Universidad Autéonoma del Estado de México | Facultad de Quimica

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

Programa de Doctorado en Ciencias Quimicas

Sintesis y evaluacion de nanosistemas de liberacion
controlada basados endendrimeros dirigidos al receptor de

guimiocina-4

Protocolo de investigacionPresenta:

M.en C.y T. F. Rosa Maydelid Trujillo Nolasco

Dirigido por:
D. en C.Q. Enrique Morales Avila (UAEMEéx)
Dra. en C. Blanca Eli Ocampo Garcia (ININ)

Dra. en C. Guillermina Ferro Flores (ININ)

Toluca, Estado de México, 2021

ININ

M. en C.yT. F. ROSA MAYDELID TRUJILLO NOLASCO 1




Universidad Autéonoma del Estado de México | Facultad de Quimica

Este trabajo se realiz6 de manera conjunta entre la Universidad Auténoma del
Estado de México y el Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ), en
el Departamento de Materiales Radiactivos,bajo la asesoria del Dr. en C. Q.
Enrique Morales Avila, Dra. en C. Blanca E. Ocampo Garciay la Dra.en C.

Guillermina Ferro Flores.

El presente trabajo contd con el financiamiento por parte del Consejo Nacional de
Cienciay Tecnologia(CONACyYT-CB-A1S38087) y de la Agencia Internacional
de Energia Atomica (CRP-F2264).

M. en C.yT. F. ROSA MAYDELID TRUJILLO NOLASCO 2



Universidad Autéonoma del Estado de México | Facultad de Quimica

INDICE
1. MARCO TEORICO ...ttt bbbt bbbttt et e e sbe e sbeesaeesnbesneas 9
1.1. DENDRIMEROS ....cootiiiiiieietete ettt sttt s st 9
5 31 TSSOSO PRPRPPPPTPPTON 10
L3 KR A ettt b h e h b E e R R R bRt bbb e b bt e e bt etes 11
1.4, RAAIACION ...ttt bbbt b btttk et b ettt et s e b b et ene e 13
S T 09, O I OO PRSP RTPP 18
1.8, CXCRA .t b bbb bR b bbb bbb bt e e et ne e e eees 18
2. OBUIETIVO ..t bbbt bt bt bt bt s bt e she e s he e s bt b b e e be b e e nnne s 20
3. METODOLOGIA ...ttt sttt s st neesan 21
3.1. Conjugacion de DOTA-DN ..ottt b ettt b et 21
3.2. Activacion de grupos carboxilo N CXCRAL ... 21
3.3. Conjugacion de CXCRA4L a los grupos de amina del DOTA-DN (DOTA-DN-CXCR4L).... 21
3.4. Preparacion de DOTA-DN(C19) y DOTA-DN(C19)-CXCRAL ......vvvevevrmreeereseresereesrrerenen 22
3.5. Preparacion de ’Lu-DN(C19)-CXCRA4L, ’Lu-DN (C19) y *’Lu-DN-CXCRAL............... 22
3.6. Dispersion dinamica de luz (DLS) y potencial Zeta (Z) ........ccooerverriinninsineneesieeseene 23
3.7. Microscopia electronica de transmision (TEM) .......ccccoiiiiiiiiinee e 24
3.8. ESPECIrOSCOPIA FT-TR ...ooiiiii ettt be et et sre e sre e 24
3.9. ESPECIIOSCOPIA UV VIS ..oviiiiiiiictice sttt sttt st te st et sreeteenbesre e e sre e 24
3.10. Eficiencia de atrapamiNnt...........coererieieieiei ettt ettt 24
3.11. Perfil de liberacion in VItro de CL9.........ccoiiiiiiiiiiesie e 25
3.12. PUIezZa radiOQUIIMICA.......cccveiieieeie ettt sttt st r et st sb e st e e s e sbeeteesbesreesbenee e 25
3.13. EStabilidad €N SUBTO .......ccviiiiiiiiteiieie bbb 25
3.14. Captacion e internalizaCion CEIUIAN ...........ccooi i e 26
3.15. ViIabilidad CEIUIAN ..........oveiiici s 26
3.16.Y"Lu-DN(C19)-CXCRAL Dosimetria CEIUIAN.............ccovviviririrceeeeeeeeeeee e 27
T A = g 7 1Y o] o) o0 1< oo RSP 28
TR0 TR o] o] {01 PSR 28
3.19. ANALISIS ESTAAISTICO ......ecvieeiieciiit ettt 29
A RESULTADOS . ...ttt ettt h e bt skttt e e bt e bt e s b etk e e e be e emb e e be e nbe e sheesieennbennnis 30
4.1, TamMaR0 de PAFTICUIA.......oieieieice et re st st eenes 30
4.2. Caracterizacion POr HPLC/UV-VIS ..o 35
| I

M. en C.yT. F. ROSA MAYDELID TRUJILLO NOLASCO 3



Universidad Autéonoma del Estado de México | Facultad de Quimica

4.3. Eficiencia de enCapSUIACION ..........ooiiiiiiiiiiee ettt 36
4.4, Perfil de lIDBIACION .......c.oiiiiieic ettt 37
4.5. Estabilidad en suero y pureza radioqUIMICa..........ccccvveviiiiiiie i 38
4.6. Captacion e internalizaCion CRIUIAN ..ot 39
4.7.V1aDIIdad CEIUIAN ..o 40
4.8. Dosimetria celular 1"Lu-DN(C19)-CXCRAL ........ccovurirrrireieieeieeeseeeeeeee e 42
4.9. ENSAYO0 CIONOGENICO ....vevveiiiiecie sttt sttt ettt e st et e s teens e besaeesbestessaesresteenaenre s 43
O AN o To] o1 (0 1] £SO SRSTOSN 45
B. DISCUSION. ...ttt ettt ettt ettt sttt s st s e 47
L0 ] N[ 0 1S [0 ] TP 50
| |

M. en C.yT. F. ROSA MAYDELID TRUJILLO NOLASCO 4



B Universidad Autéonoma del Estado de México | Facultad de Quimica
INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1. ESTRUCTURA DEL DENDRIMERO DE PAMAM GENERACION 4.0..........oooooovveeeeeeeeccrsessesesssesee 10
FIGURA 2. ESTRUCTURA DE LA MOLECULA DE CLO. .....ocoooeeeeseseeeeeeeeeeeeeeeeeesessessssseseeeesesssseeeeessesessessseseeee 10
FIGURA 4. MECANISMO DE ACTIVACION DE RAS..........oooooooeeiieeeesseseeeeeeeeeeeeeeeeeeesessessssseseeeesesssssseseessesesssssseseeee 12
FIGURA 5. ESQUEMA DE LA ENERGIA DE RETROCESO DE PARTICULAS ALFA. .......oovvovvveeeeeccriereessessesee 16
FIGURA 6. COMPLEJO DE COORDINACION ENTRE EL AGENTE QUELANTE DOTA Y LU-177....oeevevenen. 17
FIGURA 7. ESQUEMA DE DECAIMIENTO DEL LU-177....oooocooieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeoeeeseeseeseseeseeeesesssseeeeee s 18
FIGURA 8. ESQUEMA DE LA SINTESIS DE PREPARACION DE A) DOTA-DN, B) DOTA-DN-CXCRAL, C)
DOTA-DN(C19)-CXCRAL Y D) Y7LU-DN(CL)-CXCRAL .....ooovvvvveeeeeeeeereeseseeeseeeeeeeeeeeeseeeeesesesesessssseessesseneeee 23
FIGURA 9. MICROGRAFIAS REPRESENTATIVAS OBTENIDAS POR TEM DE LOS SISTEMAS DOTA-
DN-CXCRAL Y DOTA-DN(CL9)-CXCRAL .....ovvveeeeeeeeereeeeeseeeeeeeseeeeeeeeeeeeseesesseeseeeeeeesssssseeeeseseeesesesseseseesseeneees 31
FIGURA 10. ESPECTROS FT-IR DE A) PAMAM G 4.0 (DN), B) P-SCN-BN-DOTA (DOTA), C) CXCRA4L, D)
C19, E) DOTA-DN, F) DOTA-DN-CXCRAL Y G) DOTA-DN(C19)-CXCRAL ........cooeereeesesseeeeeeeeeeeeeeeecesesrs 34

FIGURA 11. CROMATOGRAMAS HPLC DE A) DOTA, B) DOTA-DN, C) DOTA-DN-CXCRA4L, E) C19Y F)
DOTA-DN(C19)-CXCR4L; Y ESPECTROS UV-VIS G) MODIFICACION SUPERFICIAL DEL DN CON
DOTA (DOTA-DN), H) CONJUGACION DE CXCR4L A DOTA-DN (DOTA-DN-CXCRA4L) Y I) DOTA-

DIN(CLO)-CXCRAL ... s e 36
FIGURA 12. PERFIL DE LIBERACION IN VITRO DE DOTA-DN(C19)-CXCRAL A PH 53

(MICROAMBIENTE TUMORAL) Y PH 7.4 (CONDICIONES FISIOLOGICAS)........coovvvveeieosrereecssssereesssseeee 38
FIGURA 13. RADIOCROMATOGRAMAS HPLC DE 177LU-DN(C19)-CXCR4L A) DIA1Y B) DIA7.................. 39

FIGURA 14. COMPARACION DE LOS SISTEMAS NO DIRIGIDOS '7LU-DN(C19), CAPTACION E

INTERNALIZACION CELULAR DE 7LU-DN(C19)-CXCR4L EN CELULAS CON Y SIN BLOQUEDO

DE RECEPTORES, A) CAPTACION EN MIA PACA-2, B) INTERNALIZACION (CON RELACION A

LO CAPTADO) DE 177LU-DN(CL19).....r.eovvveeerreeeseeeseeeesssesssesssessesseesssssssssesssssssssssssessseesssssssesessssesssssssssesseesseee 40
FIGURA 15. VIABILIDAD CELULAR DE LAS LINEAS CELULARES DE MIA PACA-2 Y PANC-1 A LAS

48 H DESPUES DE LOS TRATAMIENTOS CON 4.3 BQ/CELULA DE INTERNALIZACION Y7LU, 1.12

NM DE C19 Y UNA CONCENTRACION EQUIVALENTE DE DOTA-DN. .ovvocooreeeeeeeeeceresesseeseeeeesesssssseeees 42
FIGURA 16. ENSAYO CLONOGENICO DE LAS LINEAS CELULARES MIA PACA-2 Y PANC-1. ..ovvvorrverrrennn, 45
FIGURA 17. DOTA-DN(C19)-CXCR4L PROMUEVE APOPTOSIS EN LAS LINEAS CELULARES DE A)

MIA PACA-2 Y B) PANC-1. ANALISIS DE ANEXINA V Y 7ADD DE CELULAS TRATADAS CON EL

SISTEMA CARGADO Y SIN CARGAR CON C19 POR 72 H. N=3; **P < 0.001 .....cccoeoiriririiireeierenenee 46

INDICE DE TABLAS

TABLA 1. PRINCIPALES CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE C19 ..o, 11
TABLA 2. PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE RADIONUCLIDOS EMISORES ALFA UTILIZADOS
BN AT e e 15

TABLA 3. CARACTERISTICAS DE LOS DIFERENTES SISTEMAS (PROMEDIO + DE, N=3) PORDLS 30
TABLA 4. PRINCIPALES BANDAS DE VIBRACION (CM™) DE LOS SISTEMAS DOTA-DN, DOTA-DN-
CXCRA4L Y DOTA-DN(C19)-CXCRAL OBTENIDAS POR ESPECTROSCOPIA ATR-FTIR ......ccccovvuneen. 34
TABLA 5. MODELO BIOCINETICO Y DOSIS DE RADIACION ABSORBIDA PRODUCIDA POR CADA
BEQUEREL (BQ) DE "LLU-DN(C19)-CXCRA4L DEL CITOPLASMA AL NUCLEO DE LAS CELULAS
MIA PACA-2Z Y PANC- L. e b e 43

M. en C.yT. F. ROSA MAYDELID TRUJILLO NOLASCO 5



Preparacion y caracterizacion de nanosistemas de liberacién controlada basados en dendrimeros de
PAMAM vy dirigidos a los receptores de quimiocina-4

Universidad Auténoma del Estado de México | Facultad de Quimica

RESUMEN

En los dltimos afos, la investigacion y desarrollo en nanomedicina se ha dirigido a la aplicacion y
desarrollo de nanosistemas disefiados para diagnosticar, tratar y prevenir enfermedades a nivel
celular y molecular. En las terapias contra el cancer, la administracién de agentes terapéuticos cobra
un interés relevante el transporte y liberacion de farmacos a sitios especificos, minimizando los

efectos adversos en tejidos sanos.

