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I. RESUMEN

La terapia de blancos moleculares se ha convertido en una estrategia relevante para el
tratamiento del céncer. Se ha demostrado que los receptores de péptidos pueden ser
utilizados con éxito para visualizacion in vivo de los canceres humanos, y los péptidos

radiomarcados han mostrado ser eficaces en la terapia de tumores malignos.

Los péptidos basados en la secuencia ciclica Arginina-Glicina-Acido aspartico (RGD) han
sido disefiados para antagonizar la funcion de las integrinas oyB3 asi como inhibir la
angiogénesis. La conjugacion del péptido RGD a nanoparticulas de oro (AuNPs)
radiomarcadas produce un sistema multimérico estable y biocompatible con

reconocimiento molecular especifico.

Este trabajo evalud la respuesta terapéutica del radiofarmaco *"’Lu-AuNP-RGD en ratones
atimicos con tumores inducidos C6 (glioma de rata) positivos a integrinas a,f3 y se
compard con los conjugados *’Lu-AuNP y Y"Lu-RGD. Se evalué la dosis absorbida, la
progresion del tamafio del tumor, la actividad metabélica (SUV, [**F]JFDG micro PET/CT),
la radiotoxicidad renal, las caracteristicas histologicas del rifion y del tumor, asi como la

expresion genica tumoral del VEGF y HIF-1a (PCR en tiempo real).

De los radiofarmacos evaluados, el "’Lu-AuNP-RGD produjo la mayor dosis de radiacion
absorbida en el tumor (63.8 £ 7.9 Gy) vs los otros tratamientos. Estos resultados
concuerdan con la respuesta terapéutica, en donde el '"’Lu-AuNP-RGD redujo
significativamente (p < 0.05) el tamafio del tumor, la actividad metabolica de las células de
cancer, los vasos sanguineos intratumorales y la expresion génica del VEGF en
comparacion con los otros radiofarmacos. Lo anterior como consecuencia de la alta
retencion en el tumor, combinacion de la terapia molecular (sistema multimérico RGD) y
radioterapia (*'’Lu). La captacion en los 6rganos fue minima sin induccién de toxicidad
renal. El radiofarmaco "'Lu-AuNP-RGD muestra propiedades adecuadas para ser usado

como un agente para terapia de blancos moleculares especificos.

Pagina 1 4‘



I1. ABSTRACT

Molecular targeting therapy has become a relevant therapeutic strategy for cancer. The
principle that peptide receptors can be used successfully for in vivo targeting of human
cancers has been proven, and radiolabeled peptides have been demonstrated to be effective

in patients with malignant tumors

Peptides based on the cyclic Arg-Gly-Asp (RGD) sequence have been designed to
antagonize the function of o(v)B(3) integrin, thereby inhibiting angiogenesis. The
conjugation of RGD peptides to radiolabeled gold nanoparticles (AuNPs) produces

biocompatible and stable multimeric systems with target-specific molecular recognition.

The aim of this research was to evaluate the therapeutic response of *’’Lu-AuNP-RGD in
athymic mice bearing o(v)B(3)-integrin-positive C6 gliomas and compare it with that of
YLu-AuNP or '"Lu-RGD. The radiation absorbed dose, metabolic activity
(SUV, [**F]fluor-deoxy-glucose-microPET/CT), renal radiotoxicity, renal and tumoral
histological characteristics as well as tumoral VEGF and HIF-1a gene expression (by real-
time polymerase chain reaction) following treatment with *”’Lu-AuNP-RGD, *"’Lu-AuNP

or "Lu-RGD were assessed.

