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RESUMEN

El término terandstico hace alusién a vectores con reconocimiento molecular especifico
gue proporcionan un diagnéstico no invasivo y/o terapia de forma simultanea y/o
consecutiva para diversas enfermedades, en una misma formulacion. Algunos de los
sistemas terandsticos se han marcado con radionuclidos emisores de particulas
cargadas. Estas particulas pueden producir radiacion Cerenkov al viajar a velocidades
superiores a la velocidad de la luz en un medio dieléctrico como el tejido biologico. El
uso potencial de la radiacion Cerenkov se ha extendido a nivel preclinico y clinico como
herramienta para obtener imagenes moleculares y/o como fuente de excitacion en

terapia fotodinamica.

El objetivo general de la primera parte del proyecto fue preparar y caracterizar
guimicamente a los péptidos radiomarcados *°"Tc-CXCR4-L y 7/Lu-CXCR4-L para la
adquisicion de imagenes preclinicas de tumores positivos al receptor de quimiocina-4
(receptor CXCR-4), el cual se sobreexpresa en distintos tipos de cancer. Ambos
péptidos radiomarcados se obtuvieron con alta pureza radioquimica (>98.5%). Se
evalud la capacidad de los compuestos para detectar el receptor CXCR-4, empleando
las lineas celulares de cancer de mama humano y de glioma de rata, DU-4475 y C6,
respectivamente. Los valores de Kd y Bmax calculados por ensayos de saturacion,
confirmaron la afinidad de ambos compuestos hacia el receptor CXCR4 expresada en
las células DU-4475 y C6. Los estudios de biodistribuciébn en ratones con tumores

inducidos con células DU-4475 y C6, mostraron una rapida eliminaciéon sanguinea,



renal y hepatobiliar de ®*™Tc /*’’Lu-CXCR4-L, asi como una buena captacion en los
tumores para ambas lineas celulares. Las imagenes de ratones micro SPECT/CT,
indican el potencial teranéstico del par %°™Tc-CXCR4-L y 77Lu-CXCR4-L. Los
resultados justifican el realizar una investigacion adicional para evaluar la eficacia

terapéutica y la dosimetria de 1’’Lu-CXCR4-L.

En la segunda parte del proyecto, se prepararon nanoparticulas rHDL cargadas con
rodaminas para su aplicacion en terapia fotodinamica usando como fuente de
excitacion radiacion Cerenkov (RC) proveniente del 77Lu. Se prepararon vy
caracterizaron fisicoquimicamente los sistemas rHDL-R6G, rHDL-R123 y rHDL-RB,
utilizando como fotosensibilizadores, a las rodaminas (R) 6G, B y 123. Los estudios de
espectroscopia UV-Vis mostraron que la encapsulacion de las R en las rHDL produjo
cambios batocromicos en el maximo de absorcion de las R: R6G= 525 nm, R123= 500
nm y RB= 555 nm, mientras que en las rHDL los valores fueron: R6G= 535 nm, R123=
512 nm y RB= 560 nm. Los nanosistemas rHDL se obtuvieron con tamafios de particula
de 52.8 a 72.9 nm y potencial Z de -22.3 a -28.8 indicando estabilidad en la suspensién
de las nanoparticulas. La internalizacién de las R transportadas por las rHDL en las
células T47D, fue mayor para la R6G que para R123 y RB. El bloqueo de receptores
SR-B1 en las células T47D permitié confirmar que las rHDL-R tienen reconocimiento
especifico a SR-B1. Los estudios de citotoxicidad inducida por las rHDL-R en presencia
de radiacion Cerenkov derivada del Lu-177 muestra un efecto fotodinamico donde la
combinacion mas efectiva correspondi6 a rHDL-R6G. Asimismo, la produccién

intracelular de especies reactivas de oxigeno (ROS) fue mayor en las células tratadas



con rHDL-6G e irradiadas con 532 nm. Estos resultados proporcionan informacién de la
eficiencia de la terapia fotodinamica en los sistemas evaluados, ya que la cantidad de
ROS intracelulares es proporcional al dafio celular inducido. Todos los resultados
obtenidos indican que el sistema rHDL-R6G/Y’Lu es una alternativa viable como

sistema terandstico multimodal que combina TFD-radioterapia-imagen.
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INTRODUCCION

En afos recientes, las investigaciones en medicina nuclear van dirigidas a identificar
anormalidades en etapas iniciales de la progresion de una enfermedad, lo que
permitiria proporcionar un tratamiento oportuno y a un costo mas accesible.
Persiguiendo este proposito, se han desarrollado y evaluado agentes terandsticos

(Ferro-Flores et al., 2015; Fan et al., 2019).

El término terandstico hace alusion a vectores con reconocimiento molecular especifico
gue proporcionan un diagndéstico no invasivo y/o terapia de forma simultanea y/o
consecutiva para diversas enfermedades, en una misma formulacién (Ferro-Flores et
al., 2015). Algunos de los sistemas terandsticos se han marcado con radionuclidos
emisores de particulas cargadas B~ (*'’Lu) o B* (*¥F), las cuales ademas producir un
efecto terapéutico y/o de diagndstico, respectivamente; estas particulas producen RC
al viajar a velocidades superiores a la velocidad de la luz en un medio dieléctrico como
el tejido bioldgico. La RC ha emergido como herramienta para obtener imagenes de
luminiscencia o como fuente de excitacion en terapia fotodinamica. A pesar de que el
77Lu es uno de los radiondclidos que mas se utiliza en terapia y/o adquisicion de
imagenes nucleares (Leon-Rodriguez, 2013), limitados trabajos evalian su potencial
como fuente de emisién Cerenkov. La aplicaciéon de la radiacion Cerenkov del ¥7Lu a

sistemas teranaosticos dirigidos a blancos moleculares como receptores de quimiocina-
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4 o SR-B1, fomentan el desarrollo de alternativas terapéuticas y/o de diagnostico.
Estas alternativas pueden estar basadas en la interaccion especifica ligando-receptor
en combinacion con la incorporacion de moléculas dentro de sistemas de liberacion a

escala nanométrica, tales como las rHDL.

La presente investigacion se realizd persiguiendo dos objetivos principales, el primero
fue evaluar la capacidad del sistema °°"Tc-CXCR4-L /*"/Lu-CXCR4-L para detectar al
receptor de quimiocinas-4 con la finalidad de obtener imagenes preclinicas. El segundo
objetivo fue preparar y evaluar a un sistema teranéstico basado en rodaminas, las
cuales previamente han demostrado propiedades fotodinAmicas al ser excitadas con
radiacion Cerenkov. Las rodaminas se encapsularon en rHDL para facilitar la
internalizacién especifica en las células de céncer positivas al receptor SR-B1.
Ademas, se afadié /Lu como fuente de radiacién de Cerenkov y se evalué su

potencial en terapia fotodinamica.

Aplicacidn de la radiacion Cerenkov de 77Lu a sistemas 6
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I. ANTECEDENTES

1. Radiacion Cerenkov en Medicina Nuclear

La radiacion de tipo luminoso emitida por una particula alfa o beta, que se desplaza en
un medio dieléctrico a una velocidad superior que la luz en dicho medio, se denomina
radiacion de Cerenkov o Cherenkov (Bernhard et.al, 2014). Dada la velocidad tan alta a
la que se mueven las particulas, se polarizan e inmediatamente liberan energia en
forma de radiacion UV-visible (Figura 1) y se produce una onda de choque foténica. La
energia y el indice de refraccion del medio, son factores que condicionan la emisién de

RC (Jiménez-Mancilla et al, 2019).

Cherenkov y Vavilov, fueron pioneros en el estudio de la RC emitida por liquidos y
solidos con una fuente de 2??°Ra, detectada mediante placas fotogréficas. Sus
investigaciones permitieron caracterizar a este fendmeno luminoso, estableciendo que
sus propiedades eran distintas a las de la luz fluorescente. Los primeros en dar una
explicacion tedrica a este fendmeno fueron Frank y Tamm, basandose Unicamente en

las ecuaciones de Maxwell (Bernhard et.al,2014).

Aplicacion de la radiacion Cerenkov de "7Lu a sistemas 7
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Figura 1. Resplandor azul de la radiacion de Cherenkov
procedente un reactor nuclear. Fuente: Revista Nature, “How a
particle racing through a vacuum leaves a trail of blue light” , Mayo
de 2019.

1.1. Producciény transporte de RC en tejido

En medicina nuclear, es de interés el desarrollo de técnicas no invasivas dirigidas a la
obtencibn de imagenes moleculares (imagenes O&pticas generadas por RC) vy
produccion de un efecto terapéutico en enfermedades como el cancer (p. ej. terapia
fotodinamica). Sin embargo, la produccion de RC en el tejido biolégico es un proceso
complicado, debido a las diferentes interacciones que pueden llevarse a cabo entre las
particulas cargadas y las biomoléculas. Se han estudiado una variedad de
radiontclidos como el *8F, 12N, 64Cu, 8Zr, 0y, 131y 177 u, para la produccién de CR en

el tejido biolégico. Das y cols. presentaron evidencia de la obtencién de imagen

Aplicacion de la radiacion Cerenkov de 77Lu a sistemas 8
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preclinica por RC para el diagnéstico de linfoma empleando ®F-FDG. Wood y
Ackerman, realizaron una investigacion referente al uso de 22°Ra, 2*?Pb y *°Tb en
terapia alfa dirigida y en la produccion de imagenes preclinicas (Das et al., 2018; Wood

& Ackerman, 2016).

Las particulas B cargadas, ya sean positrones o electrones liberados por desintegracion
radiactiva, interactian con las moléculas de agua circundantes en los tejidos. Esta
interaccibn se limita a wunos pocos milimetros alrededor del radiondclido.
Posteriormente, las moléculas de agua quedan orientadas al azar para después
alinearse con las particulas cargadas que estan presentes en el medio. De esta
manera, los atomos circundantes quedan polarizados, originando un frente de onda
coherente que emite fotones y electrones secundarios cuando el medio se relaja, de
acuerdo con el principio de Huygens. La mayor parte de las interacciones con fotones,
son eventos Compton, con energia cinética por debajo del umbral de Cerenkov
(Ruggiero et al., 2010). La produccion de RC, también puede derivarse a partir de

electrones secundarios con energia cinética por encima del umbral de Cerenkov.

Para los electrones y positrones, el umbral de Cerenkov en el tejido es
aproximadamente 220 keV. El espectro de emisién de Cerenkov tiene un pico en el
azul ultravioleta y es posible determinarlo empleando la formula de Frank y Tamm.
Existen estudios que estiman el rendimiento de luz Cerenkov proveniente de
radionuclidos. De acuerdo con Gill y cols, el rendimiento de luz de Cerenkov

proveniente de °°Y es de 47.3 fotones/desintegracion, para 8F se encuentra entre 1.0-

Aplicacion de la radiacion Cerenkov de "7Lu a sistemas 9
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3.5 fotones/desintegracion, para ''C se calculé en 6.87 fotones/desintegracion, por citar
algunos (Gil et al., 2015). Cuando se genera la RC dentro del cuerpo, inicia un proceso
de absorcién oOptica debido a moléculas de grasa, agua y hemoglobina, sin embargo;
en contraste con lo que sucede con los haces de radiacion externa, esta absorcion es

minima para la RC (Beattie et al., 2012).

1.2. Imagenes de luminiscencia de Cerenkov (CLI)

La RC permite obtener imagenes de la distribucién espacial de biomoléculas o niveles
de expresion de genes o de proteinas especificas, marcadas con radionuclidos
emisores 3, utilizando dispositivos sensibles con carga acoplada e indicadores Opticos.
Las CLlI tienen las ventajas de contar con una buena resolucién, son Utiles para obtener
imagenes de estructuras superficiales y que son menos costosas que otras técnicas de
imagenes nucleares, como el PET (Boshi & Spinelli, 2020). Algunas aplicaciones de las
imagenes por RC son: la obtencion de imagenes funcionales de radiois6topos,
dosimetria de superficie en radioterapia de haz externo, el uso en la terapia de
protones para garantizar la calidad y dosimetria in vivo, la endoscopia de luminiscencia
Cerenkov y extirpaciéon quirdrgica tumoral guiada por Iluminiscencia Cerenkov

(Ciarrocchi, Belcari, 2017).

