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Capitulo 1. Introduccion 1

El desarrollo de sistemas coloidales es de gran interés para el transporte de
farmacos debido a la capacidad de suministrar pequefias dosis durante tiempos mas
prolongados y asi evitar problemas de sobredosificacion, estos sistemas son
administrados por via intravenosa y permiten que el farmaco se libere de una forma
controlada y continua; favoreciendo la permanencia en el lecho vascular.

Las aplicaciones mas interesantes de estos sistemas en el campo farmacéutico
son, el transporte de farmacos de naturaleza peptidica, ampliar las posibilidades de las
distintas vias de administraciéon y la posibilidad de liberar agentes terapéuticos y de
diagnostico de forma controlada (Torchilin y Trubetskoy, 1995), la proteccion de la
actividad terapéutica de estas moléculas frente a la degradacion in vivo antes de llegar al
6rgano o tejido deseado, reducir los efectos toxicos, mayor comodidad del paciente
evitando inyecciones repetidas o el uso de bombas de perfusion y lograr una mejor
farmacocinética del farmaco (Grefy col., 1995).

Los principales objetivos de la administracion de particulas coloidales cargadas
con farmacos en el compartimento vascular es evitar las interacciones con el Sistema
Reticulo Endotelial (RES), ir al tejido deseado, liberar el compuesto activo con una
velocidad 6ptima y finalmente degradarse en elementos no tdxicos, los cuales pueden
ser eliminados del organismo sin causar efectos secundarios (Verdun y col., 1986).

El empleo de estos sistemas esta justificado para la administracion de
macromoléculas del tipo de farmacos proteicos los cuales generalmente no pueden ser
administrados oralmente, debido a que son hidrolizados o desnaturalizados en el tracto
gastrointestinal. La administracion parenteral también presenta algunos problemas,
debido a que las proteinas son rapidamente metabolizadas y eliminadas.

Varios autores Singh y col. 1991; Alonso y col., 1993; Sanchez y col., 1996),
apuntan la posibilidad de desarrollar vacunas con estos sistemas de forma tal que no
sea necesario dosis repetidas, siempre y cuando estas particulas no sean reconocidas
por el RES y de esta forma ir liberando lentamente su contenido.

Los farmacos empleados en el tratamiento del cancer o de infecciones virales,
por ejemplo, presentan graves efectos secundarios debido a la poca especificidad del
farmaco (Couvreur y Vauthier, 1991), por lo que los sistemas coloidales podrian dirigir
estos farmacos directamente al tejido deseado, aumentando su efectividad y reduciendo
los efectos toxicos (Verdun y col., 1986).

Por todas estas razones, algunos grupos de investigadores Gref, lllum, Bazile,
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etc.) en los Ultimos afios han desarrollado un gran nimero de sistemas de particulas, en
la mayoria de ellos, el vehiculo empleado ha sido algun tipo de polimero biodegradable.
Los polimeros mas utilizados y estudiados son los poliésteres, entre los que
podemos citar el acido polilactico (PLA), el acido poliglicélico (PGA) y sus diferentes
copolimeros polilacticoglicolico (PLGA), debido a su biocompatibilidad y su baja toxicidad

(Yamaguchi y Anderson, 1993).

1.1.- PRINCIPALES SISTEMAS COLOIDALES TRANSPORTADORES DE
FARMACOS

Varios tipos de sistemas (emulsiones submicrénicas, liposomas, microparticulas
y nanoparticulas) han sido desarrollados en la Ultima década para transportar y liberar
controladamente en sitios especificos determinadas biomoléculas.

Las emulsiones submicronicas se han utlizado en los dltimos afios
principalmente como un vehiculo de farmacos lipofilicos para administracion intravenosa
y parenteral (Collins-Gold y col., 1989; Prankerd y Stella, 1990; Magenheim y Benita,
1991). Las emulsiones submicrénicas estan disponibles y clinicamente bien aceptadas,
pero no hay evidencias claras de como ocurre la incorporacion del farmaco a dicha
emulsion y si este altera el modelo farmacocinético (Collins-Gold y col., 1990).

Los Liposomas son sistemas coloidales formados por fosfolipidos los cuales se
dispersan en agua y forman espontaneamente una estructura cerrada con un
compartimento interno acuoso rodeado por una bicapa lipidica en forma de membrana.
Una gran variedad de compuestos anfifilicos (formados por una parte hidrofébica y otra
hidrofilica) pueden ser usados junto con glicerofosfolipidos en su elaboracién, también
se pueden utilizar esterol (colesterol), esfingolipidos, glicolipidos, largas cadenas de
acido graso, etc (Julianoy Layton, 1980; Juliano, 1983). Estos sistemas han sido muy
estudiados para el transporte de farmacos, los cuales presentan una gran cantidad de
aplicaciones potenciales .Sin embargo, problemas asociados con su produccién a gran
escala todavia estan por resolverse (Magenheim y Benita, 1991). El efecto destructivo
del suero humano afecta la estabilidad y la integridad de los liposomas, ademas
presentan poca estabilidad en el fluido gastrointestinal (Woodley, 1986).

Las Microparticulas y Nanoparticulas son uno de los sistemas coloidales mas
estudiados actualmente, se elaboran con polimeros que una vez cumplida su funcién

deben ser eliminados sin producir productos téxicos (Vittaz y col., 1996).
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Las microparticulas y las nanoparticulas son sistemas coloidales con un rango
de tamafio del orden de los micrémetros y nandmetros respectivamente. Se utilizan
como vehiculo de farmacos, enzimas o antigenos ya sean disueltos, encapsulados,
unidos quimicamente a la matriz o adsorbidos en la superficie de estas particulas
(Covreur, 1988).

Estos sistemas han aventajado a los anteriores en su estabilidad durante su
almacenamiento y en los fluidos biolégicos (Couvreur, 1988). Sin embargo, muchos de
ellos han sido reconocidos por las células fagocitarias como productos extrafios y

eliminados rapidamente de la circulacidon sanguinea (Leroux, y col., 1995).

1.2.- MECANISMO DE RECONOCIMIENTO Y FAGOCITOSIS DE
PARTICULAS

El aclaramiento de microparticulas y nanoparticulas del lecho vascular puede
deberse a diferentes factores destacandose, la agregacion de particulas, salidas desde
la zona vascular, desestabilizacién de particulas y liberacidon de su contenido, enlaces a
células circulantes, impacto/adsorcién en el forro endotelial y la captacion por el sistema
fagocitario (constituido principalmente por células del sistema fagocitario mononuclear
(MPS) y leucocitos polimorfonucleares), siendo este Ultimo el de mayor interés. (Gref y
col., 1995).

Los estudios de distribucion después de administraciones intravenosas de
nanoparticulas de diferentes naturaleza (Poliestireno y Polilactico) , demuestran que
fueron reconocidas por células fagocitarias al ser consideradas particulas extrafias, ya
gue son retiradas del sistema de circulacion en 5 minutos por los macréfagos del RES
(NMum vy col., 1987a).

El RES esta formado principalmente por macréfagos y neutréfilos cuya funcion
mas importante es la de fagocitar a todos aquellos agentes ofensivos para el organismo.

Los fagocitos deben ser selectivos hacia el material que fagocitan; ya que de no
ser asi, se ingeririan algunas células y estructuras normales del cuerpo. El que se
produzca o no la fagocitosis depende especialmente de tres procesos selectivos:

En primer lugar, la mayor parte de las estructuras naturales de los tejidos tienen
superficies lisas, que se resisten a la fagocitosis. Pero si la superficie es rugosa aumenta
la probabilidad de fagocitosis.

En segundo lugar, la mayor parte de las sustancias naturales del cuerpo tienen
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cubiertas proteicas protectoras que repelen a los fagocitos. Por otra parte, los tejidos
muertos y la mayor parte de las particulas extrafias carecen con frecuencia de peliculas
protectoras, lo que les hace objeto de fagocitosis .

En tercer lugar, el cuerpo tiene medios especificos para reconocer ciertos
materiales extrafios. Esta es una funcién del sistema inmunitario. El sistema inmunitario
produce anticuerpos contra agentes infecciosos y extrafios, estos se adhieren entonces
a las superficies de estos agentes, y por tanto, favorecen su fagocitosis. Para
conseguirlo, la molécula de anticuerpo se combina también con el producto C3 de la
cascada del complemento, que es una parte adicional del sistema inmunitario. La
molécula C3 se une entonces a receptores de la membrana de los fagocitos, iniciando
asi la fagocitosis. El proceso completo se denomina opsonizacion.

Se denomina complementos a un sistema formado por 30 proteinas, muchas de
las cuales son precursores enzimaticos (Vittaz y col., 1996). Los principales actores de
este sistema son 11 proteinas denominadas C1 a C9, B, D. Todas ella estan presentes
normalmente entre las proteinas del plasma, asi como entre las proteinas plasmaticas
gue atraviesan los capilares hacia los espacios tisulares.

La fagocitosis no es especifica para estas especies de particulas, pero es
normalmente la responsable de la respuesta del sistema inmune al interactuar con
particulas extrafias. El proceso de fagocitosis estd medido por la opsonizacion y los
complementos del suero son uno de los principales componentes de la misma en el
sistema (Artusson y Sjolholm, 1986; Kreuter, 1993).

Otras proteinas tales como la g globulina y el fibrinbgeno pueden tener accién
competitiva (Patel, 1992), por lo que participan en este proceso de adsorcién el cual
puede ser parcialmente reversible y frecuentemente se describen como irreversibles
(Soderquist y Walton, 1980). Sin embargo, algunos articulos muestran que la desorcion
de proteinas también ocurre (Kreuter, 1983).

En recientes estudios se ha determinado que para nanoesferas de PLGA(45kD)
las principales proteinas asociadas a dichas nanoesferas fueron las apoliproteinas (apo)
J, C-lll, E y Al después de 5 minutos de incubadas. Ademas se detectaron cantidades
considerables de fibrinégeno, g globulina y apoliproteina A-IV. La cantidad total de
proteinas adsorbidas en las particulas de PLGA fueron cuatro veces superior que las
adsorbidas en nanoesferas de PEG-PLGA, resultados similares se obtuvieron para
nanoesferas de PEG(5kD)-PLGA(45kD), PEG(12kD)-PLGA(100kD) y PEG(20kD)-PLGA
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180(kD) (Blunk y col., 1993).

Leroux y col 1995, han puesto de manifiesto la importancia de las g globulinas en
el proceso de opsonizacion, ya que se unen eficientemente a nanoparticulas (Leroux,
1994), pudiendo activar los complementos del suero, los cuales tienen receptores
especificos en la fagocitosis (Patel, 1992).

Recientemente, apoliproteinas tales como la apo E han sido identificadas por
electroforesis de gel bidimensional (2-D PAGE) como posibles proteinas involucradas en
la biodistribucion de nanoparticulas de PLA (Leroux y col., 1994) y de Poliestireno (PS)
(Blunk y col., 1993). El reconocimiento de nanoparticulas por monocitos via apoE puede
requerir la presencia simultanea de otras proteinas de la sangre, las cuales se
desconocen pero pudieran estar relacionadas con las apoliproteinas A1 (Leroux y col.,
1994; Norman y col, 1993).

La adsorciéon de los componentes de la sangre es un proceso dindmico y que
ocurre en la region interfacial, Chuang y col. (1980); Coleman y col. (1980) definieron
esta regiébn como un lugar muy concurrido.

Soderquist y Walton 1980, estudiaron los procesos de adsorcion y desorcién en
la interfase de polimeros utilizando albimina, gglobulina y fibrinégeno, donde proponen
gue este proceso esta caracterizado por tres pasos:

1- La captacion rapida y reversible de las proteinas, ocurre casi en un minuto
alcanzando un seudoequilibrio. Una vez alcanzado un nivel de recubrimiento (50-60% de
moléculas adsorbidas), se produce probablemente una reordenacidon de la superficie
favoreciendo la posterior captacion de mas proteinas.

2- Las moléculas sobre la superficie sufren una transiciébn estructural que
aumenta la interaccion proteina/superficie, haciéndose la desorcion menos probable.

3- La probabilidad de desorcién disminuye con el tiempo de residencia en la
superficie. La proteina que se desorbe es desnaturalizada perdiendo su capacidad de
adsorcion, y por tanto se puede considerar que el proceso de desorcion es mas o menos
irreversible.

Soderquist y Walton 1980, concluyeron que los enlaces hidrofébicos son las
fuerzas predominantes en la adhesion de proteinas a las superficies extrafias. Ademas,
el desdoblamiento de las proteinas exteriorizan su caracter interior hidrofébico,
aumentando la superficie de interaccion. Este proceso lleva consigo un aumento de

entropia del material adsorbido, y una optimizacién de las interacciones hidrofébicas.
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Una vez que hayan actuado todos estos procesos de reconocimiento, las
particulas extrafias para el organismo son fagocitadas en su gran mayoria por las células
de Kupffer del higado.

Schéfer y col 1994, determinaron por microscopia electrénica de barrido el
proceso de fagocitosis en nanoesferas de albumina. Las nanoesferas se unen a la
superficie de las células fagocitarias siendo entonces detectadas por los seud6podos de
los macréfagos y englobadas por el citoplasma de los lamelipodos.

El sistema de fagocitosis de particulas presenta dos pasos en su mecanismo:

Adhesién de las particulas a la superficie de las células y posteriormente la
ingestién. La fase de adhesién puede explicar como los macréfagos presentan
receptores en su superficie (Chouly, 1996). Esto sugiere que la carga de la superficie
influye en la capacidad de las particulas para ser opsonizadas y fagocitadas (Troster y
Kreuter, 1988).

1.3.- HIGADO COMO ORGANO

El higado es el 6rgano mayor del cuerpo humano; en los adultos pesa unos 1400
g. Presenta un color pardo rojizo. En su mayor parte se halla en la porciéon derecha del
cuerpo, con la superficie convexa adaptada a la superficie inferior concava del
diafragma. Tiene dos Iébulos principales, el derecho mayor que el izquierdo.

Las funciones basicas del higado se pueden dividir en:

1- Funciones vasculares para almacén y filtrado de la sangre.

2- Funciones metabdlicas que tienen que ver con la mayor parte de los sistemas
metabdlicos del organismo.

3- Funciones secretoras y excretoras responsable de la bilis que fluyen a través

de los conductos biliares al tubo digestivo.

1.3.1.- ANATOMO-FISIOLOGIA DEL HIiGADO

La unidad funcional basica del higado es el l6bulo hepatico, que es una
estructura cilindrica de varios milimetros de longitud y de 0.8 a 2 milimetros de didametro.

El I6bulo hepatico cuyo corte esquematico se muestra en la figura 1.1, se
construye alrededor de una vena central, que culmina en las venas hepaticas y después
en la vena cava. El propio I6bulo estd compuesto principalmente de muchas placas

celulares hepéticas que irradian de forma centrifuga, desde la vena central. Cada placa
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hepéatica suele tener dos células de espesor y entre las células adyacentes se
encuentran pequefios canaliculos biliares, que se unen a conductos biliares en los

tabiques fibrosos que separan los l6bulos hepaticos adyacentes.

Figura 1.1.- Estructura basica de un Iébulo hepatico, que muestra las placas celulares hepaticas,
los vasos sanguineos, el sistema colector de bilis y el sistema de flujo linfa compuesto de espacios
Disse y de linfaticos interlobulares. (Reproducido de Guyton, Taylor y Granger (modificado de
Elias), Guyton y Hall, 1996).

En los tabiques también hay pequefias vénulas portales, que reciben la sangre
principalmente del flujo venoso que procede del tubo digestivo por las venas portales.
Desde estas vénulas, la sangre fluye a los sinusoides aplanados y ramificados que se
encuentran en las placas hepaticas y después a la vena central. De este modo, las
células hepéticas estan expuestas continuamente a la sangre venosa portal.

Ademéas de las vénulas portales, en los tabiques interlobulares estan las
arteriolas hepaticas. Estas arteriolas aportan sangre arterial a los tejidos septales
situados entre los l6bulos adyacentes, y muchas de las pequefias arteriolas se vacian
también directamente en los sinusoides hepaticos, siendo lo mas frecuente que se unan
en ellos aproximadamente a un tercio de la distancia de los tabiques interlobulares, como
se muestra en la figura 1.1.

Ademas de las células hepaticas, los sinusoides venosos estan recubiertos de

otros dos tipos de células, las células endoteliales tipicas y las grandes células de
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Kupffer (también llamadas células endoteliales), que son un tipo de macréfago capaz de
fagocitar bacterias y otras sustancias extrafias en la sangre del seno hepatico. El
recubrimiento endotelial de los sinusoides tienen poros extremadamente grandes,
algunos de los cuales miden aproximadamente 1 mm de didmetro. Por debajo de esta
capa, entre las células endoteliales y las células hepaticas, hay un espacio tisular
estrecho llamado espacio de Disse. Los millones de espacios de Disse se conectan a su
vez con los vasos linfaticos en los tabiques interlobulares.

Por tanto, el exceso de liquido en estos espacios se elimina a través de los
linfaticos. Debido a los grandes poros del endotelio, las sustancias del plasma pasan
libremente al espacio de Disse. Incluso grandes porciones de las proteinas plasmaticas

difunden libremente a este espacio.

1.3.2.- FLUJO SANGUINEO A TRAVES DEL HIGADO

Unos 1100 ml aproximadamente de sangre fluyen desde la vena porta a los
sinusoides hepéticos cada minuto, y aproximadamente unos 350 ml adicionales a los
sinusoides desde la arteria hepatica, dando una media total de unos 1450 ml/min. Esta
cantidad supone aproximadamente el 29% del gasto cardiaco en reposo, casi una

tercera parte del flujo sanguineo corporal total.

1.3.3.- SISTEMA MACROFAGO HEPATICO: FUNCION DEPURADORA DE LA
SANGRE DEL HIGADO

La sangre que fluye a través de los capilares intestinales recoge muchas
bacterias de los intestinos. De hecho, cuando se cultiva una muestra de sangre de las
venas portales antes de entrar en el higado casi siempre crecen bacilos caloricos,
mientras que es extremadamente raro que estos crezcan a partir de sangre de la
circulacion sistémica. Peliculas especiales de alta velocidad de la accion de las células
de Kupffer, los grandes macréfagos fagociticos que recubren los senos venosos
hepéticos, han demostrado que estas células pueden depurar la sangre de una forma
extremadamente eficaz a medida que atraviesa los senos; cuando una particula extrafia
entra en contacto momentaneamente con las células de Kupffer, en menos de 0.01
segundos la particula pasa a través de la pared de la célula de Kupffer a su interior,
alojandose alli de forma permanente hasta que es digerida. Probablemente no mas del

1% de las particulas extrafias que entran en la sangre portal consiguen atravesar el
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higado hacia la circulacion sistémica.

1.4.- POLIMEROS PROTECTORES DE LA CAPTACION HEPATICA

Varias tentativas fueron realizadas para tratar de mantener nanoesferas y
liposomas en circulacién durante periodos relativamente prolongados de tiempo evitando
ser reconocidos por el RES, principalmente se ha empleado adsorcion o uniones
guimicas de polimeros o moléculas a la superficie de las particulas (lllum y col.,
1987a); Miller y Kissel, 1993; Troster y Kreuter, 1992; Allen, 1994), pudiendo reducir o
minimizar las interacciones con los complementos y de esta forma evitar la fagocitosis.
Diferentes polimeros han sido utilizados como agentes protectores destacandose por
sus diversas propiedades los tensioactivos (lllumy Davis, 1987) y mas recientemente el
polietilenglicol (PEG) (Dunn y col., 1994a; Gref y col., 1994; Leroux y col., 1994) y el
metoxi PEG (Bazile y col., 1995), entre otros.

En la actualidad se estudia el uso de diferentes polimeros los cuales pueden ser
usados en el recubrimiento de particulas, para esto es necesario, por una parte que sean
solubles e hidrofilicos, (Allen, 1994) escribié “Si tu quieres ser invisible, aseméjate al
agua”’, y por otra parte que tengan alta flexibilidad en la cadena principal, por esta razén,
particulas con superficie hidrofilica sobre las cuales las moléculas de agua facilmente se
adsorben y a la vez con alta flexibilidad posibilitan un mayor tiempo de vida en la
sangre (Blume y Cevc, 1990; Troster y Kreuter, 1992; Allen, 1994).

Algunos polimeros anfifilicos han sido utilizados para la estabilizacion de
nanoparticulas de superficie hidrofébica para prolongar su circulacion en el lecho
vascular y alterar su biodistribucion. Una detallada descripcion de polimeros
modificadores de nanoparticulas se ha llevado a cabo por Moghimi, Stolnik, lllum y otros
(Moghimi y col., 1993; Stolnik y col., 1994; lllum y col., 1987a).

Uno de los mas comUnmente usados es la serie de copolimeros lineales de
6xido de polietileno y éxido de propileno Pluronic/Tetronic o Polaxamer/Polaxamine),
que se han utilizado para recubrir particulas de PS (Moghimi y col., 1991a). Para la
proteccion estérica de liposomas se han empleado otros tipos de polimeros,
destacandose los PEG-Fosfatidiletanolamina (PEG-PE) (Klibanov y col., 1990).

Dentro de los polimeros anfifilicos son los formados por dibloques y multibloques
del tipo PEG-R o metoxi (m)PEG-R donde R puede ser tanto un polimero o copolimero
biodegradable (PLA, PLGA, PGA, Policaprolactona PCL, etc) (Krause y col., 1985; Gref
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y col., 1994),como polimeros no degradables (PS, policianocrilatos, etc), quedando el
PEG siempre orientado hacia la fase externa y el R estaria en la fase interna junto con el
farmaco encapsulado, dando lugar a microparticulas y nanoparticulas estéricamente
estables. (Shah y col., 1994)

Para que los polimeros realicen su funciéon protectora Bazile y col. 1995
demostraron mediante el método combinado de hidrdlisis alcalina y coloracion del mPEG
gue las cadenas de mPEG estan localizadas en la superficie de las nanoesferas.

A diferencia de los liposomas, en los cuales generalmente la parte hidrofébica
del polimero protector anfifilico se encuentra dentro de la bicapa fosfolipidica, en las
microparticulas y nanoparticulas, estos se encuentran adsorbidos o0 unidos

guimicamente a la superficie de estas particulas.

1.5.- METODOS DE RECUBRIMIENTO DE PARTICULAS

1.5.1.- ADSORCION FiSICA DE UN POLIMERO EN LA SUPERFICIE DE UNA
PARTICULA

El mecanismo de adsorcion consiste en la formacién de una capa protectora que
se adhiere a la superficie de las particulas por fuerzas electrostaticas o van der Waals,
pero sin llegar a formar nunca enlaces covalentes. Este proceso ocurre para particulas
gue presentan similitud estructural con el polimero que las recubre.

El espesor optimo de la capa protectora para conseguir un buen efecto
estabilizante en particulas pequefias (60 nm) es dificil de predecir exactamente, pero un
espesor de capa adsorbida de 100 A° podria ser adecuado para proporcionar no
solamente una estabilizacion estérica a particulas de 60 nm en términos de una posible
agregacion, sino también para evitar la interacciéon con los macréfagos (lllum y col.,
1987h).

La rapida captacion por el RES de particulas de PS se reduce parcialmente
recubriéndolas con surfactantes artificiales tales como polaxamine 908 (lllum y col.,
1987a), 1508 (Troster y Kreuter, 1992) o albumina (Norman y col., 1992).

Porter y col (1992), demostraron que el recubrimiento de PS con determinados
copolimeros no solamente reducen su captacién por los macréfagos del higado, sino que
son capaces de redirigirse a otros érganos después de inyectadas por via intravenosa.
Nanoparticulas de PS recubiertas con Polaxamer 407 se acumulan en médula ésea.

Este mismo grupo demostrd que un procedimiento analogo ayudé sustancialmente a
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alterar la biodistribucién de nanoesferas por via subcutanea.

Los surfactantes Polaxamer y Polaxamine contienen bloques de polietilenglicol
(PEG) y polipropilenglicol (PPG). Los bloques de PPG que son los mas hidrofébicos se
adsorben en la superficie del PS y los mas hidrofilicos PEG sobresalen fuera de la
superficie y forman una pelicula protectora (lllum y Davis, 1983). La adsorcion disminuye
con la rugosidad y polaridad de la superficie. No obstante, las particulas de PS
recubiertas con tensioactivos y particulas de Polimetilmetacrilato recubiertas por
polaxamer, no pueden ser utilizados como sistema terapéutico debido a que no son
biodegradables (Troster y Kreuter, 1988). Por esta razon los estudios llevados a cabo
con el PS se realizaron con polimeros biodegradables (PLGA) (Dunn y col., 1994b), el
cual se recubrid por adsorcion con copolimeros dibloques PEG-PLA (lllum y col, 1987a;
Troster y Kreuter, 1992). Sin embargo, los resultados in vivo PLGA/PEG-PLA y
PS/Polaxamine 908 indicaron que la adsorcion de capas de PEG-PLA al polimero
presenta una menor estabilidad o resistencia a la adsorcion de proteinas que la
mostrada por el PS recubierto con Polaxamer 908.

También se estudio la posible sustitucion del PS por PLA, pero los resultados no
fueron los esperados ya que estas particulas fueron captadas muy rapidamente y su
tiempo de vida media en la sangre solamente llegaba a los 2 min. (Verrechia y col.,
1995). Esto se debi6 seguramente a un rdpido intercambio de los surfactantes por
algunos complementos proteicos que se localizan en el lecho vascular. La diferencia en
la captacion entre particulas de PLA y PS se debe a que los surfactantes presentan una
mayor afinidad por estos Ultimos lo cual permite que estén mayor tiempo en circulacion
(Nlum y Davis, 1983; lllum y Davis, 1984).

Dunn y col (1994a) trataron de incorporar PEG a la estructura del PLGA
mediante adsorcion, pero fue imposible ya que se producian desorciones, con lo cual
esta posibilidad también quedaba eliminada.

1.5.2.- UNION QUIMICA DE CADENAS DE POLIMEROS SOBRE UNA
PARTICULA.

Este método consiste en la formacién de enlaces covalentes entre el polimero
formador de la particula y el agente de recubrimiento, lo cual pudiera solucionar los
problemas de estabilidad de los agentes protectores presentados anteriormente.

Muchos autores (Miller y Kissel, 1993; Gref y col., 1995) plantearon ademas
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como alternativa la incorporacion de dichas cadenas mediante reaccién quimica, que en
la mayoria de los casos se basa en la polimerizacion por apertura del anillo de las formas
ciclicas de los monémeros (Gref y col., 1995).

Moghimi y col (1991a), demostraron que el polaxamer 407 podia proteger de la
captacion del RES a nanoesferas de latex pero no a los liposomas de igual tamario.
Esto se debe, segun Allen (1994) a que en la union liposoma polaxamer la region
hidrofébica esta perpendicular a las cadenas acilica de la bicapa, mientras que con
PEG-PE el anclaje hidrofébico esta paralelo a la cadena acilica. Esto da como resultado
que el espesor del recubrimiento sea considerablemente menor en liposomas que en
nanoparticulas (Jamshaid y col., 1988; Woodle y col., 1992). El PEG-PE funciona mejor
gue el polaxamer F-108 (Woodle y col.,, 1992), en el recubrimiento de liposomas,
aumentando su tiempo de vida (Klibanov y col., 1990; Blume y Cevc, 1990; Mori y col.,
1991; Torchilin y col., 1992). De forma general los liposomas recubiertos con PEG crean
una barrera estérica en la superficie la cual impide su opsonizacién por parte de las
proteinas plasmaticas (Senior y col., 1991; Chonny col., 1991; Chonn y col., 1992).

El PEG ha presentado grandes ventajas en el caso de los liposomas superando
a otros polimeros debido a que ha disminuido la captacion por el RES, ha aumentado el
tiempo de residencia en la sangre y la flexibilidad de la bicapa lipidica (Allen, 1994).

La flexibilidad de la bicapa lipidica es un factor esencial para prolongar el tiempo
de circulacién de los liposomas y por tanto disminuir la interaccion con las proteinas del
plasma. Sin embargo, una excesiva flexibilidad puede dar lugar a la desestabilizacién de
la membrana y a la liberacién del farmaco encapsulado, limitando la utilidad de estos
sistemas (Juliano, 1988; Scherphof, 1978).

Con respecto a particulas poliméricas, Harper y col. 1991, concluyeron en su
trabajo que el recubrimiento de nanoparticulas de PS con polioxietileno (PEO) es mas
eficaz para evitar la fagocitosis cuando la unién es por enlace covalente que cuando se
encuentra adsorbida a la superficie.

Dunn y col. 1994a observaron como particulas de PS unidas covalentemente a
cadenas de PEG(2kD) en su superficie eran menos atrapadas por el higado que el PS
sin recubrir, e incluso recubiertas con Polaxamine 908. Ademas se encontr6 una
correlacion entre la densidad superficial del PEG y el tiempo de circulacion en sangre.

Igualmente las nanoparticulas de Polialquil-cianocrilatos (PACC) (Gref y col.,
1995), albimina (Miiller y Kissel, 1993) o poliacido aspartico (Kataoka y col., 1993)
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recubiertas covalentemente con PEG permanecen un tiempo mas prolongado en sangre.

También se ha comprobado que es capaz de disminuir el caracter inmunogénico
y antigénico de ciertas proteinas (Abuchowski y col., 1977), aumentar su
biocompatibilidad (Sawhney y col.,, 1993) y reducir la adsorcion de proteinas y
componentes sanguineos (Desai y Hubbell, 1992; Bergstrom y col., 1994; Han y col.,
1993; Kishida y col., 1992; Prime y Whitesides, 1993).

Con la misma finalidad Torchilin y col. 1994, desarrollaron polimeros hidrofilicos
con un grupo lipidico o acilico graso terminal tales como PEG-PE o poliacrilamida-palmitil
(PAA-P), como posibles protectores covalentes de nanoparticulas de PS. Las primeras
tuvieron un tiempo de circulacion prolongado (t;,=4h), mientras que las segundas fueron
rapidamente eliminadas.

Stolnik y col (1994), demostraron que no todos los sistemas que utilizan PEG
tienen el mismo comportamiento. Segun se evidencia en la tabla 1.1, los sistemas
PS/PLA:PEG 2:5 y PS/ PLA:PEG 3:4 fueron rapidamente retirados de la circulacion. Sin
embargo, las nanoparticulas de PLGA con PLA:PEG, permanecen circulando mas
tiempo (figura 1.2), estas diferencias pueden deberse a que el PLA-PEG se puede unir
mas facilmente al PLGA que al PS, debido a su similar naturaleza quimica, confiriéndole

una capa protectora estable que evita la union de proteinas plasmaticas en su superficie.

% de Radiactividad asociada con el 6rgano

Sistemas Higado Bazo Sangre
PS sin recubrir 504 +3.1 56+26 9.8+4.0
PS/PLA:PEG 2:5 50.4+0.5 11.8+4.0 1.7+04
PS/PLA:PEG 3:4 46.4+3.3 17.3+1.8 1.0+0.1
PS/Polaxamine 908 14.0+05 235+1.2 386+15
PLGA sin recubrir 63.8+0.1 22+0.3 46+05
PLGA/PLA:PEG 2:5 227+1.0 10.7+19 285+9.3
PLGA/PLA:PEG 3:4 209+5.6 84+1.1 175+1.8
PLGA/Polaxamine 908 334+04 12.0+05 20.3+0.8

Tabla 1.1.- Efecto del recubrimiento en nanoparticulas de PS y PLGA con copolimeros de
PLA:PEG 2:5y 3:4 y Polaxamine 908 en la acumulacion en diferentes érganos de rata a las tres
horas después de la inyeccion (Stolnik y col., 1994).
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Figura 1.2.- Curvas de aclaramiento sanguineo para nanoesferas de PLGA sin recubrir y
recubiertas con copolimeros de PLA:PEG (2:5), PLA:PEG (3:4) y Polaxamine 908 después de una
inyeccion intravenosa (Stolnik y col., 1994).

Bazile y col (1995), realizaron un estudio comparativo del efecto protector que
producen los recubrimientos de Pluronic F-68 y mPEG, concluyendo que el
recubrimiento con mPEG reduce mas eficazmente la fagocitosis. El escaso éxito del F68
se debe probablemente a la desorcion y el rapido reemplazamiento por los componentes
del suero o a un recubrimiento insuficiente de la superficie dando un “material

imperfecto”.

1.6.- PROPIEDADES Y CARACTERISTICAS QUE HACEN DEL PEG UN BUEN
AGENTE PROTECTOR.

Segun, Torchilin y Papisov (1994), un buen agente protector no debe presentar
en su estructura grupos hidroxilos (polisacaridos), ni grupos aminas (polisinas) debido a
gue son blancos de los complementos C3 y C4 respectivamente, por estas razones el
PEG se considera un buen protector.

El PEG confiere a las superficies de las particulas cierto caracter hidrofilico, asi
como suficiente densidad vy flexibilidad para reducir las interacciones con los agentes
opsonizantes (Torcholin y Papisov, 1994).

Ademas, el PEG posee una serie de propiedades entre las que destacan muy
baja toxicidad por lo que fue aprobado por la FDA para uso humano (Harris, 1985; Pang,
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1993), excelente solubilidad (Zalipsky, 1995), muy baja inmunogeneidad y antigenicidad
(Dreborg y Akerblom, 1990; Delgado y col., 1992; Katre,1993; Zalipsky y Lee, 1992) y
finalmente cuando se administra al organismo, no se acumula en el RES y se elimina

facilmente (Yamaokay col., 1994).

1.6.1.- MECANISMO DE ACCION DE LAS CUBIERTAS DE PEG

Conocer el mecanismo de acciéon de recubrimientos hidrofilicos y en particular
los de PEG ha sido un gran avance en el disefio de particulas con éptimas propiedades
superficiales. EI PEG forma un recubrimiento hidrofilico que actia como impedimento
estérico evitando asi la opsonizacién por las proteinas del plasma (Torchilin y Papisov,
1993; Tan y col, 1993; Blume y Cevc, 1993).

Las condiciones por las cuales las particulas hidrofobicas rodeadas de PEG en
forma de cepillo, evitan o reducen la interaccién con las proteinas opsonizantes de la
sangre fueron estudiadas por Jeon y col (1991) y Jeon y Andrade (1991), los cuales
elaboraron un modelo matematico teniendo en cuenta cuatro tipo de interacciones entre

proteina y particula figura 1.3.
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Figura 1.3.- Interaccién entre una proteina y un sustrato hidrofébico con cadenas de PEG. 1:
Atracciones hidrofébicas entre la proteina y el sustrato, 2: Repulsion estérica producidas por las
cadenas de PEG. 3: Atracciones de van der Waals entre las proteinas y el sustrato. 4: Atracciones
de van der Waals entre las proteinas y las cadenas de PEG (Gref y col., 1995).

La mayor repulsion de proteinas se consigue con largas cadenas de PEG y alta
densidad superficial (Jeon y col., 1991). En la figura 1.3, se representa la distancia (D)
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entre los anclajes al substrato de dos cadenas de PEG. En el caso de pequeias
proteinas (radio de 2 nm), D debe encontrarse alrededor de 1 nm, mientras que para
proteinas mayores (6-8 nm), D se encuentra alrededor de 1.5 nm. Esto sugiere que
ambos, la reduccion en la adsorcion de opsonizantes y la adsorcién selectiva de ciertos
componentes del plasma (desopsonizacion) impiden el reconocimiento y la captacion de
nanoparticulas por los macrofagos, la competencia entre estos dos mecanismos se cree
gue es la clave para controlar la captacion de las particulas por los macréfagos y por lo
tanto su biodistribucién (Moghimi y col., 1993).

Por todas las razones anteriores Jeon y col. (1991) llegaron a la conclusion que
la alta densidad superficial y la longitud de las cadenas de PEG, en los casos

anteriormente mencionados son necesarios para dotar de resistencia a las particulas.