Of the radiopharmaceuticals evaluated, ”’Lu-AuNP-RGD delivered the highest tumor
radiation absorbed dose (63.8 £ 7.9 Gy) vs other treatments. These results correlated with
the observed therapeutic response, in which *’Lu-AuNP-RGD significantly (p<0.05)
reduced tumor progression, tumor metabolic activity, intratumoral vessels and VEGF gene
expression compared to the other radiopharmaceuticals. This was consequence of high
tumor retention and a combination of molecular targeting therapy (multimeric RGD
system) and radiotherapy (*"’Lu). There was a low uptake in non-target organs and no
induction of renal toxicity. *"’Lu-AuNP-RGD demonstrate properties suitable for use as an

agent for molecular targeting radiotherapy.
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I11. INTRODUCCION

Un radiofarmaco esté definido como una sustancia que contiene atomos radiactivos dentro
de su estructura y que, por su forma farmacéutica, cantidad y calidad de radiacién, puede
ser administrado en los seres humanos con fines diagndsticos o terapéuticos (1). Los
radiofarmacos de tercera generacion detectan blancos moleculares especificos y son unicos
en su capacidad para detectar in vivo sitios bioquimicos tales como los receptores y las
enzimas. Es asi que un radiofarmaco que detecta blancos moleculares esta compuesto de
tres partes: el radiometal, el agente quelante bifuncional (AQB) y el fragmento bioactivo.
El AQB situado entre el radionuclido y el fragmento bioactivo, coordina fuertemente al ion
metélico y se une covalentemente a la biomolécula, el fragmento bioactivo lleva al

radionuclido donde esté el receptor en la célula blanco (2).

El Y"Lu tiene caracteristicas favorables para ser empleado en radioterapia debido a sus
propiedades nucleares como: vida media de 6.71 dias; emision de radiacién beta negativa
con una energia maxima de 497 keV (78 % de abundancia) con un alcance promedio de 2
mm en tejido blando y emision de un foton gamma de 208 keV (11 % de abundancia)
apropiado para la adquisicién de imégenes in vivo en cdmara gamma-SPECT (Tomografia
computarizada por emision de fotones individuales) (3).

Los anélogos de péptidos reguladores son moléculas desarrolladas para orientarse
especificamente a células de cancer, estos péptidos controlan y modulan funciones de casi
todos los oOrganos principales y los procesos metabdlicos. Los receptores de péptidos
reguladores estan sobreexpresados en numerosos tipos de células de cancer y son
estructuras proteicas que han sido usados como blancos moleculares de péptidos marcados

para localizar tumores malignos primarios y sus metastasis (4-5).

Las integrinas constituyen una super-familia de glicoproteinas heterodimericas formadas
por la union no covalente de dos cadenas (o y B) con funciones de sefializacion para
diversas y especificas respuestas celulares (6-9). Un ligando importante para muchas
integrinas es la secuencia tripeptidica RGD (10). Las integrinas con reconocimiento de la
secuencia RGD como las a3 Yy owfs han recibido mayor atencion como marcadores

terapéuticos debido a su expresion en varios tipos celulares, estdn sobreexpresadas en

Pagina 1 6



tumores solidos, contribuyen al crecimiento tumoral, diseminacién metastasica,

diferenciacion de células endoteliales y en la angiogénesis (11-15).

Se ha reportado que la unién de péptidos de RGD a nanoparticulas (NPs), puede
incrementar las uniones multivalentes de las NPs-(RGD)n a los receptores o3,

incrementando la capacidad antiangogénica del péptido (16-18).

La acumulacion de los péptidos radiomarcados en los tumores podria potenciarse si decenas
0 cientos de éstos se conjugan a nanoparticulas de entre 5 y 20 nm para tomar ventaja del
efecto de mejoramiento de la permeabilidad y retencion. Por lo general en un tejido normal
el espacio entre células del endotelio es de alrededor de 2 nm pero, cuando el tejido se
vuelve maligno, acumula nutrientes de manera que dicho espacio puede aumentar hasta
400-600 nm; ademéas de que deja de funcionar la depuracién linfatica, lo que facilita la
acumulacién de macromoléculas por un mecanismo pasivo. Si ademas la macromolécula
tiene en su superficie varias moléculas radiomarcadas, con reconocimiento especifico por
receptores sobreexpresados en las células cancerosas, puede sumarse una acumulacién del

radiofarmaco por un mecanismo celular activo. (19-20).