En este contexto los sistemas nanoparticulados han mostrado un importante potencial terandstico.
Los enfoques de la administracion dirigida mediante estos sistemas representan una estrategia
prometedora para alcanzar objetivos especificos y producir mas de un mecanismo de dafio, lo que
resulta en un mayor efecto terapéutico [1-3]. En particular, se ha demostrado que las nanoparticulas
poliméricas dirigidas hacia receptores que se sobreexpresan en cancer producen un efecto sinérgico
cuando la quimioterapia y la radioterapia se direccionan hacia un objetivo seleccionado mientras se

reduce la citotoxicidad en los tejidos periféricos sanos [1].

Se han empleado varios tipos de moléculas para permitir que las nanoparticulas alcancen la diana
tumoral deseada y mejorar la selectividad y efectividad del tratamiento. Y numerosos informes han
documentado la idoneidad de las nanoparticulas para transportar y administrar diferentes moléculas
de interés en medicina como genes, proteinas o pequefios agentes oncoterapeuticos. Aun cuando la
administracion de farmacos dirigida ha demostrado ser un enfoque eficaz las aplicaciones clinicas

de las nanoparticulas siguen siendo limitadas [4].

Hasta hoy diferentes marcadores de membrana has sido estudiados con la finalidad de direccionar
los sistemas hacia estos. En particular, se sabe que el receptor de quimiocinas CXCR4 y su ligando
heterodimérico primario CXCL12 (SDF-1) se sobreexpresan en una amplia variedad de tumores y
se ha informado como un “target” terapéutico prometedor para inhibir la migracioén e invasion de
células cancerosas. Este receptor (CXCR4) se sobreexpresa en lesiones pancreaticas precancerosas

malignas y en células madre pancreaticas cancerosas [5].

El cancer de pancreas es muy letal y de mal prondstico, ya que suele diagnosticarse en estadios
avanzados o incluso en estadio metastasico. El desafio en su tratamiento es la resistencia intrinseca

a los farmacos contra el cancer, que estd mediada por la interaccion entre CXCR4-CXCL12 [6].

En los canceres humanos, los tres genes RAS (HRAS, NRAS y KRAS) constituyen la familia de

oncogenes mutados con mayor frecuencia. La mutacion KRAS (homdlogo del oncogén viral del
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sarcoma 2 de rata de Kirsten) es muy prevalente en la carcinogénesis pancreatica. La incidencia de
la mutacion de KRAS4b en el cancer de pancreas se correlaciona con un mal factor en la
supervivencia, mientras que KRAS4a se relaciona con una supervivencia superior. Este gen tiene
una importante contribucién en el crecimiento, diferenciacion, proliferacion y supervivencia celular
mediante la regulacion de varias vias de sefializacidn, lo que lo convierte en un objetivo prometedor

para la terapia contra el cancer [7].

El bloqueo de la asociacion de membrana de KRAS4b se considera una nueva estrategia terapéutica
contra el céancer. Recientemente, la molécula de C19 ((2S)-N-(2,5-diclorofenil)-2-[(3,4-
dimetoxifenil)-metilamina]propanamida) ha demostrado tener la capacidad de estabilizar el
complejo KRAS4b-PDES de manera eficaz, bloqueando la asociacion KRAS4b-membrana, que es
necesaria para su activacion [8-10]. Se ha demostrado que los dendrimeros son herramientas
prometedoras dentro del campo de las nanoparticulas para la terapia contra el cancer. En particular,
los dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM) se han modificado y empleado con éxito como

sondas moleculares para la administracion de farmacos dirigidos y la radioterapia [2, 3].

El lutecio-177 (*’Lu) es actualmente el radionlclido terandstico mas utilizado debido a su
capacidad para funcionar como una herramienta de generacion de imagenes aprovechando sus
emisiones gamma de baja energia (0.208 MeV con 10% de abundancia y 0.113 MeV con 6% de
abundancia) y como agente radioterapéutico, debido a su emision beta maxima de 0.497 MeV
(78%) que le permite penetrar en los tejidos (2 mm). *’Lu forma un complejo de coordinacién muy
estable con acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N,N',N",N"'-tetraacético (DOTA) y sus derivados,

proporcionando radiofarmacos estables [11].
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1. MARCO TEORICO

Una de las estrategias potencialmente Utiles en la administracion de farmacos incluyen
micelas, dendrimeros, liposomas y nanoparticulas poliméricas que debido a su tamafio,
pueden penetrar en los sitios tumorales y depositar su carga. Los dendrimeros se consideran
sistemas ideales de entrega de farmacos debido a su morfologia, funcionalidad y

dimensiones [12].

1.1. DENDRIMEROS
Los dendrimeros son estructuras poliméricas hiper-ramificadas con una alta solubilidad en

agua, y alta biocompatibilidad, constan de unidades repetidas, con grupos funcionales en su
superficie que le permiten funcionalizarse con un gran nimero de moléculas. Tienen la
capacidad de atrapar en sus cavidades a diferentes farmacos (conjugacion no covalente) o
bien pueden conjugarse con los grupos funcionales de la periferia (conjugacion covalente).
De manera especifica los dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM) son macromoléculas
esféricas compuestas por unidades repetidas de poliamidoamina, tienen baja toxicidad
bioldgica, buena biocompatibilidad y estabilidad in vivo, sus amplias cavidades internas les
permiten acomplejar farmacos hidrofobos y han sido ampliamente reportados por su uso

para el transporte de estos [3,12-18].

Los dendrimeros de PAMAM generacion 4.0 (Figura 1) son estructuras con un tamafio
aproximado de 4 nm, con un peso molecular de 14.215 g/mol. En su superficie tienen 64
grupos amino primarios que le confieren caracter hidrofilico y naturaleza cationica,
mientras que en el interior posee 62 grupos amino terciarios a los que se les atribuye el
caracter hidrofobico [13,14].

M. en C.yT. F. ROSA MAYDELID TRUJILLO NOLASCO 8
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Figura 1. Estructura del dendrimero de PAMAM generacion 4.0.

1.2.C19
El ((2S)-N-(2,5-diclorofenil)-2-[(3,4-dimetoxifenil)-metilamino] propanamida)

denominado C19 (Figura 2) es una molécula orgénica con un peso molecular de 383.3

g/mol que se une y estabiliza el complejo KRAS4b-PDES [8].

0 cl
- o

ZT

N
H
CH,

Figura 2. Estructura de la molécula de C19.

Dentro de sus propiedades fisicoquimicas mas importantes se encuentran las siguientes:
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Tabla 1. Principales caracteristicas fisicoquimicas de C19.

Peso Molecular

Nombre IUPAC Formula LogP
(g/mol)
(2S)-N-(2,5-diclorofenil)-2-
[(3,4-
C19  dimetoxifenil)metilamino] 383.3 Ci8H20Cl2N202 ~ 3.36

propanamida

1.3. KRAS
Las mutaciones RAS son eventos genéticos que ocurren en la fase temprana de la

progresion del tumor. La frecuencia y distribucion de las mutaciones del gen RAS no son
uniformes en todos los tipos de cancer, KRAS es la isoforma con mayor frecuencia (86%),
seguida por NRAS (11%) y, con menor frecuencia, HRAS (3%). KRAS actla como una
pequefia GTPasa, la cual alterna de su estado activo unido al nucle6tido de GTP y su estado
inactivo unido a GDP, este cambio ocurre debido a la estimulacion de la hidrolisis de GTP
por parte de las proteinas activadoras de GTPasa (GAP), mientras que el intercambio de
nucledtidos se lleva a cabo por el factor de intercambio de nucleétidos de guanina
(RASGEF). Cuando existe una mutacion en KRAS hay un deterioro en la estimulacion de
GAP que favorece la unién persistente de RAS a GTP (Figura 3). Después de la
estimulacion del factor de crecimiento y la activacion de los RASGEF, la unién de
nucleotidos se desestabiliza y se libera el nucle6tido. Como las concentraciones celulares
de GTP son diez veces mas altas que las de GDP, los RASGEF promueven la formacién
transitoria de RAS-GTP, y los RASGAP devuelven la proteina al estado inactivo unido a
GDP [19,20].

M. en C.yT. F. ROSA MAYDELID TRUJILLO NOLASCO 10
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Figura 3. Mecanismo de activacion de RAS.

Las proteinas RAS se sintetizan inicialmente como proteinas inactivas en el citosol. Las
cuatro proteinas RAS tienen una terminacion CAAX que es necesaria para diferentes
modificaciones postraduccionales con la finalidad de mejorar la hidrofobicidad de RAS
facilitando su asociacion a la membrana de la célula. EI primer paso es catalizado por la
enzima citosolica farnesiltransferasa (FTasa), encargada de la adicion covalente de un
isoprenoide de farnesilo de 15 carbonos (C15) a la cisteina de la molécula CAAX,
posteriormente hay una eliminacion proteolitica del péptido AAX catalizada por la enzima
convertidora de RAS1 (RCEL) y, finalmente, la carboximetilacién catalizada por la enzima
metiltransferasa (ICMT) de la cisteina farnesilada ahora terminal [19].

La mayoria de las mutaciones bloguean KRAS4b en la conformacién unida a GTP, lo que
causa una activacioén constitutiva y favorecen la unién a moléculas efectoras como las RAF
quinasas. Para activarse fisioldgicamente, KRAS4b ademés de las modificaciones
postraduccionales debe translocarse desde el reticulo endopldésmico a la membrana

plasmaética; este proceso es mediado por la fosfodiesterasa 66 (PDESJ) [8,21].

Las consecuencias funcionales de las mutaciones presentes en KRAS en los diferentes tipos
de cancer en los que participa esta proteina incluyen el aumento de la proliferacion celular,
la supresion de la apoptosis, un metabolismo celular alterado y cambios en el

microambiente tumoral.
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1.4. Radiacion

La radiacion ionizante es la energia que se libera por parte de algunos atomos de elementos
inestables o radionuclidos en forma de ondas electromagnéticas (rayos y o rayos X) o
particulas (o, p o neutrones). Cada radionuclido se caracteriza dependiendo del tipo de
radiacién que emite, su energia, abundancia y tiempo de vida media. Aprovechando estas
caracteristicas se generan los radiofarmacos en los que generalmente se incluye una
biomolécula, un conector, un radiondclido y un agente quelante bifuncional (BFCA)
(Ramos, Ramos, Jesus, & Garcia, 2013). Particularmente los radiofarmacos de Lutecio
(*""Lu), con reconocimiento molecular especifico, han sido propuestos por su capacidad
terandsticos debido a las propiedades terapéuticas y diagndsticas de este radionuclido.

Una de las caracteristicas importantes que se debe tomar en cuenta es la eleccion del agente
quelante bifuncional, ya que de este depende en gran medida la estabilidad del
radiofarmaco, actualmente 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N,N’,N",N"-tetraacético

(DOTA) y sus derivados son los mas utilizados.

1.4.1. Radiacion alfa

Las particulas alfa (4 He)>* son considerados potentes agentes terapéuticos que tienen dos
ventajas sobre las terapias beta. Primero, la alta transferencia lineal de energia (LET) de
una particula a es 2 o 3 ordenes de magnitud mayor que la LET de las particulas (100
keV/um frente a 0.2 keV/um). Esta caracteristica Unica de las particulas alfa permite que
una mayor fraccién de la energia total se deposite en las células, aumentando asi la eficacia
terapéutica. En segundo lugar, el corto alcance de la radiacion alfa en tejido humano va de
50 a 100 pm, debido a su alto LET, comparado con el alcance de las particulas B (rangos
méaximos de 2 y 11 mm), esto permite la destruccion efectiva de las células cancerosas
diana debido a la radiacion altamente citotoxica, al mismo tiempo que limita el dafio al
tejido sano circundante. Por lo tanto, los avances de la nanotecnologia en la administracién
basada en particulas alfa ofrecen el mejor potencial para tratar las micrometastasis sin

afectar los tejidos normales [20-22].
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Los efectos de la alta transferencia lineal de energia y el corto alcance de la radiacion alfa,
se reflejan en la produccion de roturas de doble cadena en el ADN, que aumentan la
toxicidad debido a la capacidad limitada para reparar el dafio, lo que desencadena la muerte
celular instantanea por una sola particula capaz de atravesar el nacleo. La toxicidad para las
células tumorales por efecto de las particulas p es menos eficaz debido a la aparicion de
radicales libres, que dafian indirectamente el ADN, y que a menudo se pueden reparar de
manera mas eficiente [23]. Esta mayor eficacia biolégica de las particulas alfa es
independiente de la concentracion de oxigeno, la tasa de dosis y la etapa del ciclo celular.
Recientemente, ha ido en aumento el interés en el uso de particulas alfa debido a su alto
potencial citotoxico que puede usarse de manera eficaz en la terapia contra el cancer. La
terapia dirigida con particulas alfa (TAT) implica la irradiacién de células cancerosas,
micrometastasis 0 tumores mediante la emision de una sola particula alfa 0 mediante una

cascada de particulas alfa en su vecindad.