1.7.- ESTUDIOS IN VITRO E IN VIVO DE PARTICULAS RECUBIERTAS

1.7.1.- ESTUDIOS IN VITRO

Estudios realizados in vitro con nanoparticulas de PS-PEG(2kD) demostraron
una clara relacién entre la densidad superficial del PEG y la capacidad de estas
particulas de evitar el reconocimiento por células aisladas no parenquimales del higado
(Tabla 1.2). En ausencia de suero, como muestra la figura 1.4 a medida que aumenta la
densidad superficial del PEG reduce su captacion por las células fagocitarias. La
captacion de nanoparticulas de PS -PEG 2kD con 15% (b), 41% (c), 51% (d) de C-O en
la superficie fue significativamente menor comparada con las nanoparticulas de PS no
recubiertas y con las nanoparticulas PS-PEG 8%(a). Las nanoparticulas de PS-PEG 2kD
(c) y (d) mostraron similar captacion por las células que las particulas PS-908. En
presencia de suero la captacion de todos los sistemas (excepto PS-PEG 2kDd) fue
significativamente inferior que sin suero (Dunny col., 1994a).

Particula razén moar estireno: % C-O Tamafio (nm) Potencial Zeta
macromonémero

PS -- 4 60.7 -43.8
PS-908 -- 20 74.0 -1.9
PS-PEG 2kDa 1:0.004 8 155.3 -18.2
PS-PEG 2kDb 1:0.025 15 101.5 -5.5
PS-PEG 2kDc 1:1.053 41 66.9 -2.0
PS-PEG 2KDd 1:1.061 51 60.7 -1.2

Tabla 1.2.- Razén molar estireno:macromonémero, porcentajes de C-O en la superficie de la
particula, tamafio de particula y potencial zeta (Dunn y col., 1994a).
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Figura 1.4.- Relacién entre la densidad superficial de los carbonos etéreos (% C-O) del PEG en
particulas de PS-PEG 2000 (2kD) y la captacién in vitro de estas particulas por células no
parenquimales del higado de rata en ausencia de suero (Dunny col., 1994a).

lllum y col (1987b), realizaron un estudio utilizando macréfagos peritoneales y
nanoparticulas de PS con diferentes espesores de recubrimiento. Los resultados indican
gue a mayor espesor de la capa adsorbente menor es la capatacién de estas particulas
por los macrofagos. De esta forma se puede predecir que un recubrimiento de al menos
230 A° es necesario para superar las fuerzas de atraccion de van der Waals entre
macrofagos y particulas de 5.25 nm.

Bazile y col (1995), incubaron nanoparticulas de  (*'C)PLAs(18)-F68,
(14C)PLA50(18)/mPEG(Z)-PLA50(3O) y MPEG(5)-PLAs,(30) en un cultivo celular THP-1.
Después de 1 hora de incubacion la radioactividad incorporada a los macrofagos
procedentes de las nanoparticulas de (**C)PLAsy(18)-F68 era de 4-8 veces superior que
en el caso de las nanoparticulas de  (*'C)PLAso(18)/mMPEG(2)-PLAs(30) vy
(**C)PLAso(18)/ mPEG(5)-PLAsy(30) respectivamente, evidenciando la superioridad del

efecto protector de los grupos PEG y mPEG sobre copolimeros biodegradables.

1.7.2.- ESTUDIOS IN VIVO DE BIODISTRIBUCION DE PARTICULAS
RECUBIERTAS
Dunn y col (1994a), comprobaron que al igual que in vitro las nanoparticulas de

PS-PEG 2000d son menos captadas por el higado y permanecen mayor tiempo
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circulando en sangre que las nanoparticulas de PS sin recubrir.

Gref y col (1994), marcaron nanoesferas de PLGA y PEG(20kD)-PLGA con In
para realizar estudios de biodistribucion en ratones. Inyectaron 0.35 ml de una
suspension de nanoesferas por via intravenosa, muestras de sangre y Organo se
midieron 5 minutos después. Como se esperaba las nanoparticulas de PLGA no
recubiertas se acumulan inmediatamente en el higado , por el contrario menos del 30 %
de nanoesferas de PEG 20(kD)-PLGA se encontraron en el higado después de 5 horas.
El tiempo de circulacion de las nanoesferas en la sangre aument6 con el incremento del

peso molecular del PEG (figura 1.5).
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Figura 1.5.- Comparacion de los tiempos de circulacion en sangre y acumulacion en el higado de
nanoesferas de PLGA y PEG-PLGA (Grefy col., 1994).

Bazile y col (1995), demostraron que nanoparticulas de (**C)PLA(18kD)/
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mPEG(5kD)-PLA(30kD) con una alta radioactividad fueron localizadas en el corazon y en
la sangre confirmandose que las particulas permanecian circulando durante 6 horas
después de la inyeccién. Por el contrario, nanoparticulas de (**C)PLA(18kD)-F68 (Bazile
y col., 1995) y PLGA-Albumina (Verrecchia y col., 1995), no fueron capaces de evitar la
fagocitosis, probablemente debido a la desorcién y rapido reemplazamiento por los
componentes del suero sanguineo.

Varios autores (lllum y col., 1987a; Moghimi y col., 1993; Tan y col., 1993) han
sugerido que las razones por las que disminuye la interaccion de las células-particulas y
por tanto su baja captacion por el higado de nanoparticulas con PEG en su superficie, se
debe a la creacion de barreras estéricas que disminuyen la adsorcién de las proteinas
del plasma en la superficie de las nanoparticulas. Sin embargo, también se ha sugerido
gue permite la captacion selectiva de ciertos componentes plasmaticos que actdan como
desopsonizante, evitando el reconocimiento por los macréfagos. (Moghimi y col., 1993).
La biodistribuciéon se debe al balance entre los procesos de opsonizacién y
desopsonizacion.

Las nanoesferas biodegradables recubiertas con PEG y mPEG (Gref y col.,
1994; Gref y col., 1993; Peracchia y col.,, 1994; Bazile y col., 1993), son uno de los
sistemas mas esperanzadores pues se ha conseguido prolongar los tiempos de
permanencia en el sistema vascular debido a la modificacion que produce en la
superficie de las particulas (hidrofilicidad, flexibilidad, carga, longitud de la cadena,

densidad superficial y homogeneidad superficial.)

1.8.- FACTORES QUE INFLUYEN EN LA BIODISTRIBUCION DE
NANOPARTICULAS

El tamafio y forma de estas particulas influyen en su distribucién en el organismo
para circular a lo largo de pequefios capilares, el tamafio de las particulas debe ser
menor de 5 pm, ademas se requiere un didmetro menor de 200 nm para evitar los
efectos filtrantes del bazo. Por ejemplo, a pesar de su recubrimiento hidrofilico, particulas
modelo de PS de 250-300 nm con superficies modificadas mediante la adsorcion de
bloques de copolimeros fueron en gran parte atrapados por el bazo (Moghimi y col.,
1991b). Grefy col (1995), observaron lo mismo con particulas de PEG-PLGA y PEG-PLA
de ese orden de tamafio.

La hidrofilia fue considerada como uno de los principales requerimientos, pero no



Capitulo 1. Introduccién 20

el unico. Por ejemplo particulas recubiertas con maltopentosa (Blume y Cevc, 1993) o
con dextrano (Painy col., 1984), son mas hidrofilicas que las recubiertas con PEG(5kD),
sin embargo fueron eliminadas de la circulacion sanguinea con mayor celeridad que
estas Ultimas.

Esto ha hecho pensar que ademas de la hidrofilia, la flexibilidad (libre rotacion de
unidades de polimeros individuales alrededor de la union interunidad) de las cadenas es
otro de los requisitos necesarios para el recubrimiento de polimeros. Quizas el bajo
caracter inmunogénico y antigénico que sufre el PEG se deba a los cambios transitorios
de flexibilidad y estructurales, dificultando la respuesta del sistema inmune (Woodle y
Lasic, 1992).

La carga de las particulas es uno de los factores que influye en la fagocitosis de
las mismas. En nanoparticulas elaboradas con PEG-PLGA la presencia de cadenas de
PEG orientadas hacia la superficie de la particula reducen notablemente el potencial
zeta.

Kayes y Rawlins (1979), propusieron la medida de la variacion del potencia zeta
como una medida indirecta del espesor de la capa de recubrimiento.

Mller y col (lllum y col., 1987b) estudiaron la variacion del potencial zeta de
particulas de PS recubiertas con diferentes surfactantes no i6nicos. Se produce una
disminucion del potencial zeta desde -60 mV para particulas de PS no recubiertas hasta
un valor de -26 mV para particulas de PS recubiertas con Polaxamine 908 a pH 7.5.

Tabata e lkada (1988), determinaron que se produce menor fagocitosis para
nanoparticulas con superficies hidrofilicas no idnicas. Las superficies no iénicas son las
propicias para prolongar el tiempo de circulacion en sangre.

lllum y col (1987b), determinaron la relacion inversa que se establece entre el
potencial zeta y el espesor de la capa adsorbida, mostrada en la figura 1.6. A menor
fuerza iénica, la capa de polimero adsorbida sera menor que la doble capa difusa y como
consecuencia la adsorcién del polimero podra depender de la reduccion del potencial
zeta. A mayor fuerza iénica la doble capa difusa se reduce y el espesor de la capa del
polimero protector es mayor, incluso para polimeros de bajo peso molecular. A medida
gue aumenta el espesor de la capa protectora menor es el potencial zeta, disminuyendo
la fagocitosis de estas particulas.
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Figura 1.6.- Influencia del espesor de la capa protectora del polaxamer y el polaxamine en el
potencial zeta de las particulas de PS (lllum y col. 1987b).

La longitud de la cadena juega un papel fundamental en la variacion del
potencial zeta, debido a que las particulas de PEG (5kD)-PLGA y PEG(3x5kD)-PLA
poseen un potencial zeta de -16.74 y -14.56 mV respectivamente, mientras que las
nanoparticulas de PEG(20kD)- PLGA presentaron un potencial zeta menor en 8,58 mV.
La longitud éptima de los bloques de copolimeros de polioxietileno ha sido determinada y
debe ser del orden de 5-15 unidades de oxietilenos. (Porter y col, 1992).

Bazile y col (1995), en su trabajo demostraron que la fuerte barrera estérica que
creaban las cadenas de mPEG en la superficie de la particula, evita en gran medida la
deposicion de los complementos C3. Ademas, indicaron que al parecer, la densidad
superficial juega una funcién mas importante que la longitud de la cadena en la repulsién
estérica.

Torchilin y col (1995), demostraron la importancia que presenta la densidad
superficial (%C-O) y el efecto protector del PEG , para esto sintetizaron varios
copolimeros de PEG-PLGA. EIl PEG utilizado fue de 20kD el cual se unié en diferentes

111
In,

proporciones al PLGA (1:9, 1.5, 1:4). Las nanoesferas fueron marcadas con
observandose que las nanoparticulas con mayor densidad superficial permanecian

mayor tiempo circulando y eran menos captadas por los macréfagos del RES, figura 1.7.
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Figura 1.7.- Aclaramiento en sangre (A) y acumulacién en higado (B) de nanoesferas de (***In)-
PEG-PLGA con diferentes razones de polimero (w/w) (Torchilin y Trubetskoy, 1995).

Dunn y col (1994a), demostraron que utilizando XPS es posible comparar los
niveles de PEG expuestos en la superficie midiendo el porcentaje de C-O enlazados a
través del espectro del Cls para varios sistemas. Determinandose que una cierta
densidad de PEG en la superficie de las particulas es necesario para obtener los
resultados deseados, mientras que la longitud de las cadenas de PEG deben ser
suficientemente largas para crear un efecto de estabilizacion estérica.

Las cadenas de PEG se orientan hacia la superficie en forma de cepillo, donde
la relacién entre el espesor de la capa superficial y la longitud de la cadena de PEG

viene dada por la ecuacion,
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dh = 30.84 1.1

donde (a) es el numero de unidades de polioxietileno en la cadena de PEG (Tan y col.,

1993). Se esperaria que las cadenas de PEG unidas pudieran ejercer mayor rigidez

conformacional, la cual estaria controlada por la ecuacion,

1.00
a

dp = 1.2

Por lo tanto, en términos de estabilidad estérica se puede esperar que cadenas
de PEG(2kD) (equivalente a 50 unidades de oxietileno) unidas covalentemente a la
superficie del polimero, podrian presentar similar espesor que el polaxamer adsorbido
con una longitud de la cadena de 106 unidades de oxietileno, presentando una gran
efectividad en términos de estabilidad estérica y resistencia a los efectos de las proteinas
(Harper y col., 1991; lllum y col., 1987b; Tan y col., 1993).

La homogeneidad superficial de nanoparticulas fue explicada por Bazile y col
(1995), quienes concluyeron en su trabajo que para evitar los problemas de
heterogeneidad se hizo necesario unir covalentemente cadenas de mPEG a la
superficie, logrando una distribucién homogénea y de esta forma se evita que queden
zonas desprovistas de agentes protectores, como ocurrid para el PLA recubierto con

Pluronic F68.

1.9.- MARCADORES APROPIADOS PARA EL ESTUDIO FARMACOCINETICO

Para seguir la farmacocinética y biodistribucién de nanoesferas in vivo o in situ
se necesitan radionuclidos apropiados, los cuales deben mantener intacta la estructura.

Un trazador ideal es aquel que cumple los siguientes requisitos.

1- Marcaje estable.

2- Resistencia a descomponerse y al metabolismo que puede sufrir una vez
dentro del organismo.

3- Debe presentar una rapida eliminacién del organismo y no debe distribuirse
sobre tejidos o unirse a proteinas.

4- Poseer una facil medicion en la sangre y en tejidos.

Dentro de los radiois6topos mas utilizados en el marcaje de nanoparticulas de
11N y 14

El primero se une directamente a las nanoparticulas ya formadas a través de
enlaces con los grupos COOH, OH, NH,, SH. (Mallol, 1989).

naturaleza polimérica se encuentran el 9m ¢ |
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Es emisor g confiriéndole una particular importancia, ya que pueden ser
facilmente medidos los tejidos directamente sin necesidad de solubilizarlos. El periodo
de semidesintegracion es de 6.6 horas, considerandose un isétopo de gran utilidad para
estudios in vitro e in vivo.

El segundo forma un quelato con el DTPA a través del método de
transquelacién (Khaw y col., 1984) y posteriormente se une al polimero.

El tercero suele sustituirse por Carbonos del polimero que se sintetiza (Le Ray y
col., 1994)

1.10.- MODELOS HEPATICOS

Los sistemas de liberacion controlada de farmacos una vez que se encuentran
en el lecho vascular, estan sujetos a diferentes transformaciones, sobre todo en su paso
por el higado, el cual es el principal érgano de eliminacion, por lo que se hace necesario
conocer los diferentes modelos hepaticos que explican estos procesos.

La eliminacion hepatica de los farmacos es de gran importancia, en parte porque
el higado es el principal sitio de eliminacion y por otra parte porque se encuentra situado
en una posicion anatémica exclusiva, entre el tracto gastrointestinal y la circulacion
general, siendo capaz de reducir la biodisponibilidad de farmacos orales y solo alcanza
al sistema circulatorio general una parte de la dosis administrada.

El aclaramiento hepatico de una sustancia o de un farmaco, esta dado por el
producto del flujo sanguineo en el 6rgano y la razén de extraccion del farmaco. Estas
relaciones entre eliminacion por el érgano, flujo sanguineo y razon de extraccion,
presentan gran complejidad.

Varios modelos han surgido para explicar y cuantificar la posible influencia que
ejercen factores fisiolégicos, tales como, el flujo sanguineo, unibn a componentes
hematicos, actividad enzimatica hepatocelular, razén de extraccion y polaridad del
farmaco (Rowland y col., 1977; Wilkinson y Shand, 1975), en la eliminacidon hepética.
Independientemente, los procesos fundamentales implicados en el transporte hepéatico
han sido estudiados, a partir de datos morfométricos del acinus hepatico (Miller y col.,
1975), la variacién del flujo sanguineo sinusoidal (Koo y col., 1975) y la heterogeneidad
de los sistemas enzimaticos (Gumucio y Miller, 1981).

Los modelos in situ mas frecuentemente empleados para describir la eliminacion

hepética de farmacos son los siguientes: El de equilibrio venoso o “Well- Stirred” (Pang y
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Rowland, 1977a), tubos paralelos o “Perfusion Sinusoidal” (Pang y Rowland, 1977a), el
de distribucion (Bass y col.,, 1978, Forker y Luxor, 1978) y mas recientemente el de
dispersion (Roberts y Rowland, 1986), figura 1.8.
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Figura 1.8.- Representacion de modelos estocasticos para farmacos transportados a su paso por
6rganos aislados y su correspondiente curva a la salida del 6rgano. Cada uno de estos puede
tener parametros adicionales para la cinética del modelo de distribucién del soluto entre los
sinusoides y los hepatocitos (Roberts y col., 1988).

1.10.1.- MODELO DE EQUILIBRIO VENOSO O “WELL-STIRRED” Y
MODELO DE TUBOS PARALELOS O “PERFUSION SINUSOIDAL”

Dos modelos son los mas cominmente usados para describir la eliminacién de
farmacos por el higado. Uno de ellos es el modelo equilibrio venoso o “Well-Stirred” y el
otro es el modelo de tubos paralelos o “Perfusion Sinusoidal”. Estos dos modelos son
equivalentes a los reactores de mezcla perfecta y flujo pistéon utilizados en reacciones
guimicas (Levenspiel, 1972), en los que se asume un comportamiento ideal del flujo
sanguineo y de la dispersion de soluto en el higado.

El modelo de equilibrio venoso (Rowland y col., 1973), asume que el higado es
un simple compartimento y que la concentracion de farmaco libre en sangre esta en
equilibrio con el farmaco que se encuentra en el higado

El modelo de tubos paralelos (Winkler y col., 1973; Winkler y col., 1974), asume
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gue el higado esta compuesto por un nimero de tubos idénticos y paralelos con enzimas
distribuidos a nivel de cada seccién transversal de los sinusoides vasculares y en el
espacio perinusoidal. El total de la actividad enzimatica en el higado es la suma de la
actividad enzimatica de cada tubo.

Son consideraciones comunes para ambos modelos:

- La sangre entra y sale del higado conteniendo farmaco libre y farmaco unido a
cualquier constituyente del plasma (usualmente proteinas) o a constituyentes celulares
sanguineos, siendo (fg) la fraccién de farmaco libre en sangre.

- Dentro del higado hay una variedad de enzimas (designados desde i hasta n)
los cuales estan caracterizados por una velocidad maxima (Vmai) Y la constante de
Michaelis-Menten (Kp.).

También se asume que:

- La mezcla tiene lugar entre la sangre portal hepatica y la sangre arterial
hepatica antes de que el farmaco se divida en sinusoides. Evidencias experimentales
generalmente sustentan esta hipotesis (Greenway y Stark, 1971).

- Solamente el farmaco libre puede atravesar las membranas.

- No hay una barrera que impida el contacto del farmaco y los enzimas del
hepatocito; por lo que la velocidad de distribucion, es limitada por la perfusion. (Bass y
col., 1976; Goresky y Goldsmith, 1976).

- La velocidad de eliminacién del farmaco es funcion de la concentracion del
farmaco libre en contacto con el enzima, (C_ ).

A partir del balance de masas, la velocidad de eliminacién del farmaco (V) viene
dada por; la pérdida de farmaco la cual es consecuencia de la captacion del farmaco en
el higado, del metabolismo y de la excrecion biliar. De esta manera obtenemos la

siguiente expresion:

V=0 X(Cin - COut) =Veloc. de Acumulacién + Veloc. de + Veloc. de excrecién 1.3
del farmaco en el higado  Metabolismo Biliar

Donde, (Cj,) es la concentracion a la entrada del érgano, (Coy) €s la concentracion a la
salida del 6rgano y (Q) es el flujo sanguineo.

En el estado de equilibrio, la velocidad neta de acumulacién del farmaco en el
higado es cero y (V) es igual a la suma de las velocidades de metabolismo y excrecion

biliar. Por lo tanto, por definicion, en el estado de equilibrio el aclaramiento hepatico es:
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CL:V:QX(Cin'COut):QxE 14

Cin

Donde, (E) es la razén de extraccion.

Ademas, la actividad enzimatica hepatica, independientemente del flujo hepatico
y de la unién del farmaco a componentes sanguineos, viene dado por el aclaramiento
intrinsico (CL;y) (Wilkinson y Shand, 1975), que relaciona la velocidad de eliminacién

hepatica con la (C_ ).

v
Clipt = 15

CL,u
Por definicién CL;,>CL.

1.10.1.1.- MODELO DE EQUILIBRIO VENOSO O “WELL-STIRRED”

Para utilizar dicho modelo es necesario realizar algunas consideraciones
adicionales.

1- El Higado se comporta como un compartimento bien agitado.

2- El equilibrio de distribucién se logra de forma tan rapida que el farmaco en
sangre venosa esta en equilibrio con el que esta en el higado.

Se asume una difusion pasiva, donde la concentracion de farmaco libre en
sangre venosa (Cqy o) ¥ €n higado (C., ) son iguales.

En el estado de equilibrio, la ecuacion de balance de masa es:

~ ( ) N WVmax,i *CLu
V=Qx(Cin-Cop)= 8 — 16

i=1Km,i *CLu

por tanto,

n V. ;
o max, i
Chipf=a—————— 1.7

i=1Km,i *CLu
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Pueden darse dos situaciones:
a) C., << Kp i, sila concentracion del farmaco es mucho menor que k, , la

cinética es lineal y el CL;y alcanza un valor maximo constante,

nv ;
o Ymax,i
Clint = @ 1.8
i=1 K
b) Sistema unienzimatico (n=1).
\Y/ xC
max ~~Out 19

V:Qx(cin'COut):( )
Km/ fB,out * Cout

Una extension del modelo de equilibrio venoso o “Well-Stirred” es el modelo de
Tanques en serie usados comunmente en ingenieria quimica y que se ha venido
aplicando en eliminacion hepética. El tanque simple de equilibrio venoso se divide en (n)
tanques de longitud (L/n) colocados en serie, donde la salida del primer tanque es la

entrada del siguiente obteniéndose una serie de ecuaciones a partir de:

fB,Out ><Vmax

v ><(Cin - COut) = ( )xCom 1.10

Km * fB,0ut *Cout

Por lo que,

L xfB out *Vmax

v x(Cy - Cap) = )ch 111

n ><(Km + B, out *Ck +1

desde k=0 hasta (n-1) y C,=C;, y por tanto la concentracion de salida C, = Cn,

Ademas, (n) es el nUmero de tubos y (L) la longitud del tubo.
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1.10.1.2.- MODELO DE TUBOS PARALELOS O “PERFUSION SINUSOIDAL"

Para este modelo se asume ademas que:

1- El higado esta compuesto por un gran ndmero de tubos cilindricos idénticos,
ordenados en paralelo, con enzimas uniformemente distribuidos rodeando los cilindros.
El flujo de sangre es unidireccional a través de los cilindros. Por lo que puede
considerarse una forma limite para el modelo de tanques aproximandose al infinito.

2- En cualquier punto a lo largo del cilindro existe un equilibrio de distribucion
entre el farmaco-enzima y el farmaco en el cilindro.

En el estado de equilibrio, la velocidad del farmaco a la salida (v,) sobre un diferencial dx

desde el punto x a lo largo del tubo esta dado por la siguiente expresion

nyv, : xC
dx . ‘max,i,tubo “~L,u,x
Vy = @ = - QtUbOdCX 1.12

D i=1 Km,i +CL,u,x

donde,(C,) y (fzx) es la concentracion y la fraccion de farmaco libre en un punto x, (v,) es
la velocidad de eliminacién en el punto x

Para este modelo al igual que para el de equilibrio venoso se pueden dar dos
situaciones.

a) Cuando C, x<<Kp, fgx = fg,our = CONstante

"s.0uttinty 9

x

¢

& Q
COUt = Cln xXe 1.13

b) Sistema unienzimatico (n=1), fz x = fz our = cOnstante

Cin - Cout = (Km/ fB,Out)xln(COut /Cln) * Vimax 1.14
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1.10.1.3.- COMPARACION ENTRE LOS DOS MODELOS

La modelacién de la eliminacidon hepatica se ha llevado a cabo utilizando tres
diferentes aproximaciones (Roberts y col., 1988).

- Primera aproximacion y la mas comuin es la obtencion de algunos datos

experimentales y comprobar el ajuste a uno u otro modelo ideal (Tubo o Equilibrio
venoso) para la eliminacion hepatica (Pang y Rowland, 1977b; Ahmad y col., 1983;
Jones y col., 1984).
El modelo de Equilibrio venoso ha sido mucho mejor que el de Tubo, para describir el
efecto de variaciones del flujo sanguineo en la disponibilidad de la lidocaina y
meperidina (Wilkinson y Shand, 1975; Miller y col., 1979). En contraste, el modelo de
tubos refleja mejor la influencia del Q sobre el aclaramiento de la galactosa (Keiding y
Chiarantini, 1978) y la influencia sobre el aclaramiento del diazepan (Rowland y col.,
1984).

- Segunda aproximacion, es reconocer que la extraccion del soluto no puede ser
adecuadamente descrita por el modelo de tubo, y por tanto obtener una distribucion
estrecha (Bass, 1980) o normal (Forker y Luxon, 1978; Forker y Luxon, 1982) para la
razon velocidad de sangre/actividad enzimatica en tubo ha sido adoptada. El modelo de
Well-Stirred ha sido descartado, debido a su tendencia no fisioldgica. (Forker y Luxon,
1983).

-Tercera aproximacion es usar conceptos estocasticos para describir la
eliminaciéon hepatica (Roberts y Rowland, 1985). El grado de dispersion axial del flujo
sanguineo que se produce dentro del érgano es determinado a partir de las
distribuciones de los tiempos de residencia (RTD) observados para solutos individuales,
En esta Ultima aproximacion, el modelo de Well-Stirred y el de Tubo son formas
extremas del modelo de dispersion cuando la eliminaciébn es de primer orden y

distribucion enzimética uniforme (Roberts y Rowland, 1985).

1.10.2.- MODELO DE DISTRIBUCION

El modelo de distribucion, es una extension del modelo de tubos paralelos, fue
introducido por Bass y col (1978) y Forker y Luxon (1978). Estos modelos representan al
higado como un conjunto de tubos paralelos (sinusoides), cada uno de los cuales recibe
una fraccion del flujo total determinado por una funcién de distribucion normal. Ademas,
Bass y col (1978) en su modelo incluyeron también una distribucion estadistica del
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contenido enzimatico de cada sinusoide. Este modelo es mas fisiolégico que los dos
anteriores, sin embargo su capacidad para interpretar datos farmacocinéticos en estado
estacionario ha sido cuestionada.

La concentracion total de salida (Cout) es la sumatoria de las concentraciones de

salida de cada tubo y esta dada por la siguiente expresién,
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donde, (a;) es la fraccion de sinusoide para la clase ienésima calculado a partir de una
funcién de densidad normal, (n) es el niumero flujos diferentes para la misma funcion y

Ry presenta la siguiente expresion.

fB,Out >‘Vmax
Ry = 1.16
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Observaciones realizadas por Roberts y Rowland (1986b) y Roberts y col (1988)
indicaron que la funcién de densidad normal no es apropiada, por lo que es conveniente
asumir la distribucion de los tiempos de residencia, f(t), correspondiente a la curva de
concentracion a la salida al introducirse una C;, en forma de bolus dentro de un modelo
de dispersion. Para el caso de una cinética lineal Roberts y Rowland (Roberts y

Rowland, 1986a) proponen que:
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(kn) es la constante de velocidad de eliminacion.

La concentracion a la salida viene dada:
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donde, Dy es la dispersion de la distribucion.
Asumiendo que esta distribucion es la distribuciéon de la longitud de los tubos,

entonces para el caso de la cinética de Michaelis-Menten, la concentracion a la salida
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Bass y col., (1987), sugirieron que el modelo de distribucién debe ser modificado
para tener en cuenta las mezclas intrahepaticas que producen una dispersion del flujo de
salida debido a una distribucién estadistica de vias convectiva y movimientos de solutos

entre los sinusoides.

1.10.3.- MODELO DE DISPERSION

Evidencias experimentales con varios compuestos han favorecido la utilizacion
de uno u otro de los modelos anteriores (Pang y Rowland, 1977b; Keiding y Steiness,
1984; Ahmad y col., 1983; Rowland y col., 1984), no estando muy claro cual de los
modelos es el ideal para explicar el comportamiento en el higado. (Bass, 1983; Morgan,
1983; Forker y Luxon, 1983). Por estas razones se introdujo el modelo unificado de
eliminacién hepatico llamado modelo de dispersion; que asume ademas de los
movimientos de solutos por conveccién y eliminacion hepatica, que el movimiento debido
a la heterogeneidad de los microvasos hepaticos puede ser descrito en términos de
dispersion.

En este modelo el higado es representado como un cilindro, en la figura 1.9 se

representa de forma esquematizada una seccion transversal del mismo.
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Figura 1.9.- Esquematizacion de los procesos que ocurren en el higado observados a través de
una seccion transversal, representada como un cilindro. 1: La sangre; 2: Espacio de Disse y 3:
Hepatocito (Roberts y Rowland, 1986).

El movimiento neto de farmaco en sangre dentro de sus elementos es en parte
debido a las fuerzas de conveccion y dispersion y por otra parte a la difusién del farmaco
desde la sangre a los hepatocitos, donde ocurre la eliminacién.

Teniendo en cuenta el balance de masa, se puede plantear lo siguiente:

Variacion de velocidad del soluto = Incremento del flujo axial —

Incremento del flujo convectivo - Velocidad de eliminacion 1.20

Los solutos son transportados a través del 6rgano como consecuencia de
movimientos aleatorios modificados por un flujo convectivo. De esta manera, después de
la inyeccion en bolus de soluto, se produce una dispersion dentro del érgano que viene
reflejada por el tiempo medio de residencia (RTD) (Roberts y Rowland, 1986a,b,c,d). El
tiempo medio de permanencia de los elementos de la sangre en el higado se expresa

mediante la siguiente ecuacion.

Vg @ fu fu, O
t=-BE1+ |C’g+—bqri 1.21
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como se puede observar va a depender de varios factores, la razon de normalizacion de
los espacios de Disse y células parenquimales, (g y (q) respectivamente, son
comunmente consideradas constantes. (fu,) es la razon de (Cu/Cg) , fup es la fraccién de
farmaco no unida en los espacios Disse (Cup/Cp) y (fuc) es la fraccion de farmaco no
unido en los hepatocitos (Cuc/Ce).

El modelo de dispersion, ademas de tener en cuenta el tiempo medio de
residencia del soluto a su paso por el higado, tiene presente otros parametros como
son, el nimero de dispersién axial (Dy) y el niumero de eficiencia (Ry). Donde el nimero
de dispersion es una medida de la variacién de los tiempos de residencia de los solutos
en su paso por el higado y esta determinada por la relacion que se establece entre los
tiempos de conveccion y los tiempos de dispersion de los solutos a través del higado,
mientras que el nimero de eficiencia es una medida de la velocidad de eliminacion de
solutos por las células del higado (Roberts y Rowland, 1986a).

De esta forma Dyy Ry quedan definidos de la siguiente manera.

D D xA
Dy = = 1.22
V xL QXL
fp XCL; ¢+ Xr
Ry = ° 1.23
Q
P
donde, r = ———, 1.24
P+ CLint

(A) es el area de la seccion transversal, (D) es el coeficiente de dispersion axial, (L) es la

longitud del higado y (P) permeabilidad de los hepatocitos.

Los modelos de equilibrio venoso o “Well-Stirred” y tubos paralelos o “Perfusion
Sinusoidal” son inapropiados desde el punto de vista fisioldgico ya que no contemplan la
funcionalidad del higado y la relacion entre la disponibilidad observada y la constante de

Michaelis-Menten in vitro.
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Se han hecho esfuerzos para mejorar la relacion entre la disponibilidad hepatica
y la fisiologia del higado aumentando la complejidad del modelo, para explicar los
procesos que ocurren en el higado. Ambos modelos el de Distribucion y el de Dispersion
presentan un minimo de dos pardmetros para relacionar la disponibilidad con factores
tales como el cambio en el flujo de perfusion. La utilizacién de cinéticas saturadas ha
aumentado la complejidad debido a la necesidad de adicionar otros parametros por lo
gue se requiere de un andlisis numérico y asi poder seleccionar el modelo que mejor se
ajuste a los datos obtenidos (Roberts y col., 1989), a pesar de la limitacién que puede
conllevar si el estudio se realiza para sistemas unienzimatico.

Roberts y Rowland (1986c¢) plantearon en su articulo las ventajas que
presentaba el modelo de dispersion con respecto al resto de los modelos estudiados
hasta entonces. Debido a que ninguno de estos modelos anteriores podian predecir la
variacién en la distribucién de los tiempos de residencia de los elementos de la sangre
en el higado (Goresky, 1963) o predecir la fisiologia del higado. Por lo que el modelo de
dispersion si fue capaz de reflejar de una forma global las variaciones que sufren los
elementos de la sangre a lo largo del higado, brindando una informacién acerca de la
naturaleza y localizacion de procesos que ocurren dentro del higado, por lo que este
modelo se considera empirico y de naturaleza estocastica.

No obstante, todos los modelos de eliminacidn hepatica descritos hasta entonces
solo se pueden utilizar para describir la eliminacion de solutos con cinéticas de primer
orden (Roberts y Rowland, 1986b; Roberts y Rowland, 1986¢c; Ahmad y col., 1983;
Rowland y col., 1984; Pang y Rowland, 1997c).

1.10.4.- MODELOS COMPARTIMETALES PARA EL ESTUDIO DE
PERFUSION IN SITU Y BIODISTRIBUCION

A pesar de que los modelos de flujo han sido los méas estudiados (Rowland,
Bass, Roberts, etc.) para explicar el paso de un soluto a través del higado empleando
técnicas de perfusion in situ. Los modelos compartimentales, también se han empleado
con éxito para el ajuste de datos procedentes tanto de estudios en animal completo
(biodistribucion después de una administracién intravenosa), como para el estudio de
perfusion in situ.

El principal escollo que se observa en la actualidad para el desarrollo de

sistemas con nanoesferas, etc., es la ausencia de un modelo animal adecuado para
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medir en qué medida son capaces de eludir su reconocimiento y captacion por el RES.
La mayor parte de los autores realizan la interpretacion directa de la curva de niveles
plasmaticos. Un modelo mas evolucionado es el propuesto por Boisviux y Steimer
(1979), para la fagocitosis de coloides y de esta forma poder cuantificar la funcion
reticuloendotelial hepatica. El estudio de los parametros del modelo permite determinar
el numero de células de Kupffer activas o implicadas en la fagocitosis y el tiempo medio
de su ciclo de fagocitosis. El ajuste de los datos experimentales después de una
administracién intravenosa del coloide al modelo fue buena.

El modelo asume que:

- Coloide circula en sangre.

- Coloide se adsorbe a la superficie de las células de Kupffer.
Una vez que el coloide es adsorbido, este puede liberarse o fagocitarse con lo que la

superficie de las células de Kupffer quedan libres de nuevo.

Zl =-8(v2 - o (t)ale) « k1o (1) 1.25
O:tz = 8(v, - v ()alt) - (k.1 +1)w(t) 1.26

Y,(t): Cantidad total de coloide en la sangre a tiempo t;

Y,(t): Cantidad total de coloide adsorbido a tiempo t;

y »: Cantidad méaxima de coloide que puede ser adsorbida en la superficie de las células
de Kupffer;

B: Afinidad del coloide por la superficie de las células de Kupffer;

K.,: Coeficiente de reversibilidad;

| : Tiempo inverso medio de fagocitosis

El proceso de adsorcion superficial es saturable, admitiendo una cantidad
maxima de coloide Y .

En medicina nuclear se emplean muchas veces modelos compartimentales para
trazadores, no difundibles, difundibles, extraibles o eluidos para el transporte de
sustancias a los diferentes 6rganos.

Szabd y col (1983), elaboré un modelo de dos compartimentos (figura 1.10) para
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el estudio renal con trazadores (hipuran, acido dietilenotriaminopentanoico (DTPA)), los

compartimentos serian el glomerular y el tubular.