Las NPs son particulas de cualquier material que contienen de 20 a 15000 atomos con
dimensiones de 100 nm o menores y con caracteristicas de superficie y propiedades
fisicoquimicas propias que difieren del material a macro escala (21-22). La union de
decenas o centenas de moléculas de péptido a la superficie de una NP, produce un sistema
multifuncional capaz de incrementar las uniones multivalentes de la NP-biomolécula a sus
receptores para la obtencion de imagenes moleculares in vivo (22). Las AuNPs son acidos
débiles y tienden a formar enlaces de caracter covalente con bases débiles como los grupos
tiol y enlaces moderadamente fuertes con los grupos amino. Los residuos de lisina y
cisteina representan al unico ligante con el cual las proteinas se pueden unir covalentemente

a las AuNPs, para formar moléculas con actividad biologica (21).

Una propiedad importante de las AuNPs es el fendbmeno de resonancia del plasmoén de
superficie que se manifiesta como una banda de absorcién en la regién visible (520 nm)
cuando la frecuencia del campo electromagnético es resonante con el movimiento
coherente de electrones (22-27). El plasm6n de resonancia puede recorrerse a la region del

infrarrojo cercano (NIR) de 800 a 1200 nm. Esto es util porque el tejido humano es
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moderadamente transparente a la luz NIR. Las NPs disefiadas para absorber en el espectro
NIR generan una cantidad de calor considerable que causa destrucciéon celular térmica

irreversible (28).

La angiogénesis es la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de los vasos
preexistentes, es un proceso que ocurre durante el crecimiento del tumor (29). Actualmente
se reconoce al sistema que incluye al factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y
a sus receptores como los principales reguladores de las células endoteliales vasculares y de
la formacion de nuevos vasos sanguineos (30). EI VEGF es un factor de crecimiento con
actividad mitogénica altamente especifica para las células endoteliales, promueve la
migracion celular, inhibe la apoptosis, promueve la angiogénesis, la permeabilizacion y
vasodilatacion (31-32). Su inhibicién resulta en la diminucién de la vascularizacion y del
crecimiento del tumor. EI VEGF responde a estimulos tales como la hipoxia principalmente
mediante el factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1) (33). La disminucion de oxigeno resulta
en la estabilizacion del HIF-1, el cual estimulara la expresion de un gran nimero de genes,
entre ellos el del VEGF, que haran posible la adaptacion de las células a las condiciones de
hipoxia (34-36).

En este trabajo se compard la eficacia terapéutica del multimero *"’Lu-DOTA-GGC-AuNP-
c[RGDfK(C)] (*"’Lu-AuNP-RGD) contra los conjugados *"’Lu-DOTA-GGC-AuNP
(*""Lu-AuNP) y "Lu-DOTA-E-c(RGDfK), (*'’Lu-RGD), en donde la secuencia -RGD- es
el sitio biolégicamente activo, la f y la K completan el ciclo, el macrociclo DOTA
corresponde al 4cido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N',N",N""-tetraacético, en *'’Lu-
DOTA-GGC-AUNP-c[RGDfK(C)] la secuencia GGC corresponde a Glicina-Glicina-
Cisteina en donde el fragmento GG funciona como espaciador y la C contiene al grupo tiol
activo que interacciona con las AuNPs. Se determino la actividad metabdlica de las células
tumorales, crecimiento del tumor e histopatologia tumoral en ratones con tumores
inducidos (positivos a integrinas owf3). Asi mismo se evaluo la toxicidad renal mediante la
determinacion sérica de urea, creatinina, nitrogeno ureico y mediante analisis
histopatolégicos del rifién. Se determind la capacidad antiangiogénica del c-RGD y de las

AuNPs midiendo la expresion del VEGF y HIF-1a.
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IV. ANTECEDENTES

La quimioterapia tradicional empleada contra el cancer presenta importantes limitaciones
debidas a la reducida especificidad de los agentes quimioterapéuticos por las células
tumorales, la vida media corta de los farmacos debido a una rapida depuracion in vivo y la
aparicion de mecanismos de resistencia a muchos farmacos ejercida por las células
tumorales. Por lo tanto, la identificacion de un sistema que permita orientar selectivamente
y liberar de manera eficaz la dosis adecuada del farmaco citotoxico en el tumor permitira
mejorar la eficiencia terapéutica, reducir la dosis administrada asi como los efectos

secundarios, consecuencia de una distribucion inespecifica del farmaco en el organismo.

