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Resumen

La produccién de medicamentos es hoy muy demandada debido al alto rigor que imponen las regula-
ciones y normativas actuales. Ese rigor no es solo aplicable a las facilidades de fabricacién, sino que
también es exigido en la fase de investigacion y desarrollo. Nuestro pais se destaca actualmente por
una industria biotecnoldgica creciente que ha puesto ya en el mercado nacional e internacional impor-
tantes medicamentos de probada eficacia en el tratamiento de patologias como el cancer. El Centro
de Isétopos es una institucidn, cuyas instalaciones estan a disposicién de esa industria, brindando
una plataforma de trabajo para llevar a cabo investigaciones que permitan dar respuesta a estudios de
biodistribucion y farmacocinética en modelos experimentales relevantes. Durante los afios de expe-
riencia en estas actividades se ha contribuido a la investigacién y desarrollo de productos de diversa
naturaleza como los biotecnolégicos, experimentando una evolucién hacia la puesta a punto de nuevas
tecnologias y a la incorporaciéon de metodologias mas adecuadas a los estandares actuales. La aplica-
cién del marcaje de moléculas con is6topos radiactivos ha demostrado su vigencia, especialmente en
su conveniencia para obtener imagenes de distribucion de los farmacos y su cinética. Se dispone de
técnicas para dar respuesta a las mas importantes investigaciones que se demanden.

Palabras claves: péptidos, anticuerpos monoclonales, tratamiento de imagenes, medicamentos, estandar,
manufactura

Non clinical research at CENTIS supporting
biotechnological and pharmaceutical industry

Abstract

Drugs production is a highly demanding industry because of the high rigor of current regulations and
standards which apply to manufacturing facilities. They are also required in the research and deve-
lopment stage. Our national biotechnological industry is developing and producing important drugs
for national and international market to treat diseases like cancer. The Isotope Centre is an institu-
tion supporting such a development by means of a work platform to carry out researches in the field
of pharmacokinetic and biodistribution in experimental models. Accumulated experience allows us to
contribute to research and development of different kind of products (i.e. biotechnological), what re-
presents a move towards the development of new technologies and the incorporation of appropriate
methodologies to current standards. Radiolabeling is still a convenient choice to obtain images of drug
distribution and kinetics. With the techniques currently available and those to be used in a near future,
we can undertake to the most important researches required.

Key words: peptides, monoclonal antibodies, image processing, drugs, biotechnology, standards, industrial
plants, manufacturing

Introduccion

George Hevesy, descubridor del método de los in-
dicadores radiactivos, inicié sus trabajos con animales
de laboratorio en 1924, identificando aspectos meto-
dolégicos claves como la seleccién del radisétopo y el
establecimiento de modelos experimentales. Sus resul-

tados, publicados en 1937, se relacionan con investi-
gaciones del tejido éseo, marcaje de glébulos rojos de
la sangre, acidos grasos, estudios de permeabilidad,
metabolismo del hierro, efectos biolégicos de las radia-
ciones, aplicaciones en botanica, entre otros [1], por lo
que se considera el pionero de los estudios biomédicos
con sustancias radiactivas y en alguna medida, padre
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de la medicina nuclear. La preparacién de di-iodofluo-
resceina marcada con ®'l por Moore en 1948 da origen
al concepto de marcaje al incorporarse un radionuclido
a una molécula especifica [2]. Como el hidrogeno vy el
carbono son los elementos quimicos mas abundantes
en las moléculas de naturaleza bioldgica, sus radiséto-
pos *H y el *C han sido muy utilizados desde entonces,
siguiéndole %S, 32P, 33p, 125] vy 5%Fg¢, entre otros [3]. Hoy
dia han ganado particular importancia aquellos que
permiten obtener imagenes in vivo como *mTc, 1251, 13|,
"C, '8F, asociado también a las investigaciones clinicas
con el uso de moléculas marcadas como componentes
esenciales de radiofarmacos. Los primeros radiofarma-
cos derivaron de farmacos convencionales como el aci-
do iodohipurico, medio de contraste en radiografia que
al ser marcado con ¥l en 1960 por Tubis [4] se convir-
tié desde entonces en estandar de oro para la evalua-
cion de la funcién excretora de los riflones mediante la
medicién del flujo plasmatico renal (FPR). El FPR es una
medida del aclaramiento renal, una aplicacién concreta
de la farmacocinética en la medicina nuclear.

