Figura 8). Se
lograron obtener para ambas formulaciones purezas radioquimicas superiores al 90%, siendo

estables en el tiempo, incluso a 24 horas presentando una pureza en el entorno del 80%.

En el estudio de estabilidad in vitro se enfrentaron los liposomas marcados a diferentes
concentraciones de cisteina (la eleccion de este competidor se realiz6 de acuerdo a lo
reportado en bibliografia (46), este ensayo es un buen predictor de la estabilidad in vivo de la
molécula marcada. De estos estudios se puede concluir que los liposomas convencionales
derivatizados con HYNIC presentan una mayor estabilidad frente a sus pares pegilados (figura
9, 10, 11), lo que demuestra que la estabilidad otorgada por la pegilacién es meramente in

vivo, otorgandose a que presentan impedimento estérico ante las opsoninas plasmaticas.

Al comparar el comportamiento in vivo de el **™Tc-HYNIC-liposomas frente a los *™Tc-HYNIC-

PEG-liposomas (figura 12 y 13, respectivamente) en ratones normales, pareceria que los
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liposomas pegilados presentan mayor captacion hepatica (lo cual se contradice con lo
encontrado en bibliografia (47), dado que tendrian “mayor reconocimiento por el sistema MSP
(Sistema Fagocitico Mononuclear)”, pero en realidad son metabolizados mas lentamente que
los convencionales por lo que permanecen mas tiempo en el organismo, cumpliendo el
objetivo para el cual fueron sintetizados.

La metabolizacién se ve reflejada también por una mayor eliminacion urinaria, se puede
observar dicho comportamiento en los graficas de % Act (no se muestran), donde los HYNIC
liposomas a 4 h presentan un 48% aprox. de eliminacidn urinaria y a las 24 horas un 81%
aprox., mientras que los HYNIC-PEG liposomas muestran un 12% y 23 % a las 4 y 24 h
respectivamente. Esta eliminacidn urinaria mayor se podria explicar porque los HYNIC-
liposomas son metabolizados de forma mas rdpida y lo eliminado por orina se trataria de

fragmentos de lipidos marcados.

En el estudio del comportamiento in vivo, se observa también una eliminacidn urinaria mayor
en los grupos de ratones inyectados con una mayor dosis de bloqueo (tabla 2 y 3), para ambas
formulaciones liposomales a 1 hora post inyeccidn.

9™ T HYNIC-liposomas como para sus analogos pegilados,

A este mismo tiempo tanto para los
se observa una alta captacién en higado y en bazo para el grupo de ratones sin bloqueo (tabla
2 vy 3), lo que se puede deber a la captura de los liposomas por las células Kupffer dispuestas
en el higado y sistema reticulo endotelial.

La captacion por el higado a las 3 horas post inyeccién, en el grupo sin bloqueo, es menor en
los liposomas convencionales con respecto a los pegilados (lo que concuerda con lo

mencionado en bibliografia (48), donde la incorporacidon del polimero PEG prevendria la

opsonizacion y posterior captura por las células de Kupffer.

Tomando en conjunto los datos de los estudios de biodistribucidn y centellograficos obtenidos

para ambas clases de liposomas, se pude denotar que para el *™

Tc- HYNIC-liposomas la
relacién tumor/sangre se encuentra elevada a las 4 h post inyeccion (figura 15), hora a la que
se realizé la imagen centellografica, lo que podria explicar la relacion moderada con respecto a
su contralateral (1.5) (figura 18). Pensamos que se podria obtener mejores resultados si se
tomaran imagenes a tiempos mayores post inyeccion.

Por otra parte, la moderada relacidon obtenida por el ROI (figura 18), no es coherente con la
relacién tumor/ musculo (5) obtenida a 4 horas por esta clase de liposomas (Figura 15). Esto

podria deberse a una baja captacién por el tumor en la imagen que se muestra, atribuyéndolo

a que el tamafio de la masa tumoral es un factor importante en la captaciéon de los nano
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objetos, ya que si el tumor alcanza un tamafio grande genera centros necréticos. Otro factor
importante es que la imagen se realizé en una cdmara para humanos, siendo lo ideal realizarlo
en una camara de animales donde la resolucidon es mejor para reactivos bioldgicos de menor
tamafio, por la menor distancia entre los cristales de deteccion y el animal de

experimentacion.

En cuanto al *™Tc-HYNIC-PEG-liposomas, comparado con sus andalogos convencionales se
observa un clearence sanguineo mas lento, comparando los niveles de actividad a 4 y 24 horas
(figura 14 y 16). Cabe destacar que la relacion tumor/sangre a 24 horas no es tan marcada
como para *"Tc-HYNIC-liposomas, siendo coherente con la hipdtesis de que la pegilacién
previene la eliminacidn de los liposomas de sangre, manteniendo asi una actividad en pool
sanguineo mayor a 24 horas.

Sin embargo, al comparar la relacion tumor/musculo a 4 horas (Figura 17) con respecto a la
formulacion sin pegilacion (Figura 15) se puede apreciar que es mayor (6.4 vs 5
respectivamente) siendo coherente también con lo observado en la imagen centellografica,

donde la comparacion del ROI con la contralateral es de 4.3 (figura 19), mientras que para los

convencionales (figura 18) se observaba una relacién de 1,5.

Estos datos tomados en conjunto hace de los liposomas marcados a través de HYNIC-

estearilamina potenciales candidatos para el diagnostico imagenoldgico de melanoma.
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7. CONCLUSION

Como conclusién se puede destacar que con el método de marcacién empleado en esta tesis
se pueden obtener formulaciones liposomales marcadas con una pureza radioquimica superior

al 90%, con una alta estabilidad tanto in vitro e in vivo.

Los liposomas fueron capaces de acumularse con alta especificidad en los tumores de

melanoma inducidos con células B16F1, pudiendo ser detectados de manera no invasiva.

Los liposomas marcados a través de estearilamina-HYNIC-hidrazona presentan un buen

potencial como agentes de imagenes tumorales.
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