En la década pasada se han radiomarcado muchos péptidos derivados de la secuencia RGD

y han sido evaluados por reconocer especificamente a las integrinas a, 3.

Kessler y colaboradores en 1991 (37) desarrollaron el pentapéptido ciclo-Arginina-Glicina-
Acido aspartico-D-Fenilalanina-Valina el cual mostré alta afinidad y selectividad por las

integrinas o, fs.

Después de extensos estudios de la relacidén estructura-actividad se encontré que la
incorporacion de RGD en un pentapéptido ciclico incrementa significativamente la afinidad
y selectividad por las integrinas a,f3, se demostré que un aminoacido en la posicion 5 no

tiene impacto en la afinidad por dichos receptores (38).

El monémero c-RGDyV se marcé desde 1999 por Haubner y colaboradores (39) con %I

Este compuesto relativamente lipofilico tiene rapida eliminacion en el tumor y una
desfavorable excrecion hepatobiliar. El resultado de la alta acumulacion de actividad en el
higado y el intestino limitdé su posterior aplicacion. La glicosilacion del péptido RGD
disminuyd su lipofilicidad y consecuentemente la captacion hepatica (40). Posteriormente
se reporté el marcado de los mismos glicopéptidos con *8F (41-42).

Los péptidos con reconocimiento especifico de integrinas o33 mas usados para el marcado
con #*™Tc, ®F 0 ®Ga son c-RGDyK y c-RGDfK, como mondmero o como dimero (43-49).

En estos péptidos la cadena lateral de la lisina proporciona una amina primaria para el
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acoplamiento al AQB. Para mejorar la eficacia se han desarrollado sistemas multiméricos
de RGD y més de 30 derivados se han marcado con *°F, ®Cu, ®®Ga o **™Tc¢ (50-53).

Puesto que la manera natural de interaccion entre las integrinas y los péptidos conteniendo
RGD involucra maltiples sitios de unién, la afinidad a a,f3 de los radiofarmacos basados en
RGD podria mejorarse utilizando péptidos ciclicos c-RGD multivalentes. Este concepto fue
reportado por primera vez por Rajopadhye y cols. (54) y por Jansen y cols. (55) al preparar
el dimero [c(RGDyK)],. Posteriormente se reportd que los tetrameros [c-RGD], mejoran
significativamente su afinidad por las integrinas af3 respecto al monémero c-RGD (56-
60).

Zi-Bo Li y cols., en 2007, (61) marcaron péptidos de RGD con ‘®F para obtener imagenes
con PET (Tomografia por emision de positrones) de la expresion de integrinas. Después de
una inyeccion intravenosa se obtuvo una captacion al tumor de 2.1 £ 0.4 % DI/g (porciento
de dosis inyectada por gramo de tejido) a 1 h p.i. Se encontr6 rapida eliminacion renal y
hepatica en un modelo de glioblastoma subcutdneo U87MG, la estabilidad metabdlica fue
de 75-99 % a 1 h p.i., por lo tanto tiene buena union al tumor, buena estabilidad metabdlica

y una farmacocinética favorable.

Zhaofei L. y cols., en 2011, (38) compararon 2 derivados de RGD, el DOTA-3PRGD; y
DOTA-RGD, administrados intravenosamente, marcados con *°Y e In, encontrando que
el tetrdmero tiene mayor porcentaje de unién con respecto al mondémero, sin embargo
ambos causan un retardo significativo en cuanto al crecimiento del tumor y demuestran que

maultiples dosis mejoran la eficacia terapéutica.

Estudios recientes han demostrado que los péptidos de RGD conjugados a AuNPs
producen sistemas multiméricos biocompatibles y estables con reconocimiento molecular
especifico (22, 62-67). La multivalencia es un principio de disefio mediante el cual matrices
organizadas amplifican la fuerza de un proceso de unidn, como ejemplo la union de

péptidos multiméricos a receptores especificos en una superficie celular (68).