Una porcion significativa de las particulas  emitidas por radionuclidos poseen una
energia por encima del umbral de la RC en el tejido, por lo que pueden producir una

cantidad detectable y medible in vivo (Jiménez-Mancilla, 2019). En el caso de la

Aplicacién de la radiacion Cerenkov de 77Lu a sistemas 10
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produccion de RC mediante los radionuclidos, este valor estéd en funcion de los 6rganos
y de las propiedades de los radionuclidos (Gil et al., 2015). La emision de fotones de
RC se realiza con un espectro continuo caracteristico de cada radionuclido y

proporcional al cuadrado de la inversa de la longitud de onda.

La radiacion de Cerenkov se emite en un cono alrededor de la direccién de la particula
(Figura 2), a un angulo 8 que depende de la relacion B=v/c y del indice de refraccion

del medio n, expresado como:

cosf = —

donde
B es la velocidad relativa a la de la luz en el vacio,
v es la velocidad de la particula cargada,

c es la velocidad de la luz en el vacio.

El rango e intensidades de las longitudes de onda emitidas son propias del material. En
el tejido, la luz emitida se dispersa y absorbe mucho antes de llegar a la superficie, por
lo que la emisibn es minima. Debido a esto, para detectar RC, se requiere un
dispositivo de carga acoplada, el cual tiene una alta sensibilidad. Algunos fotones son
detectables incluso en las longitudes de onda entre 700-900 nm, con una buena
penetracion en tejido, permitiendo la formacion de imagenes Oépticas de pequefios

animales (Spinelli, Boschi, 2011).

Aplicacién de la radiacion Cerenkov de 77Lu a sistemas 11
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Figura 2. Emision de radiacion de Cerenkov. Angulo de
Cerenkov en funcion de la velocidad de la particula, para
diferentes valores de indice de refraccion. Fuente: Ciarrocchi and
Belcari EINMMI Physics (2017) 4:14.

Cada vez més se indaga de las técnicas multimodales, sistemas hibridos PET/CT y
PET/MRI que han permitido la localizacion no invasiva y temporal de tumores y otras

enfermedades.

1.3. Propiedades del Y"’Lu

El Y7Lu es un radionlclido que es utilizado en terapia molecular debido a sus
propiedades de emision (Figura 3). Emite particulas B negativas con energias maximas
de 498 keV y 133 keV con un alcance de penetracién en el tejido de 1.7 mm y 0.23
mm, respectivamente; lo que favorece el depdsito de su energia en volimenes

pequefios como micrometastasis (Leén-Rodriguez, 2013). Cuando el 17’Lu esta unido a

Aplicacién de la radiacion Cerenkov de 77Lu a sistemas 12
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un blanco molecular a través de una molécula con reconocimiento especifico, el
alcance de la particula B (0.23 mm) es ideal para depositar la energia en cada célula
blanco con diametro promedio de 0.02 mm. La dosis absorbida estimada al nucleo de
la célula, es 0.075 mGy por desintegracion que ocurre en la membrana de la célula y
0150 mGy por desintegracion en el citoplasma. El Y’Lu también emite fotones y con
energias de 113 keV (6.6%) y 208 keV (11%) apropiadas para la adquisicion de
imagenes in vivo en equipos SPECT y para la realizacion de estudios dosimétricos
personalizados, previos a la terapia con radiondclidos, que permiten establecer la dosis
maxima tolerable para un determinado radiofarmaco de ’’Lu a partir de imagenes del
paciente. La emision B y y del "7Lu son importantes para el desarrollo de agentes

terandsticos (Luna-Gutiérrez et al., 2013).

177Lu

(Qg =0.4971 MeV)

T,=6.716
12%

0.32132

0.11295

0.24967

177 Hf

Figura 3. Esquema simplificado de decaimiento de *"’Lu.
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El 7Lu se encuentra en el estado de oxidacién +3, lo que le da la posibilidad de
radiomarcar una gamma amplia de péptidos, anticuerpos y otras proteinas. Existen
investigaciones diversas de estudios clinicos y preclinicos, que abarcan terapia y

obtencion de imagenes diagndsticas.

1.4. Radiacién Cerenkov de 7Lu

El "’Lu emite particulas B y algunas de ellas alcanzan el limite relativista, porque viajan
mas rapido que la velocidad de la luz en diferentes medios. La emision y transmision de
RC generada por '’/Lu en tejido, permiten la obtencién de imagenes preclinicas y
proporcionar terapia fotodindmica para enfermedades, como es el caso del cancer. En
la Figura 4, se muestra el espectro de emisién de las particulas B obtenido de forma

tedrica para el ’’Lu (Beattie et al., 2012).

Los umbrales de energia necesarios para que el 1’/Lu emita RC en agua y tejido son
de 246.06 keV y de 219.19 a 242.97 keV, respectivamente, dependiendo del indice de
refraccion del tejido. Aproximadamente, el 25% de las particulas B emitidas por *"’Lu
presentan una energia mayor que la energia umbral requerida para la generacion de
RC (Figura 4). Esta caracteristica permite mejorar la resolucién espacial de las

imagenes oOpticas preclinicas y clinicas.
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El espectro de RC no depende del tipo de radionuclido utilizado. Jiménez-Mancilla y

cols, caracterizaron tedrica y experimentalmente el espectro RC de '’’Lu en la ventana

optica del tejido (600-900 nm) (Jiménez-Mancilla et al., 2017). Algunas conclusiones de

estos estudios son que el espectro de emision RC de 7Lu emite un 45% de fotones

poseen energias dentro de la ventana 6ptica del tejido y que pueden penetrar a una

profundidad de 1.25 cm en el tejido. La RC proveniente de este radiondclido es

adecuada para la obtencion de imagenes preclinicas.
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Figura 4. (a) Espectro de energia de las particulas B emitidas por
Y7Lu. La figura (b) representa la relacion entre la energia y la
velocidad en el agua (n = 1.33) y el tejido (n = 1.34 a 1.36). En la
figura (c) se muestra el niumero de fotones producido por la unidad
de trayectoria recorrida de la particula B obtenida mediante la
ecuacion de Frank-Tamm en agua y tejido, y (d) rango medio de
las particulas B emitidas por ’Lu en agua y tejidos determinados

por técnicas de medicina nuclear.
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2. Receptores de péptidos reguladores sobreexpresados en células de cancer

Los receptores de membrana son proteinas o glicoproteinas que permiten la
comunicacion externa con la interna, al favorecer la interaccion de determinadas
sustancias con los mecanismos del metabolismo celular. Los receptores de membrana
de células de cancer cambian su expresion segun el estado del cancer, por ejemplo;
receptores de membrana encargados de sefalizaciones relacionadas con la
supervivencia y proliferacion celular (Demmer et al., 2011). Esto permite que estos
receptores sean utilizados como blancos moleculares para su localizacion, a través de
péptidos y/o ligandos que puedan reconocer dichos receptores de tal forma que puedan

unirse especificamente (Akashi et al., 2008).

En la actualidad, son pocos los receptores que son blancos terapéuticos, debido a que
falta conocimiento referente a las interacciones receptores-ligandos, ya que es
complicado el estudio en el laboratorio de estas interacciones. No obstante, existen un
sin nimero de contribuciones de diversos grupos cientificos en el disefio y estudio de
farmacos que tienen como blanco molecular a los receptores de membranas. Es
destacable la aplicacion clinica de los resultados de estas investigaciones, en el
tratamiento y diagndstico de enfermedades dificiles de abordar, como es el caso del

cancer.

Expertos han planteado una hipoétesis que trata de vislumbrar lo que sucede a nivel de

membrana celular, refiriéndose a la interaccion que debe tener el ligando con la
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membrana, antes de unirse al receptor, lo cual dificulta la reproduccion fiel de la
interaccion receptor-ligando en el laboratorio. El resultado es el aumento local de la
concentracion del ligando, acelerando la activacion del receptor (Chatterjee et al.,

2014).

Las proteinas que logran atravesar la membrana celular y unirse al ADN, son capaces
de regular la transmision de sefiales quimica y la transcripcion genética, procesos
fundamentales en el desarrollo celular y su funciéon o funciones principales. Cuando
estos procesos no estan bien regulados, el resultado puede ser la aparicion de estados

patolégicos, como el cancer (Zhao et al., 2014).

2.1. Las Citoquinas y Quimiocinas

Las citoquinas son proteinas secretadas por las células del sistema inmune y funcionan
como mensajeros modulando las intricadas interacciones entre este tipo de células.
Son capaces de regular la duracion e intensidad de la respuesta inmune, al estimular o
inhibir la proliferacién celular, la secrecion de anticuerpos o la produccién de las

mismas citoquinas (Figura 5) (Luker et al., 2012).

Un tipo de citoquina, las quimiocinas, son péptidos pequefios de 8 a 12 kDa que
funcionan como citoquinas quimioatrayentes involucradas en la activacion y en la
diferenciacion de las células del sistema inmune. Las quimiocinas son secretadas al

medio extracelular y al tener un extremo carboxilo de caracter basico, tiene afinidad
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para unirse a glicosaminoglicanos y moléculas de azlcar cargadas negativamente que
se encuentran a la superficie celular y la matriz extracelular (Demmer et al., 2011). De
esta manera, pueden unirse a multiples receptores transmembrana especificos de siete
tramos acoplados a la proteina G intracelular, generando las sefales necesarias para

que la migracion celular ocurra.

Estimulo
La célula estimulada

produce citocinas %I
La citocina es
secretada
Union y activacion

44 <
del receptor *
especifico en una %
célula diana

Activacion celular
Efecto biologico

Figura 5. La unién de la citoquina al receptor genera
una cascada de sefializacion intracelular que altera la
expresion génica de la célula, lo que genera efectos
biol6gicos: diferenciacion, proliferacion o activacion.
Fuente: Sociedad Espafiola de
Inmunologia (https://www.inmunologia.org/index.php).

El sistema inmune depende de la sefalizacion de las quimiocinas para dirigir la
migracion de los linfocitos, organizar las respuestas inflamatorias y estimular la

cicatrizacion. La migracion celular es un complejo proceso que conlleva varios pasos
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donde las quimioquinas juegan un papel central; en este movimiento participan también
de forma coordinada selectinas, integrinas y citoquinas. Las quimioquinas son
secretadas al medio extracelular y presentadas por los glicosaminoglicanos (GAG) en
el endotelio celular (Hyafil et al., 2017) a sus receptores en lugares especificos donde

promueven las sefiales necesarias para que la migracion celular ocurra.

2.2. Receptor de Quimiocinas-4

Ademas de su funcion en la homeostasis del sistema inmunoldgico, las quimiocinas
juegan un papel critico en el desarrollo de procesos inflamatorios y altos niveles de
estos ligandos se han detectado en la circulacion sistémica de pacientes con cancer o
procesos autoinmunes como artritis reumatoide, lupus o esclerosis multiple (Lapa et al.,
2017). Este hecho revela el uso potencial de las quimiocinas como biomarcadores en
estados patoldgicos con valor diagndstico y de respuesta a los tratamientos, basado en
el reconocimiento por su propio receptor dado que solo las quimiocinas son capaces de

unirse a ese ligando y asi es posible detectarlas.

El CXCR4 es un receptor transmembrana de siete dominios (352 aminoacidos, 48 kDa)
acoplados a la proteina G. La sefalizacion mediada el receptor de quiomicinas-4
(CXCR4) es importante en todos los aspectos de la tumorogénesis, incluida la
proliferacion, invasion, angiogénesis y metastasis. Se ha encontrado que el CXCR4 es
un marcador de prondstico en varios tipos de cancer, incluido el cancer de mama. La

qguimiocina CXCL12 (factor 1 derivado de células estromales o SDF-1) se une
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principalmente al receptor CXCR4 y en menor medida al receptor CXCR7

(Poschenrieder et al., 2016).

La quimiocina CXCL12, se expresa en la médula ésea humana y murina,
fundamentalmente por las células estromales y endoteliales y por los osteoblastos del
endostio. Es una quimiocina de la familia CXC que regula la quimiotaxis de los
leucocitos (Wu et al., 2010), la diferenciacién de linfocitos T, neovascularizacion y
reclutamiento de precursores de osteoclastos. La unién al ligando provoca la
internalizaciéon de CXCR4, la degradacién del receptor y la desensibilizacion a la
sefalizacion de CXCL12/CXCR4 (Luker et al.,, 2012). Algunos farmacos pueden
bloguear la interaccibn CXCL12 / CXCR4 o inhibir la sefalizacién intracelular en

sentido descendente.