A pesar de la eficacia que ofrece el uso de particulas alfa en la terapia contra el cancer,
existen algunas desventajas que han impedido su uso, como la disponibilidad limitada o la
alta produccidn para aplicaciones médicas. Aunque hay mas de 100 radionuclidos que se
desintegran por emision o, la mayoria de ellos tienen tiempos de vida media demasiado
cortos 0 muy largos para su uso terapéutico o sus propiedades quimicas no permiten su uso
optimo en medicina. La eleccién del radiondclido adecuado depende de diversos criterios:
tiempo de vida media, esquema de desintegracion, energia de retroceso, energia de emision
asociada, propiedades fisicas y quimicas y disponibilidad. La Tabla 2 muestra las
propiedades fisicas de varios emisores alfa utilizados en la terapia dirigida de particulas alfa
(TAT) [23] . EI problema mas dificil con el manejo de particulas alfa esta asociado con la
liberacion de las hijas de radioisotopos, asi como la falta de sistemas quelantes
bifuncionales apropiados que brinden estabilidad in vivo, un requisito indispensable para
lograr la focalizacion selectiva de emisores alfa en sitios tumorales [23,24]. Actualmente, la
terapia dirigida que utiliza is6topos emisores alfa presenta una oportunidad en el desarrollo

de agentes terapéuticos contra el cancer para tratar diversas enfermedades neoplasicas.
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Tabla 2. Principales caracteristicas de radionuclidos emisores alfa utilizados en TAT.
Radionuclido tiz Emisione Energia  Energia  Rang Hijos ti Decaimiento  Energia
S (MeV) de 0 (MeV)
retroceso  (um)
(KeV)
221Th 18.7 o 6 --- 50-70 ?@Ra”
d
25A¢ 10d o 5.8 --- 50-90 22y 4.8 m o 7
Y 0.218
105 2ITAL 32.3 o 7
ms
116 213Bj 45,6 m o 6
B 0.444
Y 0.440
132 A3pg 4.2 us a 8
2097 22m B 0.659
160 209pp 35h B 0.198
209Bj Stable
22%Ra 11.4 o 57d 108.4 50-70 ?Ra  3.96s o 6.8
d
126 215pg 1.78 o 74
ms
140 alpp 36.1m B
21gj 213 m o 6.6
B- _—
21pg 0.516 o
S
128 20T 4.77m B
27ph  Stable
2A3B;j 45.6 o 6 50-90 132 2P0 4.2 ps o 8
m
B 0.444 2097 22m B 0.659
Y 0.440 209pp 35h B 0.198
209Bj Stable
2B 60.6 o 6.1 40-100 212pg 0.3 us o
m
B 208T| 31m B —
208ph  Stable
2LIAL 7.2h o 5.9 55-80 116 207Bj 334y B
EC 21pg 0.516 o
S
207pp Stable
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1.4.1.1. Energia de retroceso

El uso de particulas alfa a pesar de sus ventajas se ve obstaculizado principalmente por la
energia de retroceso. La energia de retroceso provoca la ruptura entre la molécula objetivo
o el agente quelante, dejando libre al radionuclido. Esta liberacién implica la
transformacion del padre en una nueva hija con una quimica diferente a la del padre; y la
emision de la primera particula o (Figura 4). Posteriormente, hay un retroceso del atomo
principal alejandose del agente quelante. Parte de la energia de desintegracion se transfiere
a un ndcleo hijo debido a la ley de conservacion del momento, y los intermedios posteriores
que emiten particulas a (hijas) tienen energia de retroceso debido al nucleido hijo de
aproximadamente 100 keV. Este tiene la capacidad de romper al menos 10,000 enlaces
quimicos (asumiendo 10 eV/por enlace). Esto no es deseable porque la desintegracion alfa
provocara la ruptura del enlace y el escape de atomos hijos que pueden irradiar rganos y
tejidos sanos, reduciendo asi la dosis terapéutica administrada al sitio enfermo y un sin

numero de efectos adversos [25,26].
Emisor alfa woe®
QN80°
@ $a¢"°““

o
Vector de Y 1 &
‘ direccionamiento y w
/ Emisor alfa

Vector de
direccionamiento

Figura 4. Esquema de la energia de retroceso de particulas alfa.

Las particulas alfa son extremadamente efectivas para matar las células tumorales, pero
también pueden causar un dafio a los tejidos sanos debido a la inestabilidad quimica del
radiomarcaje. Por lo tanto, es de gran importancia lograr la estabilidad in vivo y lograr el

confinamiento de los emisores alfa al microambiente tumoral. Para satisfacer estas
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necesidades, se estan desarrollando estrategias para favorecer la retencién de las hijas que
se producen tras la descomposicion y reducir el impacto de la energia de retroceso. Estas
estrategias incluyen 1) encapsulacion de radionuclidos en un nanoportador, 2) uso de

vehiculos dirigidos (anticuerpos o péptidos) y 3) administracion local [27-29].

1.4.2. Radiacion beta

1.4.2.1. Lutecio-177 (*'"Lu)

Lutecio es el ultimo elemento de la serie de lantanidos, posee 71 electrones con una
configuracion [Xe] 4f'45d'6s?. En reacciones quimicas, los atomos de lutecio pierden los
dos electrones mas externos y el Gnico electrén 5d, generando la especie catidnica +3. Los
cationes trivalentes en solucidn tienen una fuerte tendencia a formar complejos con 4&tomos
donadores de electrones como O, F y N [3]. El nimero de coordinacion
termodinamicamente mas estables suele ser 8 o 9, con ligandos de tipo
poliaminopolicarboxilato aciclico o ciclico que tienen 8 o0 9 atomos donantes como DOTA

y algunos de sus derivados (Figura 5).

Figura 5. Complejo de coordinacion entre el agente quelante DOTA 'y Lu-177.

El Y7Lu, tiene vida media de 6.647 dias, su decaimiento es principalmente por emision de
particulas  (emision f'méxima de 497 keV) aunque también presenta emisiones y con
energias de 113 y 208 keV (Figura 6). Estas emisiones son las que vuelven a este
radionuclido atil en la préctica clinica por sus aplicaciones terapéuticas y de diagnostico
[32].
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7Ly (T12= 6.71 d)

P1 122 % M
\ 321 KeV
B2 9.1 % v1 71 KeV
250 KeV
Y4 208 KeV Y3 137 KeV
—— 113 KeV
3 3 %
Y6 321 KeV
Y¥s 250 KeV Y2 113 KeV
ﬁ4 v v 0
Figura 6. Esquema de decaimiento del Lu-177.
1.5. CXCL12

Las quimiocinas son una familia de citocinas conocidas por su capacidad para inducir
quimiotaxis y son secretadas por una variedad de células estromales y epiteliales. La
quimiocina CXCL12 también conocida como factor 1 derivado del estroma (SDF-1) es una
quimiocina expresada en muchos tejidos, incluidos cerebro, corazén, bazo, pulmdn, higado,
rifdn, médula 6sea y timo; ejerce fuertes efectos quimiotacticos sobre los linfocitos y juega
un papel importante en el sistema inmunolégico. CXCL12 interactia con su receptor
especifico CXCR4 para activar diferentes vias de sefializacion que favorecen el crecimiento
de las células cancerosas, su migracion, adhesion, supervivencia y proliferacion celular
[5,32-34].

1.6. CXCR4
El receptor de quimiocina-4, se expresa en varios tejidos involucrados en la regulacion

inmunologica y esta regulado positivamente en muchas enfermedades, es un receptor
acoplado a proteina G (GPCR) que funciona como un receptor inmunomodulador. El
CXCRA4 se sobreexpresa en mas de 23 tipos de canceres humanos incluidos rifién, pulmon,
cerebro, prostata, mama, pancreas, ovario y melanomas, esta sobreexpresion contribuye al

crecimiento tumoral, procesos de angiogénesis, metastasis y resistencia terapéutica. La
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expresion elevada de CXCR4 se ha correlacionado en varios canceres como un
biomarcador de mal prondstico [5,33]. CXCR4 se expresa comUnmente en la mayoria de
los tipos de células hematopoyéticas, incluidos macréfagos, monocitos, linfocitos T y B,
neutrofilos hematopoyeéticos, progenitores endoteliales y células madre en sangre o medula
6sea [35,36]. CXCR4 existe como un homodimero constitutivo en células malignas en
presencia y ausencia de ligandos. La dimerizacion juega un papel importante en varias
funciones del receptor, incluida la unién de ligandos, el acoplamiento de proteinas G y la
endocitosis [18,37].

La interaccion entre CXCL12/CXCR4 conduce a la activacion aguas abajo de las vias
PISK/AKT y MAPK que conducen a la supervivencia, proliferacion progresion tumoral,
angiogénesis, metastasis y del tumor. EI mecanismo incluye primero, la diseminacion de
CXCR4 a organos donde se expresa CXCL12, y por lo tanto permite que las células
tumorales accedan a diferentes nichos celulares, como la médula, favoreciendo la
supervivencia y el crecimiento de las células tumorales. En segundo lugar, CXCL12 puede
estimular la supervivencia y el crecimiento de las células neoplasicas de manera paracrina.
Y en tercer lugar, CXCL12 puede promover la angiogénesis tumoral atrayendo células

endoteliales al microambiente tumoral [33,38,39].
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2. OBJETIVO

Disefar, preparar, caracterizar y evaluar in vitro e in vivo nanosistemas de liberacion
controlada basados en dendrimeros dirigidos al receptor de quimiocina-4, los cuales
resultan Gtiles como nanosistemas de radioterapia y oncoterapia para el tratamiento

oportuno de tumores que sobre-expresan CXCR-4.
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3. METODOLOGIA

3.1. Conjugacion de DOTA-DN

En la Figura 7a se observa el esquema de la conjugacion de p-SCN-Bn-DOTA (DOTA) al
dendrimero de poliamidoamina (PAMAM) G 4.0 para la sintesis de DOTA-DN, para la
cual se disolvieron 0.285 umol de DN en 500 uL de buffer de NaHCOs (pH 9.5) y se
mezclaron con una solucion de DOTA (4.3 umol de DOTA disueltos en 10 puL de NaOH 1
M y 500 pL de buffer de NaHCOs, pH 9.5). La mezcla se incubd a 37 °C durante 1 h
(relacion molar DOTA:DN de 15:1). El sistema final se purific6 mediante
ultracentrifugacién (filtros MWCO 3,000 Da; Millipore; 2,500 g) hasta lograr un pH
neutro. El filtrado se resuspendié en agua, se liofilizd y se almacend para su posterior
caracterizacion fisicoquimica (DLS, TEM, FT-IR, UV-Vis).

3.2. Activacion de grupos carboxilo en CXCR4L

Para la activacion de los grupos carboxilo se disolvi6 CXCR4L (1.0 mg; 0.8 umol) en 200
uL de DMF vy se afiadio a una mezcla que contenia 100 uL de DIPEA (medio bésico) (58.5
umol; 10.2 uL DIPEA /400 uL DMF) y 100 uL del agente activador de carboxilato HATU
(2.6 umol; 1 mg en 100 uL de DMF). La mezcla se agité durante 15 min a temperatura

ambiente.