Una investigacion in vivo en la que se evaluo la biodistribucion de AuNPs (2 y 4 nm) tras
su inyeccion intravenosa reveld que las AuUNPs son captadas por las membranas celulares
por endocitosis, no se observaron otros mecanismos no-endociticos. Independientemente

de su tamafio, las AuNPs son internalizadas principalmente por las células Kupffer en el
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higado y, en menor medida, por los macrofagos existentes en otros érganos como el bazo.
Las AuNPs no parecen atravesar la barrera placentaria o la barrera hematoencefalica. Es
interesante destacar que no se observa acumulacién de AuNPs en érganos como el rifién,
cerebro, pulmon, ovarios, placenta o higado fetal y que las AuNPs de menor tamafio (2
nm) parecen ser eliminadas no sélo por endocitosis macroféagica, sino también por simple

filtracién glomerular en orina (69).

Montet y cols., en 2006, (16) reportaron que la unién de péptidos RGD a integrinas ofrece
un excelente sistema para estudiar la multivalencia mediada por cambios en la afinidad que
surgen cuando los péptidos, conjugados en la superficie de una NP de hierro, se une a las
integrinas de la superficie de la membrana celular. La ICso de una NP-RGD para la
adhesion endotelial fue de 1.0 nM de NP 0 20.0 nM de péptido (20 péptidos por NP) y se
asocio con el fuerte efecto multivalente. La union de péptidos RGD a la nanoparticula de
hierro resulté en un incremento del tiempo de vida media del péptido en sangre de 13 a 180
min. Por lo tanto el péptido RGD conjugado a NPs de hierro puede ser un potente

inhibidor de la funcidn de las integrinas a,,f3 en las células endoteliales in vivo.

Olmedo y cols., en 2008 (65), durante el disefio del conjugado AuNP-CLPFFD-NH,
demostraron que la secuencia peptidica, el efecto estérico, la carga y la disposicion de los
residuos hidrofilicos e hidrofébicos son pardametros cruciales para considerar en el disefio

de AuNPs conjugadas a péptidos para aplicaciones biomédicas.

Huang y cols., en 2008 (70), demostraron que las AuNPs emiten un intenso calor cuando
son estimuladas con la frecuencia correcta de la luz laser, asi un cimulo de AuNPs pueden

calentar localmente un area de mil veces su tamafio.

Xiaohua y cols., en 2007 (71), demostraron que mediante el uso de las propiedades dpticas
de las AuNPs se puede aumentar la foto selectividad en la terapia fototérmica. La
generacion de un segundo armonico convierte los fotones del NIR en fotones visibles los
cuales son absorbidos por las AuNPs y su energia es convertida en calor produciendo asi la

destruccién fototérmica.

Surujpaul y cols., en 2008 (66), reportaron por primera vez la unién de AuNPs a un péptido
ciclico. El conjugado Tyr*-octreotido (TOC)(H-D-Phe-Cys-Tyr-Trp-Lys(Boc)-Thr-Cys-

Thr(ol) [puentes disulfuro: 2-7] contiene dos cadenas laterales hidrofilica y neutra en la
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sexta y Ultima posicion (2 Thr); cadenas laterales hidrofdébica, neutra y aromatica en la
cuarta y primera posicion (Phe y Trp); y una cadena lateral hidrofilica, neutra y aromatica
en la posicion tres (Tyr). La cadena lateral de cisteina esta formando un puente disulfuro y
la cadena de lisina fue protegida con Boc ya que es el sitio biolégicamente activo. Los
analisis de espectroscopia sugieren que las AuNPs fueron funcionalizadas con TOC
mediante interacciones con la amina N-terminal de la fenilalanina y posiblemente con el
grupo indol del triptofano. Como resultado de estas interacciones una banda de emision fue

observada en la region NIR a 692 nm.

