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Objetivos

General:

Determinacion de la farmacocinética pre-clinica
del nuatigenosido y otras biomoléculas
radiomarcadas obtenidas del extracto
semipurificado de raices de Solanum
sisymbriifolium Lam.

Especificos:

Validacion de la metodologia de marcaje radioisotopico
de biomoléculas.

Determinacion de parametros (ka, ke, t,,,, Bdi, V, Cl)
farmacocinéticos del extracto conteniendo la biomolécula
radiomarcada nuatigenodsido y otras biomoléculas.
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Nuatigenin-3-O-b-chacotriose
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Estudios previos de la biomolécula
TLC con solventes para control de calidad del
marcaje (metanol 10%, metanol 50%)
Curva de calibracion UV del NTG sin marcar

Barrido de HPLC con detector UV



Caracteristicas de los is6topos

125]

t,, : 59 dias

Muy baja energia:
Significant high-energy emissions: Gamma-rays at 35.5
keV (7% emitted)

93% internally converted to:

3.643 keV (86% as K-conversion)

30.5-31.1 keV (11% as L-conversion)

34.5-35.3 keV (3% as M- or N-conversion)
1.4 X-rays per decay (average) from K, (27 keV) and Kg
(31keV)

1.25 LMM Auger electrons (average) at 3.021 keV



Caracteristicas de los is6topos

oomT e
t.,.: 6 horas

1/2°

Emite de rapida deteccion 140 keV gamma rays y X
18,4 keV

Alta energia permite la generacion de imagenes



Marcaje

O

* 150 uL buffer + 100 uL NTG (dosis 1mg/Kkg)

» 150 uL buffer + 50 uL 251 (dilucion)secado en atm de N2
* 150 uL buffer + 100 uL NTG + 20 uL dilucién 1251
» 20 minutos de reaccién (agitacién ¢/ 5 min)

125]

 Purificacion del producto marcado
(eliminacion de residuos de ioduro) SepPak

* Obtencion fracciones H,O:TFA y MetOH:TFA
» Medicion de actividad 832 uCi fraccion MetOH:TFA

l. 162 mCi '25J




Control de calidad del marcaje

Rendimiento del marcaje: 81,3 %







Marcaje con 99™Tc
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Preparacion de la formulacion a administrar

El producto del marcaje purificado se incorpora a
una formulacion apropiada conteniendo la molécula
hasta lograr la concentracion y actividad especifica

requerida.



Reactivo bioldgico

O

Ratas machos sanos del CENPALAB con
un rango de masa corporal de 230-250 g.

Antes de la realizacion de los ensayos se
mantuvieron en condiciones convencionales
de alojamiento en jaulas de policarbonato
(Tecniplast, Italia) con encamado de bagazo,
agua y alimento peletizado ad libitum.



Diseno experimental

Tiempo de muestreo de sangre
Grupo Animal
1* 30 min 1h 3h 6h 12h 24 h
1 X X
2 X X
1
3 X X
4 X X
5 X X X
6 X X X
2
7 X X X
8 X X X
9 X X X X
10 X X X X
3
11 X X X X
12 X X X X
X Muestreo de sangre.

Muestreo de érganos y tejidos.




Preparacion de jeringuillas y recipientes de
muestreo

DOSIS: 2,41 ug NTG/animal
Concentracion: 1,24 mg/mL

Volumen a administrar:
0,24 mL/animal




Administracion y toma de muestra







Recoleccion de plasma y medicion de actividad
)

Ene, Modelo de recogida de datos para estudios de DES.R.PNO.003-2
Wl Biodistribucidon y farmacocinética Emisién No. 01
MEDICIONES DE 1LAS MUESTRAS Hoja: __ de__
Descripcion: Fecha:

) . Hora Hora de | Céodigo Muestra de: | Masa del | Alasa del | Actrmdad | Hora
Jesms. Admén. | muestreo [ muestra Vial leno | Vial vacio | Unid.: Medsc.