-
A B
€
I — 2 —>
h € T
- \{\
2 4 min

Figura 1.10.- Funcion Impulso-respuesta (IRF) Renal para el DTPA. A, Diagrama de flujo: 1.
Compartimento capilar; 2. Compartimento tubular. B, IRF: e constante de velocidad de extraccion;
T. tiempo de transito medio parenquimal (Szabd y col., 1983).

Fiot = Feap ><(1 te thub) 1.27

donde, (Fw) es la funcién Impulso-respuesta total, mientras que (Fcp) €s la funcion
capilar (glomerular) y (Fwp) es la funcion tubular, siendo (€) la constante de velocidad de
extraccion.

Este mismo modelo lo emplearon para explicar el paso de derivados del acido
iminodiacético por el higado, siendo el primer compartimento el sinusoidal y el segundo
compartimento el de las células poligonales.

Por el contrario para el paso de microesferas de Albumina sérica humana (HSA)

99m

marcadas con ~7'Tc proponen tres compartimentos figura 1.11.
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Figura 1.11.- IRF hepatica para microesferas de HSA. A, Diagrama de flujo: Compartimento 1:
Sinusoidal; compartimento 2: Membrana superficial de los macréfagos del RES; compartimento 3:
Espacio intercelular de las células de Kupffer. B, IRF: T ;: Constante de velocidad de adsorcion
sobre superficies de los macréfagos; T : Constante de velocidad de internalizacion; K; : Constante

| 99m

de retorno al plasma. Constante de paso; K.: Constante de retorno de Tc procedente de

microesferas fagocitadas. Donde k=1/T, inversa del tiempo medio de eliminacion biliar (Szabo y
col., 1983).

Nishikawa y col (1992, 1995, 1998), propusieron un modelo de tres
compartimentos para estudiar la captacién hepatica utilizando proteinas modificadas
como son, la galactosil o proteinas glicosiladas y monosiladas. Una vez realizada la
administracién intravenosa consideran que el proceso de captacion sigue una cinética
Michaelis-Menten al igual que la eliminacién desde el compartimento plasmatico, figura
1.12.
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Figura 1.12.- Modelo farmacocinético fisiolégico para analizar la acumulacion de albimina

glicosilada marcada con **!In (Nishikawa y col., 1992).

Las ecuaciones del balance de masa para la concentraciéon de albumina glicosilada

segln este modelo son:

dcp (Q xCy - Q*Cpy - Viax. p *Cpp /(Km,p +cp»

= 1.28
dt Vp
dcy _ (Q xCp - QxCq - Vmax,l *Cq /(K ml* Cl)) 1.29
dt Vi
dX;  Vmax1 €1
- 1.30

dt (K m,1 + Cl)

donde, (C;) y (Cp) son las concentraciones en el compartimento sinusoidal y en el
compartimento sanguineo respectivamente, (Vmaxp) ¥ (Vmax1) SON la velocidad de
eliminacién desde el compartimento sanguineo y de captacion en el sinusoidal
respectivamente, (V,) y (Vi) son los volimenes aparentes de distribucion en el
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compartimento sanguineo y en el sinusoidal respectivamente y (Knp) ¥ (Kmi) son las

constantes de Michaelis-Menten en ambos compartimentos.

Yasui y col (1995), desarrollaron un modelo basado en la fisiologia hepética para
evaluar el transporte hepatobiliar de farmacos mediante la técnica de perfusion hepética

in situ. El esquema es recogido en la figura 1.13.

Entrada Salida
—_—> Sinusoide —>
Q Q
Espacio l Disse
(6]
hi(t)
X Hepatocito D a PP Ay
CLbl

— Conducto Biliar

NANANN—

Figura 1.13.- Modelo de difusion hepatocelular. hi(t): Velocidad de captacion (Entrada) de la

Salida
—>

membrana de los sinusoides; Dapp: Coeficiente de difusion aparente en hepatocitos; Clom:
Eliminacién en el conducto biliar; L: Espesor medio de la monocapa de un hepatocito; A4: Area de
la seccion transversal para la introduccion a través de un hepatocito (Yasui y col., 1995).

El transporte hepatobiliar consiste en los siguientes procesos, el farmaco
procedente de la circulacién general accede al espacio sinusoidal y pasa a través del
espacio de Disse hacia los hepatocitos, difunde (gradiente de concentracion) a través de
ellos hacia los conductos biliares y es vertido al exterior.

Considerando la fisiologia del higado, los hepatocitos constituyen una monocapa
de espesor L, a lo largo de la cual difunde el farmaco con un coeficiente de difusion
aparente desde la membrana sinusoidal hasta la membrana del conducto biliar. La
captacion de farmaco en sangre por los hepatocitos se considera que esta representado
por una velocidad de paso variable h.(t) (cantidad que pasa de sangre hacia los

hepatocitos por unidad de tiempo). En la interfase hepatocitos-conducto biliar, el paso del
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farmaco es considerado que sigue una cinética de primer orden con un aclaramiento CL.
Es un modelo similar al propuesto por Guy y Hadgraft (1983) para el paso a través de la
piel.

Furitsu y col (1997), propusieron un modelo para estudiar la captacion hepatica
de proteinas no i6nicas mediante la técnica de perfusion in situ. EI compartimento 1 es el
farmaco en el sinusoide que incluye el espacio de Disse donde se asume que es un
tanque bien agitado. El compartimento 2 estaria formado por el farmaco unido a las
células en el exterior, el equilibrio entre ambos compartimentos se alcanza rapidamente.
Finalmente el compartimento intracelular, donde se asume que el proceso de
internalizacién sigue una cinética de primer orden con una constante de velocidad Kiy,
figura 1.14.

Compartimento Sinusoidal

Cy C
a — % V2 TTa”
Equilibrio Rapido
— — — K,Xx- —_ - - — —

Compartimento Vinculante

Espacio Intracelular

Figura 1.14.- Modelo farmacocinético fisiolégico para la captacion de proteinas no iénicas. Q, flujo
(ml/min); Cy, concentracién en el flujo de entrada (mg/ml); Cs, concentracién sinusoidal (mg/ml); Vs,
Volumen sinusoidal (ml); X, cantidad de sustancia atrapada (ng); Xy, cantidad maxima de
sustancia atrapada (ng); K, constante de captacion (ml/ng); kin;, constante de internalizacion (min'l)
(Furitsu y col., 1997).

El balance de masa de ambos compartimentos sera:

a0, 0, 291 0
ngif*' -~ 7= QX QxCg - Ky XX 1.3l

dd g ed g
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donde,

_ X¥ xK XCS

X 1.32

1+K ><(_‘,S
(Vs) representa la suma de los volimenes de los espacios sinusoidales y de Disse,
(dx/dt) es la velocidad de internalizacion, (X) es la cantidad de sustancia atrapada, (Cs) y
(Cp) corresponden a las concentraciones de los sinusoides y entrada respectivamente,
(kint) €s la constante de internalizacion y K es la constante de captacion.
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2.- OBJETIVOS

Caracterizar las nanoesferas elaboradas: PLGA, PEG-PLGA y mPEG-
PLGA.

Desarrollar un método experimental in situ para el estudio de la captacion
hepatica de nanoesferas.

Proponer un modelo teérico para evaluar los ensayos de captacion hepatico
in situ de nanoesferas.

Estudiar la biodistribuciéon de nanoesferas elaboradas con distintos
polimeros biodegradables utilizando un modelo compartimental.

Comparar los resultados obtenidos en los ensayos de biodistribucion con la

captacion hepatica in situ
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3.- ELABORACION Y CARACTERIZACION DE LOS SISTEMAS
(NANOESFERAS Y GLOBULOS ROJOS)

3.1.- SINTESIS DE POLIMEROS

El &cido poli(d,l-lactico-co-glicdlico) (D,L-PLGA) se obtuvo mediante
polimerizacion por apertura del anillo de los correspondientes dimeros ciclicos segun el
método descrito por Gilding y Reed (1979). El mondémero de partida, la 3,6 dimetil 1,4
dioxano 2,5 diona (Aldrich), fue cristalizado varias veces en acetato de etilo (Merck)
para su purificacion hasta presentar un punto de fusién de 124-126 °C, correspondiente
a la mezcla racémica del producto D,L-lactida.

La glicolida (Boerhinger Ingelheim), que presenta un punto de fusién de 88-90°C,
se utilizo directamente. La sintesis se llevo a cabo a partir de 75% de lactida y 25% de
glicolida. Como catalizador de la reaccidon y controlador de la cadena se utilizaron
octanoato de estafio (0.03%) y alcohol ladrico (0.01%) (ambos de Sigma),
respectivamente. Se introdujo en un bafio de silicona, la temperatura y el tiempo de
polimerizacion fue de 120°C y 2 horas respectivamente. Previamente se afadid
diclorobenceno (10%) para mantener la reaccién en estado liquido.

En el caso de los polimeros en bloque, PEG-PLGA y mPEG-PLGA se siguio el
método descrito por Gref y col (1994). Se parti6 de un 70% de lactida cristalizada, 20%
de glicolida y 10% polietielenglicol 6000 (Sigma) o metoxipolietilenglicol 5000 (Sigma)
respectivamente. La reaccion de polimerizacion para ambos polimeros se llevo a cabo a
una temperatura de 114°C durante un tiempo de 2 horas, siendo la concentracion del
catalizador, octanoato de estafio, de 0.2%.

La sintesis de los polimeros se llevo a cabo en ampollas de vidrio, donde se
hace vacio (0.1-0.2 mm Hg) durante 30 min., previo al inicio de la reaccion.

En la extraccién de los mismos se utiliz6 cloroformo para el PLGA y 1,4-dioxano
para el PEG-PLGA y el mPEG-PLGA (ambos de Merck). La precipitacion del PLGA se
realizd con metanol (Panreac) y con agua destilada para el PEG-PLGA y el mPEG-

PLGA. Una vez secos, se conservaron a 4°C en silicagel.

3.2.- DETERMINACION DE LOS PESOS MOLECULARES
La determinacion de los pesos moleculares de estos polimeros se realizo por
cromatografia de permeacién en gel (GPC), utilizando como referencia patrones de

poliestireno monodisperso (Tokio Soda LTD), el equipo empleado es de Waters Millipore
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compuesto por una bomba (Model 410), inyector manual (Rheodyne), refractometro
diferencial (Model 410), horno calefactor para el control de la temperatura de las cuatro
columnas Waters (ultrastyragel) colocadas en serie y con tamafios de poro de 100 , 10°,
10* y 10° A° respectivamente. Los datos fueron obtenidos y tratados mediante el
programa Maxima 820, v. 3.30.

Condiciones cromatograficas:

- Columnas: Ultrastyragel.

- Temperatura: 31°C ( detector y columnas ).

- Fase movil : Tetrahidrofurano (Merck) filtrado (filtros Millipore FH con tamafio
de poro de 0.5 nm) y desgasificado.

- Flujo: 0.9 ml/min.

- Tiempo de andlisis: 50 min.

- Volumen de inyeccién: 20 m

- Concentracion: 0.04% (patrones) y 0.5% (muestras).

Para calibrar el sistema anterior se emplearon tres series de patrones de
poliestireno monodisperso. En la serie | se encuentran los de peso molecular 7100,
102000 y 103000, en la serie Il estan los de peso molecular 355000, 43900 y 2800 y en
la serie Il encontramos los de 190000 y 5570. Tanto los patrones como las muestras a
analizar, previo a la inyeccién, son filtradas (filtros Puradisc™ 25PP, 0.45 mm,

Whatmano).

3.3.- COMPOSICION DE LOS POLIMEROS.

La composicién de los diferentes copolimeros fue determinada por H- RMN
(Gilding y Reed, 1979) usando un espectrémetro Bruker AMX 400 Mhz. Las muestras
fueron preparadas dispersando 15 mg de copolimero en cloroformo deuterado (CDCl;3 )

Los polimeros presentaron una baja solubilidad por lo que los espectros fueron
obtenidos por acumulacién de scan en periodos de tiempo aproximados a 15 min. Las
sefiales que aparecen, se pueden asignar al grupo metileno de la unidad del acido
glicdlico (GA) (4.82 d) y el grupo metileno de la unidad del acido lactico (LA) (5.21d) y el
grupo metilo de la unidad de este mismo &cido (sefial compleja a 1.60 d). De la relacion
de areas de las dos primeras sefiales podemos determinar la composicion, dada en %
molar de lactico/glicélico. La sefial correspondiente al etileno del PEG aparece como

sefial compleja a 3.70 d.



Capitulo 3. Caracterizacion de Sistemas 46

Las proporciones relativas de las unidades LA-GA y GA-GA fueron determinadas
por la técnica de C™.RMN (Bendix, 1990) en un Bruker AMX 400 Mhz y utilizando al
dimetilsulféxido deuterado como disolvente. Las sefiales a 166.5 y 166.6 ppm
correspondieron a los grupos carbonilos de las unidades LA-GA y GA-GA
respectivamente; las proporciones relativas de estas unidades fueron determinadas por
la relacion de las intensidades relativas de esas sefiales (Dorta y col., 1993).

La composicion de los monomeros de partida y las unidades LA-GA/GA-GA,

determinadas por RMN-'H y 3¢ aparecen reflejadas en la tabla 3.1.

Copolimero  Mw Mn pd Mz % unidades
Monémero LA-GA/GA-GA
molar
PLGA 33000 22000 1.50 47000 67-33 1/2
PEG-PLGA 25000 16000 1.59 35000 27-47-26 1/2
MPEG- 27000 19000 1.44 37000 25-48-27 1/2
PLGA

Tabla 3.1.- Copolimeros de poli(lactico-co-glicélico) (PLGA), copolimero de polietilenglicol-
poli(lactico-co-glicéolico) (PEG-PLGA) y metoxipolietilenglicol-poli(lactico-co-glicéolico) (mPEG-
PLGA) con sus correspondientes pesos moleculares medios (Mw, peso molecular medio en peso;
Mn, peso molecular medio en namero; Mz, peso molecular medio en Z), polidispersividad (pd),
porcentajes de incorporacién de los mondémeros de lactida y glicolida para el primero,
polietilenglicol, lactida y glicolida para el segundo y metoxipolietilenglicol, lactida y glicolida para

el tercero, y proporcion de las unidades de lactida-glicolida/glicolida-glicolida.

Los copolimeros de PEG-PLGA y mPEG-PLGA fueron elegidos porque como ya
ha sido publicado (Gref y col.,, 1995) se consigue reducir la captacién hepatica y
aumentar el tiempo de circulacion, debido a que el PEG forma una capa protectora en

forma de cepillo alrededor de las particulas.

3.4.- PREPARACION DE NANOESFERAS

Las nanoesferas de los diferentes polimeros fueron preparadas por el método de
evaporacion-precipitacion solvente (Stolnik y col., 1994).

125 mg de polimero fueron disueltos en 20 ml de acetona (Merck).

Posteriormente la solucién organica se introdujo en una jeringa de 25 ml y su contenido
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se adiciond a 50 ml de una solucién acuosa de Pluronic F-68 al 0.5% en un vaso de 100
ml, bajo agitacion magnética (longitud de la barra = 1.5 cm) a una velocidad de 450-550
rpm. La emulsidon formada se deja agitando durante 1 hora. Una vez transcurrido el
tiempo se lleva al rotavapor (Buchi) para eliminar los restos de acetona y concentrar la
muestra a un volumen de aproximadamente 6 ml, posteriormente se dividié la muestra

en dos viales. La concentracion final fue de 21 mg/ml.

3.5.- CARACTERIZACION DE NANOESFERAS

3.5.1.- COMPOSICION SUPERFICIAL MEDIANTE XPS

3.5.1.1.- FUNDAMENTO DE LA ESPECTROSCOPIA DE FOTOELECTRONES
XPS

También denominada ESCA (Electron Spectroscopy for Chemical Analysis), la
espectroscopia XPS (X-ray Photoelectron Spectroscopy) es un método de analisis no
destructivo que permite identificar todos los elementos.

El principio de la espectroscopia de fotoelectrones X, consiste en el andlisis de la
energia cinética de los electrones fotoemitidos por una muestra irradiada mediante un
haz monoenergético de fotones X. A partir de esta energia cinética y de la energia de

excitacién hn , se determina la energia de enlace del electrén emitido.

E =hx@xE 3.1
e cin

Todo electrén de "core" o de valencia, cuya energia de enlace sea inferior a hn, puede
extraerse. Esto permite acceder al diagrama de las energias electronicas de un
elemento. El desplazamiento quimico de los niveles del "core" (del orden del
electronvoltio) depende del entorno quimico del atomo, lo cual proporciona informacion
sobre su "estado quimico" en el material analizado.

En el caso de un solido, el pequefio recorrido libre medio de los electrones en la
materia, limita la profundidad analizada a una capa superficial cuyo espesor puede
variar entre 1 y 10 nm segun las condiciones experimentales y la naturaleza del
material.

Esta técnica, desarrollada en los afios 1960 - 70 es actualmente de utilizacion

rutinaria en el analisis de la composicién de superficies.
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Las lineas utilizadas como fuentes de fotones en espectroscopia XPS (AlKa y
MgKa), permiten obtener para todos los elementos un cierto nimero de niveles de
"core".

Los fotoelectrones provenientes de estos niveles dan picos relativamente
estrechos en los que la anchura total a media altura ( anchura intrinseca + resolucién
experimental ) es del orden del electronvoltio.

Esta medida precisa de las energias de enlace de los electrones, pone de
manifiesto los desplazamientos de energia de enlace en funcién del entorno quimico del
atomo. Estos desplazamientos, cuyo orden de magnitud varia entre algunas décimas de
electronvoltio y 10 eV se utilizan a distintos niveles de interpretacion.

El desplazamiento, con relacion a un compuesto de referencia, representa la
huella de un entorno quimico determinado. Puede servir, en el caso mas simple, para
localizar lugares quimicos no equivalentes o para identificar el entorno quimico del
elemento, dado el conocimiento actual sobre un gran nimero de compuestos que
proporciona un amplio conjunto de valores de referencia.

También se puede proceder a la cuantificacion del elemento, en cada una de las
situaciones quimicas, por la medida del area de los picos, que es una expresion de la

intensidad de la sefial capturada.

3.5.1.2.- ESPECTRO XPS

El espectro de fotoelectrones (XPS) es el resultado de la convolucion
F=F xF
a n

3.2

Donde F representa la forma de un pico fotoelectrénico, F, es una lorenziana
que representa la forma de la linea natural y F, asimilable a una gaussiana, representa
la contribucion instrumental.

Para obtener la funcién F, se procede a la deconvolucidon de F a partir de una
estimacion de la funcion instrumental F, En el presente trabajo se utiliza la
espectroscopia de los niveles de "core". La energia de los niveles de "core" se modifica
si el entorno quimico de un atomo cambia. Ello permite, como se ha indicado, identificar
distintas situaciones quimicas de un atomo en un compuesto, detectar la presencia de
distintos compuestos quimicos en una muestra heterogénea o comparar las energias de

un nivel atbmico para compuestos diferentes.
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3.5.1.3.- DESCOMPOSICION DE UN ESPECTRO EN VARIOS
COMPONENTES

Consiste en representar un espectro experimental por una funcion teérica suma
de varios componentes descritos por funciones analiticas, caracterizandose cada
componente por distintos parametros (posicion, intensidad, anchura, etc.).

Puede decirse que la funcién de forma del espectro experimental es un espacio
vectorial y se trata de determinar la dimension de la base de este espectro.

Para ello se procede, en primer lugar, a un ajuste manual de la curva, definiendo
el nUmero de componentes o contribuciones y acotando el dominio de sus parametros.

A continuacion se aplica una rutina de minimizacion, que, basicamente, es el
equivalente al ajuste por minimos cuadrados extendido al espacio multidimensional
definido por el producto de los parametros que caracterizan a cada componente por el
namero de componentes o contribuciones.

En este espacio se puede definir una funciobn que es la expresion de las
diferencias punto a punto entre el espectro medido y el espectro ajustado por la suma de
componentes. Esta funcion es a la que se aplica la rutina de minimizacion.

Deben aplicarse criterios quimicos en la definicion de los dominios de los
parametros y utilizar las relaciones porcentuales de atomos impuestas por la
estequiometria para ajustar los parametros de intensidad. El nimero de componentes
también esta condicionado por la posibilidad de situaciones quimicas distintas.

Los resultados deben analizarse con espiritu critico, examinando la validez fisica

de los parametros obtenidos.

3.5.1.4.- METODOLOGIA

El objetivo del estudio espectroscopico realizado en el presente trabajo es la
caracterizacion de la composicion quimica de la superficie de las nanoesferas de PEG-
PLGA, mPEG-PLGA y PLGA.

Se ha agrupado el estudio de los espectros de los compuestos en tres grupos (a
continuacion de los nombres se indican las claves de identificacion de los espectros):
| - Materiales de referencia
PEG-6000 ( OLO7MNO1.SPE)
mPEG-5000 ( OLO8MNO1.SPE)
PLURONIC*  ( OLO2MNO1.SPE)
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[I- Polimeros

PEG-PLGA ( OLO1MNO1.SPE)
MPEG-PLGA ( OLO5MNO1.SPE)
PLGA (OLO9MNO2.SPE)

[ll- Nanoesferas

PEG-PLGA ( OLO4MNO1.SPE)
MPEG-PLGA ( OLO6MNO1.SPE)
PLGA ( OL10MNO1.SPE)

En la descomposicion de los espectros del primer grupo, se establecen los
valores de referencia y se establecen las asignaciones que se utlizan en las
descomposiciones del resto de espectros.

Se discute ampliamente la descomposicién de los espectros del grupo I,
buscando una buena discriminacion en los ajustes.

A partir de los espectros de los grupos | y Il, se analizan los del grupo I,

estableciendo sus composiciones a partir de los espectros mas simples.

3.5.1.5.- TECNICA DE REFERENCIA VIA CARBONO ADVENTICIO DE
CONTAMINACION

Al ser las muestras, especimenes aislantes, las cargas positivas creadas en el
interior de la muestra, como resultado de la fotoionizacion, no son completamente
neutralizadas por los electrones presentes en la misma muestra y por los electrones
secundarios que la alcanzan. El resultado es que la superficie de la muestra alcanza un
potencial que provoca la disminucion de la energia cinética de los electrones emitidos.
Las medidas deben corregir este efecto de carga para ser correctas.

Esta correccién se efectlia para cada espectro, a partir de la asignacion de
posiciones que se consideran seguras. (Seah, 1990).

Una energia de enlace de 284.8 eV que se asigna a hidrocarburos saturados
(Swift, 1982), con frecuencia procedentes de contaminacion, se utiliza normalmente

como valor de referencia.

3.5.1.6.- PREPARACION DE LAS MUESTRAS
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En este trabajo se somete a las muestras a la minima manipulacion posible para
la preparacion del analisis, ya que el objetivo de este analisis es la caracterizacion de la
superficie de los materiales de referencia y de las nanoesferas en las condiciones de
utilizacion rutinaria. El transporte de las muestras hasta el lugar de analisis se ha

realizado en viales sellados herméticamente.

3.5.1.7.- RESOLUCION

La resolucién con la que se realizan las determinaciones se obtiene a partir de la
medida de la anchura total a media altura de un pico cuya asignacion sea segura y
Unica. A partir de su anchura total a media altura se estima la resolucién con la que se
mide la energia del nivel 1s del Carbono que, en el presente estudio, es de 1.1 eV.,

resolucion muy adecuada a los propositos analiticos perseguidos.

3.5.1.8.- RESULTADOS DEL ANALISIS ESPECTROSCOPICO

3.5.1.8.1.- ESPECTROS GENERALES Y DE PERFIL

Se ha seleccionado un conjunto de muestras constituido por:

PLURONIC?

PEG-PLGA

Nanoesferas de PEG-PLGA en suspension en Pluronic® al 0.5%.

Nanoesferas de PEG-PLGA liofilizadas que es uno de los tres sistemas estudiados:
PLGA, PEG - PLGA, mPEG - PLGA.

Se realiza la adquisicion del espectro general de estas cuatro muestras, cuyos
registros y composicion se reproducen en la figura 3.1.

Los espectros generales, que cubren de 0 a 1100 eV se han adquirido con una
energia de paso del orden de 180 eV. Esta energia de paso, que controla la resolucion
energética del espectro, es un parametro incluido en la contribucién instrumental de la
funcién de espectro F,

En estos espectros se observa la presencia de elementos espurios,
probablemente procedentes de contaminacién. Llama la atencién el alto contenido en Si

posiblemente proveniente de contaminacién por siliconas.
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Figura 3.1.- Espectros generales de una muestra de Pluronic? (OLO1GNO1.SPE), PEG-PLGA
(OLO2GNO02.SPE), nanoesferas de PEG-PLGA en suspension (OLO3GNO1.SPE), y nanoesferas
de PEG-PLGA liofilizadas (OLO4GNO1.SPE),.
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Se ha sometido a la muestra de nanoesferas de PEG-PLGA lavadas vy liofilizadas a
una abrasioén superficial por bombardeo i6nico con una fuente de iones de 3.00 KeV en 2
ciclos previos y 26 ciclos de decapado. En su espectro de perfil se pone de manifiesto que
la contaminacién por elementos espurios es Unicamente de adsorcion superficial, ya que

dichos elementos presentes en el espectro general, desaparecen ya en el primer ciclo.

3.5.1.8.2.- ESTRUCTURA FINA DE LOS ESPECTROS C1s Y Ols

La consideracion de los valores porcentuales de composicion frente a los valores
analiticos en masa de las muestras de nanocapsulas, revela diferencias substanciales, lo
cual evidencia una composicion superficial diferenciada entre el interior de las
nanocapsulas y su superficie. Por ello se plantea la conveniencia del analisis de la
estructura fina de los espectros XPS.

La espectroscopia XPS de los niveles de "core", gracias a las informaciones
analiticas que proporciona, se ha impuesto como una técnica de eleccién para caracterizar
las superficies de los polimeros.

Se registran los espectros de alta resolucion de Cls entre 296 y 276 eV y los de
O1s entre 545 y 525 eV, con una energia de paso del orden de 26 eV.

Este parametro condiciona la minima separacion que han de tener dos estados
guimicos con concentraciones similares para poderlos diferenciar y que para esta energia
y en las condiciones en que se ha trabajado es tipicamente de 0,1 eV.

En la figura 3.2 se representan los espectros Cls y Ols de las distintas muestras
(cuyos cadigos de identificacion son los indicados en el apartado de Metodologia), y se

consignan los valores de intensidad fotoelectrénica.
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Figura 3.2.- Espectros Cls y Ol1s de las distintas muestras agrupadas en los grupos | (PEG-

6000 (OLO7MNO1.SPE), mPEG-5000 (OLOSMNO1.SPE) y Pluronic? (OLO2MNO1.SPE)), Il (PEG-

PLGA (OLOIMNO1.SPE), mPEG-PLGA (OLO5MNO1.SPE), PLGA (OLO9MNO2.SPE)), Il (PEG-
PLGA (OL04MNO1.SPE), mPEG-PLGA (OLO6MNO1.SPE), PLGA (OL10MNO1.SPE)).
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En la figura 3.3 se presentan los espectros Cls de alta resolucién, y las

composiciones porcentuales de atomos de Carbono de cada una de ellas.
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Figura 3.3.- Espectros Cls de alta resolucién y las composiciones porcentuales del &tomo de
carbono de cada una de las muestras representadas en los grupos | (PEG-6000
(OLO7MNO1.SPE), mPEG-5000 (OLOSMNO1.SPE) y Pluronic® (OLO2MNO1.SPE)), Il (PEG-PLGA
(OLO1MNO1.SPE), mPEG-PLGA (OLO5MNO1.SPE), PLGA (OLO9MNO2.SPE)), Il (PEG-PLGA
(OLO4MNO1.SPE), mPEG-PLGA (OLO6MNO01.SPE), PLGA (OL10MNO1.SPE)).
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En la figura 3.4 se presentan los

de Oxigeno en cada especie.
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(OLO5MNO1.SPE), PLGA (OLO9MNO2.SPE)), Il (PEG-PLGA (OLO4MNO1.SPE), mPEG-PLGA
(OLO6MNO1.SPE), PLGA (OL10MNO1.SPE)).

La relacion entre estos valores permite determinar las razones porcentuales de
atomos como criterio de comprobacion de los ajustes de los espectros calculados frente a

los experimentales.

3.5.1.8.3.- ESTUDIO DE LOS ESPECTROS XPS C1s DE PEG-6000, mPEG-5000

Y PLURONIC
Todos los espectros se corrigen energéticamente, tomando como referencia la

posicién del Carbono adventicio.
En las figuras 3.5, 3.6 y 3.7 se representa el espectro de alta resolucion del Cls

del PEG-6000, del mPEG-5000 y del Pluronic?® respectivamente

OLOTMINGT . BPE

Figura 3.5.- Espectro de alta resolucion del C1s del PEG-6000.
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Figura 3.6.- Espectro de alta resolucion del C1s del mPEG-5000.
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Figura 3.7.- Espectro de alta resolucién del C1s del Pluronic?.
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En la tabla 3.2 se indican las diferentes posiciones de energias de enlaces de los

diferentes grupos funcionales, asi como su contribucién porcentual.

Grupos Energia (eV) % Area
Carbono adventicio 284.83 11.49
PEG-6000 Metilieno 286.48 88.51
Carbono adventicio 284.79 2541
mPEG-5000 Metileno 286.41 74.59
Carbono adventicio 284.79 30.94
Pluronic? Metileno 286.24 62.55
Metino 287.51 6.50

Tabla 3.2.- Posiciones de energia de enlace de los diferentes grupos, asi como su contribucién

porcentual.

A la vista de los resultados podemos plantear que en la descomposicién del
espectro del PEG-6000 hay dos picos bien definidos el primero de ellos (284.83 eV) se
asigna a Carbono adventicio de contaminacion. El segundo pico (286.48 eV), se asigna al
carbono de los metilenos.

La descomposicion del espectro del mPEG-5000, es consistente con la obtencién
de dos picos uno a 284.79 eV y otro a 286.41 eV, valores en concordancia con los del
espectro anterior. No obstante el valor de 25.41%, claramente superior al 11.49% de
contaminacion del espectro del PEG-6000, sugiere que esta zona engloba la contribucion
debida al grupo metilo. Su ajuste se realiza a partir de la posicién del pico principal.

La descomposicion del espectro del Pluronic? nos da informacién de la obtencion
de tres contribuciones, la de 284.79 eV, proviene de la contaminacion, y la principal a
286.24 eV que asigna a los carbonos de grupos metilenos del Pluronic® y la del metino a
287.51 eV. No obstante debemos considerar en el pico de 284.80 eV del Pluronic?, la
contribucién aditiva en esta posicion de los grupos metilo, por tanto los porcentajes reales
de contaminacion son inferiores al 30.94% correspondiente a esta posicion. Como en el
Pluronic® el nimero de carbonos metilicos coincide con el de metino, puede concluirse

gue a la contaminacion le corresponde un 30.94 — 6.50 = 24.44 % de los carbonos. La
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razén de carbonos metilénicos a carbonos metilicos y metino es 62.55: 6.50 = 9.62, lo
cual es consistente con la estequiometria del Pluronic?.

Por otra parte, esta asignacion permite establecer relaciones cuantitativas entre las
sefiales obtenidas. En el Pluronic?, se presentan el mismo nimero de grupos metilo que
grupos metinos, por lo que se puede afirmar que el pico de 284.79 eV con un area del
30.94% incluye un 6.50% de grupos metilicos, por tanto el 24.44% es contaminacion y el
75.56% restante es Pluronic?®.

Este grupo de muestras, permite establecer el siguiente conjunto de asignaciones
autoconsistentes y concordantes con las obtenidas por Shakesheff y col 1997 que se

utilizan como referencias para la descomposicién de los espectros de los grupos Il y lIl:

Asignacién Energia de enlace
Carbono adventicio y grupo metilo 248.8 eV
Metileno 286.4 eV
Metino 287.4 eV

3.5.1.8.4.- ESTUDIO DE LOS ESPECTROS XPS Cls DE LOS POLIMEROS:
PLGA, PEG-PLGA Y mPEG-PLGA

En el espectro del PLGA, PEG-PLGA y mPEG-PLGA, que se encuentran en las
figuras 3.8, 3.9, 3.10 respectivamente, pueden fijarse, mediante las asignaciones de la
seccion anterior, las energias de enlace correspondientes a los electrones 1s de los
carbonos de todos los grupos constituyentes del polimero, a excepcion del unido a

oxigeno del grupo carboxilo.
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Figura 3.8.- Espectro de alta resolucion del C1s del PLGA.

Figura 3.9.- Espectro de alta resolucion del C1s del PEG-PLGA.



Capitulo 3. Caracterizacion de Sistemas 62

1A

Figura 3.10.- Espectro de alta resolucion del C1s del mPEG-PLGA.

En la tabla 3.3 se indican las diferentes posiciones de energias de enlaces de los
diferentes grupos funcionales de los polimeros de PLGA, PEG-PLGA y mPEG-PLGA, asi
como su contribucion porcentual. Comparando los resultados obtenidos por XPS y RMN no

se observan diferencias importantes.
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Polimero Grupos Energia (eV) % Area % Exp. XPS % Exp. RMN

Carbono 284.82 77.06 _
adventicio
PLGA Metilo 284.32 7.42 24.4 25.1
Metilieno 286.36 5.44 17.9 12.4
Metino 287.42 7.42 24.4 25.1
Carboxilo 289.25 10.08 33.2 37.5
Carbono 285.00 75.68 _ _
adventicio
Metilo 285.00 5.08 17.3 19.0
PEG-PLGA Metilieno 286.36 11.86 40.3 32.4
Metino 287.13 5.08 17.3 19.0
Carboxilo 289.12 7.37 25.1 29.6
Carbono 284.82 44,79 _ _
adventicio
Metilo 284.82 13.00 19.1 194
MPEG-PLGA  Metilieno 286.36 23.50 34.5 35.1
Metino 287.35 13.00 19.1 194
Carboxilo 289.27 18.72 27.4 30.2

Tabla 3.3.- Posiciones de energias de enlaces de los diferentes grupos funcionales de los
polimeros de PLGA, PEG-PLGA y mPEG-PLGA, asi como su contribucion porcentual

determinada mediante la técnica de XPS y RMN.

En la representacion gréafica del espectro del PLGA (figura 3.8), se registra un pico
en la posicion de energia de 289.25 eV, que se asigna al carbono de este grupo.

La descomposicion del espectro sitla las posiciones de energia de enlace del
carbono adventicio en 248.82 eV, del grupo metileno en 286.36 eV, del grupo metino en
287.42 eV y del grupo carboxilo en 289.25 eV. El pico de 284.82 eV engloba la contribucién
del carbono del grupo metilo, que ha de ser idéntica a la del grupo metino, es decir de

7.42%, por tanto la contaminacion es del 70.64%. El PLGA representa el 29.36%.



Capitulo 3. Caracterizacion de Sistemas 64

Con la asignacion del carbono del grupo carboxilo, se completan las asignaciones
de todos los carbonos del resto de compuestos.

En el espectro del PEG-PLGA (figura 3.9), se presentan carbonos
metilicos y carbonos metilénicos en igual cantidad, lo que permite establecer que la
contaminacion es del 70.60%.

En el espectro del mMPEG-PLGA (figura 3.10), el nimero de carbonos metilicos y

metinos también coinciden, por lo que la contaminacién es del 31.79%.

3.5.1.8.5.- ESTUDIO DE LOS ESPECTROS XPS DE LAS NANOESFERAS DE
PLGA, PEG-PLGA Y mPEG-PLGA.

Analizando los espectros de PEG-6000, mPEG-5000, PLGA y Pluronic?, se han
establecido las asignaciones de los carbonos de los distintos grupos estableciendo asi sus
energias de enlace.

Mientras que a partir de los espectros de Pluronic? y los polimeros (PLGA, PEG-
PLGA y mPEG-PLGA), pueden establecerse las razones experimentales, en las
condiciones del andlisis, entre los carbonos de los distintos grupos para cada polimero a
través de las razones entre las areas correspondientes.