3.3. Conjugacién de CXCRA4L a los grupos de amina del DOTA-DN (DOTA-DN-
CXCRA4L)
Para la sintesis de DOTA-DN-CXCR4L (Ver Figura 7b) se afiadi6 el DOTA-DN

previamente sintetizado (0.23 umol; 3.5 mg / 100 uL de buffer de NaHCO3 0.2 M pH 9.5)
a la solucién de CXCRA4L con los grupos carboxilato activados (relacion molar CXCRA4L.:
DOTA-DN de 3.5:1), y la mezcla se incubé durante 90 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, la mezcla se purifico mediante ultracentrifugacion (filtros MWCO 3,000
Da; Millipore; 2,500 g) hasta que se alcanz6 un pH neutro. Finalmente, el filtrado se
resuspendio en agua, se liofiliz6 y se almacend para la caracterizacion fisicoguimica (DLS,
TEM, FT-IR, UV-Vis) y uso posterior.
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3.4. Preparacion de DOTA-DN(C19) y DOTA-DN(C19)-CXCR4L
Para encapsular C19 en DOTA-DN y DOTA-DNCXCRA4L (Figura 7c), se mezclaron 1.6

mg de DOTA-DN o0 DOTA-DN-CXCRA4L con C19 (1.2 mg en DMSO). La mezcla final se
mantuvo en agitacion durante 24 horas a temperatura ambiente. Finalmente, la mezcla se
purificd mediante ultracentrifugacién (filtros MWCO 3,000 Da; Millipore; 2,500 g) para
eliminar el C19 libre.

3.5. Preparacion de //Lu-DN(C19)-CXCRA4L, "Lu-DN (C19) y ¥"Lu-DN-CXCRA4L
El radiomarcado de los sistemas dendrimericos con *"’Lu (Figura 7d) se realizo utilizando

el agente quelante bifuncional DOTA en condiciones &cidas (buffer de acetato 1 M, pH
5.0). Se adicionaron 9.25 MBq (20 uL) de la solucion de Y’LuClsa los diferentes sistemas
dendriméricos DOTA-DN(C19)-CXCR4L, DOTA-DN(C19) y DOTA-DN-CXCRA4L (250
ug) y se incubaron durante 1 h a 50 °C. Después del radiomarcado, los nanosistemas se
purificaron mediante ultracentrifugacion (filtros MWCO 3,000 Da; Millipore; 2,500 g).
Para calcular el rendimiento del radiomarcaje ambas fracciones (filtradas y sin filtrar) se
midieron en un calibrador de dosis (Capintec, EE. UU.). La pureza radioquimica de ¥'"Lu-
DN(C19)-CXCR4L, '"Lu-DN(C19) y !7Lu-DN-CXCR4L se evalu6 mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (fase reversa) en un sistema Waters Empower
utilizando una columna C18 (Bondapak® C18 10 m 125 A; columna de 3.9 x 300 mm) con
un gradiente lineal (1 mL/min) de agua/acetonitrilo que contenian 0.1% de TFA de 98/10 a
2/90 en 30 min.

M. en C.yT. F. ROSA MAYDELID TRUJILLO NOLASCO 21



Preparacion y caracterizacion de nanosistemas de liberacién controlada basados en dendrimeros de
PAMAM vy dirigidos a los receptores de quimiocina-4

Universidad Auténoma del Estado de México | Facultad de Quimica

o1

ey, H”f“ Au Buffer NaHCO,
B S
A,
£
ud
Dendrimero p-SCN-Bn-DOTA (DOTA) DOTA-DN

(DN)

1) DIPEA/DMF

+ _ZHATUDNE gy,
N\_é" h)
j\/\/\
f j }—\ 43"\ )\(l T\R) . ) DOTA-DN-CXCR4L
> eSS

CXCR4L

DOTA-DN(C19)-CXCR4L

Figura 7. Esquema de la sintesis de preparacion de a) DOTA-DN, b) DOTA-DN-
CXCRA4L, c) DOTA-DN(C19)-CXCRA4L y d) "Lu-DN(C19)-CXCRA4L.

3.6. Dispersion dinamica de luz (DLS) y potencial Zeta (Z)
La distribucién del tamafio de particula y el potencial Z se llevaron a cabo mediante analisis

de dispersion dinamica de luz (DLS), utilizando el equipo Nanotrac (Microtract; FL, EE.
UU.). Los andlisis se realizaron con una longitud de onda de 657 nm (20 °C, corriente de
15.79 mA, un campo eléctrico de 14.35 V/cm y un tiempo de muestreo de 128 s) en

solucion acuosa. Para cada muestra, se reportd el promedio del didmetro y la desviacion
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estandar (n = 3). El potencial zeta se mididé en muestras diluidas para asegurar una fuerza

i6nica constante y adecuada.

3.7. Microscopia electronica de transmision (TEM)
Las caracteristicas morfoldgicas de los sistemas dendriméricos fueron observadas por TEM

con el equipo JEOL-EMDSC-U10A (JEOL; Japdn) operando a 200 kV. Se colocé una gota
de las muestras en solucion sobre una rejilla de cobre recubierta de carbono y se dejo
evaporar al vacio antes de las mediciones. Se midieron al menos 200 nanoparticulas

utilizando el software ImageJ para determinar su didmetro promedio.

3.8. Espectroscopia FT-IR
Los espectros IR de las materias primas y muestras liofilizadas se obtuvieron en un

espectrometro PerkinElmer System 2000 con plataforma ATR (Pike Technologies),
aplicando espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier de reflexion total atenuada
(ATR-FT-IR). Los espectros se adquirieron con 50 exploraciones en un rango operativo de

4000-400 cm-! y una resolucion de 0.4 cm™.

3.9. Espectroscopia UV-Vis
Los espectros de absorcion se obtuvieron con un espectrofotometro Thermo Genesys 10S

en un rango de 200 a 800 nm, utilizando una cubeta de cuarzo de 1 cm. Las suspensiones de
nanoparticulas se midieron mediante espectroscopia UV-Vis para controlar las reacciones
de conjugacion.

3.10. Eficiencia de atrapamiento

La eficiencia de encapsulado de C19 en los sistemas dendriméricos se determind usando un
método indirecto. La cuantificacion se llevé a cabo mediante HPLC de fase reversa en un
sistema Waters Empower utilizando una columna C18 (Bondapak® C18 10 m 125 A,
columna de 3,9 x 300 mm) y un gradiente de agua/acetonitrilo que contenia 0.1% TFA, de
95/5 (v/v) a 20/80 (v/v) como fase movil (flujo de 1 mL/min y tiempo de corrida de 30
min). La concentracién de C19 se cuantificé a A= 277.4 nm midiendo el C19 libre en el
sobrenadante (curva de calibracion de R? = 0 997; 6.0-750.0 g/mL), que se relacion6 con la

cantidad inicial afadida a los dendrimeros. Los experimentos se realizaron por triplicado.
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La eficiencia de encapsulacion (EE%) se calculo de la siguiente manera:

EE (%) Cantidad de C19 cargado 100
= X
0 Cantidad de C19 adicionada

3.11. Perfil de liberacion in vitro de C19
Para la determinacion del perfil de liberacion de C19, se colocaron 5 mg del sistema

DOTA-DN(C19)CXCR4L en 1 mL de buffer de fosfatos (PBS) en una bolsa de dialisis
(MWCO 10,000 Da). La bolsa cerrada se coloc6 en un tubo que contenia 10 mL de PBS
como medio de liberacion. Se utilizaron dos medios de pH, simulando las condiciones
fisiolégicas y el microambiente intratumoral (pH 7.4 y 5.3, respectivamente). El tubo se
mantuvo en agitacion lenta a 37 °C. Se recolectaron alicuotas de 500 uL a diferentes
tiempos (1, 2, 4, 24, 48 y 120 h), y el volumen se reemplazd con PBS nuevo haciendo la
correccion. La liberacion de C19 se cuantific6 mediante HPLC de fase reversa con la

metodologia descrita anteriormente.

3.12. Pureza radioquimica
Para la evaluacion de la pureza radioquimica, se diluyeron 50 pL (1 mg/mL) del sistema

17u-DN(C19)-CXCRA4L en solucion salina (4:1) y se incubaron a 37 °C a diferentes
tiempos (0, 1, 2, 3 y 24 h). La concentracion de '"’Lu-DN(C19)-CXCR4L se midio
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (fase reversa) en un sistema Waters
Empower usando una columna C18 (Bondapak® C18 10 m 125 A; columna de 3.9 x 300

mm) como se ha descrito previamente.

3.13. Estabilidad en suero
La estabilidad del sistema 1"’Lu-DN(C19)-CXCRA4L en suero se evaluo utilizando 500 pL

de suero humano (muestra de suero humano certificada por NIST-909c; Sigma-Aldrich; St.
Louis, Missouri, EE. UU.) y 100 uL de ""LUDN(C19)-CXCRA4L. La solucion se incub6 en
diferentes tiempos (0, 1, 2, 3y 24 h). Una vez que se alcanzd cada tiempo, se afiadio 1 mL
de MeOH/ACN (1:1) y la mezcla se centrifugd a 10,000 rpm durante 10 min. La actividad
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del sobrenadante (*’’Lu-DN(C19)-CXCRA4L) y el sedimento (proteinas /’Lu) se midi6 en
un contador gamma (NML Inc.; EE. UU.).

3.14. Captacion e internalizacion celular
Las lineas celulares de cancer pancreatico humano PANC-1 (ATCC-CRL-1469) y Mia

PaCa-2 (ATCC CRL-1420), positivas a los receptores CXCR4 [13], se cultivaron con
medio de cultivo RPMI y se sembraron en placas de cultivo de 24 pozos (1 x 10°
celulas/pozo). Después de 24 h, se retir6 el medio y las células se expusieron a 430
kBq/pozo (62.5 ng/L) de cada tratamiento (}/Lu-DN(C19)CXCRA4L y ’Lu-DN(C19)) a
diferentes tiempos. Los tratamientos se retiraron a las 1, 2y 3 h, y las células se lavaron dos
veces con PBS. Luego, las células se incubaron dos veces con 500 uL de buffer de glicina
(50 mM, pH 2.8) durante 5 min, y la solucion se recolecté en tubos de ensayo para su
medicion (en este tratamiento se recuperaron las nanoparticulas unidas a la membrana
celular; las soluciones de ambos lavados se combinaron). Luego, las células se incubaron
dos veces con 500 uL de NaOH 1 M durante 5 min, y la solucion se recolect6 en tubos de
ensayo para su medicion (en este tratamiento se recuperd las nanoparticulas internalizadas
dentro de la célula; se combinaron las soluciones de ambos lavados). Los estudios de
bloqueo de receptores se llevaron a cabo en paralelo. Las células se preincubaron con
CXCRAL, en una concentracién 500 veces mayor que la afiadida en el tratamiento (25.54
nM), durante 5 min antes de la adicion de los tratamientos. La radiactividad se midi6 en
muestras recogidas de las células tratadas con nanoparticulas marcadas utilizando un
detector de centelleo de tipo pocillo de Nal (TI) (NML Inc.; EE. UU.). La actividad inicial

de cada tratamiento se considerd el 100%.

3.15. Viabilidad celular

La viabilidad celular se evalud en las mismas lineas celulares PANC-1 y Mia PaCa-2
utilizando el kit de ensayo XTT (2,3-bis [2-metoxi-4-nitro5-sulfofenil]-2H-tetrazolio-5
carboxianilida; 0.1 mg/ml) (Roche, Alemania). Las células se sembraron en placas de
cultivo de 96 pozos (10,000 ceélulas/pozo) y se incubaron durante 24 h para permitir su
adherencia. Posteriormente, las células se incubaron con 50 pL (4.3 Bg/célula, 1.12 nM de
C19) de cada tratamiento (*'’Lu-DN(C19)-CXCRA4L, *""Lu-DN(C19), *"Lu-DN-CXCRAL,
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177Lu-DN, 7LuCls, DOTA-DN(C19)-CXCR4L, DOTA-DN(C19), DOTA-DN-CXCRAL,
DOTA-DN y C19. El tratamiento se puso a una concentracion equimolar de CXCR4L y
C19. La viabilidad se evalué a 24 y 48 h después de la exposicion al tratamiento. La
proliferacion celular en cada pozo se evalué mediante la medicion espectrofotométrica de la
viabilidad celular a 450 nm en un lector de absorbancia de microplaca (EpochTM; BioTek
Instruments; EE. UU.). Los resultados se evaluaron por triplicado. La absorbancia de las

células no tratadas fue considerado 100% de viabilidad.

3.16.1"Lu-DN(C19)-CXCRA4L Dosimetria celular

El modelo biocinético y la estimacion de la dosis de radiacion absorbida de los
radiofarmacos "’Lu-DN(C19)-CXCRA4L y "LUDN(C19) en el nlcleo celular se ajustaron
a una funcién exponencial de la absorcién experimental y el comportamiento de
internalizacion para cada linea celular utilizando el software OLINDA/EXM. De esta forma
se obtuvo el comportamiento bioldgico [gh(t)] en membrana o citoplasma (que fue
corregido por decaimiento radiactivo). En esta expresion, "h" representa el compartimento
de la celda. La constante de eliminacion efectiva se obtuvo como Aeff = Abiol + Aphys. La
ecuacion [An(t)] se integro a las 48 h para obtener el nimero total de desintegraciones (N)
de ’Lu en cada region de origen (membrana o citoplasma).