Posterior a la eutanasia se realizo la diseccion para la
colecta de los siguientes 6rganos y tejidos:

Higado
Bazo
Rinones
Corazon
Pulmones
Tiroides
Cerebro



Calculos y analisis estadisticos

7
‘ c Planilla de recogida de datos en estudios de biodistribucion v farmacocinética INCRIT.003-2
. Fecha:
CENTIS MUESTRAS DE DISECCION T eiots

Grupo 9 No. de 4
experimental: animal:
ADMINISTRACION
Fecha v hora 16-12-15 1327 17-12-15 1327

Higado Hi-2-4 2.7609 37344 0.9735 178906 02 17-12-15 13:55
Bazo Ba-2-4 2.7088 31915 03927 3709 02 17-12-15 13:55
Rifiones Ri-2-4 2.7942 4.5750 1.7817 37487 02 17-12-15 13:55
Corazon Co-2-4 2.8279 3.6903 0.8624 10528 02 17-12-15 13:55
Pulmones Pu-2-4 27742 3.9604 1.1862 19887 02 17-12-15 13:55
Tiroides Tr-2-4 2.8217 2.8041 0.0724 1612 02 17-12-15 13:55
Cerebro Cer-2-4 2.7927 4.4221 1.6294 1676 02 17-12-15 13:55




Se calcul6 el por ciento de dosis acumulada y el por ciento de dosis por mililitro en
cada muestra de plasma. A partir de estos datos se determiné la concentracién en
unidades de masa equivalente de la molécula en las muestras. Para ello se utilizo
una hoja de calculo de Microsoft Excel especialmente programada para esos fines.

Otras mediciones Promedio |Unidad| Fecha v Hora
Estandar: 39856 30840 60440 60031 17-12-15 14:03
Fondao: 11 4 12 13 10 17-12-15 14:03
Animal 4 Animal 5 Animal 6 Animal 4 Animal 5
- ADCO Jeringuilla 4 Jeringuilla 5 Jeringuilla & Jeringuilla 4 Jeringuilla 5
Factor 1.02 Factor 1.00 Factor 1.05 Factor 1.02 Factor 1.00
Muestra %D %Dlg %D %Dlg %D %Dlg %D YeDig %D %D/g
Higado 0.30 0.31 0.25 0.41 0.20 0.25
Bazo 0.10 0.25 0.12 0.35 0.08 0.21
Rifiones 064 0.36 0.87 0.49 0.45 0.24
Corazon 0.18 0.21 0.34 0.27 0.08 0.09
Pulmones 0.34 0.29 0.22 0.21 0.18 0.13
Tiroides 0.03 0.38 2.05 2213 15438 79.95
Cerebro 0.03 0.02 0.02 0.02 0.03 0.02

%D %D

promedio DE. CW promadio DE. v
0.25 0.05 20.60 0.32 0.08 24.52
0.10 0.02 2047 027 0.07 26.38
0.69 0.26 38.01 037 0.12 3412
0.20 0.13 £2.94 0.19 0.09 43.70
0.25 0.08 32.96 021 0.08 37.74
5.85 3.40 143 49 3415 4113 12042
0.03 0.00 12.20 0.02 0.00 5.95




Monolix, version 4.3.2, Lixoft, Paris, Francia

Utilizando el sistema MONOLIX se determin6 el modelo
estructural de mejor ajuste de los perfiles de concentracion
en plasma con relacion al tiempo y se realizaron los calculos

de los parametros farmacocinéticos.

DESCRIPTION:
Ensayo preclinico, OCC, dos absorciones simultaneas, dos picos de absorcion

INPUT:
parameter = {kai, ka2, Tlag, V, k}

PK:

compartment(cmt=1, concentration=Cc, volume=V)
absorption(cmt=1, ka=ka1)

absorption(cmt=1, ka=ka2 , Tlag)
elimination(cmt=1, k)

OUTPUT:

output = {Cc}




Resultados
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Discusion y conclusion

Marcaje 6ptimo con 251 de la biomolécula de interés,
se requieren de meétodos de purificacion mas
selectivos antes del marcaje.

Con relacion al primer pico maximo de absorcion,
éste se logra a las 1,2 h; se observa un volumen de
distribucion elevado y bajo porcentaje de captacion
en oOrganos, lo que permite concluir en primera
instancia, que la sustancia posee un t, de
eliminacion muy pequeno (rapida distribucion) y
rapida eliminacion (clearance elevado).



Discusion y conclusion

Con relacion al segundo pico maximo de absorcion
se concluye que se debe definir si corresponde a una
cinética de Michaelis-Menten de saturacion o de 2do
orden, para lo cual se deberia repetir el ensayo con
tiempo de muestreo minimo de 72 horas,
considerando el patron de excrecion.

Se requiere cambio de condiciones de reaccion con
99mTc para mejorar la eficiencia del marcaje del
nuatigenosido.

Se debe adicionar perfil de excrecibn para
seguimiento del radiofarmaco en orina y heces.