En las figuras 3.11, 3.12 y 3.13, se representan los espectros correspondientes a

nanoesferas de PLGA, PEG-PLGA y mPEG-PLGA respectivamente.
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Figura 3.12.- Espectro de alta resolucion del C1s correspondiente a nanoesferas de PEG-PLGA.
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Figura 3.13.- Espectro de alta resolucién del Cls correspondiente a nanoesferas de mPEG-

PLGA.

Para cuantificar los porcentajes de las diferentes contribuciones, se ha utilizado
como referencia el pico de 289.2 eV, ya que es debido Unicamente a la contribucién de los
compuestos que contienen PLGA. A partir del area de este pico, se calcula la
correspondiente a los otros grupos del PLGA, PEG-PLGA y mPEG-PLGA, utilizando las
razones de &reas calculadas a partir de los espectros.

Estas razones permiten evaluar la contribuciéon de cada compuesto en un espectro
compuesto, por diferencia entre espectros. En los sistemas estudiados, solamente se
presentan dos compuestos posibles en cada uno de ellos, por lo que se realiza una simple
diferencia de contribuciones a partir de una contribucién conocida en uno de los picos.

Las contribuciones porcentuales (tabla 3.4, 3.5 y 3.6) de los grupos metilenos del
Pluronic?, se calculan por diferencia entre el area total de esta posicion y el area calculada
para los grupos metinos de PLGA, PEG-PLGA y mPEG-PLGA. A partir de este valor, se
calculan los porcentajes de contribucion de los grupos metilo y metino del Pluronic en las

areas correspondientes. El porcentaje de contaminacion se obtiene por diferencia entre el
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area del pico de 284.81 eV y las contribuciones de los grupos metilo del resto de

componentes.

Nanoesferas de PLGA
GRUPOS Energia(eV) % Area Contaminacion  Pluronic PLGA

Metilo 284.81 20.00 7.6 5.2 7.2
Metileno 286.16 56.77 - 51.6 5.2
Metino 287.19 1291 - 5.2 7.2
Carboxilo 289.26 10.32 - - 10.3

Tabla 3.4.- Contribuciones de los grupos del resto de los componentes para las nanoesferas
de PLGA.

Nanoesferas de PEG-PLGA
GRUPOS Energia(eV) % Area Contaminacién  Pluronic PEG-PLGA

Metilo 284.89 16.05 5.6 5.4 5.1
Metileno 286.30 65.84 - 54.3 11.6
Metino 287.35 10.87 - 5.4 5.1
Carboxilo 289.29 7.24 - - 7.2

Tabla 3.5.- Contribuciones de los grupos del resto de los componentes para las nanoesferas de
PEG-PLGA.

Nanoesferas de mPEG-PLGA
GRUPOS Energia(eV) %Area Contaminacion Pluronic mPEG-PLGA

Metilo 284.74 24.39 14.0 4.6 5.9
Metileno 286.21 56.46 - 45.6 10.9
Metino 287.20 10.79 - 4.6 5.9
Carboxilo 289.22 8.37 - - 8.4

Tabla 3.6.- Contribuciones de los grupos del resto de los componentes para las nanoesferas de
mPEG-PLGA.

Estos valores permiten concluir que las nanoesferas de PLGA, PEG-PLGA vy
MPEG-PLGA, lavadas y liofilizadas presentan en superficie una notable concentracién de
Pluronic®, tal como puede verse en la tabla 3.7 de composiciones. El proceso de

liofilizacion aplicado a las nanoesferas, justifica los valores encontrados para la
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contaminacion, esencialmente de hidrocarburos, ya que estos pueden proceder del aceite

utilizado en las bombas de vacio.

Composicion de la superficie de las nanoesferas

Contaminacién Pluronic? Copolimero
PLGA 8 % 62 % 30 %
PEG-PLGA 6 % 65 % 29 %
MPEG-PLGA 14 % 55 % 31 %

Tabla 3.7.- Composicion de la superficie de las nanoesferas.

3.5.2.- CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LAS NANOESFERAS
MEDIANTE TECNICAS NANOMETRICAS

El objetivo de esta caracterizacion es poner de manifiesto la morfologia espacial de
las nanoesferas o0 de sus agregados, mediante la descripcidn tridimensional de su
apariencia en el liofilizado y en el sedimento de una suspensién preparada a partir de

aquel. Para ello se realiza un andlisis topografico de las muestras a escala nanométrica.

3.5.2.1.- MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA (AFM)

El Microscopio de Fuerza Atomica es un Microscopio de Barrido por Sonda. Esta
singular familia de instrumentos permite obtener imagenes topograficas de las superficies
de las muestras con una resolucibn nanométrica y, a diferencia de la microscopia
electronica, practicamente sin restricciones del medio, es decir, permite trabajar en vacio,
aire o liquidos. Por otra parte la muestra no debe someterse a ninguna manipulacion
especial para la exploracion.

Todas las imagenes presentadas en este estudio se han obtenido mediante un
sistema de AFM (figura 3.14) en el modo de contacto intermitente (Nanoscope Ill imaging in
Tapping Mode). El instrumento se encuentra en la Unidad de Técnicas Nanométricas de los

Servicios Cientifico-Técnicos de la Universidad de Barcelona.
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Figura 3.14.- Microscopio de fuerza atémica (AFM).

3.5.2.2.- OBTENCION DE IMAGENES

Esta técnica nanométrica obtiene las imagenes por calculo a partir de los datos
detectados por la sonda durante la exploracién de la superficie de la muestra.

De este modo, la resolucién lateral esta condicionada por las dimensiones de la

punta, y la resolucion vertical depende Unicamente del nivel de ruido ambiental.

3.5.2.3.- DETERMINACION DE LAS DIMENSIONES VERTICALES

Si bien en el modo de contacto intermitente la probabilidad de alteracion de la
superficie de la muestra es menor que en el modo de contacto, en el estudio de
materiales de baja consistencia la fuerza ejercida por la sonda puede igualmente deformar
la superficie de las muestras (figura 3.15). A parte de esta posible deformacién, a bajos
niveles de ruido, la precision en la determinacion de las dimensiones verticales es del orden
de 0.1 A
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Figura 3.15.- Deformacién de la superficie por la fuerza ejercida por la sonda.

3.5.2.4.- DETERMINACION DE LAS DIMENSIONES HORIZONTALES

La determinacion de las dimensiones horizontales esta sujeta a convolucién con la
punta, de forma que se obtienen anchuras aparentes a veces muy superiores a las reales.

Es posible calcular la magnitud de esta distorsion a partir del modelo descrito para
particulas idealmente esféricas (figura 3.16). Segun este modelo, si el diametro de la
particula es mucho menor que el radio de la punta, la anchura aparente (W) es proporcional
a la raiz cuadrada del radio de la punta Rp) y de la anchura real (diametro, h) de la

molécula y se calcula segun la férmula,
.1/2
W=2 x? R xh9
P g

3.3
gue se obtiene mediante célculos trigonométricos sencillos a partir de los triangulos

marcados en la figura 3.16.
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Figura 3.17.- Modelo para la determinacion de las dimensiones horizontales.

3.5.2.5. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Se caracterizaran las nanoesferas, 0 sus agregados, a partir del liofilizado de las
nanoesferas y a partir del sedimento de una suspension preparada a partir del liofilizado.

Muestras a partir de suspension:

Se dispersa una pequefia porcion de un acumulo de nanoesferas de PEG-PLGA
lavadas y liofilizadas, en agua calidad HPLC. Se ha calculado una concentracion
aproximada de 1 nanoesfera/mm?. El sustrato de muestra utilizado es una superficie de 0,5
cm? grafito pirolitico altamente orientado (HOPG: Highly Oriented Pyrolytic Graphite), cuya
elevada exfoliabilidad permite conseguir superficies atébmicamente lisas. De este modo se
consigue una mayor exactitud en las determinaciones del sistema.

Sobre esta superficie se extienden 5 m de la suspension de nanoesferas 1
nanoesfera/mm®. Una vez depositada la muestra sobre el sustrato, se seca en camara
cerrada con corriente de nitrdgeno seco a temperatura ambiente hasta completa
evaporacion del liquido.

Muestras sélidas:

Para el andlisis de las muestras sélidas, se ha tomado directamente una pequefa
porcion de liofilizado (aproximadamente 2 x 1 x 0,5 mm) y se ha depositado sobre un

sustrato de mica. La buena adherencia del material al sustrato, permite la obtencién de



Capitulo 3. Caracterizacion de Sistemas 72

buenas imagenes, aunque se observan algunas deformaciones debidas a la elasticidad de

la muestra.

3.5.2.6. UNIDADES MORFOLOGICAS AISLADAS (muestras en suspension)
En la Figura 3.17 se representa la proyeccién oblicua de dos unidades
morfolégicas del sedimento de la suspensién de nanoesferas de PEG - PLGA aisladas

sobre sustrato de grafito.
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Figura 3.17.- Representacion de la proyeccion oblicua de dos unidades morfolégicas del

sedimento de la suspensién de nanoesferas de PEG - PLGA aisladas sobre sustrato de grafito.

En la Figura 3.18 se realiza el andlisis de seccion de esta muestra. Se ha
escogido el corte correspondiente a la alineacion de las dos unidades que, por otra parte,

coincide con un escalén del sustrato de grafito.
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Figura 3.18.- Analisis de seccion de nanoesferas de PEG-PLGA en suspension.

Se determina el didmetro de las unidades morfolégicas detectadas, midiendo la
distancia entre marcadores verdes y rojos. Esta medicién se hace a nivel de la altura
media. Los valores obtenidos, 332 nm y 312 nm son totalmente concordantes con los

datos obtenidos mediante perfilometria interferométrica como veremos posteriormente.

3.5.2.7. ACUMULOS DE LIOFILIZADO (muestras Solidas)
En la Figura 3.19 se representa la proyeccion plana de la imagen de las
nanoesferas de PEG - PLGA obtenidas a partir de la muestra sélida de nanoesferas de

PEG - PLGA liofilizadas sin ninguna manipulacién para su preparacion.
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Figura 3.22.- Proyeccion oblicua de la imagen obtenida del liofilizado de nanoesferas de PLGA.

Los agregados de nanoesferas de PLGA tienen diametros algo inferiores que las de

PEG - PLGA y mPEG - PLGA.

1100 ah m

Figura 3.23.- Proyeccion oblicua de la imagen obtenida del liofilizado de nanoesferas de mPEG-

PLGA.
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Tamafio de las nanoesferas (nm) AFM

PLGA PEG-PLGA MPEG-PLGA
152.5 217.0

Tabla 3.8.- Diametro medio de las nanoesferas de los diferentes polimeros determinado por la

técnica de AFM.

La confrontacion de estas medidas con los resultados obtenidos en la
determinaciéon de tamafio de particula en las suspensiones previas a la liofilizacién, sugiere
la formacién de agregados muy estables, los cuales presentan, desde el punto de vista

morfolégico, gran homogeneidad.

3.5.3.- PERFILOMETRIA INTERFEROMETRICA

3.5.3.1.- ANALISIS DE SUPERFICIES MEDIANTE MICROSCOPIA
INTERFEROMETRICA

El microscopio interferométrico para analisis de superficie o perfilometro
interferométrico utiliza la dispersién de la luz interferométrica para imagenes y medidas
superficiales para analizar la estructura superficial sin contactar con la superficie. Estas
medidas son en tres dimensiones. Las medidas verticales, normal a la superficie, se llevan
a cabo interferométricamente. Medidas laterales, se realizan en el plano de la superficie, se
determinan por el calculo del minimo tamafio de los campos de visiéon del objetivo. La
resolucion lateral de 500 nm se obtiene con una mayor potencia del objetivo.

3.5.3.2.- ANALISIS PERFILOMETRICO DE SEDIMENTOS DE NANOSFERAS

La gran resolucion vertical de esta técnica, se adapta muy bien a la medida de
particulas depositadas sobre una superficie plana. Sin embargo su baja resolucion lateral,
no permite la deteccién de nanoesferas o de pequefios agregados aislados.

Se ha preparado un apilamiento compacto de particulas, mediante la evaporacién
de una gota de la suspension sobre un sustrato de mica. De esta forma, las particulas, si
son de tamafios homogéneos, se apilan formando estratos, quedando en la superficie
desniveles que se corresponden con su tamafo, que son los parametros que se exploran.
En la figura 3.24 se representa la proyeccion oblicua de la superficie explorada del

sedimento estratificado de las nanoesferas de PEG-PLGA. En ella se observa la
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homogeneidad de alturas y el neto desnivel entre capas de nanoesferas, lo cual pone de

manifiesto la homogeneidad de tamafio de las particulas analizadas.
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Figura 3.24.- Proyeccion oblicua de la superficie explorada del sedimento estratificado de las

nanoesferas de PEG-PLGA.

En la Figura 3.25 se representa el mapa de alturas, en el que muestra la linea, a lo

largo de la cual se hace el andlisis del perfil de superficie.
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Figura 3.25.- Mapa de altura del sedimento estratificado de las nanoesferas de PEG-PLGA.
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La grafica correspondiente al perfil de superficie de la muestra analizada se
representa en la figura 3.26. En ella se aprecia la homogeneidad de alturas de las

particulas y cuyo valor es de 325 nm.
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Figura 3.26.- Perfil de superficie del sedimento estratificado de las nanoesferas de PEG-PLGA..

Los parametros de rugosidad (rms y Ra) que aparecen en la gréfica, son
irrelevantes, ya que el recubrimiento no es homogéneo, asimismo la distancia entre puntos
extremos (PV), aunque se ajusta al parametro de tamafio, no tiene otra significacion que la
de nivelacion del sustrato de la Gltima capa de nanoesferas.

En la figura 3.27 se representa la proyeccion oblicua de la superficie explorada
del sedimento estratificado de las nanoesferas de mPEG-PLGA. En ella se observa,

también, la homogeneidad de alturas y el neto desnivel entre capas de nanoesferas.
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Figura 3.27.- Proyeccion oblicua de la superficie explorada del sedimento estratificado de las

nanoesferas de mPEG-PLGA.

En la figura 3.28 se representa el mapa de alturas, en el que muestra la linea, a lo

largo de la cual se hace el andlisis del perfil de superficie.
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Figura 3.28.- Mapa de alturas del sedimento estratificado de nanoesferas de mMPEG-PLGA..
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El perfil de superficie de la muestra analizada se representa en la figura 3.29. En

ella se aprecia la homogeneidad de alturas de las particulas, cuyo valor medio es de 325

nm.
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Figura 3.29.- Perfil de superficie del sedimento estratificado de nanoesferas de mPEG-PLGA.

En la figura 3.30 se representa la proyeccion oblicua del sedimento obtenido a
partir de la suspension de nanoesferas de PLGA liofilizadas, en la que se pueden observar

tres niveles claramente diferenciados.
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Figura 3.30.- Proyeccion oblicua del sedimento obtenido a partir de la suspension de

nanoesferas de PLGA liofilizadas.
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En la figura 3.31 se representa el mapa de alturas, en el que muestra la linea, a lo

largo de la cual se hace el andlisis del perfil de superficie.
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Figura 3.31.- Mapa de alturas del sedimento obtenido a partir de la suspensién de nanoesferas

de PLGA liofilizadas.

En la figura 3.32 se representa la grafica correspondiente al perfil de superficie de
la muestra analizada. En ella se aprecia, una vez mas, la homogeneidad de alturas de las

particulas y cuyo valor es de 300 nm.
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Figura 3.32.- Perfil de superficie del sedimento obtenido a partir de la suspension de

nanoesferas de PLGA liofilizadas.
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El conjunto de mediciones efectuadas, mediante Perfilometria interferométrica,
permite establecer el tamafio medio de las particulas constituyentes de los sistemas
estudiados (tabla 3.9) y establecer la homogeneidad de sus dimensiones, obteniendo,
como se acaba de detallar, resultados concordantes con los obtenidos mediante

Microscopia de Fuerza Atomica.

Tamafo de las nanoesferas (nm) Pefilometria Interferométrica

PLGA PEG-PLGA MPEG-PLGA
300.0 325.0 325.0

Tabla 3.9.- Diametro medio de las nanoesferas de los diferentes polimeros determinado por la

técnica de Perfilometria Interferométrica.

Se observa que la resuspensién de los liofilizados de nanoesferas de PLGA, PEG-
PLGA y mPEG-PLGA conduce a sistemas dispersos en los que las particulas
constituyentes son, aparentemente, agregados de las nanoesferas discretas presentes en
la suspensién antes de la liofilizacion. El tamafio de estos agregados, que se mantiene en

el rango nanométrico, es muy uniforme.

3.5.4.- CARACTERIZACION MORFOLOGICA POR CORRELACION FOTONICA

3.5.4.1.- DETERMINACION DEL TAMANO DE LAS NANOESFERAS

El didmetro medio en volumen de las nanoesferas se determind utilizando un
equipo de correlacién foténica (Coulter Model N4). La muestra de nanoesferas se
suspendié en agua destilada y fueron sonicada durante 1 minuto.

Condiciones de medicidn:

- Temperatura: 20°C.

- Intervalo de concentracién: 520 - 10°cps.

- Intervalo de tamafio de particula: 1 - 10000 nm.

- Angulo: 90°.

- Tiempo de medida: 200 seg.

3.5.4.2.- EFECTO DE LOS TENSIOACTIVOS EN LA ELABORACION DE
NANOESFERAS
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El tensioactivo va a adsorberse sobre la superficie de las particulas y en principio
va a disminuir la eficiencia del PEG y mPEG como agentes protectores. Por este motivo se
intentaron elaborar nanoesferas sin Pluronic F-68. Los resultados se pueden observar en la
tabla 3.10 siendo el tamafio de las nanoesferas elaboradas sin tensioactivo practicamente
el doble que las elaboradas con Pluronic®-F68 al 0.5 % en peso. El principal problema no
fue la obtencién de nanoesferas de mayor tamafio, el tensioactivo resulté ser necesario
para mantener las nanoesferas en suspension, la ausencia de tensioactivo favorece la

agregacion de las particulas.

Muestras A medio (S)PLGA /A medio (S)PEG-PLGA A medio (S)mMPEG-

PLGA
NSP 106+(0.58) 81+(3.5) 73%(2.6)
NCP 57+(0.58) 40+(1.5) 44+(1.2)

Tabla 3.10.- Tamafio de las nanoesferas (diametro medio y desviacion tipica (/£ medio (s)) de
PLGA, PEG-PLGA y mPEG-PLGA en suspension recién elaboradas sin pluronic (NSC) y con
pluronic (NCP).

3.5.4.3.- EFECTO DE LA LIOFILIZACION EN EL TAMANO DE
NANOPARTICULAS

Condiciones de liofilizacién

Para la conservacion de las suspensiones de nanoesferas se procedié a su
liofilizacion, los primeros resultados indicaron la necesidad de afadir un crioprotector. Los
crioprotectores empleados en nuestro estudio fueron el manitol y la glucosa al 5 %.
El proceso de liofilizacién de las nanoesferas se realizaron en un liofilizador (Labconco).

Las muestras se congelaron con nitrégeno liquido y se colocaron en el liofilizador,
cuando este ya habia alcanzado la temperatura de -54°C. La desecacién primaria tiene un
tiempo de duracién de 24 horas a una temperatura de -20°C y posteriormente comenzaria
la desecacion secundaria durante 4 horas a una temperatura de 20°C. Todo el proceso se
lleva acabo al vacio (15-1640°mm Hg). Transcurridas las dos desecaciones se extraen los

viales tapados.
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El tamafio de particula fue medido antes y después de la liofilizacion. Solamente
las nanoesferas elaboradas con Pluronic® y liofilizadas con glucosa fueron facilmente
redispersables, aunque como se observa en la tabla 3.11, la cual muestra los resultados
obtenidos de los diametros medios de las diferentes suspensiones de nanoesferas con los
crioprotectores antes de liofilizar y después de liofilizar, se produce un aumento del tamafio
(*NCPG y -NLPG), siendo menos acusado para el caso de nanoesferas de PLGA. En la
figura 3.33 se aprecian las distribuciones de tamafios para un mismo lote antes y después
de liofilizar con glucosa al 5 %. El resto de las suspensiones liofilizadas (nanoesferas de
PLGA, PEG-PLGA y mPEG-PLGA liofilizadas sin Pluronic?, con manitol y con glucosa, al
igual que las nanoesferas liofilizadas que tenian Pluronic® y Pluronic® -manitol se agregaron

y no se pudo medir sus tamafios debido a que no se resuspendieron, incluso empleando

ultrasonido.
Muestras A medio (s) A medio (s) PEG- A medio (s) MPEG-PLGA
PLGA PLGA
NSPG 100+(0.81) 80+(3.6) 85+(2.9)
NSPM 91+(1.4) 75(7.4) 92+(6.5)
-NCPG 59+(0.71) 45+(2.3) 50+(2.6)
NCPM 62+(1.2) 44+(2.1) 53+(2.7)
-NLPG 184+(1.5) 228+(8.9) 217+(8.0)

(0]

Tabla 3.11.- Tamafio de las nanoesferas (diametro medio y desviacion tipica (/£ medio (s)) de

PLGA, PEG-PLGA y mPEG-PLGA en suspension sin pluronic y con glucosa (NSPG), sin pluronic
©

y con manitol (NSPM), con pluronic y glucosa (NCPG), con pluronic y manitol (NCPM) vy

nanoesferas liofilizadas con pluronic y glucosa (NLPG).

100

©
PLGA

— Antes

— Después

0 10 100 1000

Tamafio (nm)

Figura 3.33.- Curvas de distribucién de nanoesferas de PLGA antes y después de liofilizar.
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Por lo tanto, consideramos que para la liofilizacion de nanoesferas es necesario la
adicién de un agente crioprotector, siendo los resultados obtenidos por nosotros con un 5
% de glucosa los mas adecuados, aunque evidentemente la liofilizacion no ha sido
optimizada. Ademas hemos de tener en cuenta que para el seguimiento de las nanoesferas

necesitamos marcarlas con un radiois6topo, que en nuestro caso fue el *"Tc.

3.6.- CONTROLES REALIZADOS AL ELUIDO DE *™ Tc

3.6.1.- CONTROL FiSICO-QUIMICO

1- Aspecto que presenta el eluido es incoloro y con ausencia de particulas
extrafas.

2- El pH o6ptimo de un inyectable es de 7.4, pero este valor puede variar
significativamente en funcién de la estabilidad del preparado radioquimico. Los valores de
pH fueron determinados con papel indicador cuantitativo con una precision de =+ 0.5
unidades.

3- Ausencia de AF** el cual proviene de la columna de alimina del generador y cuya
concentraciéon no debe superar los 20 ppm. Su deteccion es a través de papel indicador de
pH (1-10, 4.8m, Merck).

4- La tonicidad se obtiene por adicién de suero salino isoténico (NaCl 0.9%).

5- El tamafio de particula fue determinado por la técnica antes descrita de

correlacion foténica.

3.6.2.- CONTROL RADIOLOGICO

1- La concentracion radiactiva es la actividad presente por unidad de masa o
volumen. Las nanoesferas (60 mg) fueron marcadas con 2 mCi (7.440" Bg)contenidos en
un determinado volumen de eluido. Esta actividad fue medida en un activimetro (Carpintec).

2- La actividad especifica del ®™Tc en el eluido es la actividad del radiondclido por
unidad de masa de ese compuesto. No se considera ni la actividad debida a otros
radionuclidos contaminantes diferentes a él, ni la masa debida a otros compuestos
diferentes, por lo cual esta actividad solo debe estar vinculada a las nanoesferas y se

expresa en Actividad/ unidad de masa.
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3- La pureza radionuclidica es la fraccion de actividad total debido al radiondclido
en cuestion ya que pueden existir impurezas de otros radionuclidos por purificaciones
incompletas.

El control de pureza radionuclidica se realiza por el andlisis de espectro de
emision del ®"Tc ya que este solo emite un pico 140 Kev, mientras que el posible
radiontclido contaminante el Mo emite fotones de 181, 740 y 780 Kev y por estas razones
la Farmacopea Europea limita la radiactividad debido al ®Mo en el eluido al 0.1 % de la
actividad total, detectandose a través del espesor de semirreduccion ya que este es mas
energético que el *™Tc, por lo que un blindaje de Pb de 5 mm de espesor atenia la
radiacion del ®™Tc a 0.002%.

4- La pureza radioquimica es la fraccion de radionlclido presente en una
preparacion radiofarmacéutica como radiofarmaco. Para los radiofarmacos tecneciados la
Farmacopea Europea establece que no menos del 95% de la radiactividad debe

corresponder al ®™Tc unido a las particulas en suspension.

3.7.- SISTEMAS DE MARCAJES

3.7.1.- MARCAJE DE NANOESFERAS CON *™T¢

La técnica empleada para el marcaje de nanoesferas fue disefiada en nuestro
Laboratorio por Diaz y col (1993), para el marcaje de microesferas.

Se lleva a cabo en viales que contienen una suspension de nanoesferas (20
mg/ml), cloruro de estafio como agente reductor al 15 % en peso y atmosfera de nitrégeno.
Se adicionan aproximadamente 2 mCi (7.440 Bq) de pertecnato de sodio (eluido de un
generador Mo/*"Tc, EIutero), se agita 5 min. mecanicamente y se mantiene 10 minutos en
reposo. Posteriormente la suspensién es colocada en una bolsa de microdialisis
(Spectra/Por* Membranes, MWCO: 12-14000) que se introduce en un vaso de precipitado
conteniendo un volumen de 50 ml de agua destilada con el objetivo de eliminar el tecnecio
libre de la muestra. Transcurrido el tiempo de equilibrio del trazador *™Tc-nanoesferas entre
el medio interno y el externo de estas bolsas (1 hora aproximadamente) se toma una
alicuota de 10 ni de la suspension de nanoesferas y se mide en un contador gamma
(Packard Autogamma) determinandose la actividad de la muestra. El tiempo de medicién

en el contador es de 30 segundos.
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Utilizando la técnica anterior se obtuvo un rendimiento de marcaje del 92 + 5% en
los 36 marcajes efectuados. La eficiencia del contador para el *™Tc fue superior al 90% y el

mismo se calibra con una fuente de *'Cs. La actividad de fondo era del orden de 100-200

cpm.
Para determinar el Rendimiento del marcaje fue necesario aplicar la siguiente
expresion.
A 0
%Rend.Marcaje = gwg&m 3.4
Anano. @

3.7.1.1.- EFECTO DEL PROCESO DE MARCAJE CON *"Tc EN EL TAMANO DE
LAS NANOESFERAS

El marcaje con ®"Tc se llevo a cabo en nanoparticulas recién elaboradas y por
triplicado. En las tablas 3.12, 3.13 y 3.14 se recoge el tamafio de particulas antes y

después de ser marcadas.

/E medio (s)* /E medio (s)?

Lote M1 M2 M3 M1 M2 M3
PLGA-1  50+(16) 51.2¢(16) 50.3+(15) 203 207 185
PLGA-2  45.1+(14) 44.6:(14) 45.9+(14) 149 180 168
PLGA-3  49.0+(15) 42.0+(16) 45.3+(15) 278 294 200
PLGA-4  47.0+(16) 47.55(17) 47.9+(17) 207 215 212
PLGA-5 51.7+(19) 50.6£(18) 51.2+(17) 200 178 151
PLGA6  52.3+(16) 59.1+(16) 50.2+(15) 198 219 203
PLGA-7 56.0+(17) 55.7+(17) 54.8+(15) 101 109 107
PLGA-8  49.1+(14) 45.3:(16) 44.7+(16) 148 145 147
PLGA-9  52.6+(15) 50.7+(16) 51.9+(16) 148 145 147

PLGA-10 43.0+(14) 43.4+(16) 42.8+(16) 140 162 159
PLGA-11 51.5:(18) 52.8+(18) 51.5+(18) 111 145 130

Tabla 3.12.- Efecto del marcaje con 9MTc en el tamafio de las nanoparticulas de PLGA 33000
antes de marcar (diametro medio y desviacién tipica (£ medio (s)') ) y después de marcar

(diametro medio y desviacion tipica (&£ medio (s)?)).
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/E medio (s)* /E medio (s)?

Lote M1 M2 M3 M1 M2 M3
PEG-PLGA-1 51.2¢(18) 53.5£(18) 52.4:(19) 185 156 163
PEG-PLGA2 50.1+(19) 48.2£(19) 48.5:(19) 170 167 168
PEG-PLGA-3 63.4+(20) 64.2+(19) 70.7+(20) 143 139 131
PEG-PLGA-4 58.2+(18) 58.6+(18) 57.7+(17) 249 276 260
PEG-PLGA-5 40.1+(19) 39.5+(18) 42.3£(19) 205 196 232
PEG-PLGA-6 50.1+(19) 49.1+(17) 49.6:(18) 102 99 110
PEG-PLGA-7 50.7+(20) 48.5+(19) 50.2+(20) 111 156 132
PEG-PLGA-8 49.8:(19) 47.3+(18) 50.7+(19) 181 195 200
PEG-PLGA-9 38.9+(18) 40.3+(19) 40.2+(19) 113 108 125

Tabla 3.13.- Efecto del marcaje con ®™Tc en el tamafio de las nanoparticulas de PEG-PLGA
25000 antes de marcar (diametro medio y desviacion tipica (/£ medio (s)') ) y después de

marcar (diametro medio y desviacion tipica (/£ medio (s)?)).

/E medio (s)* /E medio (s)?

Lotes M1 M2 M3 M1 M2 M3
MPEG-PLGA-1  52.0+(19) 60.0+(18) 51.2+(18) 148 152 145
MPEG-PLGA-2  49.1£(20) 57.2+(21) 52.3+(21) 199 220 203
MPEG-PLGA-3  45.6+(18) 48.6:(18) 50.2+4(20) 148 165 154
MPEG-PLGA-4 48.5+(20) 57.5:(18) 53.9+(19) 97 92 102
MPEG-PLGA-5  52.5+(19) 56.1+(19) 59.2+(18) 213 204 235
MPEG-PLGA-6  49.3+(20) 49.6+(19) 48.0+(19) 182 199 190

Tabla 3.14.- Efecto del marcaje con *™

Tc en el tamafio de las nanoparticulas de PEG-PLGA
27000 antes de marcar (diametro medio y desviacion tipica (£ medio (s)1 ) ) y después de

marcar (didmetro medio y desviacion tipica (&£ medio (s)?).

El marcaje con *"Tc, también da lugar a un aumento de tamafio probablemente
debido a que durante el proceso se favorece la agregacion de particulas (figura 3.34). Una
posible explicacién es que el Tc presenta un elevado nimero de coordinacion y por tanto

pueden unirse grupos carboxilos procedentes de varias nanoesferas.
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Figura 3.34.- Curvas de distribucién de nanoesferas de PLGA y mPEG-PLGA antes de marcar y

después de marcar con *™Tc.

3.7.2.- MARCAJE DE GLOBULOS ROJOS CON *"Tc

Los métodos de marcaje con pirofosfato de estafio son en la actualidad los mas
utilizados. La concentracion de Sn* y la pauta del marcaje (milimetros de sangre, tiempos
de incubacién y nimeros de lavado con solucién salina, principalmente) parece ser critico
a la hora de obtener buenos rendimientos. (Smith y Richards, 1976). La eleccién del
anticoagulante es también de gran importancia, en este caso se utilizé una solucién de
Acido Citrato-Dextrosa (ACD).

Protocolo empleado:

1- Extraccién de 2 ml de sangre venosa con 0.5 ml de ACD.

2- Adicion de la solucién de pirofosfato de estafio que contenga 0.3-0.4 ng de Sn**
(vial con 15 mg de pirofosfato de sodio decahidratado y 2 mg de cloruro de estafio
dihidratado).

3- Incubacion con agitacion suave durante 10 min. a temperatura de 37°C.

4- Centrifugacion a 1500 rpm (Centrifuga Econospin, Dupont) durante 10 min. con
eliminacion del sobrenadante (exceso de Sn** no utilizado).

5- Adicion de 4 ml de suero fisiol6gico y repeticion del paso 4.
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6- Resuspension de 3 ml con suero fisioldgico y adicién de 1ml de *™TcO, (1-4
mCi).

7- Incubacion con agitacion suave durante 10 min. a temperatura de 37°C.

8- Centrifugacion a 3000 rpm durante 10 min. y eliminacién del sobrenadante
(exceso del radionuclido).

9- Adicion de 4 ml de suero fisiolégico (NaCl 0.9%) y repeticion del paso 8.

10- Resuspension a 3 ml con suero fisioldgico.

Con la técnica descrita, nuestro rendimiento de marcaje fue de un 90% + 5 % en

los tres marcajes efectuados.

3.7.3.- MARCAJE DE GLOBULOS ROJOS CON *'Cr

El método de marcaje utilizado para los glébulos rojos con *'Cr se describe a
continuacion (Gopal, 1979).
La sangre extraida a la rata se centrifuga (3000 rpm) con el objetivo de separar los
hematies del resto del plasma. Al volumen de hematies se les adiciona un volumen de
&cido citrato dextrosa (0.5 ml/ml sangre). Posteriormente se afiaden 25 nCi/ml (92.540*
Bg) de Na,CrO, (pH 8) (ICN) a la mezcla, la cual se incuba durante 15 min. a 37°C en
un bafio. El exceso de radionuclido que no se une a la globina se reduce afiadiendo acido
ascorbico (5 mg/ml sangre) y después se elimina lavando las células con suero salino
mediante centrifugacion (3000 rpm). Por Gltimo se toman 100m de muestra y se mide la
actividad en el contador Gamma. EIl rendimiento del marcaje utilizando esta técnica fue de
un 89.5 + 2% en los 15 marcajes efectuados. La eficiencia del contador para este is6topo
fue del 7%, aproximadamente.

El rendimiento del marcaje se determind por la siguiente ecuacion.

SN 0
%Marcaje = éwinoo 35

AR o

3.8.- ESTABILIDAD DEL MARCAJE

3.8.1.- ESTABILIDAD DEL MARCAJE DE NANOESFERAS CON *™T¢

La estabilidad del marcaje se realizé empleando bolsas de microdidlisis. Una vez
marcadas las nanoesferas de PLGA, PEG-PLGA y mPEG-PLGA con *"Tc, segun el
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método descrito anteriormente. Se tomaron tres fracciones de 1 ml para realizar el estudio
por triplicado y se colocaron en sus respectivas bolsas de microdidlisis, siendo el volumen
externo de 50 ml de solucién buffer (KBS, pH 7.4 ). Una vez transcurrido el tiempo de
equilibro durante 6 horas y a intervalos de 1 hora se toman muestras de 1 ml de la fase
externa y se valoran en el contador gamma. El volumen utilizado se repone con el objetivo
de no alterar la concentracién de la solucién de la fase externa.

A medida que transcurre el tiempo se corrige la actividad de las nanoesferas,
aplicando la ley de desintegracién radiactiva, donde A, corresponde a la actividad inicial de
las nanoesferas marcadas (t=0), donde | es la constante de semidesintegracion y t son

los tiempos transcurridos.

_ _éx
Aiotal =Ao e 3.6

A oeperim ©
= QM_X_LOO 3.7

%marcaje - remanente N
gAteérica @

Los estudios de estabilidad se realizaron una vez finalizado el proceso de lavado

con bolsas de microdialisis, en las tablas 3.15, 3.16 y 3.17 muestran los porcentajes de

®™Tc libre obtenidos del estudio de la estabilidad de los tres sistemas poliméricos

realizados por triplicados, una vez que fueron marcados con dicho trazador.

Porcentajes de *™Tc libre

t(h) Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Media(s)
0 18.73 19.64 19.95 19.44+(0.52)
1 21.80 22.27 18.95 21.01+(1.47)
2 19.00 18.20 22.53 19.91+(1.88)
3 23.02 21.79 20.84 21.88+(0.89)
4 22.43 22.71 19.36 21.50+(1.52)
5 18.92 19.34 23.50 20.59+(2.07)
6 22.75 18.45 23.07 21.42+(2.11)

Tabla 3.15.- Porcentajes de ¥MTe libre, valores de la media y desviacion tipica (s), tomados

durante un periodo de 6 horas para nanoesferas de PLGA 33000 (Lote PLGA9) en el medio de
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perfusion (HBK, pH 7,4) y después de haber alcanzado el tiempo de equilibrio (1 hora) en

bolsas de microdialisis.