Los estudios farmacocinéticos con sustancias ra-
diactivas son la base de las aplicaciones en medicina
nuclear y de la evaluacién dosimétrica de radiofarma-
cos. Pero ademas, son una herramienta esencial en
el desarrollo de medicamentos. La farmacologia por
su parte, ha contribuido también con modelos expe-
rimentales, tanto in vitro como in vivo para la evalua-
cién de radiofarmacos. Al mismo tiempo la medicina
nuclear, a través de su instrumentacion y metodologia,
ha hecho un importante aporte en estudios farmacoci-
néticos y farmacodinamicos en animales vinculando-
se estrechamente ambas especialidades y brindando
un puente entre la evaluacién preclinica y clinica [5].
En oncologia dos de los mas relevantes protocolos
clinicos, la fluorodeoxigludosa (FDG) para cuantificar
el metabolismo tisular e inflamacion y la fuorotimidina
(FLT) para cuantificar la proliferacién celular son de los
procedimientos mas utilizados en investigaciones pre-
clinicas [6-9]. El 2°'TI para evaluar la variable perfusion
y un péptido marcado con **"Tc, que reconoce recep-
tores de integrinas como trazador de angiogénesis, se
han utilizado para evaluar la influencia de una metalo-
proteinasa constitutiva en la recuperacién de infartos
de miocardio en modelos con ratones transgénicos.
La instrumentacion utilizada es el micro SPECT [10].
Interés particular revisten los estudios imagenolégicos
en el largo y engorroso proceso de aprobacién de nue-
vos medicamentos, ya sean farmacos o radiofarmacos.
El cuerpo humano, como el de todo ser viviente, es un
sistema muy complejo y la adquisicién de datos esta-
ticos y dinamicos resulta en una gran cantidad de in-
formacién. Uno de los mayores retos para investigado-
res y clinicos es como adquirir, procesar y mostrar esa
vasta informacién de forma que se pueda interpretar y
transformar en métodos de diagndstico y terapéuticos
mas utiles. En muchos casos el enfoque mas conve-
niente para enfrentar ese reto es la presentacion de esa
informacion en imagenes [11], las cuales contribuyen

a agilizar la evaluacién de nuevas moléculas de diag-
nostico y facilitan el estudio de los efectos farmaco-
l6gicos de drogas para el cancer, Alzheimer, terapia
génica, etc. [12]. La explicacion es sencilla: estas téc-
nicas pueden reducir en un tercio el tiempo de ensayo
en las fases | y Il de aprobacion de un farmaco, con la
disminuciéon del costo en el proceso de investigacion.
Existen revisiones de modalidades de imagenes, ba-
sadas en diferentes principios fisicos, que han ido
ganando espacio paulatinamente a medida que se le
han dado soluciones a los aspectos técnicos que im-
plica su utilizacion en modelos experimentales [13-15].
Las tecnologias imagenolégicas basadas en diferencias
fisicas pueden distinguir al tejido normal del patologi-
co sin considerar los eventos moleculares especificos
responsables de la enfermedad. Ha sido necesario un
cambio de enfoque para explotar la posibilidad de son-
dear eventos fisiolégicos, bioquimicos o moleculares.
Este cambio de enfoque, desde lo no especifico a lo
especifico, representa un cambio cualitativo importante
por cuanto nos provee del potencial para entender y
caracterizar tempranamente las enfermedades y eva-
luar la eficacia de su tratamiento, siguiendo un trayecto
que ha conducido a lo que conocemos hoy como ima-
gen molecular [16].