La union de CXCL12 a CXCR4 produce mdltiples vias de transduccion de sefales que
regulan la quimiotaxis, el flujo de calcio intracelular, la transcripcién y la supervivencia
celular. Después de la union, el receptor sufre cambios por ubiquitinacién antes de la
degradacion lisosomal. En el caso especifico del cancer, la sefializacion de
CXCL12/CXCR4 promueve la migracion y la invasion de las células malignas y la
angiogénesis (Wu et al., 2010), la disponibilidad de CXCL12 en microambientes
tumorales afectan sustancialmente la progresion del cancer. Los gradientes de CXCL12
atraen células tumorales circulantes a organos secundarios y apoyan la proliferacion
posterior de células malignas, lo que contribuye a la formacion de metastasis en

organos que secretan altos niveles de CXCL12, como el pulmon, los huesos y los
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ganglios linfaticos (Poschenrieder et al., 2016). La sobreexpresion del eje
CXCL12/CXCR4, es una caracteristica de los tumores agresivos, ya que esta
relacionada con el tamafio del tumor, la recurrencia y un mal prondstico para el

paciente.

En el cancer de mama, el CXCR4 promueve la diseminacion de las células tumorales a
los pulmones y los ganglios linfaticos. El receptor CXCR4 predice un mal prondstico en
pacientes con carcinoma de células renales. En el caso de melanoma, induce

metastasis pulmonares sin diseminacion de los ganglios linfaticos (Hyafil et al., 2017).

La sefializacion via CXCL12, es un objetivo farmacoldgico con buena proyeccion a
futuro, empleado cada vez mas con éxito en terapia de cancer de mama y otra veintena

de neoplasias malignas humanas.

El plerixafor o Mozobil (AMD3100) una molécula pequefia y derivado pentapéptido
ciclico conectado por un fragmento aromatico y es un antagonista selectivo reversible
del receptor de quimiocina CXCR4, actua bloqueando la unién de su ligando CXCL12.
Recientemente, el farmaco ®Ga-Pentixafor®, se utiliza como un buen trazador para
tomografia por emision de positrones, permitiendo reconocer al CXCR4. El antagonista
del péptido CXCR4, Ac-TZ14011 marcado con 1in, mostré una acumulacién alta en
los rifiones y el higado, y una acumulacion baja en tumores (Akashi et al., 2008).

Algunos otros antagonistas son Balixafortide, BL8040, FC131, AMD3100, GSK812397,
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CTCE-9908, NOX-A12, MDX-1338. Se ha utilizado el farmaco N- [11C] metil-AMD3465,

para obtener imagenes in vivo de la expresion de CXCR4 en células de glioma.

2.3. Receptor SR-B1

El receptor captador clase B tipo 1 (SR-B1), es un multiligando para proteinas cuya
funcidn principal es mediar la captacion de ésteres de colesterol derivados de
lipoproteinas de alta densidad (HDL), a partir de las lipoproteinas circulantes. Otra de
sus funciones, es la salida de colesterol de los tejidos periféricos retornando al higado.
El higado transforma el colesterol captado en acidos biliares y lo excreta mediante la
bilis. Al reducirse la afinidad de la HDL por el receptor, esta retorna al torrente
sanguineo (Jiang, 2017; Jiang et al., 2019). Al aumentar el contenido de colesterol de la
membrana plasmatica, se incrementa la absorcion de vitaminas liposolubles y la

entrada de virus.

El receptor SR-B1 se sobreexpresa en la mayoria de las células de cancer, esto lo
hace un excelente marcador tumoral. La proliferacion de las células de cancer depende
del colesterol, dicho de otra manera, el colesterol es el “alimento” que requieren en

respuesta a su alta actividad (Gospodarowicz et al., 1982).

Estudios recientes indican que el nivel de expresion de SR-BI esta relacionado con la
agresividad del cancer de mama en comparacion con el tejido sano circundante.

También se ha demostrado, que la eliminacién selectiva de SR-B1 permite minimizar la
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proliferacion tumoral, probablemente al disminuir la activacion de la sefalizacion de la

proteina quinasa B (Akt) (Jiang, 2017).

La proteina SR-B1 tiene dominios con una region alta en cisteina, una regidn
intracelular N-terminal, una C-terminal. Existe una hip6tesis que indica que la forma en
gue el SR-B1 facilita el transporte de HDL, es formando un canal hidrofobico. Hu y cols,
han concluido la importancia de los residuos de cisteina en la captacion selectiva de

lipidos, posiblemente debido el plegamiento erréneo de proteinas (Hu et al., 2005).

3. Sistemas Teranoésticos basados en radiacion Cerenkov

Los agentes terandsticos proporcionan diagnéstico y tratamiento, de manera
simultanea y/o consecutiva en una misma formulacion. Ejemplo de ellos, son los
vectores moleculares con reconocimiento molecular especifico radiomarcados con
radiondclidos de diagndstico o terapia, considerando el mismo vector especifico, por
ejemplo, nanoplataformas funcionalizadas con mas de una molécula o biomolécula
capaz de realizar ya sea la funcién de diagnéstico y/o tratamiento. Estos sistemas, son
utiles en el seguimiento de la progresion de la enfermedad y en la evaluacion de la

respuesta a la terapia (Xue et al., 2018).

Dependiendo de la aplicacion, los radiofarmacos de tercera generacion pueden
utilizarse como agentes de diagndstico o como agentes terapéuticos, los cuales

dependeran del tipo de radionuclido utilizado en su disefio. En general, las
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caracteristicas de los radiofarmacos deben ser tales que aporten la méaxima eficiencia
para el diagnostico o tratamiento mientras que la dosis administrada sea la minima
posible. Algunas de las caracteristicas que se deben considerar para el disefio y
desarrollo de radiofarmacos son: la farmacocinética, la seleccién del blanco molecular y
la seleccion de molécula de reconocimiento especifico (biomarcador). Todos estos
factores modifican el tiempo de retencion del radiofarmaco en sangre, la cinética de
interaccion del biomarcador con el receptor y la ruta de excrecion. Para imagen
molecular, el radiofarmaco debe tener su maxima captacion en la regién blanco en el
menor tiempo posible con una sefial/ruido adecuada. Para imagen y terapia molecular,
el tiempo de residencia del trazador en sangre debe ser minimo, pero, suficiente como
para que el radiofarmaco llegue al sitio especifico. Por ultimo, es necesario que el
agente tenga una alta excreciéon renal para minimizar la acumulacion de la radiactividad

en el tracto gastrointestinal (Morin Zorrilla & Cruz Arencibia, 2012).

Recientemente, sistemas multifuncionales de dendrimeros conjugados a DOTA,
Bombesina y acido félico y con nanoparticulas de oro en su cavidad dendritica han
mejorado sus propiedades terandsticas cuando se marcan con %Ga y 7Lu. En este
caso particular el Y7Lu también se utiliz6 para obtener imagenes por luminiscencia
Cerenkov (16). Dicha modalidad se origina por la deteccion de fotones con longitudes
de onda entre 350-900 nm emitidos por efecto Cerenkov, el cual se produce cuando
una particula cargada atraviesa el medio con una velocidad mayor que la velocidad de

propagacion de la luz en ese medio, generando fotones con longitudes de onda entre
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350-900 nm debido a la excitacion que produce la polarizacién de los atomos del

medio.

3.1. Terapia fotodinamica (TFD)

Es un tratamiento no invasivo de enfermedades como el cancer y otras enfermedades,
en el que sustancias fotosensibilizadoras son expuestas a fuentes de luz de una cierta
longitud de onda. Las sustancias se excitan y se acumulan de manera especifica en el
sitio a tratar, con el propdésito de producir especies reactivas de oxigeno induciendo un
dafio oxidativo irreversible. La TFD se puede aplicar varias veces, sin que se acumule

toxicidad o sin presentar resistencia (Kwiatkowski et al., 2018).

La TFD por radiacion de Cerenkov, funciona con luz que tiene poca profundidad de
penetracion en los tejidos, ya que la luz visible o en el infrarrojo cercano penetran
menos de 1 cm a través de los tejidos. Cuando se expone un fotosensibilizador a una
fuente de luz, ocurre una reacciéon de tipo 1 o de tipo 2. La reaccién de tipo 1,
independiente de oxigeno, ocurre cuando un fotosensibilizador en estado excitado
transfiere un electron a las biomoléculas circundantes, produciendo radicales
superoéxido o hidroxilo altamente reactivos (Kavadiya et al., 2019). Se da una reaccién
de tipo 2 o dependiente de oxigeno, cuando el fotosensibilizador transfiere energia

directamente al oxigeno molecular, formando O2, altamente reactivo. El Oz tiene el
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potencial de destruir directamente las células tumorales mediante apoptosis 0 necrosis

(Roblero-Bartolon et al., 2014; Zhang et al., 2020).

La TFD por RC proveniente de radionuclidos, podria eliminar la necesidad de
irradiacion de haz externo y minimizar potencialmente la exposicién de los tejidos
sanos, ya que se realiza el tratamiento de forma especifica. La TFD se emplea con
mayor éxito para tratar tumores hipdxicos y a su vez es capaz de incrementar el estado

hipoxico al causar dafio en los vasos sanguineos (Glaser et al., 2015).

La fluencia de luz de la radiacién de Cherenkov de estas fuentes de radiacion, que
tienen el potencial de ayudar a definir los limites de deteccién, las eficiencias y, en
Gltima instancia, el desarrollo de futuras tecnologias biomédicas. aplicaciones que
utilizan radiaciéon de Cherenkov. Estas intensidades de luz son bajas y, aunque son
utiles, la aplicacion practica requerird sistemas de imagenes altamente sensibles o
alteraciones fotoquimicas altamente sensibles. La fluencia total entregada al tejido por
un radionuclido, se obtiene conociendo las desintegraciones por unidad de volumen,

calculo realizado empleando el sistema MIRD.

3.2. Agente fotosensibilizador (PS)

Los fotosensibilizadores son sustancias que se excitan con la absorcion de la luz

UV/visible y causan dafio oxidativo a las biomoléculas (proteinas, acidos nucleicos,
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receptores), produciendo en las células necrosis o0 apoptosis. Cuando estos
medicamentos, se utilizar de forma controlada, pueden tener efectos anticancerigenos,

antibacterianos, antifingicos o antivirales.

La accion del PS, esté en funcion del ambiente que lo rodea y como interactlie con él.
Los PS se unen a las membranas celulares con mayor frecuencia, ya que tienen una
mayor lipofilicidad y mayor concentracion de oxigeno que el medio circundante. Aln
falta ahondar mas en la forma de diferenciar las moléculas con dafio oxidativo por PDT
de forma especifica; pero existen estudios basados en predicciones para tipos
especificos de biomoléculas, validados posteriormente en sistemas biolégicos. De
forma general, en una reaccion de fotooxidacion el agente PS, tras excitarse con la luz,
pasa a un estado de triplete para, posteriormente, convertirse en un singlete de
oxigeno (agente electréfilo) y radicales libres capaces de oxidar a las biomoléculas.
También puede ocurrir una reaccion directa a una mayor velocidad, en donde el triplete
formado reacciona con un doble enlace de algun sustrato de cadena larga lipidica de la
membrana celular. Esto ocasiona un doblez en la cadena de acidos grasos,
aumentando la bicapa lipidica de la membrana, lo que probablemente explique la

separacion de fases de las membranas.

Estos cambios, afectan la sefalizacion celular y son determinantes en el mecanismo de
muerte celular posterior. La fotooxidacion de otras biomoléculas también tiene efectos
relevantes, como en el caso de los péptidos que al producir radicales libres por una

reaccion en cadena entre las moléculas oxidadas, son capaces de oxidar a otras
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proteinas. Abrahamse y cols, han demostrado que la fotooxidacién de enzimas, puede
ocasionar que estas se inactiven (Abrahamse & Hamblin, 2013). Las vitaminas pueden
ser donadores de electrones para el estado triplete excitado del oxigeno. Si el fotodafio
es a nivel de quinasas, se puede inducir muerte celular por autofagia. Si se involucra a
los organulos como el reticulo endoplasmatico o el aparato de Golgi, el efecto del dafio
es que se afecta la produccién de biomoléculas. El ADN también puede ser diana del
fotodafio, lo que provoca ruptura de cadena sencilla por el oxigeno singlete y
potenciales efectos mutagénicos. Debido a que las células cancerosas son, por lo
general, resistente a la apoptosis, la muerte por autofagia ocasionada por TFD es una

buena alternativa.