Porcentajes de *™Tc libre

t(h) Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Media(s)
0 14.61 13.13 14.28 14.01+(0.63)
1 12.79 15.13 15.00 14.31+(1.07)
2 15.02 13.02 13.63 13.89+(0.84)
3 15.41 16.83 13.56 15.27+(1.34)
4 12.57 14.69 16.00 14.42+(1.41)
5 13.58 15.07 17.79 15.48+(1.74)
6 15.42 16.44 17.14 16.33+(0.71)

Tabla 3.16.- Porcentajes de ®Mmre libre, valores de la media y desviacién tipica (s) , tomados
durante un periodo de 6 horas para nanoesferas de PEG-PLGA 25000 (Lote PEG-PLGA7) en el
medio de perfusion (HBK, pH 7,4) y después de haber alcanzado el tiempo de equilibrio (1 hora)

en bolsas de microdialisis.

Porcentajes de ¥"Tc libre

t(h) Muestral Muestra2 Muestra3 Media(s)
0 17.71 18.92 17.14 17.92+(0.74)
1 18.99 17.28 20.77 19.01+(1.43)
2 19.37 20.09 17.48 18.98+(1.10)
3 17.74 19.47 17.91 18.37+(0.78)
4 18.34 17.01 20.10 18.48+(1.27)
5 19.54 18.10 20.14 19.26+(0.86)
6 20.10 19.21 21.20 20.17+(0.81)

Tabla 3.17.- Porcentajes de ®MTc libre, valores de la media y desviacién tipica (s) , tomados
durante un periodo de 6 horas para nanoesferas de mMPEG-PLGA 27000 (Lote PEG-PLGADS5) en
el medio de perfusion (HBK, pH 7,4) y después de haber alcanzado el tiempo de equilibrio (1

hora) en bolsas de microdialisis.

El tiempo 0 horas corresponde al tiempo de equilibrio, es decir el porcentaje de
radiactividad correspondiente al exceso de *"Tc y como se observa, solamente un 2 %
aproximadamente se cede a lo largo de las 6 horas que dur6 el experimento.

Por tanto, el Gnico inconveniente que presenta el marcaje con “"Tc es que se

produce un aumento de tamafio, pero aln asi las nanoesferas presentan un tamafio
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adecuado para este tipo de estudio, ya que el tamafio es menor que las 0.45 mm

requeridos para disoluciones clarificantes (USP XXIII).

3.8.2.- ESTABILIDAD DE GLOBULOS ROJOS MARCADOS CON *Cr Y*™T¢

Los glébulos rojos (GR) son el marcador ideal del espacio vascular, ya ha sido
empleado por varios autores para la caracterizacion del espacio vascular hepatico (Roberts
y Rowland, 1986a), por otro lado, también hay estudios sobre GR como vehiculos de
farmacos (Jordan y col., 1997 ). En este trabajo se han empleado los GR como sistema de
control ya que su espacio natural es la sangre.

Una vez efectuados los marcajes de los GR con *'Cr para estudios in situ y con
®™Tc para los estudios de biodistribucién en animal completo, y realizados los lavados por
centrifugacion a 3000 rpm se procedié al estudio de la estabilidad de los mismos. El
estudio de estabilidad se realizé durante 6 horas para diferentes lotes. A cada hora se
centrifugd la muestra y se extrajo el sobrenadante, reponiendo el volumen extraido con
una solucién salina (NaCl 0.9%). Posteriormente, una alicuota de 100 mi para ambos
sistemas, se midieron en el contador gamma durante 30 segundos en las ventanas de
contajes definidas para cada radionuclido (Tablas 3.18 y 3.19), como se puede apreciar el

marcaje resultd muy estable durante las 6 horas en que se realiz6 el estudio.

Tiempo (h) Actividad (cpm)
GR-11 GR-12 GR-13
0 156231 125369 137856
1 155789 124563 138652
2 155962 125987 137688
3 156321 125033 136987
4 155123 124877 137001
5 156325 124563 136589
6 155987 124632 136652
Media(Sd) 155963+(391) 125003+(485) 137346+(695)

Tabla 3.18.- Medidas de la actividad en cuentas por minuto (cpm) de 100 m de GR-*'Cr durante
6 horas una vez que se eliminé por centrifugacion (3000rpm) el exceso de *ICr, la media y la

desviacion tipica (s).
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Actividad (cpm)

T (h) Muestral Muestra2 Muestra3 Media(s)
0 797787 822323 801521 807210+(10794)
1 859169 801421 799214 819935+(27757)
2 836325 779253 822213 812597+(24271)
3 799719 811523 788177 799806+(9531)
4 821523 790231 769231 793661+(21486)
5 812752 803239 790119 802037+(9279)
6 777842 809111 799875 795609+(13117)

Tabla 3.19.- Datos correspondientes a las actividades (cpm) corregidas por la ley de
desintegracion radiactiva, la media y desviacion tipica (s) de 50 nlL de glébulos rojos marcados

con *™Tc para el lote GR-Tcl una vez que se eliminé por centrifugacion (3000rpm) el exceso de

s oY

Ademas se hizo un frotis para ver la morfolgia que presentaban los hematiés,
dando como resultado que practicamente no se produce lisis una vez transcurrido el tiempo

de estabilidad del marcaje.
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4.- ENSAYOS DE PERFUSION

4.1.- DESCRIPCION DEL EXPERIMENTO (TECNICA DE PERFUSION)

Se utilizaron ratas Wistar (200-300g), las cuales fueron anestesiadas con
pentobarbital (Normon) 400 mg/kg por via intraperitoneal (Maguire y col., 1984). El
procedimiento quirdrgico utilizado fue el seguido por Ross (1972), el cual se ilustra en la
figura 4.1. Para la canulacion de la vena porta hepatica se utilizé una canula (i.d 1.7mm) y
una canula (Luer fitting size 8F6) para la canulacion de la vena cava.

Una vez canulado el higado se conecté a una bomba peristaltica (Modelo
Masterflex® L/S) a un flujo de circulacién de 4.2 ml/min., siendo la presiéon de entrada al
higado de 7-15 mm Hg. El liquido de perfusion (Kreb Henseleit Buffer (KBS) y albimina
bovina (Merck) al 2.5 % en peso), se mantuvo a una temperatura de 37-40 °C, pH 74 y

gasificado con carbégeno (95% O, y 5% CO,).

Intestinge delgado

Figura 4.1.- Procedimiento quirtrgico para la preparacion del higado en la perfusién in situ

(Maguire y col., 1984).

Etapas seguidas en la perfusion

- Lavado del higado durante 10 minutos una vez finalizada la canulacion.
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- Inyeccion de 100 m de glébulos rojos marcados con *'Cr a través de un inyector
manual de dos posiciones y loop 100 m (Modelo Vigi, Valco Instruments Co. Inc.). La
actividad inyectada fue de 1.57:40°+2.49x0* cpm (2.6240%4.1440° Bq).

- Lavado del higado durante 15 min.

- Inyeccién de 100 ni de nanoesferas marcadas con *"Tc. La actividad inyectada
fue de 4.140°+1.0640" cpm (6.9020°+1.78%.0° Bq).

Simultdneamente a la inyeccién se acciona el colector de fracciones (construido
por Diego Molina en nuestro Laboratorio) y mediante un programa (elaborado por el
Laboratorio de Electronica de la Universidad de La Laguna) se recogen muestras a la salida
del higado durante 3 minutos a intervalos de 3 segundos, para los glébulos rojos y durante
11 minutos a intervalos variables (0-123 segundos se recogieron cada 3 segundos y desde
123-663 segundos se colectaron cada 30 segundos), para las nanoesferas.

Al finalizar el experimento, el higado fue extirpado, pesado y medida la actividad
asociada al mismo de ®"Tc en su correspondiente ventana de contaje (energias
comprendidas entre 100-200 KeV), ya que éste emite un Unico fotén g (100%) en 140 Kev.
Pasadas 24 horas se procedio a medir la actividad de GR->"Cr que quedaba en el higado en
su ventana de contaje (energias comprendidas entre 240-400 KeV), ya que emite fotones g
(9%) con energias de 320 Kev. Muestras de 100 ni tomadas de cada uno de los viales del
colector de fracciones fueron medidas en el contador gamma y determinandose las
diferentes curvas de distribucion a la salida del higado.

En la figura 4.2, mostramos el equipamiento utilizado para poder desarrollar los

experimentos in situ.
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Figura 4.2.- Esquema del procedimiento y equipamiento de la perfusién hepatica in situ.

4.2.- ANALISIS DE DATOS MEDIANTE EL METODO DE LOS MOMENTOS

4.2.1.- NORMALIZACION DE LAS CURVAS DE ACTIVIDAD - TIEMPO

La normalizacion de las curvas de actividad — tiempo persigue dos objetivos:
comparar las curvas normalizadas con la de los modelos estandar a efectos de

identificacion, y comparar curvas de trazadores dotados de distinta actividad.
En el primer caso la curva de actividad — tiempo se transforma en una curva

(t, c) en la que tanto la abscisa como la ordenada son adimensionales. El calculo de las

nuevas variables se realiza mediante las ecuaciones

6=21
Vv
4.1
Z:i 4.2
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donde Q el flujo que atraviesa el sistema *x%), V el volumen del sistema (), y & la
actividad que resultaria de la distribuciéon uniforme e instantanea de la dosis de trazador
administrada, l,, en el sistema; es decir,
lo
ag=— 4.3
V
Si el sistema no capta el trazador, a, e |, pueden calcularse a partir de la curva de

trazador a la salida del sistema mediante las ecuaciones

¥

I, =Q Ci(t) >t 4.4
0
¥

a, =2 Sty et 4.5
V0

El area de la curva normalizada (t, z) es igual a 1, pero los dos primeros momentos
(ver mas adelante) dependen de las caracteristicas de la distribucién del trazador en el

sistema.

El segundo método para normalizar las curvas de actividad — tiempo afecta

exclusivamente a la actividad, la cual se normaliza de acuerdo con la ecuacion,

_Q 4.6

a==<a
IO
siendo las unidades de a t™. Los cuadros 4.1 y 4.2 recogen las funciones Mathematica®
utilizadas para la normalizacién de las curvas por los dos métodos descritos. En ambos
casos se incluye en la lista de argumentos (ver cuadros 4.1 y 4.2) la variable vsample. Ello
es debido a que la recogida de muestra es “en copa”, analizandose una muestra alicuota

de la muestra obtenida en cada intervalo de tiempo.

NormalizedCurve[data_, vsample_] :=
Module[
{a, t, v, c0},
{a, t, v} = MomentAnalysis[data, vsample];
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cO=alt
Map[{ #[[1]]/t , #[[2])/(vsample c0)} &, data] ]

Cuadro 4.1.- Funcién para la normalizacion de la curva de actividad tiempo obtenida por

coleccion de fracciones.

FrecuencyCurve[data_List, vsample_, flow_, dose_List] :=
Module[

{fcout = {}, tint, ndat, nexper},

tint = Drop[0.5 (Join[{0.}, Transpose[data][[1]] ]+
RotateLeft[Join[{0.}, Transpose[data][[1]] ] ]),
{-131;

{ndat, nexper} = Dimensions[data];

nexper = nexper - 1;

Do[AppendTolfcout,

Transposel[{tint,
flow Transpose[data][[i+1]] /
(dosef[i]] vsample)}] ],

{i, 1, nexper}];
fcout]

Cuadro 4.2.- Funcién para la normalizacion de la curva de actividad tiempo obtenida por

coleccioén de fracciones.

4.2.2.- TASA DE EXTRACCION Y MOMENTOS DEL TIEMPO DE RESIDENCIA
HEPATICO

El modelo que describe la curva de trazador a la salida del higado puede expresarse en
funcién de la integral de convocacion de las funciones correspondientes a la velocidad de
entrada al higado y la funcién de ponderacién de este. Sea F(t) la primera de ellas, y G(t) la
funcién de ponderacion del higado, es decir, la curva de actividad a la salida cuando la
funcién de entrada es igual a una dosis unitaria multiplicada por la funcién d de Dir4. La

respuesta del higado viene dada por la ecuacion:
t
H(t)=F(t) G(t- t) dt 4.7
0

La transformada de Laplace de esta expresion es:
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h(9) =f(9) >g(9) 4.8

donde h(s), f(s) y g(s) denotan las respectivas transformadas de Laplace de las funciones
H(t), F() y G(t) respectivamente. Sean N y R los subindices utilizados para las
nanoesferas y los hematies respectivamente; las funciones a la salida del higado pueden

expresarse por las ecuaciones:

hy (9 =1\ (9) 9y (9

49ayb
he (9 =1 (5) >0 (9
y por lo tanto,
h (s):gN_(S)>h (s) 4.10
N™ gn(s) R

El cociente gy(s)/gr(s) define una nueva funcién que corresponde al proceso de
salida fuera de los sinusoides hepéticos de las nanoesferas, y su captacién por las células
de Kupffer. Sea Y (s) dicho cociente; la ecuacion anterior puede entonces expresarse en la

forma
h (8)=3(s) () 411
y por lo tanto,

t, =AT, +1, 4.12

siendo fN y fR los tiempos medios de residencia externa de las nanoesferas y de los

hematies respectivamente, y DfN el incremento de tiempo medio de la nanoesferas debido

a los procesos de extravasacion y captacion de las nanoesferas por las células de Kupffer.

4.2.2.1.- CALCULO DE LOS MOMENTOS ESTADISTICOS

Los dos parametros mas utilizados para describir la curva de un trazador son el
tiempo medio de residencia, m y la varianza del tiempo de residencia, s Si la respuesta
del sistema a un impulso es continua, y descrita por la funcién a(t), el tiempo medio y la

varianza vienen dados por las expresiones
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z‘; sa(t) >t

= 4.13

¥c‘p(t) st

§2=0 4.14

0 bien,

¥
& a(t) et
s?=0 — _nf 4.15

CR() >t

Para el célculo del tiempo medio y de la varianza se utilizan expresiones derivadas
de la integracién mediante la regla trapezoidal, debiéndose contemplar dos situaciones. Si
los datos corresponden a medidas instantaneas del trazador a la salida del sistema,

usaremos las férmulas siguientes:

2 () 6a 43, )X o 1)

i=1
ML —— 4.16

ZXé_ (a| +a +1) >‘(ti+1' ti)

i01

n-1
é (ti +ti+1)2 x(a1 +a +1) >(ti +1° ti)

2 —i=1
s% = — - nf 4.17

4Xé. (ai *ta +1) >(ti+1_ ti)

iol

mientras que si la toma de muestras se lleva a cabo en copa, utilizaremos las siguientes

ecuaciones:
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8 a0
m:i:;| 4.18
ala O,
3
a t?xa D,
s?=1=% .nf 4.19
é a; o
i=1

donde t; es el punto medio del intervalo Dt;. (Levenspiel, 1979).

En el cuadro 4.3 se muestra la funcibn MomentAnalysis para el célculo de los
momentos cuando los datos se refieren a curvas continuas de actividad — tiempo a la salida
del 6rgano o sistema; obsérvese que esta funcién tiene dos argumentos: la lista de datos
(data), formada por pares de observaciones tiempo — actividad, , {{ty, a}, {t, &}, %}, y el
volumen de la muestra que se mide en el contador (vsample). Si la lista de datos se
refieren a actividades o a concentraciones, debemos hacer vsample = 1. El cuadro 4.4
recoge la funcion utilizada para los célculos de los momentos para datos obtenidos
mediante la coleccién de fracciones (ecuaciones 4.18 y 4.19); nétese que los argumentos

son los mismos que el caso anterior.

MomentAnalysis[data_, vsample_] :=
Module[{t, tm, dt, co, area, tmean,
var,

t = Flatten[{O, Transpose[data][[1]]} I;

tm = Drop[0.5 (t + RotateLeft[t]) , -1];

dt = Drop[RotateLeft[t] - t, -1];

co = Transpose[data][[2]]/vsample;

area = Apply[Plus, co dt];

tmean = Apply[Plus, tm co dt]/area;

var = Apply[Plus, tm tm co dt)/area -
tmean tmean;

{area, tmean, var}]

Cuadro 4.3.- Funcién para el calculo de los momentos.



Capitulo 4. Perfusién 104

DiscreteMomentAnalysis[data_, vsample_] :=
Module[{t, tm, dt, co, area, tmean,
var},

t = Flatten[{0, Transpose[data][[1]]} I;

tm = Drop[0.5 (t + RotateLeft[t]) , -1];

dt = Drop[RotateLeft[t] - t, -1];

co = Transpose[data][[2]]/vsample;

area = Apply[Plus, co dt];

tmean = Apply[Plus, tm co dt]/area;

var = Apply[Plus, tm tm co dt)/area -
tmean tmean;

{area, tmean, var}]

Cuadro 4.4.- Funcion para el calculo de los momentos para datos obtenidos por coleccién de

fracciones.

4.2.3.- RESULTADOS EXPERIMENTALES

Los resultados experimentales obtenidos a la salida del inyector y a la salida del
higado in situ utilizando los tres sistemas de nanoparticulas, se expresan en las tablas
que aparecen al final del capitulo (tablas 4.18 - 4.21 y 4.22- 4.33 respectivamente), en
dichas tablas mostramos los datos de las actividades (cpm) de las nanoesferas de PLGA,
PEG-PLGA y mPEG-PLGA-*™"Tc y GR-*"Tc mediante un colector de fracciones de tiempo

ajustable. El fondo fue restado a cada una de las actividades.

4.2.3.1.- RESULTADOS DE LA CAPTACION HEPATICA EN LA PERFUSION
PARA LOS TRES SISTEMAS POLIMERICOS Y LOS GLOBULOS ROJOS

Una vez que se realizaron las perfusiones con *'Cr-GR y con “™Tc-nanoesferas de
cada uno de los copolimeros en estudio, se extrajo el higado y se midié en el contador
Packard Autogamma en la ventana del ®"Tc y al segundo dia se midi6 en la ventana del
*ICr. Con los resultados obtenidos se pudieron realizar las tablas 4.1, 4.2 y 4.3 las cuales
muestran los porcentajes de captacion de GR y nanoesferas en el higado para cada uno de

los sistemas.
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Nanoesferas de PLGA

Lote Peso higado A medio(nm) % Capt GR % Capt nano
GR-1 PLGA-2 9.39 166 2.20 12.2
GR-1 PLGA-2 12.8 166 3.66 14.3
GR-2 PLGA-3 9.39 257 5.15 15.2
GR-2 PLGA-3 11.0 257 4.82 17.3
GR-3 PLGA-4 11.7 230 4.49 14.7
GR-3 PLGA-4 11.8 230 5.55 13.5
GR-4 PLGA-5 125 176 5.50 125
GR-4 PLGA-5 10.6 176 3.50 14.4

Tabla 4.1.- Porcentajes de actividades captadas por el higado una vez realizada las perfusiones
de *'Cr-GR. y nanoesferas de ®MTe -PLGA para cada uno de los lotes indicados. En la tabla se
recogen el peso del higado, el diametro medio de las nanoparticulas antes de perfundir (&
medio (nm)), el porcentaje de captacion de glébulos rojos (% Capt GR) y el porcentaje de

captacion de nanoesferas de PLGA (% Capt nano).

Nanoesferas de PEG-PLGA

Lote Peso higado A& medio(hm) % Capt GR % Capt nano
GR-5 PEG-PLGA-2 12.6 168 2.93 5.03
GR-5 PEG-PLGA-2 10.9 168 2.79 7.50
GR-5 PEG-PLGA-2 10.7 168 3.69 9.01
GR-6 PEG-PLGA-3 10.6 138 5.05 10.9
GR-6 PEG-PLGA-3 10.5 138 4.58 9.52
GR-7 PEG-PLGA-4 10.8 262 5.95 8.82
GR-7 PEG-PLGA-4 12.7 262 5.71 8.96
GR-7 PEG-PLGA-4 10.6 262 4.95 8.11
GR-8 PEG-PLGA-5 10.8 211 4.29 5.37
GR-8 PEG-PLGA-5 10.5 211 3.44 4.41

Tabla 4.2.- Porcentajes de actividades captadas por el higado una vez realizada las perfusiones
de *'Cr-GR. y nanoesferas de ®*™Tc -PEG-PLGA para cada uno de los lotes indicados. En la
tabla se recogen el peso del higado, el diAmetro medio de las nanoparticulas antes de
perfundir (€ medio (nm)), el porcentaje de captacion de glébulos rojos (% Capt GR) y el

porcentaje de captacion de nanoesferas de PEG-PLGA (% Capt nano).



Capitulo 4. Perfusién 106

Nanoesferas de mPEG-PLGA

Lote Peso higado A& medio(nm) % Capt GR % Capt nano
GR-9 mPEG-PLGA-2 10.6 148 5.61 8.35
GR-9 mPEG-PLGA-2 111 148 4.41 8.64
GR-9 mPEG-PLGA-2 11.3 148 5.22 7.51
GR-9 mPEG-PLGA-2 9.20 148 3.76 6.35
GR-10 mPEG-PLGA-3 13.9 207 5.96 7.56
GR-10 mPEG-PLGA-3 13.6 207 4.78 8.28
GR-10 mPEG-PLGA-3 13.9 207 4.62 5.53
GR-10 mPEG-PLGA-3 12.6 207 3.20 8.11

Tabla 4.3.- Porcentajes de actividades captadas por el higado una vez realizada las
perfusiones de *'Cr-GR. y nanoesferas de ®MTc -mPEG-PLGA para cada uno de los lotes
indicados. En la tabla se recogen el peso del higado, el diametro medio de las nanoparticulas
antes de perfundir (£ medio (nm)), el porcentaje de captacion de glébulos rojos (% Capt GR) y

el porcentaje de captacion de nanoesferas de mPEG-PLGA (% Capt nano).

4.2.3.2.- TASA DE EXTRACCION

La tabla 4.4 recoge los valores medios y desviacién tipica de las tasas de
extraccidn y valores medios ajustados para los distintos tipos de nanoesferas con respecto
a los hematies de rata, que como indicamos anteriormente, hemos utilizado como
referencia. La figura 4.3 muestra los valores de tasa de extraccidén obtenidos para los tres
tipos de nanoesferas estudiados en funciéon de la tasa de extraccién obtenidas para los
hematies de rata en el mismo experimento. Tal como indicamos en su momento, el
empleo de los hematies de rata en los ensayos de perfusion tiene un doble objetivo: por un
lado, servir de covariable y asi reducir la variabilidad del ensayo; en segundo lugar,
entendemos que actualmente no se ha desarrollado un sistema que mejore la los

hematies, de forma que pueden utilizarse para marcar el ptimo buscado.

grupo medias Desviacion tipica Medias ajust.

PLGA 14.3 1.60 14.4
PEG — PLGA 7.76 2.15 7.74
mPEG - PLGA 7.54 1.08 7.45

Tabla 4.4.- Valores medios y desviacion tipica de las tasas de extraccién y valores medios

ajustados para los distintos tipos de nanoesferas.
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Figura 4.3.- Tasa de extraccion (ER) de los tres tipos de nanoesferas estudiados en funcién de

la tasa de extraccion de los **Cr — hematies.

Del examen de la figura 4.3 podemos deducir que existe una notable diferencia
entre los tres tipos de nanoesferas, siendo la tasa de extraccion (ER) superior para las
nanoesferas de PLGA que para las de PEG-PLGA y mPEG-PLGA; asi mismo, es
destacable que en ningln caso los valores de ER sean del mismo orden que los de los *'Cr
— hematies. La tabla 4.5 muestra el resultado del ANCOVA utilizando como covariable la
tasa de extraccion de los *'Cr — hematies, y la tabla 4.4, como indicamos anteriormente,
muestra los valores medios y los valores medios ajustados, que practicamente coinciden al
haber sido aceptada la hip6tesis nula de la pendiente de la covariable. La hipétesis de
igualdad de tasas de extraccion entre los tres tipos de nanoesferas se rechazé para a =
0.05; sin embargo, y tal como acabamos de indicar, la hip6tesis dependiente de la
covariable igual cero no fue rechazada, aunque el valor de la probabilidad (P) es
notablemente bajo. Podemos concluir por lo tanto que las nanoesferas de PLGA presentan
tasas de extraccion superiores a las de PEG — PLGA y mPEG — PLGA, pero que en

ninguin caso se alcanzan los valores de la tasa de extraccion de los *'Cr — hematies.
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S.C G.L. M.S. F P
grupos 244.8 2 122.4 41.47 0.000
residual 67.89 23 2.952
regresion 8.760 1 8.760 3.259 0.085
error 59.13 22 2.688
total 312.7 25

Tabla 4.5.- Andlisis de la covarianza de las tasas de extraccion (ANCOVA) una vez finalizado el

experimento.

4.2.3.3.- TIEMPO MEDIO

La figura 4.4 muestran los valores de incremento del tiempo medio de las
nanoesferas (DfN), es decir, de los tiempos medios del proceso de transferencia

parcialmente reversible de las nanoesferas fuera del espacio vascular. La tabla 4.6 recoge
los valores de los tiempos medios y desviaciones tipicas del tiempo medio de residencia
obtenidos para las nanoesferas de los tres polimeros y los hematies de rata y la tabla 4.7
muestra los resultados del analisis de la varianza de los tiempos medios de residencia de
las tres nanoesferas, donde la hipétesis nula de diferencia igual a cero se rechaza para a =

0.05.

25,0

20,07
¢

15,07

(s) 10,07
N
D .
50 . I
0,0 T T
P§SA PEG-PLGA mPEG-PLGA

¢

-5,07]

-10,0

nanoesfera




Capitulo 4. Perfusién

109

Figura 4.4.- Tiempos medios de transferencia intrahepética para las nanoesferas.

Higado (g) Z medio(nm) TMR GR TMR nano DTN(S)

GR-1 PLGA-2 9.39 166 59.7 55.1 -4.6
GR-1 PLGA-2 12.8 166 54.6 46.5 -8.1
GR-2 PLGA-3 9.39 257 49.0 63.3 14.3
GR-2 PLGA-3 11.0 257 50.5 53.4 2.9
GR-3 PLGA-4 11.7 230 48.3 56.6 8.3
GR-3 PLGA-4 11.8 230 47.0 53.1 6.1
GR-4 PLGA-5 125 176 41.0 49.3 8.3
GR-4 PLGA-5 10.6 176 40.5 48.0 7.5
GR-5 PEG-PLGA-2 12.6 168 39.8 50.1 11.2
GR-5 PEG-PLGA-2 10.9 168 36.0 47.6 11.6
GR-5 PEG-PLGA-2 10.7 168 35.5 52.5 17.0
GR-6 PEG-PLGA-3 10.6 138 38.5 56.2 17.7
GR-6 PEG-PLGA-3 10.5 138 48.8 56.7 7.9
GR-7 PEG-PLGA-4 10.8 262 40.3 46.5 6.2
GR-7 PEG-PLGA-4 12.7 262 39.1 42.1 3.0
GR-7 PEG-PLGA-4 10.6 262 40.7 48.2 7.5
GR-8 PEG-PLGA-5 10.8 211 43.0 48.4 5.4
GR-8 PEG-PLGA-5 10.5 211 43.5 48.1 4.6
GR-9 mMPEG-PLGA-2 10.6 148 38.6 42.1 3.5
GR-9 mMPEG-PLGA-2 111 148 36.3 45.6 9.3
GR-9 mMPEG-PLGA-2 11.3 148 39.2 45.5 6.3
GR-9 mMPEG-PLGA-2 9.20 148 34.7 42.6 7.9
GR-10 mPEG-PLGA-3 13.9 207 39.0 48.6 9.6
GR-10 mPEG-PLGA-3 13.6 207 35.0 48.9 13.9
GR-10 mPEG-PLGA-3 13.9 207 34.2 455 11.3
GR-10 mPEG-PLGA-3 12.6 207 32.9 55.4 22.5

Sistemas Media(s)

PLGA 53.2+5.40

PEG-PLGA 49.6+4.45

mPEG-PLGA 46.8+4.25

GR 41.8+6.70

Tabla 4.6.- Resultados de los tiempo medio de residencia (TMR) de cada uno de los sistemas y

el incremento de tiempo medio de las nanoesferas ( DfN ).

ANALISIS DE VARIANZA

Or. Variacion S.C. G. L. C. M. F p
Entre grupos 206.4 2 103.2 4.674 0.020
Dentro de los grupos 507.9 23 22.08
Total 714.3 25
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Tabla 4.7.- Resultados de ANOVA (tiempo medio de las nanoesferas (DfN )) obtenidos para los

tres tipos de nanoesferas.

En dos experimento con PLGA se obtuvieron valores de DfN negativos, que por no
haber encontrado una explicacion satisfactoria, han sido eliminados de analisis ulteriores.
Los valores medios de DTN fueron 7,9 s, 9,1 sy 10,5 s para el PLGA, PEG — PLGA y

mMPEG - PLGA respectivamente, la hipétesis nula de diferencias igual a cero no se

rechazé para a = 0.05 (Tabla 4.9)

Origen de las variaciones S.C G.L. M.S. F P
Entre grupos 24.04 2 12.02 0.617 0.549
Dentro de los grupos 409.0 21 19.48
Total 433.1 23

Tabla 4.9.- ANOVA de los tiempos medios de transferencia intrahepatica ( DfN ).

Por otro lado, no hemos encontrado ninguna correlacién entre la tasa de extraccion
de nanoesferas y los tiempos de transferencia intrahepaticos, por lo que la explicacion mas
plausible de estos datos es que la mayor tasa de extraccion de las nanoesferas de PLGA
es debida a que son retenidos de forma irreversible en mayor proporcion que las
nanoesferas de PEG — PLGA y mPEG — PLGA. La confirmacién de esta hipétesis requiere

un analisis cinético de las curvas de actividad — tiempo, que se expone a continuacion.

4.3.- MODELO CINETICO DE CAPTACION HEPATICA IN SITU

Para poder determinar el modelo fue necesario realizar un experimento el cual
consistia en determinar la sefial a la entrada del higado para cada uno de los sistemas
poliméricos y GR, por lo que se suministr6 una dosis al inyector y se recogieron las
muestras a la entrada del higado en el colector. Tabla 4.12 - 4.15.

Antes de comenzar los experimentos de perfusion hepatica, se realizd6 un
experimento con el objetivo de determinar la capacidad de captacién del higado en dosis
repetidas. Se inyectaron dos dosis de *"Tc-nanoesferas (20 ng/m) a la misma rata,

respetando el periodo de lavado entre dosis, aportando los siguientes resultados (tabla
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4.9).

% en Higado

Lote M1 M2 M3 Media(s)
PLGA-1 35.3 37.6 38.8 37.2+1.45
PEG-PLGA-1 22.2 24.3 21.2 22.6+1.29
MPEG-PLGA-1 21.3 22.4 19.9 21.2+1.02

Tabla 4.9.- Determinacion por triplicado del porcentaje de nanoesferas captadas por el higado,
la media y la desviacién tipica (s), después de la administracién de dos inyecciones de 100 pl

de una suspension de nanoesferas marcadas con P e,

A la vista de los resultados, podemos concluir que el higado es capaz de captar
nanoesferas una vez introducida la segunda dosis y por estas razones el porcentaje de
captacion es aproximadamente el doble de lo que capta cuando se introduce una sola

dosis, lo cual indica que el sistema se capta de forma lineal.

4.3.1.- CARACTERIZACION DEL SISTEMA DE INYECCION

El modelo tedrico utilizado es una variante del modelo de dispersion axial abierto.
La ecuacidn que rige este modelo, asumiendo que la dispersion tiene lugar a lo largo de la
direccion del eje z, y para el caso de un tubo cilindrico es:

2
1TC+V E: H+y 4.20

i ‘Mz 122

donde c es la concentracién de trazador, t el tiempo, y y la fuente, que en el caso de un

impulso unitario es igual a:

1
- 4.21

y =1y xd(z- z,)>d(t) R

donde |, es la cantidad o actividad de trazador inyectado, z, la posicién de la entrada , R el
radio del cilindro y d la funcién delta de Dirac. Para la resolucién del modelo hemos de

introducir las siguientes variables normalizadas:
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t :—thg t 4.22
L V
p=Vz o 4.23
D
* a
a =—— 4.24
a0

siendo a la actividad de trazador que se obtendria si toda la dosis se distribuyera de forma

uniformemente en el volumen V del sistema, es decir,

0 =— 4.25

La solucién del modelo es:
L2 p@E-n?
laeP 0 T

c(t)== gp—— e 4.26
X g

Este modelo reducido tiene por tiempo medio y varianza del tiempo de residencia:

m:1+£ 4.27
P
S 2=E+§2 4.28
P P

A partir de la ecuacion 4.26 podemos obtener la solucidon del modelo en funcién del
tiempo, dosis inyectada, volumen del sistema y flujo; sustituyendo las ecuaciones 4.22 y

4.24 en 4.26 obtenemos:

12 -pV - oV
lagge VP 0
o=—UE- "2 o N

- 4.29
2V @dd xQxt gy
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4.3.1.1.- SIMULACION DEL MODELO DE DISPERSION
Al abordar el desarrollo de funciones adecuadas para la simulacién y analisis de

este modelo utilizando el programa Mathematica®, hemos de considerar dos puntos:

Las funciones 4.26 y 4.29 se encuentran indeterminadas parat = 0y t = 0

respectivamente; siendo la solucion de la indeterminacion ¢’g= 0y ¢ = 0.

Con el fin de facilitar su empleo como argumento de otras funciones, las funciones

definidas deben tener el atributo Listable.

Los cuadros 4.5 y 4.6 muestran las funciones Mathematica® empleadas en el andlisis

de los datos (Meadez, 1990).

DispModRed[t_NumberQ, p_]:= 0. /; t <=0;
DispModRed[t_NumberQ, p_] := 0.5 Sqrt[p/N[Pi]/t] Exp[ - p (1 —t)*2 /4.0 /
DispModRed][l_List, arg___ ] := Mapl[f[#, arg] &, ];

Cuadro 4.4.- Cédigo para el modelo de dispersion reducido (ecuacion 4.26)

DispMod[t_NumberQ, v_, q_, p_, x0_].=0./;t<=0;

DispMod[t_NumberQ, v_, q_, p_, x0_] := 0.5 /(x0/v) Sart[(v p) / (N[Pi] q t)]*
Expl- (pv (1 —-qth)*2)/ (4. qt)];

DispMod[z_List, arg___ ] := Map[ fdisp[#, arg] &, z];

Cuadro 4.5.- Cédigo para el modelo de dispersion (ecuacion 4.29)

Los resultados obtenidos en el ajuste de los datos experimentales, mostraron un
desplazamiento sistematico de la curva ajustada de los datos experimentales, lo que
puede deberse a dos circunstancias. Primero, la funcién que define la fuente, Y, asume
que el trazador esta homogéneamente repartido en una seccion cilindrica de espesor dz,
mientras que en el sistema de inyeccion utilizado el trazador se encuentra disperso en una
seccidn cilindrica de longitud finita, e igual a la longitud del “loop” del inyector; segundo, las
condiciones experimentales a la entrada y a la salida no son en sentido estricto abiertas,

sino cerradas.
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Para paliar este problema, y dado que nuestro objetivo es disponer de una funcion
gue describa de la mejor forma posible la entrada del trazador en el higado, se introdujo en
la ecuacion 4.26 un nuevo parametro, t,, que permite que la curva se desplace y asi lograr

un mejor ajuste, quedando dicha ecuacién en la forma,

L2 plty-t)?
laeP 6 é—%r—

e 4.30
2epH g

c ()=

4.3.1.2.- ESTIMACION DE LOS PARAMETROS DEL MODELO DE DISPERSION

El procedimiento seguido es el ajuste de los datos normalizados a la funcién 4.31
utilizando el método de los minimos cuadrados, y la funcién Mathematica® de regresion
no lineal NonlinearRegress| ]. Una vez obtenidos los parametros del modelo reducido, my
P, la funcién original que define la curva de actividad — tiempo a la salida del inyector se
calcula multiplicando los valores de actividad normalizada a la salida del inyector por Ao
(ec. 4.29), (figura 4.5.) y transformado el tiempo normalizado en tiempo real (ec. 4.30),
(figura 4.6). El cuadro 4.6 muestra el procedimiento seguido en el analisis de uno de los

experimentos.