La tomografia por emision positronica (PET) y la
tomografia por emisién monofoténica (SPECT), se han
resefiado bien [14], constituyendo herramientas ideales
para la investigacién y desarrollo de medicamentos, ya
que permiten medir las variaciones de concentracién
de la droga en los tejidos antes no accesibles, la farma-
cocinética, a la vez que se observa el proceso de efecto
de la droga, la farmacodinamia.

Investigaciones no clinicas
en el Centro de Is6topos

Lo primero fue el desarrollo de métodos de mar-
caje, iniciado antes de inaugurarse el CENTIS: pros-
tanoides [17,18], Policosanol (PPG), G1 (un producto
para infecciones de la piel), antibioticos, entre otros,
con algunos ensayos en animales. La investigacién
y produccion de farmacos novedosos por parte de la
industria biotecnoldgica nacional estimularon los estu-
dios de farmacocinética y biodistribuciéon en animales
de laboratorio, siendo una de las funciones actuales del
Centro de Isétopos, dada sus instalaciones Unicas y la
experiencia adquirida por sus especialistas. Al tratarse
como regla, de productos en desarrollo, cada estudio
ha devenido de hecho en una investigacién. En 15 afios
han sido numerosos, nos referiremos a los mas impor-
tantes como la Melagenina, farmaco cubano Unico en
su tipo para el tratamiento eficaz del vitiligo desarrolla-
do en el Centro de Histoterapia Placentaria. Marcada
la molécula con "2, se realiz6 un detallado estudio de
absorcién percutanea in vivo en ratas e in vitro en cel-
das de difusion, este ultimo sin antecedentes en el pais.
El objetivo, probar que el producto de uso topico, no se
incorporaba al lecho vascular, factor que contribuyé a
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su registro médico. Siguiendo la linea de la absorcién
percutanea se evaluaron cinco formulaciones diferentes
de Propionato de Clobetasol, trabajo realizado a solici-
tud del Centro de Investigacién y Desarrollo de Medica-
mentos. El Clobetasol es un antiinflamatorio esteroidal
de elevada potencia también de uso topico en el trata-
miento de diversas patologias de la piel. Su aplicacion
crénica presenta serias reacciones adversas y de ahi la
necesidad de obtener una formulacién encapsulada en
liposomas capaz de concentrar la mayor cantidad del
medicamento en el sitio de aplicacién reduciendo su
absorcion sistémica. El trabajo realizado permitié com-
probar la hipétesis inicial en relacion con la nueva for-
mulacién, dando lugar a una patente de invencién [19].
Mas recientemente la colaboracién se ha centrado en
estudios sobre productos lideres, asociados al recep-
tor del factor de crecimiento epidérmico (EGF-r) blanco
celular, de interés desde hace varios afios, en el de-
sarrollo de farmacos para el tratamiento de patologias
relacionadas con este receptor. EIl EGF-r se expresa o
sobre-expresa en una gran variedad de tumores soélidos
humanos. Las aplicaciones oncoldgicas de radiofarma-
cos cubanos basados en anticuerpos monoclonales
dirigidos al EGF-r se tratan por su importancia en otro
trabajo de esta revista. Uno de los primeros esfuerzos,
la obtencion del perfil farmacocinético del anticuerpo
monoclonal hR3, llevado a cabo en CENTIS en monos
verdes resulté un significativo hito que puso en tensién
durante 3 meses a esta institucién, a investigadores
del Centro de Inmunologia Molecular, al Centro Na-
cional para la Produccion de Animales de Laboratorio
y al Centro Nacional de Seguridad Nuclear, resultan-
do una experiencia Unica de integracion y esfuerzo en
funcién de un obijetivo. Se realizaron también estudios
en ratas con radiofarmaco para diagnéstico marca-
do con *mTc y para terapia marcado con '®Re e Y.
El Heberprot es una formulacién del Centro de Ingenie-
ria Genética y Biotecnologia (CIGB), resultado de los
estudios del EGF-r. Su aplicacién local en ulceraciones
de extremidades en pacientes diabéticos, ha permitido
implementar un tratamiento efectivo ante esta compli-
cacion, muy frecuente en esta patologia y que condu-
ce frecuentemente a la amputacion del miembro. Bien
probada la utilidad clinica del Heberprot, quedaban
factores por caracterizar, desde el punto de vista ex-
perimental. El marcaje del producto con %I se realizd
mediante el método del ioddégeno [20], la purificacion
por exclusiéon molecular, los estudios de farmacocinéti-
cay biodistribucién en ratones y ratas después de una
administracion y a dosis repetidas. Muy recientemente
se concluyé la evaluacion de su absorciéon en un mo-
delo de lesion granulada inducida en conejos. En este
Ultimo trabajo se emple6 la gammagrafia y el marcaje
con ¥ para evaluar la velocidad de decrecimiento del
EGF radiomarcado después de aplicado en la lesion,
con un disefio experimental que comprendié variables
como la dosis y el volumen administrado. Los resulta-
dos de estos trabajos seran publicados en breve. En
todos los casos, tanto el rendimiento de marcaje como