Después de la reaccién del oxigeno singlete, puede llevarse a cabo una reaccion de
Diels-Alder produciendo endoperéxidos o la formacion de hidroperéxidos por reaccién
con alquenos, por mencionar algunas vias. Los hidroperéxidos son inestables y
reaccionan en cadena en presencia de radicales por peroxidacion, produciendo
especies reactivas de oxigeno (ROS). Por otra parte, también existe la posibilidad de
qgue el singlete de oxigeno reaccione con aminodacidos, bases nitrogenadas e incluso
puede ocasionar la degradacion del PS. El singlete de oxigeno reacciona con iones
ferrosos presentes en el ambiente biolégico, dando lugar a reacciones de Fenton con la

consecuente generacion de radicales hidroxilo.

A continuacion, se mencionan algunas propiedades del oxigeno singlete:
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1) Vive alrededor de 3 a 4 veces mas en los lipidos de la membrana celular que en
agua.

2) Puede detectarse a 1270 nm por fluorescencia.

3) El alcance de difusion del oxigeno singlete dentro de la célula, es de alrededor
de 100 nm.

4) El oxigeno singlete es una especie reactiva que actua alrededor de su sitio de

generacion.

Entre algunos fotosensibilizadores utilizados para la TFD, se encuentran los derivados
de porfirina, el acido aminolevulinico (ALA o Levulan) es un medicamento que se aplica
en la piel; el porfimero sédico (Photofrin) para tratar a pacientes con ciertos tipos de
canceres del esofago, pulmon, vejiga, cuello uterino, asi como también las ftalocianinas

y algunas rodaminas, como la B.

3.2.1. Rodaminas como agentes fotosensibilizadores

Las rodaminas son conjugados macromoleculares organicos heterociclicos
fluorescentes pertenecientes a la familia de los xantenos y sustratos de glicoproteinas.
Son utilizados como sondas fluorescentes debido a sus notables propiedades: su alto
coeficiente de absorcion y emisién de fluorescencia en la regién visible del espectro
electromagnético, su fotoestabilidad, su solubilidad en agua y baja toxicidad. Las

rodaminas no son usadas frecuentemente como PS para la TFD, debido a su bajo nivel
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de produccion de oxigeno singlete, poca penetracion tisular, escasa selectividad y
bajas secciones eficaces de absorcion desde sus estados excitados (Jiménez-Mancilla,
et al, 2021). Algunas de las rodaminas que se han investigado para TFD, son la
rodamina 6G (R6G), la 123 (R123) y la de tipo B (RB). Jiménez-Mancilla y cols,
demostraron que las rodaminas 6G, 123 y B, son compuestos fotoestables que poseen
baja especificidad, también indicaron que las rodaminas excitadas con RC, producen
una alta acumulacién a nivel mitocondrial y una elevada citotoxicidad. La naturaleza
cationica de estas rodaminas, facilitan las reacciones de transferencia de electrones y

la produccién de ROS (Abrahamse, Hamblin, 2016).

La R6G, también llamada cloruro de rodamina 590, reacciona mediante transferencia
de electrones con el acido folico. La RB es muy soluble en agua y ampliamente usado
en la industria textil y alimenticia. Se utiliza como biomarcador en la vacuna antirrabica
oral; ocasiona irritacion en las mucosas y piel. La R123 es un marcador mitocondrial
verde fluorescente, ampliamente usado con estudios de citometria de flujo. En la
siguiente figura, se presentan las estructuras quimicas de las tres rodaminas, antes

citadas (Figura 6).
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Figura 6. Estructura de las rodaminas 6G, 123 y B.
Fuente: Sociedad Espafiola de
Inmunologia (https://www.inmunologia.org/index.php).
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3.2.2. Sistema de nanoparticulas de HDL reconstituidas como

transportadores de rodaminas

Las rHDL se han utilizado de manera eficiente para transportar y administrar agentes
para diagndéstico y / o terapia al citosol. Se ha demostrado que las nanoparticulas de
lipoproteinas de alta densidad reconstituidas (rHDL), facilitan la internalizacion de
agentes terapéuticos y diagnésticos, dirigidos al receptor SR-B1 transportandolos de
forma especifica a células cancerosas. Uno de los objetivos de este estudio fue evaluar
el dafio citotoxico producido por sistema de rHDL acopladas al receptor SR-B1,
empleando ciertos tipos de rodaminas como fotosensibilizadores y el radiontclido 17’Lu

como generador de RC.

Benjamin y cols, han indicado que el uso de un radionuclido y rodaminas, han permitido
aprovechar la RC en la TFD, con resultados muy favorables, consiguiendo la
erradicacion de tumores bien localizados en 14 dias. Este efecto se encuentra asociado

a roturas de doble cadena de ADN en las células cancerosas.
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En Meéxico, durante el 2021 de acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI), la cuarta causa de muerte es el cancer, precedido por la diabetes
mellitus, COVID-19 y enfermedades del corazon. En 2020, el numero de casos de
diagnosticados con cancer fueron 191,000 de los cuales 84,000 fallecieron. Esto indica
un alto porcentaje de pacientes que no responden favorablemente al tratamiento
convencional, cirugia y radio-quimioterapia concomitante (OMS,2021). Debido a esto,
se requiere desarrollar nuevas alternativas que faciliten la deteccion oportuna del
cancer y/o con una alta eficacia en el tratamiento. En medicina nuclear se estan
desarrollando investigaciones para lograr terapias dirigidas con radionuclidos, no
invasivas y altamente especificas con minimo de dafio a tejidos sanos. Algunos
sistemas explorados recientemente, son los teranésticos basados en RC proveniente
de radion(clidos como el 177Lu, que muestran un reconocimiento molecular especifico
en células de cancer para diagndstico y/o terapia en una misma formulacién (Glaser,
2015). Estos sistemas permiten identificar anormalidades en etapas iniciales de la
progresion de una enfermedad, lo que conlleva al tratamiento temprano de cancer y

con ello a la reduccién del costo del mismo.
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Con el propésito de evaluar un sistema teranéstico que utilice RC de 17’Lu dirigido a los

receptores CXCR4 y SR-B1, se plantean las siguientes preguntas de investigacion:

1. ¢Es posible optimizar la deteccion especifica de las células de cancer positivas al
receptor de quimiocina 4 mediante ®®"Tc-HYNIC-CXCR4L y 77Lu-DOTA-CXCR4L

con una aplicacion util en la obtencion de imagenes moleculares?

2. ¢Es posible incrementar la muerte de células de cancer positivas al receptor SR-B1
mediante el uso de rodaminas encapsuladas en nanoparticulas de lipoproteinas de

alta densidad reconstituidas y excitadas con RC proveniente de *’Lu?
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III. JUSTIFICACION

De acuerdo con la OMS, en 2020 19.3 millones de personas en el mundo enfermaron
de cancer y 10 millones fallecieron, lo que posicioné a este padecimiento como la
segunda causa de muerte. El 70% de los decesos ocurrieron en paises de tercer
mundo (OMS, 2021). Por ser el cancer una de las principales causas de muerte en
nuestro pais y también a nivel mundial, resulta comprensible que se realicen cada vez
mas investigaciones dirigidas al desarrollo de nuevas modalidades para la deteccién y

el tratamiento oportuno de esta enfermedad.

Las técnicas de medicina nuclear que utilizan RC producidos por radionuclidos van
dirigidas a la obtencibn de imagenes con propiedades Unicas. También van
encaminadas a desarrollar técnicas no invasivas que permitan introducir una fuente de
luz Cerenkov dentro del tejido para aplicaciones en terapia fotodinamica. La
investigacion de radiofarmacos teranosticos de RC, puede permitir personalizar el
tratamiento de algunos tipos de céncer, mediante un diagnostico oportuno y un
tratamiento efectivo y no invasivo, a un menor costo que los tratamientos

convencionales.
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En este estudio, se realizaron evaluaciones in vitro e in vivo de los sistemas %MTc-
HYNIC-CXCRA4L y '7Lu-DOTA-CXCRA4L para detectar al receptor CXCR4 que se
encuentra sobreexpesado en diferentes tipos de cancer. También se evalu6 in vitro el
dafio ocasionado por un sistema formado por rodamina-rHDL-1"’Lu en células de
cancer que sobreexpresan al receptor SR-B1, para verificar su uso potencial en terapia
fotodinamica. Algunos tipos de cancer que sobreexpresan a estos dos receptores, son

de dificil abordaje y de mal prondstico.
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IV. HIPOTESIS

HIPOTESIS ALTERNAS

1) El reconocimiento especifico de los péptidos *°™Tc-CXCR4-L y 7/Lu-CXCR4-L, por
células de cancer que sobreexpresan al receptor CXCR-4, como células DU-4475 de
cancer de mama humano y C6 de glioma de rata, produce una captacion suficiente en
los tumores y permite obtener imagenes preclinicas funcionales mediante RC y terapia

dirigida.

2) El sistema formado por rodaminas encapsuladas en nanoparticulas de rHDL,
produce dafio citotoxico al liberar de forma especifica a las rodaminas en las células de
cancer que sobreexpresan al receptor SR-B1 y después de la excitacion de las
rodaminas con RC de 177Lu, con aplicacién util en la TFD y en la obtencion de

imagenes de fluorescencia.

HIPOTESIS NULAS

1) El reconocimiento especifico de los péptidos *°™Tc-CXCR4-L y Y7Lu-CXCR4-L, por
células de cancer que sobreexpresen al receptor CXCR-4, como células DU-4475 de
cancer de mama humano y C6 de glioma de rata, no producen una captacion suficiente
en los tumores y no permite obtener imagenes preclinicas funcionales mediante RC y

terapia dirigida.
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2) El sistema formado por rodaminas encapsuladas en nanoparticulas de rHDL, no
produce dafio citotoxico al internalizarse de forma especifica en células de cancer que
sobreexpresan al receptor SR-B1 y después de la excitacion de las rodaminas con RC

de 1"Lu, no siendo Util en la TFD y en la obtencién de imagenes de fluorescencia.
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Sintetizar, caracterizar quimicamente y evaluar in vitro e in vivo a los radiofarmacos
9MTc-HYNIC-CXCR4L y 7Lu-DOTA-CXCRA4L, con la finalidad de determinar su uso

potencial en diagnéstico de cancer que presenta sobreexpresion del receptor CXCRA4.

Preparar, caracterizar fisicoquimicamente y evaluar in vitro a los sistemas rHDL-R6G,
rHDL-R123 y rHDL-RB, para proporcionar TFD mediante radiacién Cerenkov de 17’Lu

en células de cancer que presenta sobreexpresion del receptor SR-B1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar y caracterizar quimicamente a los conjugados HYNIC-CXCRA4L y DOTA-
CXCRA4L.

2. Preparar a los conjugados ®°™Tc-CXCR4-L y 177Lu-CXCR4-L.

3. Determinar la pureza radioguimica de los péptidos °™Tc-CXCR4-L y 7Lu-CXCR4-
L, por HPLC de fase reversa.
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4. Evaluar la estabilidad en suero de los péptidos ?°™Tc-CXCR4-L o 7Lu-CXCR4-L,
mediante cromatografia de radio-HPLC.

5. Evaluar la captacion in vitro de ®™Tc-CXCR4-L o 7/Lu-CXCR4-L por el receptor
CXCR4, en células DU-4475 o C6.

6. Determinacion la expresion de CXCR4 por PCR.

7. Realizar estudios de biodistribucion de 9°MTc-CXCR4-L o 7Lu-CXCR4-L en ratones
atimicos inducidos con tumores de células DU-4475 o C6.

8. Administrar ®°™Tc-CXCR4-L o 77Lu-CXCR4-L a ratones atimicos inducidos con
tumores de células DU-4475 o C6 y obtener imagenes moleculares mediante micro-
SPECT /CT.

9. Preparar y caracterizar fisicoquimicamente a los sistemas rHDL-R6G, rHDL-R123 y
rHDL-RB.

10.10. Realizar estudios de internalizacion celular in vitro de los sistemas rHDL-R6G,
rHDL-R123 y rHDL-RB.

11.Evaluar la viabilidad de las células T47D después de la irradiaciéon con 532 nm de
los sistemas rHDL-R6G o rHDL-R123 o rHDL-RB.

12.Evaluar la viabilidad de las células T47D después de la exposicion a los sistemas
rHDL-R6G, rHDL-R123 y rHDL-RB y radiacién Cerenkov.