In[2]:=
(* activar modulos *)

Needs['NumericalMathListIntegrate™]
Needs["Graphics Graphics™]
Needs["Statistics’NonlinearFit™]
In[34]:=

(* lectura de datos *)

inline = OpenRead["c:/aad/nano/ent_mpeg.txt"];
Do[Read][inline, String], {i, 4}];

(* lectura de las actividades inyectadas *)

{acuno, acdos} = Read][inline, {Number, Number}];
Do[Read][inline, String], {i,2}];

(* lectura de las curvas de actividad - tiempo *)
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(* a la salida del inyector *)

datos = ReadList[inline, {Number, Number, Number}];
Close[inline];

(* definicion del modelo para el inyector *)
funred = 0.5 Sqrt[p/N[Pi]/t] Exp[-p (tao - t)*2/4.1];

(* célculo de las curvas normalizadas *)
(* actividad expresada en 106 cpm *)

casouno = Transpose[{Transpose[datos][[1]],
Transpose[datos][[2]]/1000000.0}];

casodos = Transpose[{Transpose[datos][[1]],
Transpose[datos][[3]]/1000000.0}];

(* analisis del primer ensayo *)
normcasouno = NormalizedCurve[casouno, 0.06];

modelnorm = NonlinearRegress|
Select[normcasouno, (#[[1]] <= 2.5 &)],
funred, t,
{{p, 18.}, {tao, 0.8}},
ShowProgress -> True]

From In[34]:=

Iteration:1 ChiSquared:3.38682 Parameters:{18., 0.8}

Iteration:2 ChiSquared:1.19678 Parameters:{20.9635, 1.02062}
Iteration:3 ChiSquared:0.648233 Parameters:{26.6757, 0.979498}
Iteration:4 ChiSquared:0.462794 Parameters:{31.3603, 0.967324}
Iteration:5 ChiSquared:0.404234 Parameters:{34.2866, 0.961403}
Iteration:6 ChiSquared:0.387138 Parameters:{35.831, 0.958229}
Iteration:7 ChiSquared:0.383463 Parameters:{36.3291, 0.957136}
Iteration:8 ChiSquared:0.38302 Parameters:{36.3986, 0.956979}
Iteration:9 ChiSquared:0.382975 Parameters:{36.4059, 0.956963}
Iteration:10 ChiSquared:0.38297 Parameters:{36.4066, 0.956961}
Iteration:11 ChiSquared:0.38297 Parameters:{36.4067, 0.956961}
Iteration:12 ChiSquared:0.38297 Parameters:{36.4067, 0.956961}
Out[55]=

{BestFitParameters -> {p -> 36.4067, tao -> 0.956961},

ParameterClTable -> Estimate Asymptotic SE CI,
p 36.4067 3.49262 {29.1212, 43.6922}

tao 0.956961 0.0132069 {0.929412, 0.98451}
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EstimatedVariance -> 0.01914848, ANOVATable ->

DF SumOfSq MeanSq |,
Model 2 11.2437 5.62187

Error 20 0.3829695 0.01914848
Uncorrected Total 22 11.6267

Corrected Total 21 7.9087

AsymptoticCorrelationMatrix -> 1. -0.0468347,
-0.0468347 1.
FitCurvatureTable -> Curvature}
Max Intrinsic 0.113595

Max Parameter-Effects  0.147164
95. % Confidence Region 0.535071

Representacion de los datos normalizados y de la funcién reducida ajustada
In[69]:=
Plot[funred /. modelnorm[[1,2]], {t, O, 3},
PlotRange -> {{0, 3}, {0, 2.}},
AxesOrigin -> {0, 0},
Epilog -> Map[{PointSize[0.0175], Point[#]} &,
Select[normcasouno, (#[[1]] <= 2.5 &)] ] 1]

2.0
1.75

1.50
1.25

1.0
0.75 .

0.50 0

Actividad Normalizada

0.25

0 0515 2.0 25 30
Tiempo normalizado
Figura 4.5.- Curva de actividad — tiempo a la salida del inyector se calcula multiplicando los

valores de actividad normalizada a la salida del inyector por Ao (ec. 4.29)



Capitulo 4. Perfusién 117

Calculo del tiempo medio y de 1(0) (ec. 4.30), y de la funcion correspondiente a los datos
normalizados
In[70]:=
{tpamedio = MomentAnalysis[casouno, 0.06][[2]] ,
czero = ListIntegrate[casouno]/tpamedio}
Out[70]=
{9.11243, 1.97782}
In[72]:=
modelo = czero funred /. modelnorm[[1,2]] /. t -> t/tpamedio
Out[72]=
1
10.1622 Sqrt[-]
t

2
(82.9383 (0.956961 - 0.10974 t) )/t
E
In[78]:=

Plot[modelo, {t, 0, 30},
PlotRange -> {{0, 30}, {0, 4}},
AxesOrigin -> {0, 0},
Epilog -> Map[{PointSize[0.0175], Point[#]} &, casouno] ]

40
~ 3.55_
g 3.0?.
2.53.
20:

15-

ddivi ta
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0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (s)

Figura 4.6.- Curva de actividad — tiempo a la salida del inyector se calcula transformando el

tiempo normalizado en tiempo real (ec. 4.30)
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Cuadro 4.6.- Procedimiento seguido en el ajuste de la curva de salida de uno de los
experimentos

4.3.1.3.- RESULTADOS

La tabla 4.10 resume los resultados obtenidos en el ajuste de las curvas de

actividad — tiempo a la salida del inyector.

Muestra  n Ix 10° P t, 2 fpro  Vipgml
cpm *L.C95% +L.C95% sores

PLGA 1 285 334 0.860 1.57-10% -0.051 0.603
27.4-39.4 0.836 —0.885

2 26.0 34.6 0.872 1.10-10% -0.050 0.626
29.6 — 39.7 0.852 —0.892

3 261 32.2 0.866 1.31-10% -0.053 0.613
26.9 — 37.6 0.843-0.888

PEG-PLGA 1 16.3 26.2 0.834 2.97.10% -0.058 0.726
19.8-32.6 0.806 — 0.880

2 1338 32.0 0.870 2.92.10% -0.052 0.648
24.1 - 39.8 0.836 — 0.905

mPEG-PLGA 1 21.0 36.4 0.957 191102 -0.019 0.665
29.1 — 43.7 0.929 — 0.984

2 187 31.1 0.881 1.90-102 -0.019 0.698
25.0 — 37.2 0.853 — 0.909

cr-GR® 1 684 30.5 0.788 5.20-10% -0.055 0.733
21.4-39.7 0.747 - 0.828

2 80.1 35.6 0.810 2.62:10% -0.051 0.670
27.9-43.3 0.782-0.837

3 79.4 41.2 0.802 2.80-10% -0.048 0.663
32.3-50.0 0.776 — 0.827

4 88.4 28.0 0.807 2.04-10-2 -0.057 0.683

224 -33.6 0.778 -0.835

Yox 107
Tabla 4.10.- Resultados obtenidos del ajuste de las curvas de actividad tiempo — a la salida del

inyector.
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En la tabla 4.11 se muestran los valores medios y la desviacion tipica de los
parametros de las nanoesferas y los GR a la salida del inyector obteniéndose

comportamientos muy similares entre si.

Media(s)
P to Vi (M)
Nano-PLGA 33.4+1.2 0.866+6.0407 0.614+1.2407
Nano-PEG-PLGA 29.1+4.1 0.852+2.5407? 0.687+5.54072
Nano-mPEG-PLGA 33.8+3.8 0.919+5.4:072 0.631+2.5407
GR 33.8#5.9 0.802+9.7407 0.687+3.24072

Tabla 4.11.- Media y desviacion tipica (s) de los parametros P, toy V

4.4 MODELO DE DISPOSICION HEPATICA

Los modelos de perfusion desarrollados para interpretar las curvas de perfusion in
situ se basan en el propuesto por Boisvieux y Steimer (1979) y Ogawara y col. (1998) para
el estudio de la captacion hepatica de coloides. Este modelo consta de tres
compartimentos que corresponden a otras tantas regiones hepaticas: el espacio vascular
mas el espacio de Disse, el sistema de captacién de coloides localizado en la superficie
de las células de Kupffer, y el interior de las células de Kupffer. EIl modelo propuesto por
Boiesvieux asume que el segundo compartimento es saturable; nosotros no hemos
observado tal saturacion en los ensayos in situ, y ademas, por convenir a la hora de
analizar los datos, hemos desarrollado ambos modelos, que denominaremos en lo

sucesivo modelo hepatico lineal y modelo hepético saturable respectivamente.

La principal dificultad a la hora de modelizar los ensayos de captacion in situ
estriba en definir la funcién de entrada al higado. Tal como se expone en el apartado
Caracterizacion del sistema de inyeccion (4.3.1), el modelo que mejor se adecua para
interpretar la curva a la salida del inyector es el modelo de dispersion. Esta funcion de
entrada impide, aun en el caso del modelo lineal, obtener las ecuaciones del modelo, y por
lo tanto, un procedimiento grafico para calcular las estimadas iniciales de los pardmetros

del modelo. Por otro lado, una vez que el fluido de perfusion abandona el higado, recorre
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710 mm a través del tubo que llega al colector, dando lugar a un nuevo proceso de

dispersién.

En términos matematicos, la funcién respuesta del sistema experimental, sistema
de inyeccion, higado y sistema de recogida de muestras, puede expresarse mediante la

convolucion de las funciones respectivas:
R(t)=Fy (1) (1)<, (t)
4.31

donde F(t), H(t) y F(t) denotan las funciones de ponderacion del sistema de inyeccion,
higado y sistema de recoleccion respectivamente, y R(t) la funcién respuesta del sistema
global. Si el sistema de inyeccion se conecta directamente al tubo colector, la respuesta

del sistema vendra dada por la ecuacion
Rgq(t)=F (), (t) 4.32

Por lado, la convolucién es conmutativa, por lo que de las dos ecuaciones

anteriores podemos deducir que

R(t)=Rgq (t) (1) 4.33

El modelo empleado consta de tres compartimentos y se representa en la figura

3.7.
compartimento QN
sinusoidal
_—r o E——
Vi

compartimento de
acumulacion

Figura 4.7.- Esquema del modelo de tres compartimentos propuesto para la disposicion

hepatica de las nanoesferas estudiadas
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El sistema de ecuaciones diferenciales que rigen el modelo propuesto es el

siguiente:
dx1 U
E:- (k10+k12)><xl tKop Xy + I(t):,:
|
2 _ L
127 (kg ko), y
dx .
3 I
—= =Ky X -
dt 2372 b

4.34

donde I(t) en la funcién de entrada en el compartimento 1. Sea I(t) = dt - 0), es decir un

impulso unitarioat=0, y

k1 =Kq0 * K12
4.35
k22 :k21+ k23
436 0, =k, XK, 4.37

La transformada de Laplace del sistema 1 es

SXXl(S) -1=- k11 xxl(s) + k21 sz(S)U
3, (9 =Ky, %X, (9)- Ky, %, (9 y 438
S, (9) =K, XX, (9) b

Debido a que el compartimento 3 esta conectado solo con el compartimento 2 y de
forma irreversible, la resolucion del sistema debe hacerse en dos fases; resolver el sistema
formado por las dos primeras ecuaciones 4.38, y posteriormente resolver la tercera. El

determinante del sistema formado por las dos primeras ecuaciones es a su vez

D(S): S+k11 - k21

- k12 S+k22 :(S+kll) >(S+k22)' 9, :(S+| 1)>(S+I 2) 4.39

donde I,y I, son las soluciones de D(s) = 0, que como puede demostrarse, son siempre

reales negativos; en lo sucesivo asumiremos que | 4| > |l ;. Las soluciones son por lo tanto,
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s+k
X, (9= 2 4.40
(s+1,)H4s+1,)
k
X,(s)= L2 4.41
P (s+1)HsH )
Calculando las antitransformadas obtenemos finalmente,
1
Xl:m((l 1 k22)>€"'1>t +(k22‘ I 2)>€"2‘) 4.42
1 2
k . )
Xz:ﬁ(elz*-e'”) 4.43
1~ 12
Por otro lado,
_ X309
X3(S)_ k 23 23
y resolviendo:
kipkpy 2@ -1, elit gl2td
Xg = C + - + 4.44

|1'|2g|1’42 Iy 2 &

4.4.1.- IDENTIFICABILIDAD DEL MODELO Y ESTIMACION DE LOS
PARAMETROS

Por definicién, la concentracion de trazador en el interior de un compartimento es
homogénea, y por lo tanto, la concentracién del mismo a la salida del higado viene dada

por la expresion:
— 1, - ky, )" +(ky,- 1, )" 4.45
)(( 1 22) ( 22 2)

A partir de esta ecuacién deducimos que los pardmetros directamente estimables

son |4, |5, kp y V,. Para la estimacion de los parametros individuales hemos de hacer uso
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de las siguientes consideraciones. Dado que en el interior de cada compartimento se

asume una mezcla perfecta,

4.46

por lo que ky, es directamente estimable a partir de V;. A partir de las ecuaciones 4.34-

4.37se deduce ademas:

k11:|1+|2’k22 U

I

gzzkn)kzz' I1><I 27
k12:k11' klO ;’/ 4.47

k., =—=2 |

"k ;.;

|

k23:k22' k21 b

Podemos por lo tanto concluir que el modelo es univocamente identificable a partir

de las concentraciones de trazador a la salida.

4.4.2.- MOMENTOS ESTADISTICOS

Los dos primeros momentos a la salida del sistema, area bajo la curva (ABC) y

tiempo medio de residencia externo, t, se definen como:

¥

ABC = ¢g(t) it
0
4.48

i 6t><c(t) it
t=2_ " 4.49
& ot

Por otro lado es facil comprobar que
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) . X s+k Xq k
ABC =lim c¢(s) =lim =2 2 20 72 4.50
s® 0 s®0 V1 (3""1)’(5""2) Vil d,
¥
. ® o}
(\)>C(t)>dt=- jim 966 _Xo kg 21, 1,0 451
s® 0 dt V1|1>42 Il |2 g
0
g
t:#- i 4.52
14, kyp

4.4.3.- INTERPRETACION DE LAS CURVAS EXPERIMENTALES

Tal como apuntamos al principio de este capitulo, la principal dificultad en la
interpretacion y estimacién de los parametros del modelo estriba en definir adecuadamente
una funcién de entrada I(t) para resolver el sistema de ecuaciones diferenciales 4.34. La

solucién que adoptamos finalmente se basa en los siguientes puntos.

1. Definir Rys(t) (ver ecuacién 4.32) mediante una funcién de interpolacion basada en
el splin cubico; este método estad disponible en el programa Mathematica®

mediante la funcién Interpolation[].

2. Obtener la curva tedrica a la salida del sistema mediante la convolucién numérica

de Rg(t) y la funcién de disposicion hepatica.

4.4.3.1.- CONVOLUCION NUMERICA

La convolucién de las funciones F(t) y G(t) viene dada por la integral
F(t)G(t)=QF () G(t- t )t 453

Sean Fy, Fy, ¥4 Fo1, ¥ Gy, G1,¥%G,.1, N valores de ambas funciones para los valores
de tiempo 0, h, 2:h,%(n-1)-h., donde h es el incremento de tiempo entre dos puntos
sucesivos. La resolucion numérica de la integral anterior, utilizando la regla de Simpson,

puede expresarse en la forma:
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a n-2 0
F(t) XF(t):th(FO xG n-1+Fn-1XGO)+ jile ><Gn_ 1- j;

454

El cuadro 4.7 muestra la funcién Mathematica® desarrollada para implementar este
procedimiento. Obsérvese que los dos primeros argumentos corresponden a las
expresiones simboélicas de las funciones F(t) y G(t), y el tercero el nombre de la variable
sobre la que se desea llevar a cabo la integracion; el cuarto argumento en el valor de t. El
Ultimo argumento determina el ndmero de puntos utilizados, de forma que es posible

controlar en todo momento la precision con que se obtiene la integral.
4.4.3.2.- FUNCION DE ENTRADA DEL SISTEMA

El cuadro 4.7 muestra el cédigo Mathematica® utilizado para definir la funcién de
entrada el sistema de inyeccion. La Unica particularidad resefiable es la extrapolacion de
los datos experimentales para evitar la truncacion de la funcion de entrada. Obsérvese que
como en todos los experimentos, las unidades de actividad son  cpm=20®, y de actividad

por unidad de volumen cpm.10%ml.

NumericalConvolution[fone_, ftwo_,

x_, xf_, stage_Integer] :=

Module[

{n, xt, hx,
sl={,s2={el={},e2={},

n = 2/\(stage-1) + 1;

hx = xf/n;

xt = Table[z, {z, 0, xf, hx}];

sl =fone /. x -> Take[xt, {2, -2}];

s2 = ftwo /. x -> xf - Take[xt, {2, -2}];

el = 0.5 fone /. x -> Drop[xt, {2, -2}];

e2 = 0.5 ftwo /. x -> xf - Drop[xt, {2, -2}];
hx (Apply[Plus, el e2] + Apply[Plus, s1 s2])]

Cuadro 4.7.- Cédigo Mathematica® para la convolucién numérica de dos

funciones.



Capitulo 4. Perfusién 126

(* datos del experimento *)
flujo = 0.07; (* flujo en ml/s *)
vmuestra = 0.1; (* volumen de muestra, ml *)
inline = OpenRead["c:/archivo/AAD/nano/sistema.txt"];
datos = ReadList[inline, {Number, Number}];
Close[inline];
(* célculo de las actividades normalizados
dosis expresada en 1076 cpm;
actividad expresada en 1076 cpm /ml *)
act = Transpose[{Transpose[datos][[1]],
Transpose[datos][[2]] / (vmuestra 1000000.)}];
(* calculo de la dosis inyectada, x 10"-6 cpm *)
dosis = flujo ListIntegrate[act];
(* funcion de entrada del sistema, definida para
una dosis igual a 1 *)
(* extrapolacién hasta 600 s *)
cola = Take[act, {-15, -1}];
cola = Transpose[{Transpose[cola][[1]],
Log[ Transpose[cola][[2]] ] }];
fc = Fit[cola, {1, x}, X];
predcola = Table[{x, Exp][fc]}, {x, 200, 600, 20}];
(* para visualizar los datos utilizados para definir fsys
ejecutar:
LinearLogListPlot[Join[act, predcola] ]; *)

fsys[t_] = flujo / dosis Interpolation[Join[act, predcola] ][t];

Cuadro 4.8.- Cédigo Mathematica® para la definicion de la funcién de

transferencia del sistema.
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ghepalt_, Vi, Li_, Lo, ko] = (L1 - k) Exp[- Ly t] +(ke - Lx) Exp[- L,
(V1 (L - L)

Cuadro 4.9.- Cédigo Mathematica® para el modelo hepatico de tres compartimentos.
4.4.4.- RESULTADOS DE LA PERFUSION HEPATICA
La tabla 4.12 muestra los parametros identificables y estimables a partir de las
curvas de actividad — tiempo a la salida del compartimento vascular (Vi, 14, 1,y k),
estimados para cada experimento, junto con los dos parametros identificables pero no
estimables (ky; ¥ @), calculados a partir de aquellos. Los valores medios y desviaciones
tipicas se recogen en la tabla 4.13, y las matrices de correlacion entre experimentos en las

tablas 4.14 a la 4.16. En general, los ajustes fueron muy satisfactorio (ver figuras 4.7-4.9).
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Nanoesfera fichero  V.(ml) 1.46%  1.Y  kus) kuGhH gi(s?
PLGA nanol.txt 0.50 0.120 0.0010 0.00105 0.1200 5.95E-06
PLGA nanol.txt 0.50 0.160 0.0005 0.00054 0.1600 6.38E-06
PLGA nano2.txt 0.90 0.070 0.0110 0.01200 0.0690 5.80E-05
PLGA nano2.txt 0.90 0.080 0.0020 0.00210 0.0799 7.79E-06
PLGA nanob.txt 0.70 0.100 0.0060 0.00620 0.0998 1.88E-05
PLGA nanob.txt 0.70 0.100 0.0060 0.00620 0.0998 1.88E-05
PLGA nano7.txt 0.70 0.110 0.0045 0.00480 0.1097 3.16E-05
PLGA nano7.txt 0.50 0.130 0.0040 0.00420 0.1298 2.52E-05
PEG-PLGA nano3.txt 0.50 0.110 0.0060 0.00620 0.1098 2.08E-05
PEG-PLGA nano3.txt 0.50 0.120 0.0060 0.00620 0.1198 2.28E-05
PEG-PLGA nano3.txt 0.50 0.120 0.0037 0.00385 0.1199 1.74E-05
PEG-PLGA nano4.ixt 0.80 0.080 0.0040 0.00410 0.0799 7.59E-06
PEG-PLGA nano4.ixt 0.80 0.080 0.0050 0.00550 0.0795 3.73E-05
PEG-PLGA nano6.txt 0.50 0.120 0.0060 0.00615 0.1199 1.71E-05
PEG-PLGA nano6.txt 0.50 0.140 0.0055 0.00565 0.1399 2.02E-05
PEG-PLGA nano6.txt 0.40 0.170 0.0080 0.00870 0.1693 1.13E-04
PEG-PLGA nano9.txt 0.50 0.140 0.0040 0.00420 0.1398 2.72E-05
PEG-PLGA nano9.txt 0.50 0.130 0.0050 0.00515 0.1299 1.87E-05
MPEG-PLGA nanolO.txt 0.50 0.170 0.0060 0.00625 0.1698 4.09E-05
MPEG-PLGA nanolO.txt 0.50 0.170 0.0030 0.00315 0.1699 2.50E-05
MPEG-PLGA nanolO.txt 0.45 0.170 0.0030 0.00310 0.1699 1.67E-05
MPEG-PLGA nanolO.txt 0.40 0.170 0.0045 0.00460 0.1699 1.65E-05
MPEG-PLGA nanoll.txt 0.40 0.150 0.0045 0.00465 0.1499 2.18E-05
MPEG-PLGA nanoll.txt 0.40 0.150 0.0045 0.00465 0.1499 2.18E-05
MPEG-PLGA nanoll.txt 0.33 0.180 0.0050 0.00510 0.1799 1.75E-05
MPEG-PLGA nanoll.txt 0.50 0.100 0.0045 0.00460 0.0999 9.54E-06

Tabla 4.12.- Estimadas individuales de los parametros identificables del modelo pro-

puesto para cada experimento.
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Parametros V.(ml) 1.6  1..Y ko»sh) kush) gis?

PLGA Media 0.733 0.09833 0.00558 0.00592 0.09800 2.67E-05
Desv. tipica 0.151 0.0214 0.00304 0.00334 0.02156 0.00002

PEG-PLGA Media 0.550 0.1210 0.00532 0.00557 0.12075 3.02E-05
Desv. tipica 0.135 0.0273 0.00129 0.00142 0.02720 0.00003

MPEG-PLGA Media 0.435 0.1575 0.00438 0.00451 0.15736 2.12E-05
Desv. tipica 0.0628 0.0255 0.00099 0.00102 0.02549 0.00001

Tabla 4.13.- La media y la desviacién tipica de los pardmetros identificables para cada

tipo de nanoesferas estudiadas.

PLGA
V.y(ml) 1. 1.6Y ks ko) g..(s?
V.yml) 1.000
l.,(s™) -0.974 1.000
1 .,(s™) 0.299 -0.459 1.000
K. 2 0.316 -0.472 0.999 1.000
K.y -0.972 1.000 -0.469  -0.483 1.000
g..(s? 0.215 -0.303 0.869 0.885 -0.315 1.000

Tabla 4.14.- Correlacion entre los parametros estimados empleando el modelo propuesto

para las nanoesferas de PLGA.
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PEG-PLGA

V..(ml) 1Y) 1Y) ks  kouh g..(s?
V.yml) 1.000
1.4(sY -0.888 1.000
1.,(sY -0.484 0.528  1.000
K. 2(s?) -0.448 0.522  0.995  1.000
k. (s? -0.889 1.000 0.525  0.518 1.000
g..(s? -0.353 0.607 0734  0.791 0.602 1.000

Tabla 4.15.- Correlacion entre los parametros estimados empleando el modelo propuesto

para las nanoesferas de PEG-PLGA.

mMPEG-PLGA

Vaml)  1.y(shH 18" kon(s? K. 11(s™) g..(s?)
V.ml)  1.000
1..(sY) -0375 1.000
1.,(sY) -0.172 -0.042  1.000
K. -0.146 -0.032  0.999 1.000
K. -0.376 1.000 -0.043 -0.033 1.000
g.s?)  0.300 0.460 0450  0.486 0.458 1.000

Tabla 4.16.- Correlacion entre los parametros estimados empleando el modelo propuesto

para las nanoesferas de mPEG-PLGA.
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Figura 4.7.- Datos experimentales ajustados al modelo propuesto para las nanoesferas de

PLGA.
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Figura 4.8.- Datos experimentales ajustados al modelo propuesto para las nanoesferas de

PEG-PLGA.



Capitulo 4. Perfusién 132

~ 10
o

e
©
< 0.1
o
o

100 200 a0 400 500 0N

Tiempo (9

Figura 4.9.- gatos experimentales ajustados al modelo propuesto para las nanoesferas de

MPEG-PLGA.

La identificabilidad completa del modelo depende, tal como expusimos
anteriormente, de la posibilidad, al menos tedrica, de la estimacion de ki, a partir del flujo
del liquido de perfusion y del volumen del compartimento sinusoidal. Sin embargo, al
aplicar este criterio nos encontramos que en algunos de los experimentos, el valor asi
estimado es superior a k. Esta contradiccion puede ser debida a los siguientes motivos.
Primero, es facilimente demostrable que |, > ky, > I, sin embargo, en todos los
experimentoé, la diferencia entre ky y |, es muy pequefia, entre 10° y 10* s™, debido al
paso rapido del compartimento 1 al 2, lo que se traduce en un coeficiente de correlacién
elevado (ver tablas 4.14-4.16) y en un aumento del error de estimacion. Segundo, que el
compartimefﬁo 1 no se comporte como un tanque de mezcla perfecta, y la concentracion a

la salida sea en realidad menor que la concentracién media en el compartimento 1.

Respecto a los parametros identificables, es significativa la reduccién del volumen
del espacio sinusoidal tanto del PEG — PLGA como del mPEG — PLGA respecto del
PLGA, asi como un aumento de |,, observaciéon que no obstante debemos matizar debido
a que el coeficiente de correlacion entre ambos parametros se encuentra proximo a -1

tanto para el PLGA como para el PEG — PLGA.
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Otra via alternativa para el andlisis de los resultados es utilizar los tiempos medios

de residencia. Tal como demostramos en el apartado dedicado al modelo teérico, tanto el

area bajo la curva de actividad —tiempo normalizada (asumiendo X% = 1.0) como el tiempo

medio de residencia pueden calcularse a partir de las combinaciones de parametros

estimables. Las medias y desviaciones tipicas de los valores se muestran en la tabla 4.17;

la figura 4.10 muestra los valores individuales para cada tipo de nanoesferas junto con los

valores medios.

Nanoesfera Parametros ABC TMR (s) 1/kx(S)
Valor medio 15.24 21.9 170.5

PLGA Desv. tipica 1.262 7.7 58.7
Valor medio 16.52 16.9 189.4

PEG - PLGA Desv. tipica 1.237 5.5 45.1
Valor medio 15.65 14.2 232.6

mPEG — PLGA Desv. tipica 2.869 3.80 57.2

Tabla 4.17.- Valores medios y desviaciones tipicas de Area bajo la curva (ABC), tiempo medio de

residencia (TMR) e inversa de la constante de velocidad de pérdida del compartimento 2 (1/K5y),

calculadas a partir de los parametros estimables del modelo.

t medio (s

40,0

35,04

30,0

25,0

20,0

15,0

10,0

5,0

0,0

PLGA

PEG-PLGA

MPEG-PLGA

Figura 4.10.-Tiempo medio de residencia calculado a partir de los parametros estimados para

las nanoesferas.
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Es de destacar la notable reduccién en el tiempo medio de residencia del PEG —
PLGA, y especialmente del mPEG — PLGA, respecto del PLGA, sin que se hayan
modificado las areas normalizadas. Por otro lado, y segun vimos en el apartado dedicado a
los momentos estadistico, el tiempo media de residencia puede descomponerse en dos
términos, (1 + 1)/(111,) y 1/k,. Este Gltimo es el tiempo medio del compartimento 2 de
fijacion reversible; la media y desviacion tipica de los valores calculados se encuentran asi
mismo en la tabla 4.17, excluyendo el experimento PLGA2-b, debido al valor enormemente
alto obtenido (476,2 s). Obsérvese los valores medios de 1/k,, se ordenan de la misma
forma que el tiempo medio de transferencia intrahepatico (PLGA < PEG — PLGA < mPEG
— PLGA), mientras que los tiempos medios de residencia globales y las tasas de
extraccion se ordenan en orden inverso (PLGA > PEG — PLGA > mPEG — PLGA). Estos

datos nos permiten concluir lo siguiente:

Primero, el menor tiempo de residencia de las nanoesferas preparadas a partir de
los polimeros derivados del PEG se debe fundamentalmente a una reduccién del tiempo

medio en el espacio sinusoidal.

Segundo, el tiempo medio de residencia en el compartimento de fijacion reversible
es mayor para las nanoesferas elaboradas con los polimeros derivados del PEG. Al no
aumentar la tasa de extraccion, hemos de aceptar que el proceso de paso al

compartimento 3 de acumulacion esta parcialmente limitado por la presencia del PEG.
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ANEXO
1.- CURVAS DE LAS NANOPARTICULAS Y GR A LA SALIDA DEL INYECTOR

Actividad cpm

t(s) nano-PLGA1 nano-PLGA2 nano-PLGA3

1 0 0 0

2 0 0 0

3 0 0 0

4 0 0 0

5 543575 118515 434795
6 4938927 3171149 4150555
7 4877983 4651909 4160399
8 4064469 4064915 4010835
9 2541855 2781693 2532307
10 2060041 2168745 2068747
11 1251541 1295041 1453277
12 898127 928701 1024615
13 723605 752369 83967
14 473791 443485 439575
15 450705 401217 406575
16 319391 304647 302325
17 227459 220259 223269
18 194573 196969 201755
19 125445 155747 128197
20 111923 106515 116511
21 78231 105511 112475
22 76211 84431 75591
23 74043 52907 74027
24 59997 45011 65075
25 53807 43787 48979
23 36845 27423 41741
27 34365 27223 40411
28 26729 24003 36967
29 23353 21759 25797
30 13791 16597 20543
31 14623 15237 14503
32 15979 13737 13131
33 11865 18039 11179
34 13261 10685 12456
35 8351 10183 15433
36 9487 11471 7879
37 9875 8562 9197
38 9677 7568 10255
39 6817 8563 8155
40 7521 6859 8423

41 0 0 0
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Tabla 4.18.- Actividades (cpm) medidas a la entrada del higado tras la inyeccién de 100 pl de

una suspension de nanoesferas de " Tc-PLGA (nano-PLGA).

Actividad (cpm)

t(s) nano-PEG-PLGA1 nano-PEG-PLGA2

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

5 69965 17393

6 741153 1204461

7 2002757 2547049

8 2557599 2100577

9 1959031 1419301
10 1322335 1268273
11 915185 718519
12 889921 632145
13 707035 426737
14 642405 298149
15 385939 306259
16 341807 174913
17 304825 132089
18 200919 99593
19 182567 62081
20 113919 52157
21 123759 48695
22 75571 46723
23 64979 36815
24 84463 27903
25 52499 28825
26 42895 17901
27 39825 17111
28 34449 15652
29 25501 13125
30 25091 12003
31 11997 11587
32 15499 10779
33 9652 5877
34 7061 6359
35 10875 8779
36 8143 6227
37 11161 4385
38 10236 3871
39 9649 5698
40 8563 2661
41 3256 2569

42 0 0
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Tabla 4.19.- Actividades (cpm) medidas a la entrada del higado tras la inyeccién de 100 pl de

una suspension de nanoesferas de ®™Tc-PEG-PLGA (nano-PEG-PLGA).

Actividad (cpm)

t(s) nano-mPEG-PLGA1 nano-mPEG-PLGA2
1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

5 5779 2999
6 498555 972315
7 3166303 2907053
8 3668739 2867163
9 3006677 2328065
10 2584319 1819009
11 1625549 1346435
12 1492325 948021
13 980309 611285
14 392383 560147
15 155783 331951
16 108691 247855
17 54453 209763
18 47933 169937
19 34941 144417
20 24705 80335
21 21663 82189
22 18515 63541
23 16325 59363
24 15147 34679
25 13111 37817
26 9171 24963
27 10747 21125
28 9157 24687
29 8569 14945
30 8331 14937
31 9211 21363
32 6087 12663
33 4777 12173
34 3757 9951
35 3693 9929
36 3087 7345
37 3281 10399
38 2533 8491
39 4785 5309
40 3327 5493
41 0 0

42 0 0
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Tabla 4.20- Actividades (cpm) medidas a la entrada del higado tras la inyeccién de 100 ul de

una suspension de nanoesferas de ®™Tc-mPEG-PLGA (nano-mPEG-PLGA).

Actividad (cpm)

t(s) GR1 GR2 GR3 GR4

1 0 0 0 0

2 0 0 0 0

3 0 0 0 0

4 0 0 0 0

5 0 0 0 896

6 3362 9576 9852 10790

7 13864 15078 15814 14622

8 8644 11282 11560 11502

9 6900 8614 7618 8028
10 5124 5038 4776 6852
11 4178 3568 3556 5366
12 3196 2914 2672 3392
13 2300 2368 1720 2756
14 1536 1418 1500 1804
15 1280 1146 1338 1782
16 1208 928 1125 1316
17 1006 792 852 964
18 856 728 640 865
19 624 626 578 638
20 574 526 524 568
21 563 470 482 542
22 512 460 408 460
23 460 414 300 378
24 346 376 362 400
25 360 332 404 404
26 388 262 292 266
27 310 264 252 182
28 288 274 230 304
29 250 252 274 214
30 304 232 216 216
31 252 206 253 280
32 198 268 200 228
33 200 186 145 192
34 186 0 0 188
35 0 0 0 164
36 0 0 0 0
37 0 0 0 0
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Tabla 4.21- Actividades (cpm) medidas a la entrada del higado tras la inyeccién de 100 ul de

una suspension de *'Cr-GR.

2.- CURVAS DE LAS NANOPARTICULAS Y GR A LA SALIDA DEL HIGADO

Ratal Rata?2
Actividad (cpm) Actividad (cpm)
t(s) nano-PLGA GR nano-PLGA GR
0-15 0 0 0 0
18 0 150 0 224
21 - 436 - 1042
24 27449 1842 101263 2426
27 - 3066 - 3630
30 370675 3578 669323 4212
33 - 3622 - 4272
36 1370675 3240 1046962 3918
39 - 2968 - 3806
42 2407951 2632 2156241 3276
45 - 2392 - 2656
48 2115935 2014 1856321 2532
51 - 1742 - 2040
54 898063 1654 789652 1794
57 - 1390 - 1530
60 498659 1178 321547 1372
63 - 1186 - 1190
66 290187 1066 137413 1074
69 - 992 - 1036
72 177733 980 88779 866
75 - 942 - 768
78 113167 858 62503 738
81 - 810 - 734
84 78127 710 47147 646
87 - 758 - 630
90 54529 548 34977 532
93 - 600 - 606
96 39105 423 33941 486
99 - 198 - 321
102 29701 203 19745 230
105 - 0 - 0
108 23727 0 13463 0
111 - 0 - 0
114 19115 0 12931 0
117 - 0 - 0
120 16427 0 12581 0
123 - 0 - 0
153 14045 0 10071 0
183 11335 0 8997 0
213 10903 0 8359 0
243 9383 0 7513 0
273 8263 0 6633 0
303 7573 0 5209 0
333 7305 0 3881 0
363 5463 0 3641 0
393 6231 0 3449 0
423 4215 0 3481 0
453-663 (0] 0 0 (0]
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Tabla 4.22.- Actividades (cpm) medidas a la salida del higado perfundido tras la inyeccion de
100 pl de una suspension de *'Cr-GR y de 100 pl de una suspension de nanoesferas de *™Tc-
PLGA (nano-PLGA ) después del correspondiente lavado del higado. Lotes PLGA-2 y GR-1.