48 h
N=/[ Ahd(®
Oh

La dosis de radiacién absorbida por el nucleo de las células Mia PaCa-2 o PANC-1 se
calcul6 de la siguiente manera:
DnL’JcIeoefuente =N* Snucleoefuente

Donde Erepresenta el promedio la dosis absorbida en la region objetivo (membrana o
citoplasma). El pardmetro S implica las caracteristicas fisicas de /’Lu y las geometrias

especificas del factor de dosis absorbido para membrana o citoplasma [14]. Para las céelulas
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Mia PaCa-2, se consideraron 10 um y 5 um como la célula y el radio del nucleo,
respectivamente. Los valores para las células PANC-1 se tomaron de Aghevlian y cols.,

(radio de la célula = 17.1 um; radio del ntcleo = 7 um).

3.17. Ensayo clonogeénico
Para evaluar la capacidad de una sola célula de crecer y formar una colonia después de la

exposicion al tratamiento, se sembraron 400-500 células de las lineas celulares Mia PaCa-2
y PANC-1 en cada pozo (placa de 6 pozos) y se trataron con 1.3 Bg/célula (C19 1.12 nM)
de Y"Lu-DN(C19)CXCRA4L, Y""Lu-DN(C19), Y""Lu-DN-CXCRA4L, Y"Lu-DN, *"LuCl; o la
misma concentracion de C19 en cada uno de los sistemas dendriméricos (DOTA-
DN(C19)CXCR4L, DOTA-DN(C19), DOTA-DN-CXCR4L, DOTA-DN) en 1.5 mL de
medio de cultivo. Los controles consistieron en 400-500 células expuestas al medio de
cultivo solo durante 48 h. Después de la exposicion, los tratamientos o el medio se retiraron
y se reemplazaron con medio fresco. Las placas se incubaron durante 12 dias. Las colonias
supervivientes se fijaron durante 10 min con paraformaldehido (PFA) al 4% a temperatura
ambiente y se lavaron con agua destilada. Posteriormente, se tifieron con cristal violeta al
0.1% durante 30 min, se lavaron con agua destilada, se secaron y fotografiaron. Para la
cuantificacién, se afiadié acido acético al 10% durante 5 min para extraer el cristal violeta y
se midid la absorbancia a 590 nm en un lector de absorbancia de microplacas (EpochTM;
BioTek Instruments; EE. UU.).

3.18. Apoptosis

Se determiné la apoptosis en las lineas celulares PANC-1 y Mia PaCa-2 con del kit de
Anexina V y muerte celular (Merck Millipore; Burlington, MA, EE. UU.). Las células se
sembraron en matraces de cultivo celular a una densidad de 1 x 10° células y se expusieron
a 1.8 MBq de ""Lu-DN(C19)-CXCRA4L, "LuDN CXCRA4L 0 1.12 nM de C19 durante 72
h. Las células no tratadas se utilizaron como grupo de control. Las células se tripsinizaron y
suspendieron en 100 pL de BSA al 1% (1 x 10° células/ml). Luego se agregaron 100 uL de
Anexina V' y 100 uL del reactivo de muerte celular de cada suspension. Posteriormente la

suspension se agitd suavemente en vortex y se incubd a temperatura ambiente protegido de
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la luz durante 20 min. Las intensidades de fluorescencia se midieron mediante citometria de
flujo utilizando un analizador de células Muse (Merck Millipore; Burlington, MA, EE.UU.)

y se realizaron por triplicado.

3.19. Andlisis estadistico
La significancia entre las lineas celulares se analizé cuantitativamente mediante un analisis

de ANOVA bidireccional en el software GraphPad Prism. Los resultados de captacion,
internalizacion y citotoxicidad se reportaron como el promedio y la desviacién estandar. La

significancia se evalué mediante la prueba de t-Student (significancia p <0.05).
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4. RESULTADOS

4.1. Tamafo de particula
Estd bien documentado que los dendrimeros de PAMAM son altamente efectivos para

incorporar diferentes farmacos dentro de sus cavidades, mientras que los grupos amina
(NH>) de su superficie permiten su conjugacion con diferentes biomoléculas [15]. En este
trabajo el dendrimero (DN) de PAMAM se conjugd con p-SCN-Bn-DOTA (DOTA), un
agente quelante que se utilizo posteriormente para quelar a los atomos de 7’Lu. La
conjugacion se llevo a cabo mediante la formacion de un enlace tiourea en una relacion de
15:1 (DOTA: DN) [2]. Con la finalidad de conocer el impacto de agregar nuevas moléculas
a la estructura principal, se analizaron el tamafio, la distribucion y la morfologia mediante
técnicas de DLS y TEM, respectivamente. El diametro hidrodindmico del dendrimero solo
fue de 3.3 £ 1.65 nm, después de la conjugacion a DOTA el didmetro hidrodindmico de
DOTA-DN aument6 a 11.6 + 5.13 nm (Figura 8) [2, 16].

En una segunda etapa se realizo la conjugacion de la secuencia peptidica CXCR4L en una
proporcion molar de 3.5:1 (CXCR4L: DOTA-DN) para sintetizar DOTA-DN-CXCRA4L
mediante la formacion de enlaces amida. El didmetro hidrodindmico (n = 3) fue cinco veces
mayor (59.0 £ 10.7 nm) que la obtenida para DOTA-DN (11.6 £ 5.13 nm), lo que se
atribuyd a las interacciones electrostaticas entre las nanoparticulas individuales.
Finalmente, la molécula C19 fue atrapada en las cavidades de DOTA-DN-CXCR4L (81.13
+ 13.84% de eficiencia de encapsulacién), lo que produjo un tamafio de particula de 67 +
23 nm (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas de los diferentes sistemas (Promedio + DE, n=3) por DLS.

Sistema Diametro hidrodinamico PDI PZ [mV]
+ DE [nm]
DN 3.31£1.65 0.1002 SD
DOTA-DN 116 £5.13 0.1153 +29.5+ 8.85
DOTA-DN-CXCRA4L 59.0 £ 10.70 1.2136 +26.5+£13.70
DOTA-DN(C19)-CXCR4L 67.0 £ 23.17 0.2181 +21.4+£5.19
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En las micrografias se observo una distribucion monomodal en cada nanosistema evaluado.
El aumento del didmetro hidrodindmico y el indice de polidispersidad (0.1002 a 0.2181,
Tabla 3) se atribuy6 a la conjugacion en la superficie del DN, sin embargo no se observé
modificacion en la distribucion de particulas. El analisis por microscopia electrénica de
transmision (Figura 8) reveld estructuras dendriticas cuasi esféricas bien definidas con
distribucion homogénea con un diametro promedio (=200 nanoparticulas) de 18.84 nm para
DOTA-DN-CXCRA4L y 22.53 nm para el sistema completo DOTA-DN(C19)-CXCRAL.
Estos tamafios fueron menores que los obtenidos por DLS, ya que en TEM es el resultado
de la medida del didmetro de particula, mientras que DLS proporciona el didmetro
hidrodindmico en suspension. Acorde con los resultados de DLS, en el anlisis TEM, el
aumento de tamafo también se observo como resultado de las nuevas moléculas agregadas
a la superficie y cavidades del DN [2]. Los valores del potencial Z (Tabla 3) disminuyeron
debido a la disminucion de las aminas primarias protonadas disponibles en la superficie del
dendrimero en cada etapa. EI DOTA-DN tenia un potencial Z de +29,5 mV, mientras que el
DOTA-DN-CXCR4L y DOTA-DN(C19)-CXCR4L mostraron +26,5 mVy +21,4 mV,

respectivamente.
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Figura 8. Micrografias representativas obtenidas por TEM de los sistemas DOTA-
DN-CXCR4L y DOTA-DN(C19)-CXCRAL.
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Los resultados del andlisis por espectroscopia FT-IR muestran en la Figura 9(a) el espectro
de PAMAM G 4.0 con las bandas distintivas en 3269 y 3061 cm™ atribuidas al enlace N-H
de los grupos de amina primaria en la superficie del dendrimero. A 2928 y 2826 cm™ las
bandas de absorcidn se correlacionaron con las vibraciones de estiramiento asimétricas y
simétricas del enlace C—H (cadena alifatica de DN), también se observaron vibraciones
enl464 y 1428 cm™ del enlace C-H. A 1151 cm, también se detect6 el modo vibracional
C—N de la amina terciaria (del nacleo del DN). Finalmente, se observd una banda intensa y
bien definida centrada en 1625 cm™ correspondiente a enlaces C—-O (de la region amida) y
otras dos bandas a 1538 y 1312 cm™ (vibracion de estiramiento de C-N de amida) [2]. El
espectro de p-SCN-Bn-DOTA (Figura 9(b)) muestra bandas en 3349 y 3094 cm™* asignadas
a las vibraciones N-H, a 2946 cm™ y 2855 cm™ sefiales de estiramiento asyC-H y syC-H
fueron detectadas. A 2091 cm™, se observé una banda bien definida atribuida al grupo de
isotiocianato (NCS) del DOTA. Entre 1506 y 1348 cm™ se observaron bandas vibratorias
atribuidas al enlace C-N del anillo aromético del grupo —NCS. Ademaés, se observé la
vibracion de estiramiento C—C del anillo de fenilo. En el rango de 924 a 660 cm™ también

fue posible detectar las bandas vibratorias C—H fuera del plano de DOTA [17].

En la Figura 9(e), el espectro FT-IR de DOTA-DN conjugado mostr6 un corrimiento hacia
el rojo y una disminucion en la intensidad de las sefiales a 3255 y 3063 cm™, que
corresponden a enlaces N-H de la estructura del DN (Figura 9(a)), el cual inicialmente
tenia 64 grupos NH: disponibles, por lo que este cambio sugiere la disminucion de los
grupos amina primaria presentes después de la conjugacién con DOTA. Otro cambio
importante fue la aparicion de una nueva banda a 710 cm™ del enlace C-S, atribuida a la
formacion del nuevo enlace tiourea que confirma una conjugacion adecuada. Ademas, se
pudd observar un desplazamiento hacia el azul y una disminucién en la intensidad de las
bandas entre 1633 cm™ y 1545 cm™, atribuidas a las frecuencias de estiramiento C-O y C—
N [18].

El espectro del péptido CXCR4L (Figura 9(c)) mostré una banda ancha centrada en 3230
cm* atribuida a la vibracion del enlace N-H de las aminas libres de la secuencia peptidica

(Tyr, Orn, Arg y Gly), ademas se observé a 3070 cm™ sefiales del enlace C—H de los anillos
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aromaticos (tirosina, naftilo y la molécula de HYNIC). A 1661 y 1517 cm™ vibraciones
caracteristicas del enlace C—C-C de los anillos aromaticos (tirosina, el grupo naftilo y
HYNIC) fueron detectadas. Entre 832 y 660 cm™, se puede observar un espectro altamente
estructurado debido a las sustituciones en los anillos aromaticos. Finalmente, a 1190 y 1120
cm estan presentes dos bandas de alta intensidad, que se atribuyeron a las vibraciones de
enlace C-N de las aminas terciarias encontradas en el macrociclo DOTA [17]. Una vez
realizada la conjugacion DOTA-DN con CXCRA4L se observaron cambios importantes que
indicaron que el sistema DOTA-DN-CXCR4L se formd correctamente (Figura 9(f)).
Aproximadamente a 3400 cm™ (N-H), se observo un ensanchamiento de la banda como
resultado de la contribucién de las aminas primarias presentes en la estructura DOTA-DN
(Figura 9(e)). Asimismo, se encontré una disminucién en la intensidad de las bandas en la
region del enlace C—H de los metilenos (2943 cm™), mientras que a 1677 y 1594 cm™ se
encontrd un corrimiento hacia el rojo (44 y 49 unidades, respectivamente) este cambio es
caracteristico de la conjugacion con nuevos enlaces C—C, C-O vy anillos aromaticos [17]. A
1204 y 1136 cm™ se observé un cambio a mayores energias (desplazamiento hacia el azul)
debido a la formacion de un nuevo enlace amida. Este desplazamiento esta correlacionado
al cambio del grupo —COO del &cido carboxilico en el macrociclo DOTA por un enlace
amida (C—N) (un atomo con menos masa y mayor electronegatividad).