13.Evaluar la produccion de ROS a nivel in vitro mediante microscopia de fluorescencia
en los sistemas rHDL-R6G, rHDL-R123 y rHDL-RB expuestos a radiacion Cerenkov.
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VI. DISENO METODOLOGICO

6.1. Disefio del estudio

Este estudio tiene un enfoque cuantitativo estructurado, transversal, observacional,
descriptivo y de seguimiento de medidas experimentales con asignacion aleatoria y
grupo control.

6.2. Universo y Muestra

Universo:

Linea celular de cancer de mama humano, DU-4475.

Linea celular de cancer mama humano, T47D

Linea celular de glioma de rata, C6.

Ratones atimicos de ratones atimicos de 21 a 23 g y 7 semanas de edad con

tumores inducidos con células DU-4475y C6.

Tamafno de muestra:
e 2X10° de células DU-4475 o C6 para estudios de captacion e internalizacion.

e 1X10°de células DU-4475 o C6 para ensayo de saturacion.

41
Aplicacién de la radiacion Cerenkov de 77Lu a sistemas

terandsticos dirigidos a los receptores de quimiocina-4 y SR-B1



Marcela Angélica Avila Sanchez Disefio Metodoldgico

e 2X10° de células DU-4475 o C6 inoculadas en ratones atimicos, para estudios de
biodistribucion.

e 18 ratones atimicos para estudios de biodistribucion e imagen con micro-
SPECT/CT.

e 2.5X10° de células T47D para estudios de internalizaciéon e igual cantidad para
evaluacion de ROS intracelular.

e 2.5X10* de células T47D para ensayos de viabilidad sin ’’Lu e igual cantidad para

evaluar viabilidad con 177Lu.

6.3. Criterios de inclusion, exclusién y eliminacion

Criterios de inclusion:

e Pureza radioguimica de los radioconjugados *MTc-CXCR4-L o Y7Lu-CXCR4-L
mayor a 90 %.

e Lineas celulares DU-4475, C6 y T47D libres de bacterias, a una temperatura de 37
°C, en una atmésfera de 5 % de COa.

e Ratones atimicos con peso de 20 a 22 gramos.
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Criterios de exclusion:

e Pureza radioquimica de los radioconjugados °MTc-CXCR4-L o 77/Lu-CXCR4-L
menor a 90 %.

e Cultivos celulares DU-4475 o C6 oT47D sin proliferacion.

e Ratones atimicos con sospecha de inexistencia de tumor inoculado.

Criterios de eliminacion:
e Lineas celulares DU-4475 o C6 oT47D contaminadas.

e Ratones que mueran durante la administracién de los radiofarmacos.

6.4. PROCEDIMIENTO

PRIMERA PARTE

6.4.1. Sintesis y caracterizacién quimica de HYNIC-CXCR4-L y DOTA-CXCR4-L

Sintesis

Los péptidos HYNIC-CXCR4-L (ciclo-D-Tyr-D- [NMe] Orn [HYNIC] -Arg-Nal-Gly, PM
837 g/mol) y DOTA-HYNIC (ciclo-D-Tyr-D- [NMe] Orn-Arg-Nal-Gly, PM 1223 g/mol)
fueron disefiadas en el ININ mediante el método de sintesis modificado empleado por

Zhejiang Ontores Biotechnologies Co., Ltd. (China).

Caracterizacion Fisicoquimica de HYNIC-CXCR4-L y DOTA-CXCRA4-L
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Los péptidos se analizaron mediante:

Espectrometria de masas con técnica de ionizacion MALDI-TOF. El espectro de
masas se midio con el espectrometro de masas microflex (Bruker, Billerica, MA, USA),
operando en modo reflector y se utilizarhA como matriz el acido alfa-ciano-4-

hidroxicinamico.

Espectroscopia IR. El espectro de IR se obtuvo con la muestra en estado sélido con
un espectrometro Perkin-Elmer (Spectrum 400) y una plataforma de ATR (GladiaATR,

Pike Technologies) utilizando una punta de diamante.

Cromatografia liquida de alto rendimiento en fase reversa (RP-HPLC): Se utiliz

una columna pBondapak C-18, 10 um, 125 A° (3.9 mm x 300 mm).

6.4.2. Obtencion de *mTc

El tecnecio (**"TcO4Na) se obtuvo de un generador %Mo / ®*MTc (ININ, México) y el
lutecio (*"’LuCl3) fue adquirido de ITG Isotope Technologies Garching GmbH
(Alemania, 3 TBq / mg). Los reactivos restantes fueron adquiridos de Sigma-Aldrich

Chemical Co.
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6.4.3. Preparacion de HYNIC-CXCR4-L conjugado con ®®™Tc y 77Lu

Preparacion del ®"Tc-HYNIC-CXCR4-L (*®"Tc-CXCR4-L)

El HYNIC-CXCR4-L marcado con %°™Tc, se obtuvo mediante la reconstitucion de un
formulacién liofilizada (0.05 mg de HYNIC-CXCR4-L, 0.06 mmol; etilendiamina-N; 10
mg de N-acido diacético; 20 mg de tricina y 50 mg de manitol) con una solucién de
9¥MTcO4sNa (2 mL, 925 MBq , NaCl al 0.9%). La solucién radiactiva se incubé en un

bafio seco a 95 ° C, durante 10 min.

Preparacion del 1/Lu-DOTA- HYNIC -CXCR4-L (}'"Lu-CXCR4-L)

El DOTA-HYNIC-CXCR4-L marcado con ¥"7Lu, se obtuvo mediante la reconstitucion de
una formulacion liofilizada (0.24 mg de DOTA-HYNIC-CXCR4-L, 0.20 mmol; 20 mg de
acido ascérbico y 20 mg de manitol) con una solucién de *7LuCls (2 mL, 3.7 GBq,

buffer de acetato de sodio 1M, pH = 5). La solucién se incubd a 95 ° C, durante 30 min.

6.4.4. Determinacién de la pureza radioquimica de los péptidos **™Tc-CXCR4-L o

177 u-CXCR4-L

La pureza radioquimica de ®°®"Tc-CXCR4-L y 77Lu-CXCR4-L, se determin6 por HPLC
en fase reversa (columna p-Bondapak C-18, 10 um, 125 A°, Waters, 3.9 mm x 300 mm,
tamafno de particula de 5 ym) acoplado a un detector de radiactividad (Shimadzu en

linea con un detector de radiactividad Gabi-Raytest). Se empled un gradiente lineal con
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dos solventes (solvente A: TFA al 0,1% en agua; disolvente B: TFA al 0,1% en

acetonitrilo), con un caudal de 1 ml/ min (solvente B: de 0 a 70% por 20 min).

6.4.5. Estabilidad en suero de los péptidos *°®"Tc-CXCR4-L o Y’Lu-CXCR4-L

Se incubaron muestras radiactivas de %MTc-CXCR4-L o 7Lu-CXCR4-L (2.5 nug/100
uL) a 37°C con una muestra de suero humano certificada (1ml) (NIST-909c, Sigma-
Aldrich). Se tomaron muestras a las 0.5, 1 y 24 h y se analizaron por radio-HPLC
(columna de exclusion de tamafo Agilent Zorbax GF-250 de 9.4 x 250 mm; como

eluyente PBS 0.01 M, caudal de 1 mL / min).

Los picos con un tiempo de retencién de 14-16 min se asociaron con *MTc y 17/Lu
libres. Un cambio en el perfil del cromatograma de radio-HPLC para %°"Tc-CXCR4-L
(tR = 11.5 min) o Y’Lu-CXCR4-L (tR = 12.3 min) fue asociado a la unién de proteinas

(tR = 5-8 min).

6.4.6. Estudios in vitro y determinacion de expresion de CXCR4

Cultivo celular

Las células utilizadas para este estudio fueron las células de cancer de mama humano
DU-4475, las células C6 de glioma de rata (ambas positivas al receptor CXCR-4;
ATCC, U.S.A) y las células de ovario de hamster chino CHO-K1 (control negativo). Las

tres lineas se cultivaron a 37 °C en una atmosfera al 5 % de dioxido de carbono (CO2) y
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100 % de humedad, en medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640, Sigma-
Adrich Co.) suplementado con suero fetal bovino al 15% y con antibiéticos al 1%
(estreptomicina y penicilina). La expresion de CXCR4 en las lineas celulares se evalué

mediante la técnica de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa).

Determinacion de la expresion de CXCR4

Para la evaluacion de CXCR4, se realizé la PCR con transcripcion en las células DU-
4475, C6 y CHO-K1. Primero, el ARN total fue extraido con trizol de las células y se
determind por espectrofotometria (Lambda Bios, Perkin-Elmer, U.S.A.). Después, se
realizo la transcripcion inversa del ARN (2 pg). La PCR en tiempo real, se llevé a cabo
de la siguiente manera: se activé la polimerasa y se desnaturalizé el ADN (95 °C, 10
min), seguidos de ciclos de amplificacion (45 ciclos; 10 segundos a 95 °C, 30 segundos
a 60 °C y 1 segundo a 72 °C) (termociclador LightCycler 480, Roche Diagnostics,
Alemania). La amplificacién se realiz6 con un primer especifico para CXCR4: 5'-
CTGAGAAGCATGACGGACAA-3" a la izquierda y 5'-CGCCAACATAGACCACCTTT-3’
a la derecha. Se utiliz6 control interno, la expresion del gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa.

Estudios de captacion

Se realiz6 una dilucion de las células DU-4475, C6 o CHO-K1 en 0.5 ml de buffer de
fosfato salino (PBS), hasta tener aproximadamente 2x10° células en un tubo de
ensayo. Después, se incubaron las células con *°*™Tc-CXCR4-L o 77Lu-CXCR4-L (n =

3, 0.037 MBq, 0.6 nmol) a 37 ° C durante 1 h. Después se centrifugaron los sedimentos
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celulares durante 3 min; se tomo6 una alicuota (500 g) y se lavé con PBS, para
posteriormente medir la actividad (cpm) utilizando un detector de Nal (Tl). Después se
afnadio una solucion de glicina a 50 mM /NaCl a 100 mM a los tubos, se centrifugaron y
se efectto un segundo conteo con el detector Nal (Tl). El primer conteo proporcioné
informacion para realizar la evaluacion de la captacion celular y el segundo conteo,
permitid la evaluacion de la internalizacion celular. Una muestra de la actividad inicial
se contdé como 100%, en base a esta referencia se determinaron los porcentajes de

absorcion e internalizacion celular.

Estudios de saturacién

Las células DU-4475 o C6 (1x10°) se cultivaron en una placa de 48 pozos, previamente
recubiertos con poli-L-lisina. Después, las células se incubaron primero en hielo
durante 30 min. Posteriormente, se afiadieron 100 uL/ pocillo de 99mTc-CXCR4-L o
177Lu-CXCR4-L, a diferentes concentraciones que oscilan entre 0.01 y 100 nM (n = 3)
y a 4 ° C durante 2 h. La unién no especifica se determiné en paralelo con la adicién de
2 UM de '"6Lu-CXCR4-L (25 L), preparado con 17®Lu enriquecido al 82% (Isoflex,
U.S.A)). Después de la incubacién, el sobrenadante se removio y las células se lavaron
tres veces con buffer (150 uL; 0.1% albimina de suero bovino, Tris-HCI 25 mM, NaCl
150 mM, CaCl2 1 mM, pH 7.4; después, las células fueron recolectadas en pocillos a
los que previamente se le coloc6 NaOH 1M. La radiactividad (c.p.m.) unida a las
células fue determinado usando un detector Nal(Tl). Se calcularon la Kd y el Bmax

utilizando Software de Prism GraphPad, mediante el analisis de regresion no lineal.
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6.4.7. Estudios in vivo de los péptidos *°™Tc-CXCR4-L 0 77Lu-CXCR4-L