Las fracciones desde el tiempo 0 hasta los 123 segundos se recogieron cada 6 segundos y a
partir de ese tiempo hasta los 663 segundos se recogieron cada 30 segundos. Para los GR,
las fracciones se recogieron siempre cada 3 segundos.

Ratal Rata?2
Actividad (cpm) Actividad (cpm)
t(s) nano-PLGA GR nano-PLGA GR
0-15 0 0 0 0
18 0 0 0 622
21 - 563 - 1838
24 2979 1010 0 3766
27 - 2956 - 4632
30 27293 4056 9632 5074
33 - 4610 - 5028
36 47263 4750 98546 4156
39 - 4228 - 3044
42 102693 3566 109143 3246
45 - 2778 - 2510
48 96321 2376 95631 2408
51 - 2400 - 2150
54 65841 1936 75652 1650
57 - 1066 - 1608
60 60405 1596 46540 1390
63 - 1482 - 1282
66 46981 1210 28910 1162
69 - 1112 - 1046
72 35681 950 9856 826
75 - 940 - 926
78 29777 808 8521 844
81 - 720 - 734
84 18561 660 7800 660
87 - 422 - 630
90 14952 508 6952 626
93 - 416 - 542
96 13990 296 6423 518
99 - 159 - 452
102 11352 0 5820 325
105 - 0 - 189
108 10457 0 4963 0
111 - 0 - 0
114 7490 0 3562 0
117 - 0 - 0
120 6392 0 3001 0
123 - 0 - 0
153 5914 0 1569 0
183 5032 0 1004 0
213 4578 0 965 0
243 5236 0 900 0
273 3495 0 856 0
303 3033 0 800 0
333 2753 0 789 0
363 1932 0 695 0
393 1006 0 473 0
423 963 0 459 0
453-663 Q (0] Q (0]
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Tabla 4.23.- Actividades (cpm) medidas a la salida del higado perfundido tras la inyeccion de
100 pl de una suspension de *'Cr-GR y de 100 pl de una suspension de nanoesferas de *™Tc-
PLGA (nano-PLGA ) después del correspondiente lavado del higado. Lotes PLGA-3 y GR-1.

Las fracciones desde el tiempo 0 hasta los 123 segundos se recogieron cada 6 segundos y a
partir de ese tiempo hasta los 663 segundos se recogieron cada 30 segundos. Para los GR,
las fracciones se recogieron siempre cada 3 segundos.

Ratal Rata?2
Actividad (cpm) Actividad (cpm)
t(s) nano-PLGA GR nano-PLGA GR
0-15 0 0 0 0
18 0 590 0 0
21 0 1558 0 486
24 4237 3386 2637 1340
27 26347 4538 30381 2000
30 242853 6286 400407 3242
33 557553 5042 872341 3524
36 831411 4862 1911241 4838
39 945799 4634 2046839 5006
42 1478181 4538 1428317 6542
45 1531021 4488 1402725 4462
48 2870599 3036 1280405 4374
51 1467197 2930 1048267 3174
54 1399355 2710 844445 2536
57 1279511 2396 688681 2228
60 1164135 1352 576959 2390
63 801185 1584 486895 1976
66 691091 1622 409145 1580
69 379381 1432 349121 1128
72 348467 1122 299425 1023
75 305357 906 258335 989
78 245967 932 221533 853
81 220889 704 173299 789
84 158977 678 152945 542
87 132531 704 143555 674
90 124317 568 125405 594
93 74391 474 116093 410
96 39357 574 106155 765
99 38101 370 93898 660
102 38083 384 96875 315
105 33237 338 55291 298
108 29985 260 28555 189
111 24799 189 19707 0
114 21693 0 16551 0
117 17721 0 16079 0
120 16283 0 14311 0
123 15632 0 11777 0
153 10023 0 9345 0
183 9874 0 4941 0
213 9563 0 6955 0
243 7512 0 5632 0
273 4222 0 6523 0
303 3256 0 3256 0
333 2985 0 1563 0
363 2000 0 1000 0
393 1985 0 0 0
423 885 0 0 0
453-663 Q Q Q Q
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Tabla 4.24.- Actividades (cpm) medidas a la salida del higado perfundido tras la inyeccion de
100 pl de una suspension de *'Cr-GR y de 100 pl de una suspension de nanoesferas de *™Tc-
PLGA (nano-PLGA ) después del correspondiente lavado del higado. Lotes PLGA-4 y GR-2.

Las fracciones desde el tiempo 0 hasta los 123 segundos se recogieron cada 3 segundos y a
partir de ese tiempo hasta los 663 segundos se recogieron cada 30 segundos. Para los GR,
las fracciones se recogieron siempre cada 3 segundos.

Ratal Rata?
Actividad (cpm) Actividad (cpm)
t(S) nano-PLGA GR nano-PLGA GR
0-15 0 0 0 0
18 0 858 0 228
21 2659 2946 0 1294
24 147143 7541 15787 6712
27 890663 12657 265069 15623
30 1594401 11562 1287615 14900
33 1806277 10523 1979329 10032
36 1494015 8954 2004053 9664
39 1411075 7896 1923139 6019
42 1080365 6564 1516803 5848
45 787391 4792 1226671 4236
48 665477 4972 915941 2726
51 504041 3354 705987 2726
54 392981 2946 537091 3430
57 311493 2114 265463 1672
60 235689 1798 247875 1304
63 197621 1378 197991 1274
66 161489 1328 183983 1082
69 128477 1178 149085 612
72 110643 1036 134741 844
75 88933 962 108621 536
78 81083 730 85433 626
81 58701 666 72457 484
84 57173 658 64019 334
87 52615 634 45779 494
90 49605 482 42313 308
93 48425 522 38993 282
96 39469 448 34967 414
99 33047 418 30235 290
102 29273 390 28403 334
105 27027 185 24757 246
108 25291 0 22143 0
111 21965 0 19735 0
114 24723 0 18375 0
117 22515 0 17643 0
120 18073 0 15739 0
123 16943 0 12743 0
153 10713 0 9527 0
183 7997 0 7677 0
213 7457 0 5695 0
243 5991 0 5347 0
273 5531 0 4621 0
303 4779 0 4037 0
333 3713 0 2861 0
363 2677 0 2213 0
393 2307 0 1855 0
423 1747 0 1597 0
453-663 (0] Q (0] Q
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Tabla 4.25.- Actividades (cpm) medidas a la salida del higado perfundido tras la inyeccion de
100 pl de una suspension de *'Cr-GR y de 100 pl de una suspension de nanoesferas de *™Tc-
PLGA (nano-PLGA ) después del correspondiente lavado del higado. Lotes PLGA-5y GR-3.

Las fracciones desde el tiempo 0 hasta los 123 segundos se recogieron cada 3 segundos y a
partir de ese tiempo hasta los 663 segundos se recogieron cada 30 segundos. Para los GR,
las fracciones se recogieron siempre cada 3 segundos.

Ratal Rata? Rata3
Actividad (cpm) Actividad (cpm) Actividad (cpm)
t(s) nano-PEG-PLGA GR nano-PEG-PLGA GR nano-PEG-PLGA GR
0-15 0 0 0 0 0 0
18 0 394 0 540 0 494
21 0 1846 5549 1214 0 3150
24 7649 4976 38053 4766 3125 8772
27 163855 8088 372443 8400 94705 11562
30 798877 9306 1176183 9652 569427 11206
33 2032017 9964 1693645 7826 1360821 9208
36 2592901 8306 1949769 7040 1812955 6186
39 2615827 6740 1836979 6016 1811685 5884
42 1706155 5460 1592901 5170 1667435 3186
45 1693001 4538 1183285 3622 1262253 3210
48 1297161 3462 909821 2868 1085739 2470
51 937189 2750 620975 2286 884459 1896
54 678021 2290 576111 1846 661469 1382
57 555399 1844 417913 1468 519509 1264
60 475839 1322 339463 1158 399449 910
63 351561 1098 275263 798 255421 772
66 311751 1036 217117 776 227627 692
69 233291 840 177309 716 201889 472
72 164415 758 137459 560 163115 536
75 157127 656 117481 434 111393 366
78 145159 530 105447 418 98467 428
81 117089 516 85661 398 83227 394
84 109199 512 78541 370 76127 352
87 90615 416 65361 320 70513 266
90 80815 398 57053 290 61761 248
93 71393 368 54635 254 55789 162
96 61283 244 49995 174 51383 0
99 58173 348 43343 0 43877 0
102 49715 290 37455 0 37697 0
105 43565 286 35321 0 30893 0
108 39375 242 31485 0 32703 0
111 37809 260 26103 0 30243 0
114 33825 238 27391 0 28539 0
117 31509 210 23703 0 25153 0
120 30297 192 23117 0 25975 0
123 31509 212 16237 0 17629 0
153 20845 170 9453 0 9327 0
183 11243 0 5951 0 6283 0
213 7531 0 4243 0 4655 0
243 5231 0 3357 0 3969 0
273 4071 0 2529 0 3613 0
303 2883 0 2015 0 3173 0
333 2271 0 1797 0 2643 0
363 2003 0 1587 0 2253 0
393 1759 0 1985 0 2091 0
423 1189 0 885 0 1665 0
453 913 0 0 0 986 0
483-663 Q Q Q Q Q Q
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Tabla 4.26.- Actividades (cpm) medidas a la salida del higado perfundido tras la inyeccion de
100 pl de una suspension de *'Cr-GR y de 100 pl de una suspension de nanoesferas de *™Tc-
PEG-PLGA (nano-PEG-PLGA ) después del correspondiente lavado del higado. Lotes PEG-
PLGA-2y GR-4.

Las fracciones desde el tiempo 0 hasta los 123 segundos se recogieron cada 3 segundos y a
partir de ese tiempo hasta los 663 segundos se recogieron cada 30 segundos. Para los GR,
las fracciones se recogieron siempre cada 3 segundos.

Ratal Rata2
Actividad (cpm) Actividad (cpm)
t(s) nano-PEG-PLGA GR nano-PEG-PLGA GR
0-15 0 0 0 0
18 0 126 0 116
21 0 2406 0 282
27 4087 4268 15663 948
30 148995 10662 74993 1652
33 761899 8524 214301 4182
36 1429751 7142 489681 5838
39 1661067 6166 701765 8224
42 1441559 4926 1036221 8438
45 1137897 3484 1250835 7848
48 968113 2966 1367179 7240
51 890143 2270 1348845 6164
54 744075 1934 1308275 4328
57 642431 1584 1211675 4474
60 539563 1030 1116133 3766
63 430163 1056 929735 3098
66 389181 918 705951 2180
69 351869 626 576355 2506
72 314779 466 409216 1542
75 264873 522 337256 1728
78 228575 422 285814 1300
81 207281 400 250361 970
84 195977 346 220311 840
87 171559 338 198253 852
90 163893 310 156230 658
93 156649 228 123654 746
96 143047 158 100321 466
99 120785 0 88159 396
102 119645 0 73215 195
105 108271 0 52361 0
108 110119 0 23654 0
111 74197 0 20357 0
114 44199 0 12365 0
117 24435 0 9563 0
120 17827 0 7512 0
123 8393 0 4222 0
153 5953 0 3256 0
183 2549 0 2985 0
213 3801 0 2000 0
243 3265 0 1985 0
273 3003 0 885 0
303 2563 0 901 0
333 2930 0 758 0
363 2000 0 0 0
393 1563 0 0 0
423 1000 0 0 0
453-663 Q Q Q Q
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Tabla 4.27.- Actividades (cpm) medidas a la salida del higado perfundido tras la inyeccion de 100 Wl de una
suspension de *CrGR y de 100 Wl de una suspension de nanoesferas de M PEGPLGA (nano-PEG-PLGA )
después del correspondiente lavado del higado. Lotes PEG-PLGA-3y GR-5.

Las fracciones desde el tiempo 0 hasta los 123 segundos se recogieron cada 3 segundos y a partir de ese tiempo
hasta los 663 segundos se recogieron cada 30 segundos. Para los GR, las fracciones se recogieron siempre cada
3 segundos.

Ratal Rata2 Rata3
Actividad (cpm) Actividad (cpm) Actividad (cpm)
t(s) nano-PEG-PLGA GR nano-PEG-PLGA GR nano-PEG-PLGA GR
0-15 0 0 0 0 0 0
18 0 822 0 540 0 474
21 253 3508 95005 2222 0 3030
24 13365 6702 816849 5764 3125 8090
27 447263 9956 2262933 8440 94705 8608
30 2041669 10258 2924997 6256 569427 7924
33 3204029 7388 2734179 5718 1360821 7112
36 3128195 7298 2594109 4328 1812955 6024
39 3025493 5706 2256637 3286 1811685 4984
42 2545335 4608 1562321 2452 1667435 4218
45 1714743 4434 1143641 2108 1262253 3374
48 1456281 2578 733061 1726 1085739 3050
51 1112455 2994 564719 1822 884459 2150
54 845213 2170 469241 928 661469 1852
57 629889 1908 392563 888 519509 1140
60 405149 1524 381581 770 399449 1134
63 287331 1242 242757 776 255421 936
66 263353 1164 192697 646 227627 866
69 242727 854 142073 670 201889 722
72 198627 788 109299 554 163115 696
75 129505 798 104081 554 111393 512
78 85879 600 85757 424 98467 440
81 119957 524 82187 408 83227 432
84 92693 498 68879 384 76127 396
87 67647 230 70247 366 70513 370
90 88889 238 53163 270 61761 350
93 85869 165 53783 276 55789 300
96 75397 0 50573 198 51383 260
99 71883 0 43705 0 43877 0
102 58869 0 38859 0 37697 0
105 50985 0 32351 0 30893 0
108 42835 0 35557 0 32703 0
111 38553 0 24861 0 30243 0
114 28687 0 31767 0 28539 0
117 31681 0 32083 0 25153 0
120 25201 0 24749 0 25975 0
123 16241 0 14667 0 17629 0
153 14255 0 9973 0 9327 0
183 8393 0 6479 0 6283 0
213 6421 0 6153 0 4655 0
243 5133 0 4823 0 3969 0
273 4699 0 4115 0 3613 0
303 3297 0 3097 0 3173 0
333 2401 0 2171 0 2643 0
363 2137 0 1481 0 2253 0
393 1809 0 1433 0 2091 0
423 1999 0 1002 0 1665 0
453 913 0 901 0 1477 0
483 669 0 0 0 1257 0
513- 0 (0] 0 0 0 (0]
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Tabla 4.28.- Actividades (cpm) medidas a la salida del higado perfundido tras la inyeccion de
100 pl de una suspension de *'Cr-GR y de 100 pl de una suspensién de nanoesferas de *™Tc-
PEG-PLGA (nano-PEG-PLGA ) después del correspondiente lavado del higado. Lotes PEG-
PLGA-4y GR-6.

Las fracciones desde el tiempo O hasta los 123 segundos se recogieron cada 3 segundos y a
partir de ese tiempo hasta los 663 segundos se recogieron cada 30 segundos. Para los GR,
las fracciones se recogieron siempre cada 3 segundos.

Ratal Rata?2
Actividad (cpm) Actividad (cpm)
t(s) nano-PEG-PLGA GR nano-PEG-PLGA GR
0-15 0 0 0 0
18 0 0 0 138
21 2007 324 536A1 1068
24 116605 1674 RRA4A15 4210
27 1017367 5166 1898775 R740
20 2929303 an48 2658041 RA2A
33 4293558 12820 4003658 13338
26 4103945 12808 3562148 12722
29 218”717 RA78 21254K89 11816
42 2917923 5960 2896541 7190
45 2740791 5914 2154789 AROR
48 1028145% K764 10A5412 5050
51 1381725 3574 1622043 3230
54 934715 25A8 1364781 3952
57 637391 1830 1096789 2442
60 40A61A3 2264 R37539 2419
AR 366077 1058 702555 1432
66 289703 1112 557117 1774
A9 213375 1264 4AR7429 964
72 166039 ]38 381763 1308
75 149555 R14 3728269 714
78 139523 730 271373 1020
81 104417 556 230561 708
!4 9485”7 520 201427 606
]7 R2919 504 173247 AGR
an 71485 300 156795 524
93 60351 422 134001 412
9A Q287 262 123539 5a0
99 52955 299 111289 328
102 47115 0 933R5 232
105 45161 0 80111 0
108 45339 0 76849 0
111 20875 0 ARAZ0 0
114 37901 0 61219 0
117 24177 0 57369 0
120 33445 0 41595 0
123 27105 0 21975 0
153 19201 0 16733 0
183 14605 0 12619 0
213 12939 0 9267 0
243 10545 0 7561 0
273 10221 0 6733 0
303 R125 0 K547 0
333 5527 0 4815 0
363 4621 0 3373 0
303 3801 0 2829 0
473 4087 0 2253 0
453 2999 0 1861 0
483 2871 0 18A7 0
513 1500 0 0 0
543:663 0 0 0 0
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Tabla 4.29.- Actividades (cpm) medidas a la salida del higado perfundido tras la inyeccion de
100 pl de una suspension de *'Cr-GR y de 100 pl de una suspension de nanoesferas de *™Tc-
PEG-PLGA (nano-PEG-PLGA ) después del correspondiente lavado del higado. Lotes PEG-
PLGA-5y GR-7.

Las fracciones desde el tiempo 0 hasta los 123 segundos se recogieron cada 3 segundos y a
partir de ese tiempo hasta los 663 segundos se recogieron cada 30 segundos. Para los GR,
las fracciones se recogieron siempre cada 3 segundos.

Ratal Rata2
Actividad (cpm) Actividad (cpm)
t(s) nano-mPEG-PLGA GR nano-mPEG-PLGA GR
0-15 0 0 0 0
18 896 1692 0 552
21 21299 4576 923 2082
24 545165 6440 64223 5016
27 2183579 6232 1053823 8534
30 3561679 6204 2916383 6984
33 3678141 3664 3109403 5698
36 3106975 2408 3646887 4896
39 2465971 2828 2783709 3152
42 1876309 2006 2406383 2350
45 1261571 1978 1404885 1188
48 1003623 1392 1254761 1128
51 759329 1644 888421 848
54 558053 1126 542229 490
57 436379 1082 376031 458
60 321987 534 325507 446
63 266179 474 299079 374
66 164099 572 169171 354
69 161541 454 159879 310
72 126313 308 134809 264
75 109353 304 125653 280
78 90593 320 55075 242
81 68149 286 53527 176
84 63395 276 46019 126
87 49791 252 44799 146
90 48925 274 40827 184
93 42275 280 35555 0
96 37931 226 28777 0
99 32695 222 26377 0
102 28333 184 23013 0
105 26153 164 22149 0
108 25045 120 19721 0
111 22425 0 18223 0
114 18575 0 17601 0
117 18441 0 16637 0
120 17273 0 15501 0
123 16801 0 11747 0
153 11499 0 11345 0
183 8731 0 10083 0
213 7015 0 9063 0
243 5983 0 9495 0
273 4247 0 6813 0
303 3203 0 5649 0
333 3059 0 4715 0
363 2441 0 4861 0
393 1723 0 3469 0
423 1491 0 2683 0
453 1343 0 1455 0
483-663 Q Q Q Q
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Tabla 4.30.- Actividades (cpm) medidas a la salida del higado perfundido tras la inyeccion de
100 pl de una suspension de *'Cr- GR y de 100 pl de una suspension de nanoesferas de *™Tc-
MPEG-PLGA (nano-mPEG-PLGA ) después del correspondiente lavado del higado para las
ratas 1y 2. Lotes mPEG-PLGA-2 y GR-8.

Las fracciones desde el tiempo 0 hasta los 123 segundos se recogieron cada 3 segundos y a
partir de ese tiempo hasta los 663 segundos se recogieron cada 30 segundos. Para los GR,
las fracciones se recogieron siempre cada 3 segundos.

Rata3 Rata4
Actividad (cpm) Actividad (cpm)
t(s) nano-mPEG-PLGA GR nano-mPEG-PLGA GR
0-15 0 0 0 0
18 0 820 0 1070
21 353 1950 15259 4082
24 21353 4744 264039 8036
27 200177 5123 891491 7366
30 1895129 6900 1562957 6742
33 3752307 6002 3379031 4558
36 3301861 5658 2562999 3234
39 3006081 4965 2187113 2448
42 2278201 3654 1465179 1868
45 1888399 2436 1397459 1435
48 863527 2004 1003215 1314
51 495815 1676 766379 944
54 717225 1259 611261 560
57 497327 989 394045 538
60 361191 932 277731 444
63 351225 845 165035 392
66 173865 565 147177 324
69 134375 421 126217 232
72 117687 369 100583 252
75 118279 265 82791 180
78 91645 256 69455 196
81 65019 200 64339 194
84 53749 189 48551 196
87 46627 168 46479 108
90 39193 184 41241 110
93 37267 0 41939 0
96 32101 0 32387 0
99 30449 0 34465 0
102 26943 0 24519 0
105 20559 0 21897 0
108 20395 0 19565 0
111 18507 0 15079 0
114 17535 0 16131 0
117 15579 0 14061 0
120 15327 0 14643 0
123 13735 0 9695 0
153 8463 0 6187 0
183 6935 0 3031 0
213 6177 0 4333 0
243 4915 0 3727 0
273 4295 0 2849 0
303 3953 0 2425 0
333 3973 0 1895 0
363 2455 0 1331 0
393 1867 0 1193 0
423 1356 0 965 0
473-663 0 0 0 0
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Tabla 4.31.- Actividades (cpm) medidas a la salida del higado perfundido tras la inyeccion de
100 pl de una suspension de *'Cr- GR y de 100 pl de una suspension de nanoesferas de *™Tc-
MPEG-PLGA (nano-mPEG-PLGA ) después del correspondiente lavado del higado para las
ratas 3y 4. Lotes mPEG-PLGA-2 y GR-8.

Las fracciones desde el tiempo 0 hasta los 123 segundos se recogieron cada 3 segundos y a
partir de ese tiempo hasta los 663 segundos se recogieron cada 30 segundos. Para los GR,
las fracciones se recogieron siempre cada 3 segundos.

Ratal Rata2
Actividad (cpm) Actividad (cpm)
t(s) nano-mPEG-PLGA GR nano-mPEG-PLGA GR
0-15 0 0 0 0
18 0 456 0 760
21 411 1002 1647 1569
24 21535 4658 83249 5589
27 269293 90854 324893 8308
20 8811713 8120 471213 7589
33 2077035 77256 2904665 6236
26 2255401 6002 2365456 5106
39 2984771 5698 1712217 4836
4?2 2029321 2965 1060539 4002
45 1828479 2012 7478R9 2691
48 1265795 2365 663781 1995
51 722677 1896 564877 1252
54 610735 10213 448597 11R8
57 294121 988 2610583 776
60 332247 756 2835473 653
63 243665 534 238489 530
66 223667 432 204887 438
69 162437 36R4 170521 332
72 137195 316 146359 324
75 113679 242 107383 290
78 915113 220 107001 218
81 78169 206 84631 278
!4 R78K73 326 81561 268
87 63709 268 69219 194
an 528273 228 64135 174
93 465K9 248 54293 0
96 47543 0 50315 0
Q9 23097 0 45307 0
102 20883 0 40609 0
105 25295 0 36591 0
108 22805 0 24637 0
111 23685 0 31063 0
114 20489 0 29121 0
117 243R9 0 28209 0
120 16361 0 115473 0
123 12751 0 12641 0
153 11111 0 10649 0
183 9183 0 Q447 0
213 7807 0 AR19 0
243 6211 0 5191 0
273 7805 0 3735k 0
203 5047 0 2895 0
333 3165 0 2513 0
263 4201 0 1925 0
203 1729 0 1RARK 0
423 1393 0 1341 0
453 1343 0 0 0
483 1151 0 0 0
513-663 0 0 0 0

Tabla 4.32.- Actividades (cpm) medidas a la salida del higado perfundido tras la inyeccién de
100 pl de una suspension de *'Cr- GR y de 100 pl de una suspension de nanoesferas de “™Tc-
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MPEG-PLGA (nano-mPEG-PLGA ) después del correspondiente lavado del higado para las
ratas 1y 2. Lotes mPEG-PLGA-3y GR-9.

Las fracciones desde el tiempo 0 hasta los 123 segundos se recogieron cada 3 segundos y a
partir de ese tiempo hasta los 663 segundos se recogieron cada 30 segundos. Para los GR,
las fracciones se recogieron siempre cada 3 segundos.

Raftal Ratad
Actividad (cpm) Actividad (cpm)
t(s) nano-mPEG-PLGA GR nano-MmPEG-PLGA GR
0-16 0 0 0 0
18 0 278 0 365
21 173258 2654 583 5002
24 167831 6985 2215 8896A
27 466651 7965 33367 7896
30 600391 7000 182899 6598
33 729411 5968 483571 5692
36 2821453 5236 1986547 4998
39 2321456 4856 1798541 4123
42 1896541 3965 1240771 3002
45 1236544 3001 1216995 2236
48 1098745 2659 1136697 1567
51 847541 1985 1015931 1325
54 658792 896 860573 996
57 498742 712 797795 856
60 236547 556 638815 745
63 166975 507 588233 523
66 130359 422 500329 489
69 95389 276 399333 400
72 88111 312 558291 369
75 61285 276 297799 256
78 53811 232 244965 199
81 47895 214 200455 210
84 44857 200 178313 0
87 39247 0 149273 0
90 24729 0 120039 0
93 31647 0 102861 0
96 28527 0 78936 0
99 26089 0 70419 0
102 22665 0 69467 0
105 19575 0 60783 0
108 17329 0 54179 0
111 16205 0 47103 0
114 14639 0 43251 0
117 12839 0 32993 0
120 12113 0 21083 0
123 11437 0 12013 0
153 10717 0 9187 0
183 10043 0 7971 0
213 6803 0 6031 0
243 3767 0 5007 0
273 1965 0 3873 0
203 1407 0 27158 0
333 1254 0 2101 0
363 1009 0 1587 0
303 Q9|7 0 1237 0
423 ann 0 1050 0
453-663 0 0 0 0
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Tabla 4.33.- Actividades (cpm) medidas a la salida del higado perfundido tras la inyeccion de
100 pl de una suspension de *Icr-GR y de 100 pl de una suspensiéon de nanoesferas de M re-
MPEG-PLGA (nano-mPEG-PLGA ) después del correspondiente lavado del higado para las
ratas 3y 4. Lotes mPEG-PLGA-3y Gr-9.

Las fracciones desde el tiempo 0 hasta los 123 segundos se recogieron cada 3 segundos y a
partir de ese tiempo hasta los 663 segundos se recogieron cada 30 segundos. Para los GR,
las fracciones se recogieron siempre cada 3 segundos.
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5.- ESTUDIOS IN VIVO (BIODISTRIBUCION)

5.1.- DESCRIPCION DEL EXPERIMENTO

El estudio se llevé a cabo administrando nanoesferas de PLGA, PEG-PLGA y
mPEG-PLGA marcadas con 2" Tc y glébulos rojos marcados con 9MT¢ como control.

Una vez anestesiadas las ratas, utilizamos el método quirdrgico de Harms y
Ojeda (1974) para inyectar en la vena jugular 100 n de una suspensién de
nanoesferas con una actividad aproximada de 4.1440"+1.0740’ cpm (6.90>1054_r1.78><104
Bg) o una suspension de globulos rojos con una actividad de 1.3610+2.37:20° cpm
(2.26&0513.94&04 Bq). Una vez inyectada la suspensién, 4 ratas fueron sacrificadas a
tiempos preestablecidos ( 5, 10, 20, 40 y 60 minutos). Las muestras de sangre fueron
obtenidas por puncidn cardiaca y a continuacion se extirparon los principales 6rganos y
se pesaron. Por dltimo se midid la actividad asociada a cada uno de los 6rganos, dichas
actividades estan corregidas por la ecuaciéon de desintegracién radiactiva ilustrada
anteriormente. Segun Troster y Kreuter (1992), para determinar el porcentaje captado en
médula 6sea se considera que este es el 3 % del peso corporal y para la masa muscular
el 15 %. Para la actividad en sangre se midieron 100 m y los calculos se realizaron
considerando que el total de sangre corresponde a un 7.5 % del peso corporal (Moghimi

y col. 1993; Dunn y col. 1994a).

5.2.- RESULTADOS EXPERIMENTALES

Las tablas 5.1 a 5.4 recogen las actividades medidas en cada 6rgano o tejido
expresadas como porcentaje de la actividad inyectada, y fueron obtenidos a diferentes
tiempos (5, 10, 20, 40 y 60 min.) y se realizaron por cuadriplicados (las tablas con los
datos originales se encuentran al final del capitulo, tablas 5.7-5.10). Las figuras 5.1-5.9
representan la biodistribucidon de cada uno de los sistemas en los diferentes 6rganos y

tejidos durante una hora.
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GR - % CAPTACION - VALORES MEDIOS

Tiempo (min) SANGRE HIGADO RINON PULMON MUSCULO
0 100.0(0.0)  0.00(0.0) 0.00(0.0) 0.00(0.0) 0.00(0.0)
5 94.2(3.4) 4.43(0.2) 2.59(1.1) 1.83(0.4) 2.26(0.5)
10 87.1(5.0) 4.95(0.4) 3.02(0.8) 1.62(0.8) 2.04(0.9)
20 84.1(1.8) 4.89(0.5) 3.30(0.4) 1.68(0.5) 2.22(0.4)
40 88.5(3.2) 5.08(0.7) 3.37(0.4) 1.67(0.8) 2.01(0.4)
60 85.4(3.3) 5.80(0.9) 3.28(0.5) 1.69(0.5) 2.59(0.5)
Areas 5259 292 185 96.8 126
Tiempo (min) CORAZON BAZO TIROIDE HUESO TOTAL
0 0.00(0.0) 0.00(0.0) 0.00(0.0) 0.00(0.0) 100(0.0)
5 0.74(0.2) 0.85(0.2) 0.03(0.0) 1.40(0.4) 108(2.6)
10 0.52(0.1) 1.01(0.1) 0.02(0.0) 0.93(0.2) 101(6.7)
20 0.55(0.1) 1.12(0.1) 0.02(0.0) 0.84(0.5) 98.7(2.5)
40 0.42(0.1) 1.09(0.2) 0.02(0.0) 0.94(0.4) 103(3.3)
60 0.39(0.0) 1.15(0.1) 0.02(0.0) 0.76(0.1) 101(3.7)
Areas 28.1 61.9 1.05 52.9

Tabla 5.1.- Valores medios y desviacién tipica (s) de las actividades medidas en cada 6rgano o

tejido expresadas como porcentaje de la actividad inyectada de GR.

PLGA - % CAPTACION - VALORES MEDIOS

Tiempo (min) SANGRE  HIGADO RINON PULMON  MUSCULO
0 100.0(0.0) 0.00(0.0)  0.00(0.0) 0.00(0.0) 0.00(0.0)
5 12.1(1.1) 74.4(2.4)  2.17(0.5) 1.67(0.4) 3.22(0.7)
10 9.86(0.8) 78.7(2.3)  1.60(0.3) 1.12(0.4) 2.39(1.1)
20 8.74(25) 79.1(3.7)  2.28(0.7) 1.23(0.4) 2.93(0.9)
40 9.45(0.9) 74.8(3.1)  4.34(1.1) 0.80(0.1) 3.09(0.2)
60 5.68(2.3) 74.7(1.8) 3.77(1.2) 1.18(0.4) 2.91(1.4)
Areas 762 4392 181 63.1 169
Tiempo (min) CORAZON  BAZO TIROIDE HUESO TOTAL
0 0.00(0.0)  0.00(0.0)  0.00(0.0) 0.00(0.0) 100(0.0)
5 0.33(0.0) 1.41(0.4)  0.05(0.0) 2.80(0.3) 98.1(1.2)
10 0.30(0.1)  1.80(0.3)  0.08(0.0) 2.65(0.3) 98.5((1.5)
20 0.25(0.1)  1.98(0.4)  0.06(0.0) 3.67(1.3) 100(1.4)
40 0.20(0.0)  1.58(0.3)  0.04(0.0) 3.48(1.7) 97.8(2.9)
60 0.14(0.0)  2.09(0.7)  0.03(0.0) 3.54(0.8) 94.1(3.1)
Areas 13.0 103 2.72 194

Tabla 5.2.- Valores medios y desviacién tipica (s) de las actividades medidas en cada 6rgano o
tejido expresadas como porcentaje de la actividad inyectada de nanoesferas de PLGA.
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PEG-PLGA - % CAPTACION - VALORES MEDIOS
Tiempo (min) SANGRE  HIGADO RINON PULMON  MUSCULO

0 100.0(0.0)  0.00(0.0) 0.00(0.0) 0.00(0.0) 0.00(0.0)
5 34.4(3.7) 51.5(2.9) 3.75(0.8) 1.13(0.2) 4.15(1.1)
10 21.4(1.7) 50.5(5.5) 3.47(1.2) 1.05(0.2) 5.91(1.1)
20 18.3(1.2) 51.9(2.4) 3.24(1.3) 0.76(0.3) 4.31(2.0)
40 13.9(1.5) 51.8(2.0) 3.65(0.7) 0.72(0.3) 5.11(1.0)
60 10.5(1.1) 53.0(1.9) 4.85(0.9) 0.64(0.2) 3.82(0.6)
Areas 1240 2979 214 45.8 270
Tiempo (min) CORAZON BAZO TIROIDE HUESO TOTAL
0 0.00(0.0) 0.00(0.0) 0.00(0.0) 0.00(0.0) 100(0.0)
5 0.67(0.2) 1.01(0.1) 0.05(0.0) 5.47(2.8) 102(2.2)
10 0.55(0.1) 1.05(0.2) 0.04(0.0) 5.74(2.8) 89.7(1.6)
20 0.32(0.1) 1.02(0.1) 0.04(0.0) 6.00(2.0) 85.9(3.7)
40 0.30(0.1) 0.89(0.3) 0.03(0.0) 6.87(1.8) 83.2(4.2)
60 0.20(0.0) 1.08(0.2) 0.04(0.0) 7.37(2.2) 81.5(4.5)
Areas 20.2 56.9 2.12 371

Tabla 5.3.- Valores medios y desviacion tipica (s) de las actividades medidas en cada 6rgano o

tejido expresadas como porcentaje de la actividad inyectada de nanoesferas de PEG-PLGA.

mPEG — PLGA % CAPTACION - VALORES MEDIOS
Tiempo (min) SANGRE  HIGADO RINON PULMON  MUSCULO

0 100.0(0.0)  0.00(0.0)  0.00(0.0)  0.00(0.0) 0.00(0.0)
5 38.1(1.8)  47.5(3.8)  3.74(1.3)  1.12(0.2) 5.88(0.5)
10 26.2(3.9) 475(1.8) 2.81(0.6) 0.76(0.1) 5.07(1.1)
20 16.0(1.1) 52.6(3.8)  3.35(0.6)  0.62(0.1) 4.40(0.7)
40 15.7(1.6)  49.7(28)  4.70(0.3)  0.56(0.1) 3.78(0.4)
60 13.0(1.5) 48.8(1.4)  5.08(1.1)  0.58(0.1) 4.36(1.1)
Areas 1320 2864 234 37.6 253
Tiempo (min) CORAZON  BAZO TIROIDE  HUESO TOTAL
0 0.00(0.0)  0.00(0.0)  0.00(0.0)  0.00(0.0) 100(0.0)
5 0.78(0.2)  0.60(0.1)  0.09(0.0)  3.72(1.6) 102(2.4)
10 0.37(0.1)  0.46(0.0)  0.08(0.0)  4.98(0.9) 88.2(4.9)
20 0.25(0.1)  0.54(0.1)  0.05(0.0)  6.64(1.9) 84.4(1.8)
40 0.23(0.0)  0.45(0.0)  0.04(0.0) 5.58(1.2) 80.8(2.7)
60 0.27(0.1)  0.48(0.1)  0.04(0.0)  7.05(0.3) 79.6(4.3)
Areas 17.7 28.3 2.99 338

Tabla 5.4.- Valores medios y desviacién tipica (s) de las actividades medidas en cada 6rgano o

tejido expresadas como porcentaje de la actividad inyectada de nanoesferas de mPEG-PLGA.
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Figura 5.1.- Representacion de los porcentajes de actividad en funcién del tiempo para cada uno
de los sistemas en Sangre.
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Figura 5.2.- Representacién de los porcentajes de actividad en funcion del tiempo para cada uno
de los sistemas en Higado.
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Figura 5.3.- Representacion de los porcentajes de actividad en funcién del tiempo para cada uno
de los sistemas en Rifion.
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Figura 5.4.- Representacién de los porcentajes de actividad en funcion del tiempo para cada uno
de los sistemas en Pulmaén.
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Figura 5.5.- Representacién de los porcentajes de actividad en funcion del tiempo para cada uno
de los sistemas en Musculo.