Como resultado de la complejidad del sistema final DOTA-DN(C19)-CXCR4L (Figura
9(g)) vy las interacciones entre C19 y el sistema dendrimérico DOTA-DN-CXCRA4L, los
cambios en los espectros son menos evidentes; sin embargo, entre 3382 y 3247 cm™ se
aprecié un aumento en la intensidad de las bandas correspondientes al enlace N-H como
efecto del aporte de las aminas libres presentes en el sistema DOTA-DN-CXCRA4L (Figura
9(f)) y C19 (Figura 9(d)). El desplazamiento hacia el azul de algunas bandas entre 1645 y
1557 cm™* se atribuyd a los enlaces de estiramiento C—O y C—N. Aunque la superposicion
de algunas bandas no permite la deteccidén de modificaciones significativas, la banda a 707
cm correspondiente a la vibracion de estiramiento del enlace C—Cl de C19 (Figura 9(d)),
fue indicativa de la presencia de C19 en el sistema final. Las modificaciones observadas en

los sistemas finales se resumen en la Tabla 4.
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Figura 9. Espectros FT-IR de a) PAMAM G 4.0 (DN), b) p-SCN-Bn-DOTA (DOTA),
c) CXCRAL, d) C19, e) DOTA-DN, f) DOTA-DN-CXCRA4L y g) DOTA-DN(C19)-
CXCRA4L.

Tabla 4. Principales bandas de vibracion (cm™) de los sistemas DOTA-DN, DOTA-
DN-CXCR4L y DOTA-DN(C19)-CXCRA4L obtenidas por espectroscopia ATR-

FTIR.
Numero de onda (cm™)
Grupo funcional DOTA-DN DOTA-DN-CXCR4L  DOTA-DN(C19)-
CXCRA4L
WN-H 3255 3400 3382
vas—CH2— 2943 2877 2924
C=0 (DOTA) 1633 1677 1645
N-H
-C-N 1545 1598 1561
Cc=C
vC—C del anillo 1436-1309 1438-1316
aromatico
wN-H en el plano 1398-1044 1204-1018 1012
vC—H fuera del plano 951-544 950
WC—ClI 707
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4.2. Caracterizacion por HPLC/UV-Vis
La formacion adecuada de los sistemas fue seguida por HPLC de fase reversa con deteccion

de matriz de fotodiodos. Los cambios en la polaridad de las moléculas se controlaron
mediante los tiempos de retencion (Tr). El Trde la molécula de DOTA (Figura 10(a)) fue
de 14.7 min (Amax = 226 nm). Una vez realizada la conjugacién con el DN hubo un
corrimiento a 15.82 min (Figura 10(b)). Este efecto fue explicado debido a la disminucién
de polaridad conferida por la formacion del nuevo enlace tiourea, ya que el momento
dipolar de los enlaces C—N—C produjeron una reduccion del caracter polar. La molécula de
CXCRAL presentd un pico a los 11.5 min (Figura 10(c)), que se desplaz6 a 10.78 min
(Figura 10(d)) cuando se formo el sistema DOTA-DN-CXCRA4L, este cambio fue explicado
por la presencia de grupos —COOH en el molécula CXCRA4L, que le confiere un aumento de
polaridad. C19 presentd un maximo pico a 10.71 min (Figura 10(e)) mientras que el sistema
completo DOTA-DN(C19)-CXCRA4L present6 un tiempo de retencion de 10.76 min (Figura
10(f)), este corrimiento se debe a la encapsulacion de C19 en el dendrimero que aumenta su
caracter hidrofilico; razén por la cual, en comparacion con el DOTA-DN-CXCRA4L vacio,
hubo una disminucion en el tiempo de retencion. Todos los cambios antes mencionados

corroboran la adecuada formacion de los sistemas.

En cuanto a los espectros UV-Vis asociados a la picos de HPLC, la longitud de onda de
absorbancia maxima se determind para cada subproducto. El espectro de DOTA (Figura
10(g)) mostré 3 bandas de absorcion en la regién ultravioleta que corresponden a electrones
n 'y pares de electrones no enlazantes. La transicion ©1 — * corresponde a longitud de onda
(A) de 226 nm (mayor energia), mientras que las transiciones n — w* corresponden a las
longitudes de onda de 274 y 284 nm. Después de la conjugacion de DOTA con el DN
(Figura 10(g)), se observé una Unica banda ancha A = 245 nm, lo que indica cambios en la
estructura de DOTA y su conjugacion al DN. Posteriormente se llevo a cabo la conjugacion
con el péptido CXCRAL (Figura 10(h)) y el espectro UV-Vis mostro 3 bandas de absorcion
atribuidas a transiciones 1 — n* y n — 7*, después de la conjugacién, DOTA-DN-
CXCRA4L mostro un cambio batocromico a 288 nm con respecto al sistema DOTA-DN y

conservd la banda caracteristica del péptido a 306 nm, estos cambios se explicaron
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basandose en el aumento del nimero de insaturaciones y la presencia de los &tomos de O y
N. Para el sistema final DOTA-DN(C19)-CXCRA4L (Figura 10(i)), un ensanchamiento de la
banda aproximadamente a 270-280 nm fue observada y se le atribuyo a la contribucién de
las insaturaciones de cada componente. Los cambios y disminuciones de las longitudes de
onda de absorcion de UV se han informado como evidencia de la formacion de complejos

de dendrimeros de PAMAM con otros farmacos [19, 20], lo que sugiere la correcta
formacion de los sistemas.
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Figura 10. Cromatogramas HPLC de a) DOTA, b) DOTA-DN, ¢c) DOTA-DN-
CXCRA4L, e) C19y f) DOTA-DN(C19)-CXCRA4L; y espectros UV-Vis g) modificacion
superficial del DN con DOTA (DOTA-DN), h) conjugacion de CXCR4L a DOTA-DN

(DOTA-DN-CXCRA4L) y i) DOTA-DN(C19)-CXCRA4L.

4.3. Eficiencia de encapsulacion
Los sistemas dendriméricos tienen la capacidad de incorporar una gran variedad de

moléculas dentro de su estructura a través de la formacion de enlaces covalentes entre sus
aminas primarias de la superficie y la molécula, o a través del atrapamiento fisico dentro de
las cavidades del dendrimero a través de la formacidn de enlaces hidrogeno, o interacciones
hidrofobicas y/o electrostaticas [15, 21]. En este trabajo se logro el atrapamiento de C19 en
las cavidades del DN con una eficiencia de 81.13 + 13.84%. La reaccion se llevé a cabo a

pH neutro, pH en el cual las aminas primarias de la superficie estdn completamente
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protonadas (pKa = 7.0-9.0) [20, 21] mientras que en el interior de la estructura, solo una
pequefia cantidad de aminas terciarias se encuentran protonadas (pKa = 3.0-6.0),
conservando asi la baja polaridad [18, 21-23] y por lo tanto, exhibiendo una mayor afinidad
por C19 con un logP de 3.363 [8] mediante interacciones hidrofobicas. Simultdneamente, a
este valor de pH con las aminas primarias de la superficie protonadas y algunas aminas
terciarias en las cavidades también portonadas se generan repulsiones de cargas creando
espacios, lo que favorece la carga de C19. Este efecto también fue observado por Tekade y
cols., con la carga de MTX, justificando su interaccion con la repulsion entre grupos amina

protonados [24].

Dado que farmacos pequefios pueden encapsularse facilmente en las cavidades de los
dendrimeros debido a la repulsion de cargas, el tamafio de C19 y su peso molecular (PM =
383.3 g/mol) también contribuyeron a su capacidad de carga. Este efecto también fue
observado por Tekade y cols., donde el MTX (PM = 454.5 g/mol) tuvo una eficiencia de
encapsulacion de 79.74 + 1.11% a pH 7.4 [24].

4.4. Perfil de liberacién
Para evaluar la influencia del DN sobre la liberacion de C19, se realiz6 un perfil de

liberacion simulando las condiciones fisiologicas y el microambiente tumoral (pH 7.4y 5.3,
respectivamente) [25] (Figura 11). Para Ambas condiciones, se encontr6é un patron bifasico
con una liberacion réapida durante las primeras 4 h de la evaluacién con un concentracion
acumulada de 29 % a pH 7.4 y 36 % a pH 5.3. Después de 24 h para ambas condiciones de
pH, se observo una disminucién en la tasa de liberaciéon. La velocidad de liberacién
dependia del pH y fue mayor a pH de 5.3 (p <0,05), como resultado de la alta protonacion
de los grupos amina, que producian repulsién de cargas y cambios conformacionales en el
DN. En consecuencia, se acelero la liberacion de C19.
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Figura 11. Perfil de liberacion in vitro de DOTA-DN(C19)-CXCR4L apH 5.3
(microambiente tumoral) y pH 7.4 (condiciones fisioldgicas).

4.5. Estabilidad en suero y pureza radioquimica
El sistema '"’Lu-DN(C19)-DOTA demostré tener una adecuada estabilidad en suero. Su

unién a proteinas plasmaticas resulté en 2.38, 2.88, 3.86 y 9.13 % a 1, 3, 6 y 24 h,
respectivamente. Ademas, el radiofarmaco se mantuvo estable en solucién salina durante al
menos 7 dias. La Figura 12 muestra que la pureza radioquimica del nanosistema fue 99.95
y 9790 % a 1 y 7 dias, respectivamente. Estos resultados sugieren que el sistema
permanecera inalterado durante este tiempo en el organismo, ademas de asegurar que no

habra *’Lu libre que podria generar una dosis de radiacion innecesaria a tejidos sanos.
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Figura 12. Radiocromatogramas HPLC de 177Lu-DN(C19)-CXCRA4L a) dia 1 y b) dia
7.

4.6. Captacion e internalizacion celular
Para demostrar la especificidad del sistema 1/’Lu-DN(C19)-CXCRA4L con respecto a }""Lu-

DN(C19), la se llevaron a cabo estudios de captacion e internalizacion en dos lineas
celulares de cancer de pancreas que sobreexpresan los receptores CXCR4 (Mia PaCa-2 y
PANC-1) [13].

Al hacer la comparacion de la captacién en la linea celular PANC-1 (Figura 13(c)) entre el
sistema no dirigido "’Lu-DN(C19) y el sistema final 1"’Lu-DN(C19)-CXCR4, se observo
una captacion significativamente mayor (p <0,05) (3.0 £ 0.2% vs 5.0 £ 0.2%) con este
Gltimo. En la linea célular Mia PaCa-2 (Figura 13(a)), también se observo ese
comportamiento al hacer la comparacion entre Y’Lu-DN(C19) (2.0 + 0.13%) y *"Lu-
DN(C19)-CXCR4 (6,4 +0,10%) demostrando que existe una mayor captacion
estadisticamente significativa (p < 0,05) con el sistema que contiene la molécula de
reconocimiento especifico evidenciando el mecanismo de captacion mediada por el péptido
de direccionamiento CXCR4L. La mayor captacion fue obtenida en la linea celular Mia
PaCa-2, estos resultados se correlacionan con los informados por Li y cols., en los que se
reporta una mayor expresion del receptor CXCR4 en la linea celular Mia PaCa-2

comparada con PANC-1[13]. Para corroborar la captacion especifica de ’’Lu-DN(C19)-
I |
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CXCRA4L, se evaluo el efecto del bloqueo del receptor CXCR4 pretratando las células con
CXCRA4L (25.54 nM), como resultado se observéd una disminucién de la captacion hasta 4
veces en la linea celular de PANC-1 (Figura 13(c)) y mas del doble en células Mia PaCa-2
(Figura 13(a)). Estos hallazgos revelaron un proceso de unidn especifica entre CXCR4L y
sus receptor CXCR4. La internalizacion del sistema 7’Lu-DN(C19)-CXCR4L, con
respecto a la captacion calculada a 1, 2 y 3 h, fue aumentado gradualmente (Figura 13(b;

d)).
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Figura 13. Comparacion de los sistemas no dirigidos ’/Lu-DN(C19), captacion e
internalizacion celular de *"’Lu-DN(C19)-CXCRA4L en células con y sin bloquedo de
receptores, a) captacion en Mia PaCa-2, b) internalizacién (con relacién a lo captado)
de 17Lu-DN(C19).