Estudios de Biodistribucion de ®®*™Tc-CXCR4-L o *’Lu-CXCR4-L

Se realizaron estudios de biodistribucion del %MTc-CXCR4-L y 177Lu-CXCR4-L en
ratones, de acuerdo con las regulaciones éticas (normas internacionales y nacionales)
para el manejo de animales de laboratorio (Norma Oficial Mexicana 062-Z00-1999).
Se indujeron tumores de células C6 o DU-4475 en la parte superior de la espalda de
ratones atimicos (hembras, de 21-23 g, de 7 semanas de edad), mediante inyeccion
subcutanea de células C6 o DU-4475 (2 x 10° células / 0.1 ml de NaCl al 0.9%).
Posteriormente, se inyect6 **™Tc-CXCR4-L o 7Lu-CXCR4-L via vena de la cola de los
ratones (0.05 ml, 3.7 MBq). Alas 0.5, 1, 3y 24 h (*®™Tc-CXCR4-L) o a las 3, 24, 72 y
120 h (*"’Lu-CXCR4-L) después de la inyeccién (n = 3 en cada punto de tiempo), los
ratones fueron sacrificados. Se disecaron algunos 6rganos de los ratones (higado,
bazo, pancreas, pulmén, rifiones, corazon) y se recolectaron muestras de tejido (tumor,
intestinos, masculo, sangre) para determinar la presencia de radiactividad (c.p.m.) con
un detector de Nal(Tl). Una muestra de la solucién inicial de *®"Tc-CXCR4-L o Y""Lu-
CXCR4-L (0.05 ml, 3.7 MBq) represent6 el 100% de la actividad inyectada, permitiendo
calcular el% ID / g (porcentaje de actividad inyectada por gramo de tejido). A las 3 h, se
llevaron a cabo estudios adicionales de biodistribucion en animales coinyectados con

CXCR4-L frio (1.0 ymol) (grupo con receptores CXCR4 bloqueado, n = 3).
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Obtencion de Imagen de *MTc-CXCR4-L o Y7Lu-CXCR4-L

Fueron inducidos por inyeccion intravenosa tumores de células DU-4475 en los
pulmones o por via subcutdnea tumores de células C6 en la parte superior de la
espalda de ratones atimicos (hembras, de 21-23 g, de 7 semanas de edad) (2 x 106
células / 0.1 ml de NaCl al 0.9%). Después de ocho dias, se inyectaron 3.7 MBq de
9MTc- o 177Lu-CXCR-L en la vena de la cola de los ratones y fueron anestesiados con
isoflurano al 2%. Después, los ratones fueron escaneados con un micro-SPECT / CT
(ONCOVISION, Albira, Espafia), a las 3 h después de la administraciéon del *™Tc-
CXCR4-L (dia = 0; n = 3, campo de visiébn de 60 mm, ajustado a 140 keV y 20% de
ventana simétrica) o después de la administracion con /Lu-CXCR4-L (dia=2; n = 3,
campo de vision de 40 mm, fijado en 208 keV y ventana simétrica del 20%) en el
mismo animal. Para la reconstruccibn de imagenes, fue usado el algoritmo de
reconstruccion OSEM (Subconjuntos Ordenados por la Maxima Aproximacion). Para la
adquisicién de las imagenes de CT, se realizaron 600 proyecciones del micro-TC
fueron obtenidas a 35 kV y 700 pA. Se realizaron estudios histopatologicos para

verificar la formacion del tumor en la parte superior de la espalda y los pulmones.
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SEGUNDA PARTE

6.4.8. Preparaciéon de rHDL-R

Los sistemas rHDL unida al R6G o R123 o RB se prepararon de acuerdo con el
procedimiento descrito por Sabnis y cols. (2012), ligeramente modificado para los
propésitos de este trabajo. En un frasco de vidrio, se preparé la mezcla con 300 uL de
fosfatidilcolina de yema de huevo (EYPC, 10 mg / mL), 7 yL de colesterol libre (FC, 10
mg / mL), 7.5 uL de éster de colesterol (EC, 4 mg / mL) y 500 pL de R6G o R123 o RB
(1 mM). Todos los reactivos se disolvieron en cloroformo. La mezcla se homogeneizo
en un bafio ultrasonico a 4 °C y se evapor6 al vacio para eliminar cloroformo. La
pelicula lipidica que se adhirié a las paredes del vial se dispersd con 60 uL de DMSO.
Después, fueron agregados 1 mg de Apo-Al y 140 uL de colato de sodio (20 mg / mL
en buffer) y se aforé a 2 ml con buffer Tris-EDTA (tampén Tris 10 mM, EDTA 1 mM,

0.1 M KClI, pH 8). La mezcla se homogeneiz6 con un vértex durante 15 segundos.

Posteriormente, se transfirié la mezcla a una membrana de celulosa de 14 kDa y se
dializ6 durante 48 h, manteniendo constante la agitacién y con 3 a 4 cambios de buffer.
La membrana se filtré con una membrana Millipore de 0.45 um, seguida de una
membrana Millipore de 0.22 um. membrana y se almacen6 en una botella de vidrio

oscuro.
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6.4.9. Caracterizacion fisicoquimica de rHDL-R6G, rHDL-R123 y rHDL-RB

Espectro UV-Vis

El espectro de absorcion UV-Vis de rHDL-R6G, rHDL-R123 y las suspensiones de
rHDL-RB, asi como las soluciones de las 3 R’s, se obtuvieron en un espectrofotébmetro
UV-Vis Thermo Scientific Genesys 10S, en un rango de 200 a 800 nm con intervalos de

0.5 nm.

Eficiencia de cargade R

La eficiencia de carga se determiné a partir de la concentracién de R6G, R123 o0 RB en
la rHDL. Para ello, se obtuvo una curva de calibracion para cada R (absorbancia vs
concentracion). La eficiencia de carga fue determinada como la relacién de la
concentracion de Ry de rHDL y la concentracion inicial de R en la preparacion de rHDL

(tHDL-R / h).

Tamarfo y potencial Z

El tamafio de particula y el potencial Z se midieron mediante de la técnica de la
dispersion de la luz dinamica (DLS), utilizando un analizador Nanotrac (Nanotrac Wave,
modelo MN401; Microtract, FL,U.S.A.), utilizando PBS 1X (pH 7.4) como diluyente. Las
mediciones se realizaron usando una longitud de onda de 657 nm, a temperatura de 20
°C, con una corriente de 15.79 mA, un campo eléctrico de 14.35 V/cm y un tiempo de

128 ps.

52

Aplicacién de la radiacion Cerenkov de 77Lu a sistemas
terandsticos dirigidos a los receptores de quimiocina-4 y SR-B1



Marcela Angélica Avila Sanchez Disefio Metodoldgico

Relacion proteina/fosfolipido
La relacion proteina / fosfolipido se determiné a partir de la concentracién de proteinas
y fosfolipidos en las suspensiones de rHDL-R a través de los métodos BCA y Stewart

(Stewart, 1980), respectivamente.

6.4.10. Estudios in vitro de los sistemas rHDL-R6G, rHDL-R123 y rHDL-RB

Cultivo celular

La linea celular de cancer de mama humano T47D se cultivo a 37 °C en una atmosfera
de di6xido de carbono (CO2) al 5% y 100% de humedad, en un medio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI, Sigma-Adrich) suplementado con suero fetal bovino 10%,
anfotericina B y 1% antibiéticos (10000 unidades/ml de penicilina y 10 mg/ml de

estreptomicina).

Internalizacion celular

La liberacion intracelular de R, mediada por los sistemas rHDL-R6G, rHDL-R123 y
rHDL-RB se evaluaron mediante microscopia de fluorescencia. Las células T47D
(2.5x10°) se sembraron en una camara de cultivo celular y se incubaron durante 24 h a
37 °C y 5% de CO2. Posteriormente, se incubaron las soluciones formadas con 45 pL
de rHDL-R6G 1-uM, rHDL-R123 1-uyM y rHDL-RB 1-uM, a 37 °C durante 1 h. El medio
se retir0 y se lavo con PBS 1X (pH 7.4). Las células se fijaron con paraformaldehido al
2% durante 15 min a temperatura ambiente. Las preparaciones se aclararon dos veces

con PBS 1X (pH 7.4). Se afiadié un marcador fluorescente 4', 6-diamidino-2-fenilindol
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(DAPI) a las muestras y se incubaron a 37 °C durante 5 min. Estas muestras se
cubrieron con cubreobjetos. Se utilizd6 un microscopio de fluorescencia Eclipse de Nikon

para la adquisicion de imagenes.

Para corroborar la liberacion especifica mediada por el sistema rHDL, se utiliz6 como
modelo el sistema rHDL-R123 y se bloquearon los receptores SR-B1. Se cultivaron
5x10% células T47D/pocillo, usando 9 placas de 48 pocillos y se incubaron durante 24 h,
a 37 ° Cy 5% de CO2. Se les afiadié un anticuerpo anti-SCARB1 (200 ng) (h=3) y se
incubarén, nuevamente, durante 1 h, a 37 ° C y 5% CO?. Posteriormente, se colocaron
30 pL de una solucién de rHDL-R123 1uM y se incubaron nuevamente por 1 h. Con
fines de comparacion, se utilizaron células rHDL-R123 sin bloqueo (n = 3) y células sin

ningun tratamiento (n = 3) se utilizaron como grupo control.

Después del tiempo de incubacion, se retiraron los sobrenadantes y se conservaron.
Para estimar el nivel relativo de R123 que se internaliz6 en las células T47D en
presencia de los receptores bloqueados, se midieron las absorbancias de los
sobrenadantes utilizando el espectrofotometro Epoch. Cada lectura se corrigio restando
el control y la proporcion de estas absorbancias corregidas indicd el porcentaje de

liberacion intracelular cuando el receptor SR-B1 estaba parcialmente bloqueado.

Ensayos de viabilidad celular a 532 nm
En una placa de 96 pocillos, las células T47D se cultivaron alternativamente (se dejé un

pozo vacio entre dos pozos sembrados), cubriendo un total de 48 pozos. En cada pozo
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se colocaron 2.5x10* células por 100 pyL de medio RPMI suplementado con 10% de
suero fetal bovino y antibidticos al 1% (10000 unidades/ml de penicilina y 10 mg/ml de
estreptomicina). Las células se incubaron a 37 °C y 5% CO:2 durante 24 h. Se
agregaron los siguientes tratamientos (n = 12) con un tiempo de incubacion de 1h: (i)
PBS 1X (pH 7.4; control), (i) 30 pL de una solucién de rHDL-R6G 1-uM, (iii) 30 pL de
una solucion de rHDL-R123 1-pM, (iv) 30 puL de una solucion de rHDL-RB 1-uM.
Posteriormente, se irradiaron un total de 6 pozos, de cada uno de los 12 tratamientos,
usando un laser pulsado de Nd: YAG a 532 nm, 3 mW/cm?, durante 5 min. El laser se
coloc6é a una distancia de la placa que permitié que el didmetro del pozo quedara
completamente cubierto por el punto de luz. Después de que se completo la irradiacion,
se elimind el medio y se lavo con PBS 1X (pH 7.4). Se colocaron 100 pl de medio en
cada pocillo y la placa se incub6 durante 24 h'y 37 °C con 5% de atmosfera de CO2 y
85% de humedad. Finalmente, se determiné la viabilidad celular, a través del ensayo

XTT.

Evaluacion de ROS intracelulares

Para evaluar la produccién de ROS, se cultivaron 2.5x10° células en 5 portaobjetos de
cultivo con camara usando medio RPMI suplementado con suero bovino fetal al 10% vy
antibidticos al 1% (10000 unidades/mL de penicilina y 10 mg/ml de estreptomicina). Las
células fueron incubadas en CO:2 al 5% durante 24 h. Pasado este tiempo, se trataron
las células durante 1 h con los siguientes tratamientos: (A) PBS 1X (pH 7.4; control);
(B) 30 pL de una solucién R6G 1 uM; (C) 30 pL de una solucion de R6G 1 uM; (D) 30

ML de una solucién de rHDL-R6G 1 pM; (E) 30 pL de una solucién de rHDL-R6G 1 pM.
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Finalizado este tiempo, las células de los portaobjetos de los tratamientos (C) y (E) se
irradiaron a 532 nm durante 10 min. Después de la irradiacion, se agrego el reactivo
CellRox Green (485/520 nm) a una concentraciéon de 5 pM y se incubd durante 30
minutos a 37°C. El medio se decantd y se lavd tres veces con PBS 1X (pH 7.4). Las
células de los cinco portaobjetos se fijaron con formaldehido al 2% durante 15 min y se
lavaron nuevamente con PBS 1X (pH 7.4). A todas las células se les afadid el
marcador fluorescente DAPI y se taparon los portaobjetos con un cubreobjetos.
Posteriormente, se incubaron en la oscuridad a 37 °C durante 5 min antes de la

adquisicion de imagenes con el microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse.