Corazon
10000 ¢
——R

T 10001 “RAGA
S PEGPLGA
>
£ MPEGPLGA
3
T N,

0,10 7\.\: T T

0 D ¥ & 4]
Tiempo(s)

Figura 5.6.- Representacién de los porcentajes de actividad en funcion del tiempo para cada uno
de los sistemas en Corazon.
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Figura 5.7.- Representacion de los porcentajes de actividad en funcién del tiempo para cada uno
de los sistemas en Bazo.

Tiroide
10000
—— R
3 1000 = A
R PEGRLGA
g MPEGPLGA
X 010 -
[ . —
0,01 T T T T
0 2D Q0 39) t<4)
Tiempofs)

Figura 5.8.- Representacion de los porcentajes de actividad en funcién del tiempo para cada uno
de los sistemas en Tiroides.
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Figura 5.9.- Representacion de los porcentajes de actividad en funcién del tiempo para cada uno
de los sistemas en Hueso.

El primer analisis de las caracteristicas de la biodistribucién de las nanoesferas
en relacion con los hematies lo hemos realizado a través de las areas de las curvas de

%actividad — tiempo, y que se muestran en la figura 5.10.

AREAS (%*min)
W
o
(@]
o
]

B GR EPLGA OPEG-PLGA O mPEGPLGA

Figura 5.10.- Areas correspondientes a las curvas de porcentaje de actividad inyectada frente al

tiempo en el intervalo 0 — 60 minutos.
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Tal como era de esperar, los hematies se mantuvieron en una gran proporcion
en el compartimento hematico; las areas correspondientes a los deméas compartimentos
reflejan en gran medida el subcompartimento vascular de cada uno de ellos. Por el
contrario, las nanoesferas se distribuyeron con rapidez hacia el compartimento hepatico.
Las nanoesferas elaboradas con los copolimeros a base de PEG, PEG-PLGA y mPEG-
PLGA, mostraron una reduccion de la captacién hepdética, sin que las captaciones en
otros tejidos se vieran afectadas significativamente. En este sentido, podemos afirmar,
en consonancia con los resultados obtenidos inicialmente por Greff y col, 1995, que las
cadenas de PEG en el copolimero reduce substancialmente la opsonizacién de las
nanoesferas, si bien las diferencias observadas entre el compartimento de las

nanoesferas de PEG-PLGA y mPEG-PLGA son marginales.

5.3.- ANALISIS FARMACOCINETICO

El estudio detallado de la biodistribucion de los hematies y de las nanoesferas se
realiz6 mediante el modelo compartimental lineal mostrado en la figura 5.11. Tal como
puede observarse, el modelo consta de un compartimento central, que corresponde a la
sangre (compartimentol), y cinco compartimentos periféricos: higado (2 y 7), rifién (3),
pulmoén (4), tejido muscular (5) y un pool (6) formado por la suma de las actividades
medidas en corazén, bazo, tiroides y hueso. Decidimos formar este pool porque el
elevado nimero de compartimentos en relaciéon con el nimero de puntos experimentales
impide la convergencia del método de estimacion de los parametros. EI compartimento
hepético esta formado por su parte por dos subcompartimentos, el correspondiente al
espacio accesible de forma reversible, que podemos identificar con el espacio vascular,
el espacio de Disse y probablemente los receptores de membrana de las células de
Kupffer, y el espacio accesible de forma irreversible, que corresponde al interior de las
células de Kupffer. Salvo en el caso de los hematies, que como expondremos mas
adelante presentaron un comportamiento tipico de los modelos cerrados, ha sido
necesario incluir ademas un proceso de eliminacién a partir del compartimento central

hematico.
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Figura 5.11.- Modelo compartimental utilizado en la interpretacion de los ensayos de
biodistribucion.
El sistema de ecuaciones diferenciales que rige el modelo puede expresarse, en

su forma matricial, de la siguiente manera,

dx

— =K xx 5.1

dt
donde x es el vector correspondiente a las actividades en los distintos compartimentos,
ordenados de la siguiente forma: sangre, higado accesible de forma reversible, rifién,
pulmén, musculo, otros e higado accesible de forma irreversible. La matriz K de

constantes de velocidad de transferencia entre compartimentos, es igual a:

(@? Ky Ky Kay Kay Ks, Koy 09
ck, -k, O 0O 0 0 0=
g k, O -ky O 0 0 o
K=¢ck, O 0O -k, 0 0 o0 5.2
g ke O O 0 -ky, O O
Gk, O 0 0 0 -kg OF
€0 k, O 0 0 0 0y

donde k; es la constante de velocidad de transferencia, donde el componente i

es el érgano o tejido saliente y j es el érgano o tejido entrante y ademas
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Para la resolucién del modelo hemos utilizado la funcién de integracién numérica
de ecuaciones diferenciales NDSolve[ ] del programa Mathematica, que combina el
método predictor — corrector de Adams y el método de Gear (Coombes y col., 1995). La
funcion NDsolve[ ] tiene por argumentos el conjunto de ecuaciones diferenciales que
define el modelo junto con las condiciones iniciales, el conjunto de soluciones deseadas,
y el intervalo de tiempo para el que se desea la solucion. Esta funcion devuelve un
conjunto de funciones de interpolacién, una para cada uno de los compartimentos

resueltos. El cuadro siguiente muestra la forma en que hemos codificado el modelo.

fitredmod = NDSolve[
{x2'[t] == - ksum1 x1[t] + k21 x2[t] +
k31 x3[t] + k41 x4[t] + k51 x5[t] + k61 x6]t],
x2'[t] == k12 x1[t] - (k21 + k210) x2[t],
x3't] == k13 x1]t] - k31 x3[t],
x4'[t] == k14 x1]t] - k41 xA4[t],
x5'[t] == k15 x1]t] - k51 x5[t],
x6'[t] == k16 x1[t] - k61 x6[t],
X7'[t] == k27 x2[t],

x1[0] == 100,
x2[0] == 0.,
x3[0] == 0.,
x4[0] == 0.,
x5[0] == 0.,
x6[0] == 0.,
x7[0] == 0.},

{x1][t], x2[t], x3[t], x4[t], x5[t],
x6[t], x7[t]},
{t, 0, 60}];

Cuadro 5.1.- C6digo de Mathematica® utilizado para la integracién numérica del modelo
recogido en las ecuaciones 5.1y 5.2.
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5.3.1.- ESTIMACION DE LOS PARAMETROS DEL MODELO

La estimacién de los parametros del modelo se llevd a cabo mediante el método
de los minimos cuadrados, utilizando la funcién de minimizacion FindMinimum|[ ]. Para
ello desarrollamos una funcién objetivo que nos devuelve la suma de los cuadrados de
los residuales que se recoge en la tabla 5.6; la forma en que se utiliza la funcion

FindMinimum[ ] se muestra en el cuadro 5.2.

RedFunObij[datos_, k10 _, k12 , k21 , k210 _, k13_, k31_,
k14 _, k41_, k15 , k51 _, k16 _, k61l _, x0_]:=
Module[

{tcod, ypred, modelo, funo, fdos, ftres, fcuatro,
fcinco, fseis, fdiez, t, c,
zmod, sce, ksum1},

ypred = {};
tcod = Transpose[Take[Transpose[datos], {1,2}]];
yobs = Transpose[datos][[3]];

ksuml = k10+k12+k13+k14+k15+k16;
modelo = NDSolve[

{x1'[t] == - ksuml1 x1[t] + k21 x2[t] +

k31 x3[t] + k41 x4[t] + k51 x5[t] + k61 x6[t],
x2'[t] == k12 x1[t] - (k21 + k210) x2[t],
x3'[t] == k13 x1[t] - k31 x3][t],

x4'[t] == k14 x1][t] - k41 x4][t],

x5'[t] == k15 x1]t] - k51 x5[t],

X6'[t] == k16 x1[t] - k61 x6[t],

x10't] == k210 x2[t],

x1[0] == xO0,
x2[0] == 0.,
x3[0] == 0.,
x4[0] == 0.,
x5[0] == 0.,
x6[0] == 0.,
x10[0] == 0.},

{x1[t], x2[t], x3[t], x4[t], x5[t],
x6][t], x10[t]},
{t, 0, 60}];

funo = x1[t] /. modelo[[1,1]];
fdos = x2[t] /. modelo[[1,2]];
ftres = x3[t] /. modelo[[1,3]];
fcuatro = x4[t] /. modelo[[1,4]];
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fcinco = x5[t] /. modelo[[1,5]];
fseis = x6[t] /. modelo[[1,6]];
fdiez = x10[t] /. modelol[[1,7]];

AppendTo[ypred, funo /. t -> Transpose|[
Select[tcod, (#{[2]] == 1 &)II[1]] |;

AppendTo[ypred, {fdos /. t -> Transpose][
Select[tcod, (#[[2]] == 2 &)L} +
{fdiez /. t -> Transpose][
Select[tcod, (#{[2]] == 2 &)][[1]]} ];

AppendTo[ypred, ftres /. t -> Transpose|[
Select[tcod, (#[[2]] == 3 &]II[1]] |;

AppendTolypred, fcuatro /. t -> Transpose][
Select[tcod, (#[[2]] == 4 &ML I;

AppendTolypred, fcinco /. t -> Transpose[
Select[tcod, (#[[2]] == 5 &)]I[1]] I;

AppendTolypred, fseis /. t -> Transpose[
Select[tcod, (#[2]] == 6 &I[[1]] ];

ypred = Flatten[ypred];

Apply[Plus, (yobs - ypred)"2] ]

Cuadro 5.2.- Elaboracién en el Mathematica® de la funcién FindMinimun para la estimacion de los
parametros del modelo mediante el método de minimos cuadrados.

5.4.- RESULTADOS DEL ANALISIS FARMACOCINETICO
Los resultados obtenidos se han resumido en la tabla 5.5, donde se recogen las
estimadas de los parametros del modelo expresadas en min’.; las figuras 5.12 - 5.15

muestran los datos experimentales junto con las curvas ajustadas.
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Vascular Higado RiA6bn  Pulmén Tejido Pool
S.C.I. muscular
k10 k121 k21- I(27 k13, k31 k14, k41 k151 kSl k161 k61
Tc-Gr 28.68 0.0 0.00988  0.00548 0.00253 0.00337 0.00487
0.163 0.150 0.144 0.136 0.178
0.0
PLGA 16.03  0.00854 0.604 0.00927 0.1125 0.0772  0.0312
0.0730 0.00793  1.010 0.349 0.0431
0.00283
PEG-PLGA 28.82 0.0174 0.252 0.0101 0.00310 0.0179 0.0244
0.126 0.0332  0.0532 0.0613  0.0447
0.0170
mMPEG-PLGA 56.25 0.0189 0.187 0.00865 0.00278  0.0206 0.0170
0.0874 0.0363  0.0706 0.0872  0.0363
0.0104

Tabla 5.5.- Estimadas de los parametros del modelo compartimental reducido. Los valores de las

constantes de velocidad estan expresados en min™%.
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Figura 5.12.- Curvas de actividad — tiempo de los datos experimentales y las ajustadas para los

GR.
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Figura 5.13.- Curvas de actividad — tiempo de los datos experimentales y las ajustadas para las

nanoesferas de PLGA.
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Figura 5.14.- Curvas de actividad — tiempo de los datos experimentales y las ajustadas para las

nanoesferas de PEG-PLGA.
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Figura 5.15.- Curvas de actividad — tiempo de los datos experimentales y las ajustadas para las
nanoesferas de mPEG-PLGA.

El analisis de las curvas de actividad — tiempo correspondiente a los hematies
marcados con *"Tc (ggm Tc-GR) se realiz6 mediante un modelo mamilar cerrado sin
compartimentos de acumulacion, es decir, fijando ko = ki7 = 0. Esta decision se tomé al
comprobar que las curvas de actividad — tiempo (figura 5.12) muestra el comportamiento
tipico de este tipo de modelos, caracterizado por una fase de equilibrio real entre los

distintos compartimentos, es decir, con curvas de actividad — tiempo paralelas y
pendiente igual a cero.

Como puede observarse en la tabla 5.5, la diferencia mas relevante entre los

comportamientos farmacocinéticos de los 9om

Tc-GR y las nanoesferas se centran en el
compartimento hepatico. La constante de velocidad de transferencia del compartimento
vascular al hepatico reversible, k15, es 19 veces mayor para las nanoesferas de mPEG —
PLGA que para los hematies marcados, y 61 veces mayor para las nanoesferas de
PLGA. Por otro lado, la presencia de las cadenas hidrofilicas del PEG reducen
notablemente el valor de este parametro, hasta algo menos de la mitad para las

nanoesferas PEG — PLGA, y alrededor de un tercio para las nanoesferas de mPEG —
PLGA.
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Otra diferencia en el compartimento de las nanoesferas radica en el parametro
kio. Este pardmetro incluye los procesos de eliminacién que pudiera haber, distintos de la
eliminacién renal y hepatica, mas la transferencia hacia tejidos no analizados (sistema
digestivo, sistema nerviosos central). Obsérvese como el valor estimado para ko es
similar para las nanoesferas de PEG — PLGA y mPEG — PLGA, y aproximadamente la
mitad de dicho valor para las de PLGA. Un analisis mas detallados de las consecuencias
de estas diferencias requeriria completar el ensayo de biodistribucion incluyendo los

tejidos y érganos no muestreados en este estudio.

Tal como indicamos anteriormente, no fue posible estimar los volimenes de
distribucion vasculares debido a que no pudimos cuantificar adecuadamente la actividad
inyectada. No obstante, es posible tener una idea bastante aproximada si consideramos
los volumenes de distribuciéon en el equilibrio, relativos al volumen del compartimento
vascular. Una vez alcanzado el equilibrio de distribucion, la actividad ser& idéntica para
los compartimentos vasculares de cada Organo y tejido, de forma que para el
compartimento j podemos escribir,

klj ><V1 Xagq :kjl ij Xgq 5.4

y por lo tanto,

Ky
VJ. :Vl— 55
Kjl

La tabla 5.6 muestra los cocientes kj/kj; para los compartimentos analizados,
que representan los cocientes de volimenes relativos de distribucion. La mayor
diferencia se centra nuevamente en el compartimento hepatico, y en menor medida para

los demas compartimentos.

Higado Rifibn Pulmén Tejido Muscular  Pool
Tc-GR 0.0606 0.0365 0.0176 0.0248 0.0274
PLGA 8.27 1.17 0.111 0.221 0.724
PEG - PLGA 2.00 0.304 0.058 0.292 0.546
mPEG — PLGA 2.14 0.238 0.039 0.236 0.468

Tabla 5.6. Volumenes de distribucién aparentes en el equilibrio.
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ANEXO

Rata t (min) Lote Peso(g) Higado Sangre Hueso Rifibn Tiroides

1 5 GR-Tc2 220 4.33 95.7 1.63 1.52 0.02
2 5 GR-Tc2 238 4.25 96.3 1.89 1.73 0.06
3 5 GR-Tc3 205 4.46 95.6 1.08 3.28 0.02
4 5 GR-Tc3 251 4.69 89.0 0.99 3.83 0.02
5 10 GR-Tc2 243 4.90 87.2 0.58 2.75 0.02
6 10 GR-Tc2 249 491 84.1 1.07 2.12 0.01
7 10 GR-Te3 270 5.51 94.1 1.08 3.86 0.02
8 10 GR-Te3 236 4.48 83.0 0.98 3.36 0.02
9 20 GR-Tc2 220 4.61 82.2 0.59 3.07 0.01
10 20 GR-Tc2 240 5.70 83.6 0.47 3.83 0.02
11 20 GR-Te3 230 4.60 86.5 0.80 2.82 0.02
12 20 GR-Tc3 228 4.65 84.1 1.50 3.49 0.02
13 40 GR-Tc2 237 5.20 85.0 0.43 3.80 0.01
14 40 GR-Tc2 248 6.01 88.6 1.34 3.55 0.01
15 40 GR-Tc3 255 472 92.8 0.97 3.06 0.02
16 40 GR-Tc3 270 4.40 87.6 1.00 3.07 0.03
17 60 GR-Tc2 223 6.36 83.3 0.66 3.85 0.01
18 60 GR-Tc2 229 6.78 88.6 0.64 3.40 0.01
19 60 GR-Tc3 269 5.17 81.8 0.96 3.17 0.02
20 60 GR-Tc3 232 4.89 87.8 0.78 2.68 0.02
Rata t (min) Lote Peso(g) Musculo Corazén Bazo Pulmén Total
1 5 GR-Tc2 220 1.76 0.76 0.65 1.42 108
2 5 GR-Tc2 238 1.86 0.76 0.98 1.64 109
3 5 GR-Te3 205 291 0.91 0.80 1.92 111
4 5 GR-Tc3 251 2.50 0.53 0.95 2.35 105
5 10 GR-Tc2 243 2.07 0.70 1.03 1.00 100
6 10 GR-Tc2 249 0.83 0.45 0.94 0.81 95.2
7 10 GR-Tc3 270 2.12 0.39 1.17 2.49 111
8 10 GR-Tc3 236 3.14 0.53 0.91 2.16 98.6
9 20 GR-Tc2 220 1.83 0.65 1.00 1.13 95.1
10 20 GR-Tc2 240 2.80 0.61 1.18 1.37 99.6
11 20 GR-Tc3 230 1.92 0.47 1.16 2.12 100.4
12 20 GR-Tc3 228 2.34 0.45 1.15 2.11 99.8
13 40 GR-Tc2 237 2.21 0.33 1.02 0.98 99.0
14 40 GR-Tc2 248 1.44 0.41 1.33 1.13 104
15 40 GR-Te3 255 2.15 0.53 0.85 1.87 107
16 40 GR-Tc3 270 2.24 0.42 1.16 2.69 103
17 60 GR-Tc2 223 2.81 0.33 1.11 1.07 99.5
18 60 GR-Tc2 229 3.00 0.39 1.16 1.53 105
19 60 GR-Tc3 269 1.82 0.45 1.33 2.22 96.9
20 60 GR-Tc3 232 2.74 0.38 0.98 1.95 102.2

Tabla 5.7.- Biodistribucién de ®™Tc-GR en el animal entero después de haber sido anestesiado.
En la tabla se recoge el nimero de ratas estudiadas, los tiempos, el peso del animal entero, los
porcentajes acumulados en cada 6rgano (relacién entre la actividad inicial inyectada y la actividad

multiplicada por cien) y el porcentaje total (suma de todos los porcentajes de los érganos).
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Rata t (min) Lote /A (nm) Peso(g) Higado Sangre Hueso Rifién Tiroide
1 5 PLGA-8 147 234 76.2 11.4 2.71 1.72 0.06
2 5 PLGA-6 207 220 76.4 11.2 2.62 1.85 0.08
3 5 PLGA-11 129 242 73.6 12.2 2.55 2.42 0.02
4 5 PLGA-11 129 251 71.3 13.7 3.30 2.69 0.03
5 10 PLGA-6 207 242 75.4 10.0 2.87 1.75 0.12
6 10 PLGA-7 106 249 80.7 9.29 2.62 1.69 0.10
7 10 PLGA-7 106 256 79.7 9.15 2.83 1.12 0.04
8 10 PLGA-7 106 259 78.9 11.0 2.28 1.84 0.06
9 20 PLGA-7 106 240 82.6 7.18 2.91 1.73 006
10 20 PLGA-7 106 237 81.9 6.07 2.73 1.71 0.05
11 20 PLGA-11 129 253 75.5 115 551 2.72 0.02
12 20 PLGA-11 129 232 76.4 10.2 3.55 2.95 0.09
13 40 PLGA-11 129 239 70.6 8.89 5.60 3.67 0.02
14 40 PLGA-11 129 226 77.2 9.41 4.07 3.11 0.02
15 40 PLGA-11 129 233 74.3 8.71 2.18 5.42 0.04
16 40 PLGA-11 129 203 77.2 10.8 2.07 5.15 0.07
17 60 PLGA-8 147 255 77.1 3.78 2.44 2.58 0.04
18 60 PLGA-8 147 228 75.0 3.79 3.43 3.01 0.04
19 60 PLGA-11 129 258 73.3 8.49 4.07 5.27 0.02
20 60 PLGA-11 129 207 73.5 6.67 4.21 4.22 0.02

Rata t (min) Lote /E(nm) Peso(g) Musculo Corazén Bazo Pulmén Total
1 5 PLGA-8 147 234 2.32 0.32 1.71 1.11 97.6
2 5 PLGA-6 207 220 3.80 0.30 1.72 1.91 99.9
3 5 PLGA-11 129 242 3.63 0.35 1.00 1.70 97.5
4 5 PLGA-11 129 251 3.07 0.34 1.20 1.95 97.6
5 10 PLGA-6 207 242 3.84 0.38 1.63 1.27 97.3
6 10 PLGA-7 106 249 2.74 0.27 1.57 1.6 101
7 10 PLGA-7 106 256 1.57 0.23 2.18 0.91 97.7
8 10 PLGA-7 106 259 1.39 0.30 1.80 0.71 98.3
9 20 PLGA-7 106 240 2.26 0.20 2.23 1.64 101
10 20 PLGA-7 106 237 2.02 0.15 2.33 1.56 98.5
11 20 PLGA-11 129 253 3.84 0.28 1.45 0.91 102
12 20 PLGA-11 129 232 3.61 0.37 1.89 0.81 99.9
13 40 PLGA-11 129 239 3.34 0.17 1.20 0.98 94.5
14 40 PLGA-11 129 226 3.13 0.17 1.68 0.77 99.6
15 40 PLGA-11 129 233 3.08 0.27 1.65 0.78 96.4
16 40 PLGA-11 129 203 2.80 0.18 1.78 0.68 101
17 60 PLGA-8 147 255 1.35 0.09 2.83 1.35 91.6
18 60 PLGA-8 147 228 2.15 0.13 2.57 1.68 91.8
19 60 PLGA-11 129 258 4.54 0.16 1.50 0.94 98.3
20 60 PLGA-11 129 207 3.61 0.19 1.45 0.76 94.6

Tabla 5.8.- Biodistribucion de ®™Tc- nanoesferas de PLGA 33000 en el animal entero después de

haber sido anestesiado. En la tabla se recoge el nimero de ratas estudiadas, los tiempos, el

didmetro medio de las nanoesferas antes de ser inyectadas (€ medio(nm)), el peso del animal

entero, los porcentajes acumulados en cada 6rgano (relacidon entre la actividad inicial inyectada y

la actividad multiplicada por cien) y el porcentaje total (suma de todos los porcentajes de los

6rganos).
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t (min) Lote /E(nm) Peso(g) Higado Sangre Hueso Rifiéon Tiroide

5 PEG-PLGA-6 104 220 54.5 35.1 3.22 3.46 0.05
5 PEG-PLGA-6 104 288 53.3 39.1 2.93 3.05 0.04

5 PEG-PLGA-9 115 209 50.0 30.3 7.61 3.58 0.06
5 PEG-PLGA-9 115 233 48.2 32.9 8.13 4.92 0.05
10 PEG-PLGA-6 104 222 55.5 23.7 3.17 2.23 0.04
10 PEG-PLGA-6 104 217 54.9 19.6 3.56 2.83 0.04
10 PEG-PLGA-9 115 221 45.5 21.4 7.64 3.70 0.04
10 PEG-PLGA-9 115 220 46.0 20.9 8.57 5.10 0.04
20 PEG-PLGA-6 104 225 534 17.1 4.14 2.34 0.03
10 20 PEG-PLGA-6 104 252 54.5 18.2 4.49 2.52 0.03
11 20 PEG-PLGA-9 115 211 50.3 20.0 7.20 2.90 0.04
12 20 PEG-PLGA-9 115 208 49.4 17.8 8.17 5.19 0.05
13 40 PEG-PLGA-6 104 198 50.3 13.2 6.06 3.00 0.02
14 40 PEG-PLGA-6 104 207 545 12.4 4.77 3.21 0.04
15 40 PEG-PLGA-9 115 211 50.4 14.2 8.54 3.97 0.04
16 40 PEG-PLGA-9 115 203 51.8 15.9 8.11 4.42 0.03
17 60 PEG-PLGA-6 104 227 53.2 9.71 4.66 4.20 0.03
18 60 PEG-PLGA-6 104 195 54.8 9.53 6.42 4.16 0.05
19 60 PEG-PLGA-9 115 210 53.5 11.4 9.50 6.09 0.03
20 60 PEG-PLGA-9 115 202 50.3 115 8.90 4.95 0.03
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Rata t (min) Lote A (hm) Peso(g) Masculo Corazén Bazo Pulmén Total

1 5 PEG-PLGA-6 104 220 3.13 0.84 0.83 1.02 102
2 5 PEG-PLGA-6 104 288 4.14 0.73 1.03 0.86 105
3 5 PEG-PLGA-9 115 209 5.61 0.65 1.13 1.44 100.4
4 5 PEG-PLGA-9 115 233 3.71 0.47 1.06 1.19 100.6
5 10 PEG-PLGA-6 104 222 4.57 0.59 1.25 0.84 91.9
6 10 PEG-PLGA-6 104 217 5.48 0.74 0.95 1.08 89.2
7 10 PEG-PLGA-9 115 221 6.97 0.42 1.13 1.24 88.0
8 10 PEG-PLGA-9 115 220 6.6 0.44 0.88 1.04 89.6
9 20 PEG-PLGA-6 104 225 2.71 0.26 1.09 0.52 81.6
10 20 PEG-PLGA-6 104 252 2.41 0.38 0.92 0.49 83.9
11 20 PEG-PLGA-9 115 211 5.98 0.34 1.15 0.97 88.9
12 20 PEG-PLGA-9 115 208 6.14 0.31 0.92 112 89.1
13 40 PEG-PLGA-6 104 198 5.16 0.23 0.83 0.43 79.2
14 40 PEG-PLGA-6 104 207 4.37 0.35 0.65 0.51 80.8
15 40 PEG-PLGA-9 115 211 4.35 0.28 1.32 1.06 84.2
16 40 PEG-PLGA-9 115 203 6.56 0.32 0.77 0.87 88.8
17 60 PEG-PLGA-6 104 227 2.90 0.16 1.03 0.47 76.4
18 60 PEG-PLGA-6 104 195 4.23 0.18 0.93 0.45 80.8
19 60 PEG-PLGA-9 115 210 4.21 0.25 1.38 0.91 87.3
20 60 PEG-PLGA-9 115 202 3.92 0.19 0.99 0.71 81.5

Tabla 5.9.- Biodistribucién de *™Tc- nanoesferas de PEG-PLGA 25000 en el animal entero
después de haber sido anestesiado. En la tabla se recoge el nimero de ratas estudiadas, los
tiempos, el diametro medio de las nanoesferas antes de ser inyectadas (£ medio(nm)), el peso del
animal entero, los porcentajes acumulados en cada 6rgano (relacion entre la actividad inicial
inyectada y la actividad multiplicada por cien) y el porcentaje total (suma de todos los porcentajes
de los 6rganos).
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Rata t (min) Lote /E(nm) Peso(g) Higado Sangre Hueso Rifion Tiroide
1 5 mMPEG-PLGA-4 156 219 49.9 40.3 2.88 2.81 0.13
2 5 mMPEG-PLGA-4 156 212 51.3 38.1 2.32 2.45 0.12
3 5 MPEG-PLGA-6 190 237 45.6 37.9 3.65 4.77 0.05
4 5 MPEG-PLGA-6 190 227 43.2 36.0 6.04 4.93 0.04
5 10 mMPEG-PLGA-4 156 191 47.9 24.4 4.32 2.55 0.13
6 10 mPEG-PLGA-4 156 218 48.1 22.2 4.22 2.60 0.08
7 10 MPEG-PLGA-6 190 243 44.9 27.0 6.01 3.73 0.05
8 10 MPEG-PLGA-6 190 220 49.2 31.2 5.35 2.36 0.04
9 20 MPEG-PLGA-4 156 196 53.3 16.5 4.95 3.01 0.08
10 20 mPEG-PLGA-4 156 206 56.9 17.2 5.15 2.83 0.04
11 20 mMPEG-PLGA-6 190 215 52.3 14.6 7.70 3.41 0.04
12 20 mPEG-PLGA-6 190 224 47.7 15.6 8.75 4.17 0.04
13 40 mMPEG-PLGA-4 156 204 50.7 14.3 4.92 4,72 0.04
14 40 MPEG-PLGA-4 156 208 48.9 15.8 6.49 4.45 0.05
15 40 MPEG-PLGA-6 190 251 46.3 17.9 4.17 4.53 0.04
16 40 mPEG-PLGA-6 190 207 53.0 14.8 6.75 5.09 0.04
17 60 mMPEG-PLGA-4 156 229 47.6 11.6 6.83 4.14 0.06
18 60 mMPEG-PLGA-4 156 207 50.1 11.8 7.03 4.07 0.05
19 60 mMPEG-PLGA-6 190 239 47.5 14.0 6.85 6.08 0.02
20 60 MPEG-PLGA-6 190 227 49.9 14.5 7.47 6.02 0.03

Rata t (min) Lote A (nm) Peso(g) Muscul Corazén Bazo Pulmén Total
1 5 MPEG-PLGA-4 156 219 5.55 0.92 0.57 1.46 105
2 5 MPEG-PLGA-4 156 212 5.30 0.94 0.56 1.08 102
3 5 mMPEG-PLGA-6 190 237 6.18 0.67 0.71 0.92 100
4 5 MmPEG-PLGA-6 190 227 6.49 0.58 0.54 1.02 98.8
5 10 mMPEG-PLGA-4 156 191 5.08 0.32 0.45 0.76 85.9
6 10 mMPEG-PLGA-4 156 218 4.21 0.33 0.39 0.71 82.8
7 10 MPEG-PLGA-6 190 243 6.58 0.48 0.50 0.92 90.2
8 10 mPEG-PLGA-6 190 220 4.39 0.33 0.49 0.63 94.0
9 20 mPEG-PLGA-4 156 196 4.19 0.23 0.47 0.59 83.3
10 20 mPEG-PLGA-4 156 206 3.66 0.17 0.54 0.57 87.1
11 20 MPEG-PLGA-6 190 215 4.42 0.29 0.61 0.62 84.0
12 20 MPEG-PLGA-6 190 224 5.32 0.32 0.55 0.71 83.2
13 40 MPEG-PLGA-4 156 204 3.94 0.23 0.39 0.68 79.9
14 40 mPEG-PLGA-4 156 208 3.28 0.16 0.47 0.59 80.2
15 40 mMPEG-PLGA-6 190 251 4,18 0.26 0.44 0.54 78.4
16 40 mPEG-PLGA-6 190 207 3.72 0.26 0.49 0.43 84.6
17 60 mMPEG-PLGA-4 156 229 3.91 0.17 0.50 0.60 75.4
18 60 MPEG-PLGA-4 156 207 3.77 0.28 0.33 0.64 78.1
19 60 MPEG-PLGA-6 190 239 3.71 0.29 0.48 0.52 79.4
20 60 mMPEG-PLGA-6 190 227 6.04 0.35 0.62 0.57 85.5

Tabla 5.10.- Biodistribuciéon de *™Tc-nanoesferas de mPEG-PLGA 27000 en el animal entero

después de haber sido anestesiado. En la tabla se recoge el nimero de ratas estudiadas, los

tiempos, el diametro media de las nanoesferas antes de ser inyectadas (&£ medio(nm)), el peso del

animal entero, los porcentajes acumulados en cada 6rgano (relacion entre la actividad inicial

inyectada y la actividad multiplicada por cien) y el porcentaje total (suma de todos los porcentajes

de los 6rganos).
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6. CONCLUSIONES

Se optimiz6 un sistema para la elaboracion de nanoesferas. La forma de las mismas
se verificd mediante perfilometria, y su tamafio, comprendido entre 200 y 400 nm, por

perfilometria y por espectrocopia de correlacién foténica.

Se verifico mediante XPS la presencia del tensoactivo utilizado en la superficie de las
nanoesferas. El tensoactivo y los agentes utilizados no inhibieron por completo la

agregacion provocada por la liofilizacion.

Las relaciones de areas de las curvas de actividad — tiempo entre 0 y 60 minutos
respecto a las de los hematies fueron 15:1, 10:1 y 9,8:1 para las nanoesferas de
PLGA, PEG-PLGA y mPEG-PLGA, lo que supone una notable captaciéon hepatica de

estos sistemas.

La evaluacién farmacocinética de los ensayos de biodistribucién, llevada a cabo
mediante un modelo compartimental lineal de siete compartimentos, nos permite

concluir:

a. La principal diferencia radica en la constante de velocidad de transferencia entre el
compartimentos hematico y el hepatico reversible; los valores estimados para esta
constante de velocidad (s™), fueron 0,0099, 0,60, 0,25 y 0,19 para los hematies y
para las nanoesferas de PLGA, PEG-PLGA y mPEG-PLGA respectivamente.

b. Los voliumenes de distribucion hepatico en el equilibrio estimados, relativos al
volumen vascular (ml), fueron 0,060, 8,27, 2,00 y 2,14 para los hematies y para las
nanoesferas de PLGA, PEG — PLGA y mPEG — PLGA respectivamente, lo que
evidencia la gran capacidad de captacién de estos sistemas por el higado,

especialmente para las nanoesferas de PLGA.

Se propone un modelo experimental para el estudio in situ de la captacién hepatica. La

evaluacion de los resultados nos permite concluir:

a. Las tasas de extraccién de las nanoesferas fueron, en su conjunto, superiores a

las de los hematies, siendo estadisticamente significativas la diferencia de
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promedios entre las nanoesferas de PLGA y de PEG — PLGA y mPEG — PLGA,;

las diferencias entre estos dos grupos fueron no significativas.

b. Los tiempos medios de transferencia intrahepatica medidos a la salida del higado
se ordenaron en la forma mPEG — PLGA > PEG — PLGA > PLGA, si bien no se

observaron diferencias estadisticamente significativas.

a. Se propone un modelo tedérico para evaluar los ensayos de captacion in situ
basado en la convolucion numérica de la funcidon caracteristica del sistema
experimental con un modelo de dos compartimentos que describe la distribucién

hepatica de las nanoesferas.

b. Los tiempos medios de residencia intrahepatico medidos directamente, asi como
los estimados con el modelo propuesto se ordenaron en la forma mPEG-PLGA >
PEG-PLGA > PLGA, orden inverso al observado para los tiempos de residencia

globales , por lo que concluimos:

Primero: El menor tiempo de residencia de las nanoesferas preparadas a
partir de los polimeros derivados del PEG se deben fundamentalmente a
una reduccion del tiempo medio en el espacio sinusoidal.

Segundo: El tiempo medio de residencia en el copolimero de fijacién
reversible, es mayor para las nanoesferas elaboradas con los polimeros
derivados del PEG. Al no aumentar la tasa de extraccion, hemos de aceptar
gque el proceso de paso al compartimento 3 de acumulacién esta

parcialmente limitado por la presencia de PEG.
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