la pureza radioquimica después de la purificacion re-
sultaron satisfactorios para la posterior administracion
en el modelo experimental. Acudiendo a otras técnicas
analiticas como el ELISA se comprobd la veracidad de
los datos aportados mediante el marcaje y andlisis ra-
diométrico.

La metodologia mas utilizada por CENTIS es el ana-
lisis compartimental, siguiendo el enfoque tradicional o
poblacional en dependencia del disefio experimental.
Otras herramientas fueron las simulaciones del compor-
tamiento de la molécula a diferentes regimenes de do-
sis, muy util en la optimizacién de estudios posteriores.
La utilidad de la aplicacién de medios imagenoldgicos
se aprecia en la biodistribucién ['?°[]-EGF en ratones (fi-
gura 1). Solo el sitio de administracion al inicio, la orina
a las cuatro horas y la tiroides después de las ocho
horas son significativamente visibles, este ultimo sitio
debido a la degradacién in vivo de la molécula.
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Figura 1. Biodistribucion del ['°I]-EGF en ratones observada mediante gammagra-
fia. La flecha indica el sitio de administracion subcutanea.

Al aplicarse la gammagrafia, la desaparicién de la
molécula del sitio de administracién se puede medir fa-
cilmente en el transcurso del tiempo con un nimero re-
ducido de animales, de lo contrario el estudio farmaco-
cinético se limita a la determinacion de concentraciones
en sangre. Este principio, vinculado a un disefio experi-
mental basado en el enfoque poblacional, fue aplicado
en el indicado modelo de lesion inducida en conejos.
Otro objeto de estudio han sido los péptidos como el
CIGB-300 con demostrada actividad antitumoral en mo-
delos experimentales y que se encuentra en evaluacién
clinica. Por la naturaleza de su actividad farmacoldgica,
es conveniente la adquisicién de imagenes, por lo que
fue marcado por método directo con **™Tc, aprovechan-
do la propia estructura del péptido. Enfoques similares
han sido propuestos por otros autores para el desarrollo
de radiofarmacos basados en radisétopos de Re [21].
La evaluacion farmacocinética y de biodistribucion se
realiz6 en animales sanos y en modelos tumorales. Los
disefios experimentales siguieron igualmente el enfoque
poblacional, y el calculo de los parametros farmacociné-
ticos se baso, en la mayoria de los casos, en el analisis
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compartimental. Los estudios abarcaron: farmacocinéti-
ca y biodistribuciéon en ratas sanas por via intravenosa,
subcutanea e intramuscular, farmacocinética y biodistri-
bucién en ratones con xenoinjerto de tumor, administran-
do por via intravenosa, subcutanea e intraperitoneal.