Ensayos de viabilidad celular con */7Lu

En una placa de 96 pozos, se sembraron células T47D (2.0x10* células/pozo) en 100 pl
de medio RPMI suplementado con suero bovino fetal al 10% y al 1% antibiéticos
(10000 unidades/ml de penicilina y 10 mg/ml de estreptomicina). Las células fueron
incubados a 37 °C y 5% CO:2 durante 24 h. Después del tiempo de incubacién, se
realizaron los siguientes tratamientos ron (n = 6): (i) PBS 1X (pH 7.4; control), (ii) 25 pCi
de Y"7Lu, (iii) 50 uCi de 1"’Lu, (iv) 100 uCi de '’’Lu, (v) 30 I de una solucién de rHDL-
R6G 1 uM, (vi) 30 ul de una soluciénde rHDLR6G 1 yM + 25 uCi de *"7Lu, (vii) 30 pl de
una solucién de rHDL-R6G 1 uM + 50 uCi de *"7Lu, (viii) 30 pl de una solucién de rHDL-
R6G 1 uM + 100 pCi de 77Lu, (ix) 30 pl de una solucién de rHDL-R123 1 uM , (x) 30 pl
de una solucion de rHDL-R123 1 pM + 25 pCi de 177Lu; (xi) 30 pl de una solucion de
rHDL-R123 1uM + 50 pCi de 77Lu, (xii) 30 yuL de una solucién de rHDL-R123 1 uM +

100 pCi de 7Lu, (xiii)) 30 pl de una solucion de rHDL-RB 1 pM, (xiv) 30 pL de una
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solucién rHDL-RB 1 uM + 25 uCi de 177Lu, (xv) 30 pL de una solucién rHDL-RB 1 uM +
50 uCi de Y7Lu, (xvi) 30 pL de una solucion de rHDL-RB 1uM + 100 pCi de "’Lu. Se
colocaron 100 pyL de medio en cada pozo y la placa se incubé a 24 hy 37 °C con
atmosfera de CO2 al 5% y humedad del 85%. Finalmente, la viabilidad celular se

determind mediante la Ensayo XTT. El ’7Lu fue agregado como *’7LuCls.

6.4.11. Recoleccién de datos

La recoleccién de los datos para los estudios in vitro, se realiz6 de forma directa
mediante la cuantificacion de la actividad de las muestras en un detector de centelleo

tipo-pozo.

Para la cuantificacion de la viabilidad celular, los datos se recolectaron mediante la
medicion espectrofotométrica de la actividad de la deshidrogenasa mitocondrial, con el
uso del ensayo de viabilidad celular XTT, en donde se cuantifica la absorbancia
producida por las muestras, y esté directamente relacionada con la cantidad de células

vivas.

Para los estudios de biodistribuciéon in vivo, los datos se recolectaron mediante la
medicion de la actividad en los 6rganos de interés de los ratones atimicos, usando un

detector de centelleo tipo-pozo. La obtencion de los modelos biocinéticos y la dosis
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absorbida de radiacion en los ratones, se realizé mediante una aproximacién teorica a

partir de los datos de biodistribucion.

6.4.12. Analisis estadistico

Se llevé a cabo una comparacion entre los diferentes tratamientos y fueron evaluados
por una prueba de t de Student, para considerar diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05). Para comparar entre tratamientos con las tres R, se utilizé la
prueba ANOVA de muestras independientes, seguida de la comparacion de medias

mediante la prueba de Tuckey (p<0.05).

6.4.13. Aspectos éticos

La investigacion se llevd acabo de acuerdo a las normas: NOM-012-STPS-1999, para
condiciones de seguridad e higiene en los centros de trabajo donde se produzcan,
usen, almacenen o transporten fuentes de radiacion; la NOM-004-NUCL-1994, para la
clasificacion de los desechos radiactivos y la NOM-36-NUCL-2001
para los requerimientos de las instalaciones de tratamiento y acondicionamiento de

desechos radiactivos.

Los estudios de biodistribucion con ratones se realizaron de acuerdo con las reglas y

regulaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999. Todos los estudios
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fueron realizados bajo la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 para la clasificacion y

especificaciones de manejo de residuos peligrosos bioldgico infecciosos.

6.5. VARIABLES

Independientes:

Radiofarmacos: **™Tc-HYNIC-CXCR4-L y "7Lu-DOTA-CXCR4-L.

Dependientes:
Captacion especifica y afinidad in vitro, dosimetria in vitro, biodistribucion in vivo, dosis

absorbida in vivo, evaluacion de ROS intracelulares.

Intervinientes:

Pureza radioquimica, captacion celular, afinidad al CXCR-4 y SR-B1, proliferacion
celular.
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Variable

Definicion Conceptual

Definicién

Operativa

Tipo de

Variable

Escala de

Medicion

Andlisis

Estadistico

Radiofarmaco

Sustancia que contiene en su estructura un
atomo radiactivo y que por su forma
farmacéutica, cantidad y calidad de radiacion
puede ser administrada a un paciente para su

diagnéstico y/o tratamiento.

HPLC

Cuantitativa

1)*™Tc-HYNIC-
CXCR4-L
2)17Lu-DOTA-

CXCR4-L.

Prueba

student

de

t-de

Captacion especifica 'y

Afinidad in vitro

Capacidad del radiofarmaco de unirse

especificamente a los receptores

correspondientes de las lineas celulares.

Numero de cuentas de
radiacion dadas por linea

celular.

Cuantitativa

Kd

Bmax

% de captacion

Prueba

student

Dosimetria in vitro

Energia depositada en una regién blanco con

masa conocida, en componentes celulares.

Efecto de los
radiofarmacos sobre la

proliferacién celular.

Cuantitativa

% de viabilidad celular

Prueba

student

Biodistribucion in vivo

Forma en la cual se encuentra distribuido el
radiofarmaco en los 6rganos del raton en

estudio.

Metodologia

MIRD

Cuantitativa

Prueba

student

Evaluacion de dafo

intracelular

Medicion de la capacidad de un radiontclido

de causar dafio irreversible en las células.

Evaluacion de ROS

intracelulares.

Cuantitativa

% de produccion de

ROS

Prueba

student
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Abstract

This research aimed to prepare *™Tc-/'""Lu-CXCR4-L radiotracers and evaluate their in vitro and in vivo capability to detect
the chemokine-4 receptor. Molecular docking calculations, K values (< 10 nM) of *™Tc-/'7"Lu-CXCR4-L (radiochemical
purities > 98.5%) estimated by saturation binding assays, as well as biodistribution studies in mice with induced tumors,
confirmed the affinity of radiotracers towards CXCR4, expressed in DU-4475 breast cancer cells and C6 glioblastoma cells.
Micro-SPECT/CT images showed that **™Tc-CXCR4-L and ""Lu-CXCR4-L could work as a theranostic pair for CXCR4
targets. Results warrant additional research to assess the therapeutic efficacy and dosimetry of !"’Lu-CXCR4-L.

Keywords HYNIC-CXCR4-L - DOTA-HYNIC-CXCR4-L - ®™Tc-CXCR4-L - '"Lu-CXCR4-L - Chemokine-4 receptor -
Theranostic pair
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Introduction

Recently, a %3Ga-labeled cyclic pentapeptide (*Ga-Pen-
tixafor®) was reported as a successful positron emission
tomography (PET) tracer, useful for the visualization of
the chemokine-4 receptor (CXCR4), overexpressed in more
than 23 types of human cancers [1-3]. Preclinical studies of
another PET ligand (N-[!!C]methyl-AMD3465) have also
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demonstrated the feasibility of obtaining in vivo imaging of
CXCR4 expression in glioma tumors [4]. Both PET tracers
might be useful for identifying patients to whom potential
CXCR4-targeted radiotherapies could be beneficial. Never-
theless, the development of a single-photon emission com-
puted tomography (SPECT) radiotracer based on techne-
tium-99m and capable of accurately detecting the CXCR4
protein, would be valuable considering the availability of
9mTe from commercial *’Mo/*™Tc generators at a low cost,
the availability of single-photon emission computed tomog-
raphy (SPECT) equipment worldwide and the ease of in situ
preparation from lyophilized kits.

T140® is a cyclic 14-residue peptide with high
chemokine-4 receptor-antagonistic activity. In the chemical
binding between T140® and CXCR4, the Arg?, Nal®, Tyr’
and Arg'* residues of T140® form a core with specific rec-
ognition properties through polar interactions and hydrogen
bonds (Arg? and Arg'* from T140®) with the Asp!”!, Asp?®?,
Thr!''7 and His'!” side chains of the CXCR4 protein, as well
as a peptide anchoring site (Nal® and Tyr> of T140) to the
helix V hydrophobic region of the chemokine-4 receptor
[5]. Considering these four pharmacologically-significant
amino acids (Tyr-Arg-Arg-Nal), Fujii et al. [6] designed a
cyclic pentapeptide (cyclo-Tyr>-Arg!-Arg?Nal>-Gly*) with
improved antagonistic activity. Demmer et al. [7] added

@ Springer
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VIII. DISCUSION GENERAL

En una primera parte del proyecto de investigacion, se evallo la aplicacion de la RC
proveniente del Y7Lu en la obtenciéon de imagenes de tumores que sobreexpresan al
receptor CXCR4. En primer lugar, se demostrd que el acoplamiento molecular del
receptor CXCR4 con el péptido HYNIC-CXCR4-L, se llevé a cabo con una adecuada
afinidad receptor-ligando, identificando dos interacciones entre el agente quelante
HYNIC en el sitio de unién ligando-receptor. La primera interaccion se llevé a cabo
entre HYNIC con el aminoacido Trp-94 mediante fuerzas de Van der Waals, lo que
sugiere que el HYNIC puede actuar como un sitio de anclaje para regiones hidrofébicas
de la molécula CXCR4. La segunda interaccion identificada tuvo lugar entre el ciclo
aromatico heterociclico del HYNIC y el aminoacido Asp-188, a través de un enlace de
hidrégeno convencional. Wu y cols, han demostrado que existe una afinidad superior
del CXCR4 por el HYNIC-CXCR4-L en comparacion con otros ligandos (Wu, et al.,
2010). Esto indica que el método de acoplamiento molecular empleado es valido,
teniendo un papel relevante los grupos quimicos cargados y los anillos aroméaticos del
HYNIC-CXCR4-L en la union de los receptores acoplados a proteina G, como el

CXCR4 (Mungalpara et al., 2013).

La caracterizacién quimica, identific6 la existencia de grupos quimicos que son

caracteristicos en las secuencias de péptidos. Por ejemplo, se observé una banda de
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estiramiento N-N a 1128 cm™ en el HYNIC-CXCR4-L, asignado al grupo hidracina de
HYNIC; este mismo dato se observa a 1130 cm™ en el espectro del DOTA-HYNIC-
CXCR4-L, debido al efecto de DOTA en la disminucion de repulsiébn de pares de
electrones solitarios del enlace (N—-N), induciendo un aumento en la longitud del enlace.
El espectro indicd una vibraciéon de flexion a 825—-830 cm™, lo que se puede atribuir
principalmente a anillos aroméaticos de B-naftol. Se obtuvieron los espectros para los
guelantes HYNIC y DOTA y concuerdan con los publicados por Medina-Garcia y cols. y
por Mendoza-Nava (Medina-Garcia, et al., 2015; Mendoza-Nava et al., 2017), con esta
informacioén se verifica que los cambios observados en los espectros son resultado del
acoplamiento con el CXCR4-L. Mediante el analisis por espectrometria de masas, se
encontrd un valor de m/z=838 para el péptido HYNIC-CXCR4-L y de 1224 para DOTA-
HYNIC-CXCR4-L, esto indico que ambos conjugados son quimicamente puros. Tanto
HYNIC-CXCR4-L como DOTA-HYNIC-CXCR4-L mostraron una pureza radioguimica

mayor al 98%, mediante el analisis por HPLC.

Los resultados de la unién a proteinas plasmatica del *°®"Tc-CXCR4-L fueron de 0.3 +
0.2%, 0.5 £ 0.3% y 0.8 £ 0.2%, a los tiempos 0.5, 1 y 24 h, respectivamente, sin la
presencia de *Tc libre y sin transquelacién a la cisteina, que indica la estabilidad
apropiada del radiotrazador en suero. En el caso de *""Lu-CXCR4-L, se encontrdé una
unién mayor a proteinas con valores de 1.8 + 0.6%, 4.8 + 0.5% y 7.5 + 0,8%, a las 0.5,
1y 24 h, respectivamente, lo que puede estar asociado a la mayor lipofilia de "’Lu-

CXCR4-L. No se detect6 Lu libre ni ninglin otro metabolito y mas del 90% de 7"Lu-
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CXCR4-L permanecio intacto, lo que indica una buena estabilidad en suero. El enlace
proteico de 7Lu-CXCR4-L puede ser (til para producir un tiempo prolongado de
retencion en sangre y, por lo tanto, aumentar la captacién en tumores que expresan

CXCR4-L (Choy CJ, et al., 2017).