4.7. Viabilidad celular
Las diferencias significativas del efecto de los tratamientos entre la linea celular Mia PaCa-

2 con una mutacion en KRAS (KRAS dependiente) y la linea celular PANC-1

(independiente de KRAS) se determinaron mediante ANOVA de dos vias usando el
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software Prism. En el estudio se evidencio diferencias significativas entre 1’"Lu-DN(C19)-
CXCRA4L (P <0.05), Y"Lu-DN-CXCRA4L (P <0.05), DOTA-DN(C19) (P <0.05) y DOTA-
DN-CXCR4L (P <0.05). Dado que DOTA-DN-CXCR4L no incluye el componente
radioterapéutico (*'’Lu) o el componente oncoterapéutico C19, la viabilidad observada fue
superior al 80%. Por lo tanto, este tratamiento no se considera citotdxico para ninguna linea

celular.

En Figura 14 se observa el mayor efecto citotdxico sobre la linea celular dependiente de
KRAS después de 48 h de tratamiento con *"’Lu-DN(C19)-CXCRA4L (viabilidad de 7.4 +
0.54% para la linea celular Mia PaCa-2 vs 59.0 £ 0.73% para la linea celular PANC-1).
Este efecto se atribuyd a la internalizacion mediada por receptores, que fue conferida por el
péptido de direccionamiento CXCRA4L en la superficie del dendrimero, optimizando de esta
manera la entrega de C19 en el sitio deseado. Por lo tanto, es posible sugerir el blogueo
exitoso de la asociacién de KRAS a la membrana debido a la estabilizacion del complejo
KRAS4b-PDE en la linea celular Mia PaCa-2 debido al mecanismo intrinseco de C19 [26,
27].

Durante las primeras 24 h (datos no mostrados) se observd una citotoxicidad dependiente
de C19. Al comparar 1’Lu-DN(C19)-CXCRA4L con C19 libre, se observo un mayor efecto
citotdxico con C19 (viabilidad de 79.0 + 0.61% vs 69.9 + 0.57% para PANC-1y 915 +
0.53% vs 82.4 + 0.89% para Mia PaCa-2), Este comportamiento se atribuyé a la baja
liberacion de C19 por parte del sistema dendrimérico ya que a las 24 h solo se disponia del
29%, mientras que para las células expuestas al C19 libre, la biodisponibilidad de C19 no
se vio afectado por el DN. Por otra parte se revel6 la biocompatibilidad del sistema DOTA-
DN en ambas lineas celulares (viabilidad superior al 90%). Después del tratamiento con
DOTA-DN(C19), la viabilidad disminuyé tres veces comparado con DOTA-DN
demostrando la eficacia de C19. Aunque PANC-1 es la linea celular independiente de
KRAS, el tratamiento con "’Lu-DN(C19)-CXCR4L durante 48 h mostré un efecto
sinérgico entre C19 y '’Lu, que evidentemente fue mejorado por el reconocimiento
especifico de la receptores CXCRA4L. La viabilidad después del tratamiento con '’Lu-
DN(C19)-CXCRAL disminuy0 significativamente (59.0 £ 0.73%) al compararlo con
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DOTA-DN(C19)-CXCRA4L (que no contiene ’’Lu) o Y"’Lu-DN-CXCRA4L (que no contiene
C19).

La viabilidad mas baja (7.4 + 0.54%) después del tratamiento con 7’Lu-DN(C19)-
CXCRA4L se observo en la linea celular Mia PaCa-2 dependiente de KRAS, mientras que
para DOTA-DN(C19)-CXCRAL y "Lu-DN-CXCRA4L, la viabilidad fue 9.25 + 0.76% y
12.9 = 1.39%, respectivamente. Estos resultados ponen en evidencia el impacto de la
dependencia de KRAS vy el efecto de la presencia de C19 (inhibidor de KRAS). Para ambas
lineas, un efecto sinérgico entre la radioterapia dirigida y la terapia producida por la
estabilizacion de KRAS4b-PDE pudo observarse.

Bl linea celular Mia PaCa-2
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Figura 14. Viabilidad celular de las lineas celulares de Mia PaCa-2 y PANC-1 a las 48
h después de los tratamientos con 4.3 Bg/célula de internalizacién '7Lu, 1.12 nM de
C19 y una concentracién equivalente de DOTA-DN.

4.8. Dosimetria celular ’’Lu-DN(C19)-CXCRA4L
La dosis mas alta de radiacion absorbida se observoé en la linea celular Mia PaCa-2 (3.025

Gy/BQ). Este resultado es congruente con los obtenidos en el estudio de viabilidad, ya que

al comparar con la linea celular PANC-1, en Mia PaCa-2 se obtuvo una menor
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proliferacion (Figuras 14,15). La dosis de radiacion absorbida del nucleo al citoplasma en
la linea Mia Paca-2 (Tabla 5) se considera produjo la mayor muerte celular. Una vez mas,
se atribuye a la mayor sobreexpresion de los receptores CXCR4 en esta linea. El efecto de
la radioterapia dirigida y la alta energia de las particulas beta liberadas a partir de *’"Lu se
evidenciaron fuertemente en el ensayo de viabilidad (Figura 9), con un 59.0 + 0.7% de
células PANC-1 viables, y después de la exposicion a 1'’Lu-DN(C19)-CXCRAL disminuy6
hasta 7.4 + 0.54%. El sistema no dirigido *""Lu-DN(C19), por el contrario, produjo una
viabilidad superior al 60% para ambas lineas celulares, pero este resultado no fue
significativo (Figura 14). Por segunda vez, este resultado confirma la especificidad del
sistema "’Lu-DN(C19)-CXCRAL para dirigir la radiacion y el farmaco C19 en el sitio

deseado.

Tabla 5. Modelo biocinético y dosis de radiacion absorbida producida por cada
Bequerel (Bq) de /"Lu-DN(C19)-CXCRA4L del citoplasma al ndcleo de las células
Mia PaCa-2 y PANC-1.

Linea celular Modelo biocinético t=48h Dosis
N= [ A(tdt
At) =0 (Gy/Ba)

q(t): 15_8e-7.8XlO—7t_12_4e-0941t

Mia PaCa-2 5.602 3.025
A(t)= 15.8¢-4:3x10-312 4g-0984t

q(t)= 25.4e0425.25 70971142 840527t
PANC-1 0.382 0.552
A(t): 25.46'0'429t-25.76'0'975t+2.848'0'531t

4.9. Ensayo clonogeénico
Una vez que se comprobé el efecto de DOTA-DN(C19)-CXCRAL sobre la viabilidad de las

lineas celulares de cancer de pancreas, y debido a que KRAS tiene un efecto positivo sobre
la proliferacion celular, el mecanismo a través del cual C19 regula el crecimiento celular y

con la finalidad de conocer la capacidad de las células cancerosas para replicarse después
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del tratamiento con el sistema DOTA-DN(C19)-CXCR4L se realizO un ensayo
clonogenico. Se observo para ambas lineas celulares, que no hubo diferencia significativa
entre cada uno de los sistemas con radiacion; sin embargo, si se observé diferencia al
compararlo con ’LuCls libre, lo que confirma que el direccionamiento especifico es mas
eficaz. Este resultado también se puede atribuir a la radiorresistencia proporcionada por la

presencia del oncogén KRAS.

Comparando las lineas celulares Mia PaCa-2 y PANC-1, se observd un mayor impacto
sobre la linea celular Mia PaCa-2 con una diferencia significativa en la viabilidad después
del tratamiento con ¥’Lu-DN(C19)-CXCR4L (p < 0.05) con un 39% y 48% (Figura 15)
para Mia PaCa-2 y PANC-1, respectivamente. Este efecto se atribuyé a la mayor

sobreexpresion del receptor CXCR4 y la dependencia de KRAS de las células Mia PaCa-2.

Una notable diferencia de viabilidad entre los nanosistemas con y sin radiacion (*’’Lu-
DN(C19)-CXCR4L y DOTA-DN(C19)-CXCRA4L) fue observada en ambas lineas celulares,
ya que en ambas hubo una disminucion significativa cuando el sistema tenfa '’Lu como
componente (Figura 15). Por otra parte se observaron diferencias significativas en la
viabilidad de los nanosistemas por la presencia de C19; C19 libre (89%), C19 encapsulado
(69%) y después del tratamiento con DOTA-DN(C19)-CXCRA4L (55%), (Figura 15).

Para la linea celular PANC-1, se obtuvo una viabilidad del 95% con C19, 82% con DOTA-
DN(C19) y 57% con DOTADN(C19)-CXCR4L lo que demostrd la especificidad
proporcionada por el ligando CXCR4L. Para ambas lineas celulares, fue posible observar
un aumento en la viabilidad con el sistema DOTA-DN-CXCRA4L, que se atribuyd a la
presencia de CXCR4L como se ha reportado anteriormente [28]. EI DOTA-DN no
demostré tener efectos citotoxicos. Ambas lineas celulares tratadas con nanosistemas
radiomarcados mostré6 una respuesta atribuida unicamente a la dosis de radiacion
administrada. Aungue la presencia de KRAS se ha reportado que favorece la supervivencia
y la radiorresistencia, las vias de sefializacion a través de las cuales se logran estos efectos
dependen de cada linea celular [29]. Ademas, el uso concomitante de inhibidores de la via
de sefalizacion activados por KRAS en conjunto con la radiacion demostré que producen

un efecto de radiosensibilizacion.
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Particularmente, en las células Mia PaCa-2 y PANC-1, se encontré que incluso en
presencia de C19 (inhibidor de KRAS), no hubo diferencias entre el efecto de ’Lu-DN
(C19)-CXCRA4L y Y"Lu-DN-CXCRAL. Esta respuesta se explica a la baja concentracion de
C19 liberado hasta las 48 h (29% del contenido total en /Lu-DN(C19)-CXCRA4L).
Brunner y cols. han demostrado que en comparacion con las células con mutaciones HRAS,
muchas lineas celulares de cancer de pancreas con mutaciones KRAS requieren dosis méas
altas de inhibidores [10]. Grana y cols. Reportaron un efecto similar en la linea celular RIE-
1 en la que la inhibicion completa de la actividad de MEK (via de sefializacion activada por
KRAS) mediante el uso de U0126 no indujo ningun cambio en supervivencia, incluso con
el uso de radiaciones ionizantes [29].
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Figura 15. Ensayo clonogénico de las lineas celulares Mia PaCa-2 y PANC-1.

4.10. Apoptosis
Los efectos citotoxicos y antiproliferativos observados después el tratamiento con DOTA-

DN(C19)-CXCRA4L hizo necesario investigar el tipo de muerte celular producida mediante
citometria de flujo. Los resultados revelaron que el sistema DOTA-DN(C19)-CXCR4L
promovio la apoptosis temprana (Anexina V + 7AAD-) en aproximadamente el 65% de las

células Mia PaCa-2 dependientes de KRAS y del 20% de apoptosis tardia (Anexina V +
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7AAD +) (Figura 16(a)). En comparacion con las células de cancer colorrectal dependiente
de KRAS, C19 no encapsulado produjo un aumento del 28% de las células que ingresan a
apoptosis tardia (Anexina V + 7AAD +), y solo el 1% ingresé apoptosis temprana (Anexina
V + 7AAD-) [8]. Este resultado sugiere que el nanosistema DOTA-DN(C19)-CXCRA4L fue
maés eficiente en dirigir el compuesto y aumentar su captacion en las células cancerosas
dado que se encuentra CXCR4 sobreexpresado con una mayor densidad de receptores en

células de cancer de pancreas Mia PaCa-2 [30].

Ademas, se ha comprobado que algunos agentes quimioterapéuticos ampliamente utilizados
en el ambito clinico, como el paclitaxel (PTX) en combinacion con nanoformulaciones de
PLGA (PPNP), promueven un aumento de la apoptosis temprana (12-15%) y apoptosis
tardia (aproximadamente 5%) para PANC-1 células [31]. En nuestros resultados, en
comparacion con el sistema sin C19 (DOTA-DN-CXCRAL), celdas PANC-1, a pesar de ser
identificado como KRAS-independiente, presentdé un importante aumento de las células

apoptaticas tempranas (6-8%) (anexina V +7AAD-) (Figura 16(b)).
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Figura 16. DOTA-DN(C19)-CXCRA4L promueve apoptosis en las lineas celulares de a)
Mia PaCa-2 y b) PANC-1. Analisis de Anexina V' y 7ADD de células tratadas con el
sistema cargado y sin cargar con C19 por 72 h. n=3; **p < 0.001.
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5. DISCUSION
El cancer de pancreas es uno de los tipos de cancer mejor caracterizados genéticamente;

entre las muchas alteraciones que surgen durante la formacion de tumores pancreaticos se
encuentran la activacion de oncogenes, principalmente dentro del gen KRAS con una
prevalencia del 90% [32]. Se ha reportado que la sobreexpresion de KRAS o la presencia
de KRAS mutado aumenta la radiorresistencia de los tumores por lo que el bloqueo de la
actividad de KRAS mediante el uso de inhibidores farmacologicos aumenta la

radiosensibilidad en ciertos contextos [29, 33].