La imagen gammagrafica jugd un papel importante
en los modelos de tumores y en la administracién sub-
cutanea, por cuanto no solo se visualiza y cuantifica la
captacion en el tejido blanco, sino también se cuantifi-
ca su aclaramiento desde el sitio de administracion. De
esta forma, aplicando la modelacién compartimental
con un balance de masas apropiado se pueden esta-
blecer las tasas de intercambio entre el sitio de admi-
nistracion y los probables blancos. También se pueden
introducir variables categéricas como la dosis o el sitio
de absorcion o covariables como el tamafo del tumor.

En la figura 2 se observa una imagen gammagrafica
de la distribucién del péptido CIGB-300 en ratones con
xenoinjerto de tumor. El tumor implantado se encontra-
ba en la cara interna del muslo derecho.

Figura 2. Imagen gammagrafica del péptido CIGB-300 en modelo tumoral en raton,
la flecha indica la zona del tumor.

El radiomarcaje disefiado se ha utilizado tanto en
modelos experimentales como en ensayos clinicos, al-
gunos resultados ya se han publicado [22-24].

Otro trabajo importante es el de los estudios de
biodistribucién y farmacocinética a productos natura-
les como la mangiferina, componente fundamental del
Vimang con propiedades antioxidantes. CENTIS a su
vez ha prestado atencién al desarrollo de su nomencla-
tura de radiofarmacos, con la realizacién de estudios
similares. Sirva de ejemplo el Fosfato de Cromo (lll)-*2P
para el tratamiento de la sinovitis crénica, ya en aplica-
cién clinica [25,26].

Metodologia de trabajo

El equipo multidisciplinario de CENTIS realiza el
marcaje de la molécula, la preparacion del mode-
lo en animales y la parte experimental. Los disefios
de experimentos implican en muchos casos la rea-
lizacibn de imagenes gammagraficas. Los estudios

de biodistribucion se realizan, tanto por diseccién y
conteo directo de las muestras de érganos y tejidos
como por procesamiento de imagenes gammagrafi-
cas. Para ello se cuenta con herramientas de calculo
elaboradas especificamente para estos fines como
hojas de calculo que forman parte de un sistema in-
formatizado Unico junto a los sistemas de procesa-
miento de imagenes basados en plataformas libres.
En los estudios farmacocinéticos se ha utilizado funda-
mentalmente el andlisis compartimental aprovechando
las posibilidades que brinda los datos de biodistribu-
cién, especialmente cuando provienen de imagenes
gammagraficas seriadas. Esta es una de las ventajas
que aporta la imagenologia, por cuanto se pueden rea-
lizar disefios experimentales mas completos con un nu-
mero menor de animales y se obtiene una cantidad de
informacion mayor. Con estas posibilidades se pueden
hacer analisis farmacocinéticos, aplicando disefios de
datos escasos (“sparse data”) o de perfiles incompletos
por individuos. El analisis se conoce como farmacoci-
nética poblacional y se basa en la modelacién no lineal
de efectos mixtos descrita por Sheiner y col. [27]. Este
enfoque, aplicado en la evaluacion farmacocinética y
farmacodinamica esta cobrando cada dia mas aplica-
cién en la practica clinica y experimental, porque apor-
ta una poderosa herramienta de analisis adaptable a un
sin numero de situaciones.

El analisis permite que los estudios de farmacoci-
nética y farmacodinamia se desarrollen bajo condicio-
nes de recogida de datos menos estricta o restringi-
da por cuanto la unidad de analisis no es el individuo
sino la poblacién. Las muestras pueden ser escasas,
no balanceadas o fragmentarias en comparacion con
el enfoque tradicional que exige esquemas de mues-
treos rigidos y extensos [28]. De esta forma, combina-
do con un adecuado andlisis matematico y estadistico
se convierte en una alternativa a los disefios exhausti-
vos y cuenta desde hace tiempo con normativas para
su aplicacion [29].