Los estudios en células de cancer mostraron una captacion significativamente mayor
para el 1”/Lu-CXCR4-L en las lineas celulares DU-4475 y C6 que lo observado para el
9MTc-CXCR4-L (p <0.05). También se observaron menores porcentajes de uniéon de
ambos radiotrazadores en las células CHO-K1, que los obtenidos en células de mama
o glioblastoma (p <0.05). Los estudios de PCR indicaron que el nivel de la expresion de
CXCR4 en las células DU-4475 y C6 es aproximadamente de 38 y 29 veces,
respectivamente, en relacion con las células CHO-K1. El uso de células CHO-K1 como
control negativo para CXCR4 ha sido reportado por otros autores como Wester y cols.
(Wester HJ, et al. 2015). La internalizacion del *°MTc-CXCR4-L fue menor en
comparacion con 7’Lu-CXCR4-L, posiblemente debido al efecto quimico de DOTA en
la estructura (Wistemann T., 2016). Se observo también que la internalizacién fue
mayor (p <0.05) en las células de glioblastoma C6 en comparacién con las células de
cancer de mama DU-4475, probablemente esté asociado a la formacion de
heteromeros CXCR4 con otros receptores de quimiocinas e incluso con otros
receptores acoplados a las proteinas G, que en algin momento pueden modular su
afinidad e internalizacion (Kufareva I, et al., 2014). Existe evidencia que indica que las

células de cancer de mama expresan una mayor gamma de subtipos de receptores de
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guimiocinas (CXCR1, CXCR3, CXCR4, CXCR7, CCR2, CCR4, CCR5, CCR7 y CCR9),
en comparacion con las detectadas en gliomas (CXCR4, CCR3 y CCR5) (Hu et al.,
2005). Los estudios de bloqueo de receptores en las células DU-4475 y C6, indicaron
una captacion e internalizacion leve de '7/Lu-CXCR4-L y %°™Tc-CXCR4-L, pero no
significativamente mayor (p>0.05) en comparacion con las células desbloqueadas.
Existe evidencia que permiten explicar estos resultados, los cuales indican la
posibilidad que los ligandos frios desencadenan mecanismos celulares en DU-4475 y
C6 que promueven la internalizacién de °*™Tc- o "/Lu-CXCR4-L, en lugar de un efecto

de bloqueo del receptor (Escudero-Castellanos et al., 2017).

Los valores Kd y Bmax determinados mediante ensayos de saturacién, permitieron
confirmar la afinidad de %MTc-CXCR4-L y 7Lu-CXCR4-L por el receptor CXCR4
expresado en las células DU-4475 y C6. No se observo diferencia significativa entre el
9MTc-CXCR4-L y el 7Lu-CXCR4-L (p> 0.05) con respecto a la afinidad (Kd), pero la
absorcion maxima (Bmax) de 7’Lu-CXCR4-L fue mayor que para el ®"Tc-CXCR4-L (p
<0,05). Estos resultados sugieren que el "/Lu-CXCR4-L, debido a sus propiedades
lipofilicas, puede tener una mayor interaccion con la region hidrofébica de la hélice V

del receptor de quimiocina-4 (Tamamura et al., 2000).

Los estudios de biodistribucion en ratones mostraron una rapida eliminacién en sangre
y rapida excrecion renal y hepatobiliar de ambos radiotrazadores. A las 3 h después de

la inyeccién intravenosa, mas de 2.5% ID/ g de %¥™Tc-CXCR4-L permanecié en las
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células DU-4475 y C6, esto indica que es posible obtener imagenes de buena calidad.
El 7Lu-CXCR4-L demostr6 un tiempo prolongado de retencion en ambas lineas
celulares, 96 h después de i.v. administracién se obtuvo un valor superior a 1.5% de
ID/g. En animales coinyectados con CXCR4-L frio a las 3 h, no se logré el efecto de
blogueo; lo que se observé fue una leve captacién tumoral, aunque sin diferencia
estadisticamente significativa (p> 0.05). La captaciéon tumoral del **™Tc-CXCR4-L fue
de 3.31 + 0.75% ID/g para las células DU-4475 y de 3.18 + 0.89% para las células C6.
La absorcién en tumor del Y/Lu-CXCR4-L fue de 4.29 + 0.97% ID/g para las células
DU-4475 y de 3.54 + 0.74% para las células C6. Este comportamiento puede estar
relacionado con la activacion de mecanismos desencadenados por el exceso de

CXCR4-L frio, que promueven la internalizacién de *°™Tc- o 1//Lu-CXCR4-L.

Fue posible adquirir imadgenes de ratones a las 3 h después de la administracién de
9¥MTc- 0 177Lu-CXCR4-L en el mismo animal en diferentes dias (Dia 0: 99mTc-
CXCR4-L; Dia 2: 177Lu-CXCR4-L). En estas imagenes se mostrd evidentemente la
captacion de radiofarmacos en ambos tipos de tumores (DU-4475 y C6). Se realizaron
andlisis histopatoldgicos de los tumores inducidos e indicaron la existencia de células
altamente indiferenciadas asociadas con cancer de mama. Estos resultados apoyan la
posibilidad de utilizar los farmacos °MTc-/*"’Lu-CXCR4-L como par teranéstico. Para
esto es importante identificar el mecanismo por el cual se promueve la expresion de
CXCR4 en células tumorales primarias con potencial metastasico. Sin embargo, en el

caso del radiofarmaco 7’Lu-CXCR4-L, el ligando se utiliza en concentraciones sin
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actividad farmacologica, por esto el efecto sobre la eliminacion tumoral esta mediado

por la energia de las emisiones del 1’’Lu beta depositadas por unidad de masa (Gy).

En una segunda parte del proyecto de investigacion, se obtuvo el acoplamiento de las
moléculas de rHDL encapsuladas en las nanoparticulas. De acuerdo con algunos
autores, las moléculas hidrofébicas del rHDL son captadas en el nucleo lipidico de las
nanoparticulas, compuesto principalmente por ésteres de colesterol y triglicéridos;
mientras que las moléculas hidrofilicas son captadas con mas probabilidad en la
superficie (Aranda-Lara et al., 2020; Simosen J.B., 2016). La insercion de las
rodaminas en las Np de rHDL dio como resultados eficiencias de carga del 24.1%
(R123)> 19.8% (R6G)> 13.3% (RB), esto es debido a que la probabilidad de formar

puentes de hidrogeno disminuye en el orden R123> R6G> RB (Kooijman et al., 2007).

Los mecanismos de internalizacién de las moléculas transportadas por rHDL estan
influenciados por diferentes factores, como el tipo de célula y las caracteristicas de la
molécula transportada (Bacellar et al., 2015; Li Z et al., 2017). EI mecanismo de
internalizacién mas aceptado es la via no endocitica, segun el cual el receptor SR-B1
contribuye a la liberacion directa del colesterol esterificado que se encuentra en el
nacleo de rHDL al citosol a través de la formacién de una estructura hidrofébica, que
permite su paso a través de la membrana celular hacia el interior de la célula, sin que la
rHDL sea internalizado (Raut et al., 2018; Chuang et al., 2020; Li Y et al., 2017). Existe

evidencia que sugiere gue las rodaminas R6G y RB tienen una naturaleza ligeramente
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mas hidrofébica que la R123, por lo que se encuentren en mayor medida en el nlcleo

hidrofobico de rHDL (Jiménez-Mancilla et al., 2021).

Diversos autores han indicado que las tres rodaminas antes mencionadas, tienden a
acumularse en las mitocondrias, dependiendo del equilibrio entre el caracter
lipofilico/hidrofilico de la molécula, los potenciales de membrana plasmatica y
mitocondrial y el grado de asimetria de la estructura molecular, entre otros factores
(Bacellar et al., 2015; Davies et al., 2016; Belostotsky et al., 2011; Pergande M., 2012).
Para promover una acumulacion exitosa en mitocondrias, se debe de tener en cuenta
gue el potencial de las mitocondrias es negativo y estd comprendido entre -180 a -120
mV, segun el tipo de célula (Belostotsky et al., 2011; Pergande, 2012; Chen, 1988). La
rodamina R123 disminuye apreciablemente su fluorescencia con internalizacion en las
mitocondrias y la R6G presenta mayor intensidad de la fluorescencia, lo que puede
estar asociado a su caracter ligeramente mas lipofilico permitiendole permanecer en la
mitocondria durante mas tiempo que la R123 (Scaduto y Grotyohann, 1999; Forster et

al., 2012)

Al combinar los sistemas rHDL-R vy la irradiacién a 532 nm, la citotoxicidad decrecié en
el siguiente orden rHDL-R6G> rHDL-R123> rHDL-RB (Hirakawa, 2015; Jiménez
Mancilla et al., 2021). Cuanto mayor fue la localizacién a nivel de la mitocondria, mayor
fue la citotoxicidad observada, debido a que la sintesis mitocondrial de ATP esta

bloqueada, lo que conduce a la apoptosis (Bacellar et al., 2015; Liu et al., 2019; Li et
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al., 2017; Bhattarai et al., 2020). Dependiendo de la concentracion de PS en las
mitocondrias y la intensidad de la radiacion, también puede ocurrir necrosis o autofagia,
mecanismos Utiles en células tumorales resistentes a la apoptosis (Abrahamse &
Hamblin, 2016). Se ha comprobado que la muerte celular por TFD esta directamente
asociada con un dafio tipo Il. Las ROS producidas por el efecto fotodinamico
interactan con las proteinas, lipidos, acidos nucleicos y provoca un dafio oxidativo

irreversible con la consiguiente induccion de dafio letal a las células.

Los sistemas rHDL-R6G y rHDL-R123 muestran propiedades favorables para su uso en
PDT, siendo el sistema rHDL-RB el menos efectivo para PDT, ya que para este sistema
s6lo se produjo el 30% muerte celular. Una limitacion de las rodaminas como PS para
PDT es que son excitadas por fuentes externas con longitudes de onda de escasa
penetracion tisular (500-550 nm). Este inconveniente se puede superar utilizando una
fuente de excitacion localizada como la radiacion de Cerenkov (CR) de un radionuclido
emisor (Kotagiri et al., 2015; Kamkaew et al, 2016). Al depositar un radionuclido emisor
en la célula tumoral, la RC producida puede excitar cualquier PS que también se
deposita en la célula produciendo un efecto fotodinamico in situ. Cuando los sistemas
rHDL-R fueron expuestos a la CR de 17Lu, solo rHDL-R6G mostré un efecto citotoxico

significativo (p <0.05) a 50 pCiy 100 uCi.

La eficacia de la combinacion rHDL-R6G / 7Lu permite sentar las bases de un

sistema terandstico, ya que ademas del potencial efecto radioterapéutico que ya se ha
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demostrado, también permite visualizar su ubicacion mediante imagenes SPECT o con

detectores de CR (Jiménez-Mancilla et al, 2021; Das et al, 2018).
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IX. CONCLUSIONES GENERALES

1. Los compuestos ®"Tc-CXCR4-L y Y7Lu-CXCR4-L, se obtuvieron con alta pureza

radioquimica (>95%) y presentaron alta estabilidad en suero humano.

2. Los conjugados *MTc-CXCR4-L y Y7Lu-CXCR4-L mostraron capacidad in vitro e in

Vivo para detectar el receptor de quimiocina-4.

3. Se demostr6 que los conjugados °MTc-CXCR4-L y 7Lu-CXCR4-L podrian

funcionar como par terandéstico para receptores CXCR4.

4. Los resultados sugieren una investigacion adicional para evaluar la eficacia

terapéutica y la dosimetria de *’’Lu-CXCR4-L.
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5. Las nanoparticulas de rHDL permiten encapsular y liberar de forma dirigida a las
rodaminas R6G, R123 y RB en el interior de las células de cancer a través de la

interaccion con los receptores SR-B1.

6. El sistema rHDL-R6G presentd una mayor citotoxicidad relacionada con una mayor

internalizacion celular.

7. Estos resultados justifican el disefio de un sistema terandstico multimodal que
combine PDT-radioterapia-radioimagen con alta selectividad para tumores soélidos

gue sobreexpresan al receptor SR-B1.

Aplicacion de la radiacion Cerenkov de "7Lu a sistemas 77
terandsticos dirigidos a los receptores de quimiocina-4 y SR-B1
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