En esta investigacion, sintetizamos un nuevo nanosistema basado en el uso de terapia
dirigida y radioterapia para producir un efecto sinérgico. El sistema demostrd tener un
tamafo en escala hanométrica con una distribuciéon homogénea, con un diametro promedio
de 22.53 nm, que se determin6 por TEM (Figura 8). El anélisis de FT-IR mostr6 cambios
significativos principalmente en la region de 3382 a 3247 cm™ (N — H), atribuido a las
conjugaciones de las aminas en el superficie dendrimero con DOTA y CXCRAL, asi como
la aparicion de la banda a 707 cm™! (-C-Cl), que confirmd la presencia del C19y la correcta
formacion del sistema final (DOTA-DN(C19)-CXCR4L) (Figura 9(g)). Cambios en las
longitudes de onda observado en UV-Vis se atribuyeron al aumento de insaturaciones y la
presencia de atomos como O y N (Figura 10), estos corrimientos confirmaron la correcta
formacion del sistema. Finalmente y como parte de la caracterizacion de los sistemas se
observaron cambios en los tiempos de retencion en donde el sistema final DOTA-
DN(C19)-CXCRA4L tuvo un tiempo de retencion de 10.8 min, lo que demuestra un caracter
mas hidrofilico justificado por la adicion de grupos —-COOH (DOTA y CXCRA4L) vy el

encapsulamiento de C19.

El sistema tuvo una eficiencia de encapsulacion de 81.13 + 13.84%, y el perfil de liberacion
demostro ser sensible a los cambios de pH, presentando una mayor liberacion (36%) a pH
5.3 durante las primeras 4 h. Esta sensibilidad al pH es debido al porcentaje de protonacion
de las aminas presentes en la estructura del nanosistema (Figura 11) este resultado se
correlaciona con lo reportado por otros autores en donde la liberacion de farmacos a partir

de sistemas dendriméricos de PAMAM tiene una sensibilidad al pH y tiende a ser mas
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rapida en ambientes acidos [21, 34-37]. Ademas, 1’Lu-DN(C19)-CXCRA4L exhibié una
captacion especifica en las lineas celulares pancreaticas Mia PaCa-2 y PANC-1, que
sobreexpresan el receptor CXCR4 debido a la presencia de la molécula de reconocimiento
especifico CXCRA4L. Al hacer la comparacion entre las lineas celulares, se obtuvo una
viabilidad de 59.0 + 0.73% para la linea de PANC-1, y de solo 7.4 £ 0.54% en la linea
celular Mia PaCa-2 demostrando un efecto méas citotdxico. Esta respuesta se atribuyé a
varios factores, primero, al analizar la cinética de captacion e internalizacion en ambas
lineas celulares (Figura 12), se observo que a las 2 h Mia PaCa-2 tiene el mayor porcentaje
de captacion (8.1 + 0.22%); a la tercer hora estos valores comienzan a disminuir (6.2 +
0.22%); sin embargo, en la linea celular PANC1, a partir de la segunda hora, la captacion
disminuye (2 h, absorcion 4.8 £ 0.18% y 3 h, absorcion 4.9 + 0.22%), y este hallazgo
explica que una mayor cantidad de *"’Lu-DN(C19)-CXCRA4L esta dentro de la linea celular
Mia PaCa-2. Ademas, en el perfil de liberacién (Figura 6), se observd que en las primeras 4
h, hay un mayor porcentaje de liberacion de C19, y por lo tanto se espera que haya una alta

concentracion local de C19, principalmente en la linea celular Mia PaCa-2.

Otro factor a considerar es la dependencia a KRAS de las lineas celulares. Mia PaCa-2 es
dependiente de KRAS y por lo tanto, es mas susceptible al dafio causado por C19. Ademas,
si bien la presencia de KRAS promueve radiorresistencia en las células, el uso
concomitante de radiacion e inhibidores de las vias de sefializacién activadas por KRAS se
ha demostrado que tiene un efecto de radiosensibilizacion. El efecto sinérgico de la
radiacion y la presencia de C19 se demostré en ambas lineas celulares ya que al comparar
el sistema DOTA-DN(C19)-CXCRA4L (que no contiene *7Lu) o Y’Lu-DN-CXCRA4L (que
no contiene C19) con el sistema ’Lu-DN(C19)-CXCRA4L este ultimo fue mas citotoxico.
En el ensayo clonogénico se demostro el efecto de la dependencia de KRAS, ya que este
promueve la proliferacién a través de la activacion de diferentes vias de sefializacion y
7Lu-DN(C19)-CXCRA4L disminuy6 la proliferacion de ambas lineas celulares con una
viabilidad del 39 y 48% para las células Mia PaCa-2 y para las células PANC-1,
respectivamente (Figura 13).
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El analisis de dosimetria celular confirmé que en comparacion con el sistema ""Lu-
DN(C19) no dirigido (viabilidad celular superior al 60%), 1"’Lu-DN(C19)-CXCR4L
produjo la muerte celular mas alta, lo que demuestra la importancia del direccionamiento a
través de la molécula CXCRAL para la liberacion de la radiacion beta y el farmaco C19. En
las células Mia PaCa-2 se recibi6 una dosis de 3.02 Gy/Bq (5 veces mas que la de células
PANC-1) y disminuy0 la viabilidad celular hasta 7.4 + 0.54%, mientras que una dosis de
0.552 Gy/Bq para PANC-1 mostré viabilidad de 59.0 + 0.73%. Estos resultados se
atribuyen a la mayor densidad de receptores CXCR4 y la liberacion controlada de C19 en

las células Mia PaCa-2.

Dado que la inhibicién de los mecanismos de apoptosis por parte de las células que
contienen el oncogén KRAS es una de las consecuencias mas importantes y es el desafio
mas fuerte a nivel terapéutico, era importante demostrar como el sistema ’’Lu-DN(C19)-
CXCRAL es capaz de promover apoptosis en ambas lineas celulares; los resultados
demostraron nuevamente la misma tendencia, con un mayor nivel de apoptosis para la linea
celular Mia PaCa-2 (dependiente de KRAS) en comparacion con la lineaPANC-1
(independiente de KRAS).
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6. CONCLUSION

Se sintetizo y evalud el nuevo sistema "’Lu-DN(C19)-CXCRA4L, combinando
quimioterapia especifica proporcionada por la presencia de C19 y radioterapia dirigida
proporcionada por ’Lu. El nanoradiofarmacéutico mostrd tener un efecto sinérgico capaz
de reducir la viabilidad en las lineas celulares Mia PaCa-2 y PANC-1 a través de
mecanismos apoptéticos. Ademas, el nanosistema mostré una captacion especifica
proporcionada por el péptido de direccionamiento CXCR4L. La evaluacion in vivo de
177Lu-DN(C19)-CXCRA4L en un modelo de tumor pancreatico es necesaria para evaluar el
comportamiento nanoradiofarmacéutico. Ademas, serd fundamental explorar el propiedades
antitumorales in vivo de }""Lu-DN-(C19)-CXCR4L como potencial nanoradiofarmaco para

ser candidato en el tratamiento del cancer de pancreas.
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Pancreatic cancer is highly lethal and has a poor prognosis. The most common alteration during the formation of pancre-
atic tumors is the activation of KRAS (Kirsten rat sarcoma 2 viral oncogene homolog) oncogene. As a new therapeutic
strategy, the C19 molecule ((2S)-N-(2,5-dichlorophenyl)-2-[(3,4-dimethoxyphenyl)-methylamine]propanamide) blocks the
KRAS-membrane association in cancer cells. In addition, the chemokine receptor CXCR4 is overexpressed in pancreatic
cancer. In this research, a new dendrimer-based nanoradiopharmaceutical ('7”Lu-DN(C19)-CXCRA4L) encapsulating C19
and functionalized to target CXCR4 receptors is proposed as both, a targeted radiotherapy system (lutetium-177) and an
oncotherapeutic approach by the stabilization of KRAS4b-PDES complex to produce dual-specific therapy in pancreatic
cancer. The "77Lu-DN(C19)-CXCRA4L was synthesized and characterized, C19 was encapsulated with 81% efficiency, the
final nanosystem rendered a particle size of 67 nm and the specific uptake in pancreatic cell lines was demonstrated. The
major cytotoxic effect was observed in the KRAS-dependent and radioresistant cell line Mia PaCa-2, which expresses a
high density of CXCR4 receptors. The radiation dose of 3 Gy/Bq decreased viability to 7%, and this effect was attributed
to the presence of C19. A synergistic effect (radio and chemotherapy) capable of reducing viability in pancreatic can-
cer cells through apoptotic mechanisms was demonstrated. Thus, '77Lu-DN(C19)-CXCRA4L nanoradiopharmaceutical is
efficacious in pancreatic cancer cell lines overexpressing the CXCR4 receptor.

KEYWORDS: Dendrimers, Targeted Radiotherapy, KRAS4b-PDES Blockage, C19, Lutetium-177.

INTRODUCTION

The polymeric nanoparticles currently used in drug deliv-
ery have shown important theranostic potential. Targeted
delivery approaches represent a promising strategy to reach
specific targets and to produce more than one damage
mechanism, resulting in increased therapeutic effect [1-3].
Particularly, targeted polymeric nanoparticles in cancer
have been demonstrated to produce a synergistic effect
when chemotherapy and radiotherapy are used on a

selected target while reducing cytotoxicity on peripheral
healthy tissues [1].

Several kinds of moieties have been employed to allow
nanoparticles to reach the desired tumoral target by pos-
sessing “multitask” properties and improving the selectiv-
ity and effectivity of the treatment. Moreover, numerous
reports have documented the suitability of nanoparti-
cles to transport and for delivery of genes, proteins, or
small molecules to treat cancer. Targeted drug delivery
has proven to be an effective approach in this regard.
However, the clinical applications of nanoparticles remain
limited [4].
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To target tumoral cells, membrane markers have
been widely studied. Particularly, the chemokine recep-
tor CXCR4 and its primary heterodimeric ligand CXCL12
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Abstract: The application of nanotechnology in nuclear medicine offers attractive therapeutic oppor-
tunities for the treatment of various diseases, including cancer. Indeed, nanoparticles-conjugated
targeted alpha-particle therapy (TAT) would be ideal for localized cell killing due to high linear
energy transfer and short ranges of alpha emitters. New approaches in radiolabeling are necessary
because chemical radiolabeling techniques are rendered sub-optimal due to the presence of recoil
energy generated by alpha decay, which causes chemical bonds to break. This review attempts to
cover, in a concise fashion, various aspects of physics, radiobiology, and production of alpha emitters,
as well as highlight the main problems they present, with possible new approaches to mitigate those
problems. Special emphasis is placed on the strategies proposed for managing recoil energy. We
will also provide an account of the recent studies in vitro and in vivo preclinical investigations of
a-particle therapy delivered by various nanosystems from different materials, including inorganic
nanoparticles, liposomes, and polymersomes, and some carbon-based systems are also summarized.
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1. Introduction

Interest in theranostics and targeted therapies has fueled the advancement of new
developments for beta and alpha radiation therapy in both the academic medical commu-
nity and within the pharmaceutical industry. There has been significant recent interest in
alpha particles due to their high cytotoxic potential that can be used effectively in cancer
therapy. Targeted alpha-particle therapy (TAT) involves the irradiation of cancer cells,
micrometastases, or tumors by emitting a single alpha particle or by a cascade of alpha
particles within its vicinity.

Alpha particles (*He) > are potent therapeutic effectors that have two advantages
over beta therapies. First, the high linear energy (LET) of an alpha particle is two or three
orders of magnitude greater than the LET of beta particles (100 keV/um vs. 0.2 keV/um).
This unique characteristic of alpha particles allows a larger fraction of the total energy to be
deposited in the cells, thus increasing therapeutic effectiveness. In sharp contrast, for the
application of beta radiation, which has limited linear energy transfer, the cell must be hit
by many thousands of beta particles before it is successfully killed [1-5]. In addition, the
short-range of alpha radiation in human tissue of 50 to 100 um (2-3 cell diameters), due to
the high LET, compared to that of 3 particles (maximum ranges of 2 to 11 mm), allows the
effective killing of targeted cancer cells due to the highly cytotoxic radiation, while limiting
damage to surrounding healthy tissue. Therefore, targeted nanomedicine advances in
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