Desde el punto de vista experimental también ha
cobrado relevancia y se ha sugerido su uso en anima-
les como enfoque especial en algunas normativas [30].
Hoy dia es cada vez mas frecuente su aplicacién en
farmacocinética experimental [31,32] y toxicologia [33].
El sistema de calculo farmacocinético adoptado recien-
temente en CENTIS es el MONOLIX [34], cuyo algorit-
mo SAEN (stochastic approximation expectation maxi-
mization), ha demostrado ser robusto y con buenas
posibilidades de modelacién y simulacién en estudios
farmacocinéticos y farmacodinamicos [35]; se puede
emplear en el andlisis de datos continuos y discretos,
proporcionando estimados precisos de los parametros
y de su error estandar con un tiempo de procesamiento
mas rapido que otros algoritmos. Un estudio farmaco-
cinético tipico se puede realizar con un disefio expe-
rimental como se resume en la tabla. Este se podria
aplicar, por ejemplo, a anticuerpos monoclonales por
ser usualmente de lento aclaramiento. Las ventajas
son: con solo dos a tres muestras de no mas de 70 mi-
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crolitros por idividuo no se altera hemodinamicamente
el animal, basandonos en su volumen de sangre total,
se pueden agrupar los individuos introduciendo puntos
intermedios de eutanasia para diseccién y biodistribu-
cién y se utilizan menos animales en el disefio. Otras
técnicas analiticas pueden necesitar un volumen mayor
de muestra, en cuyo caso adquiere mayor valor el di-
sefio.

Aplicando la modelaciéon descrita a este disefio
se obtienen los parametros farmacocinéticos pobla-
cionales e individuales con sus respectivos errores.
La influencia de determinados factores sobre ellos se
realiza mediante andlisis categorico o de covariables.
Este enfoque se ha aplicado con éxito en nuestras in-
vestigaciones obteniéndose estimados poblacionales
e individuales de los parametros farmacocinéticos con
errores relativos inferiores al 20%. La experiencia técni-
ca en la ejecutoria también juega un papel importante,
por lo que los datos escasos no pueden ser una conse-
cuencia del desempefio, son una necesidad de disefio
basada en aspectos éticos y practicos en experimen-
tacién animal.

Diseio experimental tipico de perfiles
individuales incompletos

Grupo | ID | 1min |30 min| 1h | 4h | 8h | 12h | 24h | 48h

1 X X

1 2| X X
3| X X
4 X X X

2 5 X X X
6 X X X
7 X X X

3 8 X X X
9 X X X
X Muestreo de sangre.

Eutanasia, muestreo de drganos y tejidos.

Como perspectiva de trabajo inmediata tenemos la
puesta a punto proximamente de sistemas tomografi-
cos SPECT y un microPET/CT con lo que aumentaria
cualitativamente y cuantitativamente las posibilidades
de experimentacién junto con el establecimiento del
Sistema de Buenas Practicas en investigaciones no
clinicas. Otros ensayos seran incorporados a nuestro
arsenal como los ensayos in vitro en cultivos celulares,
una vez que estén creadas las condiciones para ello.

Conclusiones

El CENTIS ha probado que puede abordar tareas de
marcaje de moléculas de diversa naturaleza y realizar
estudios de farmacocinética en modelos experimen-
tales en animales de laboratorio con posibilidades de
abarcar desde roedores hasta primates no humanos.

Los resultados obtenidos han contribuido a la con-
formacién de los expedientes exigidos por los érganos
reguladores nacionales e internacionales para iniciar
ensayos clinicos de productos lideres de la industria
biotecnoldgica nacional.

Si bien no siempre se ha contado con los medios
mas apropiados, el rigor de los datos suministrados ha
sido adecuado, probandose que no se trata solamente
de disponer de herramientas, sino de saberlas utilizar
apropiadamente.
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