Morales-Avila y cols., en 2011 (72), evaluaron el comportamiento bioldgico de un
conjugado que tiene como objetivo la obtencion de imagenes moleculares de angiogénesis
tumoral, el cual es un sistema multimérico de AuNPs (20 nm) conjugado con c-
[RGDfK(C)] y marcadas con *™Tc. Microscopia de transmision electrénica (TEM) y
técnicas de espectroscopia demostraron que las AuNPs fueron funcionalizadas con el
péptido. La pureza radioquimica fue de 96 + 2 %. El conjugado *™Tc-AuNP-RGD mostré
tener reconocimiento especifico por las integrinas o33 sobre-expresadas en células C6 y 3
h después de una administracion intraperitoneal la captacion en el tumor fue de 8.18 +
0.57 % ID/g. Las imagenes en el equipo micro-SPECT/CT mostraron evidente captacion
en el tumor. El radiofarmaco **"Tc-AuNP-RGD mostrd propiedades adecuadas para su uso
como un agente especifico para obtencidn de imagenes de blancos moleculares en tumores

que sobreexpresan integrinas owf3s.

Ocampo-Garcia y cols., en 2011 (68), desarrollaron un estuche de AuNPs marcadas con
%™Tc las cuales fueron conjugadas con diferentes biomoléculas como c-[RGDfK(C)],
manosa y Lys®-bombesina. Estos sistemas multiméricos tienen reconocimiento especifico
por las células correspondientes (células C6 de glioma de rata positivas a integrinas oufs,
células de higado positivas a receptores de manosa Yy células PC3 positivas al receptor del
péptido liberador de gastrina), los estuches mostraron excelente estabilidad y propiedades
adecuadas para ser usados como marcadores especificos para obtencion de iméagenes

moleculares de tumores y deteccion de nodos en el ganglio centinela.

Luna Gutiérrez y cols., en 2012 (73), prepararon un sistema multimérico de *"’Lu marcado
con AuNPs y conjugado a c-[RGDfK(C)] para comparar la dosis de radiacion absorbida

con la del monémero y dimero de RGD marcados con ’Lu en ratones con tumores
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U87MG (células de glioblastoma humano) positivos a integrinas of3. Los resultados
muestran que la dosis absorbida por actividad inyectada en los tumores fue de 0.357 +
0.052 Gy/MBq para el multimero, 0.252 + 0.027 Gy/MBq para el dimero y 0.102 + 0.018
Gy/MBq para el monoémero. Por lo tanto, el dimero y multimero de RGD marcados con

YL u muestran propiedades adecuadas para el tratamiento de tumores que sobreexpresan

OLVB&

En la década pasada los radiondclidos méas frecuentemente usados para la terapia con
péptidos con los analogos de somatostatina fueron **In, *°Y y Y"Lu. Estos radiontclidos
tienen diferentes caracteristicas fisicas lo cual influye en los efectos de la terapia, por
ejemplo, distintas particulas son emitidas con diferentes energias resultando en varios
rangos de penetracion en el tejido. Dichos péptidos se han conjugado con el AQB DOTA
el cual forma un complejo estable con estos tres radionuclidos (74). En los estudios
preclinicos donde se ha comparado *°Y y ""Lu se encuentra que °Y es mas eficaz para los
tumores grandes mientras que para ’’Lu ocurrieron menos recaidas cuando se trataron

pequefias lesiones (75-76).

Por otro lado, se han desarrollado diversas terapias anticancerigenas que estan dirigidas a
inhibir la expresion de factores proangiogénicos. Entre ellas, un gran nimero de agentes
que inhiben la expresion y actividad del HIF-1o.. De acuerdo con su mecanismo de accién
estos inhibidores pueden ser clasificados como agentes que modulan la traduccion o

degradacion del HIF-1a, union al ADN vy actividad transcripcional del HIF-1a (77-78).

El aumento de VEGF es un iniciador de la angiogénesis del tumor, mientras que la
trombospondina-1 puede inhibir la actividad de VEGF evitando la proliferacion celular en
los focos metastasicos. Por otro lado, la hipoxia incrementa la expresion de HIF-1 quien a
su vez estimula la expresion de VEGF creando un medio ambiente favorable para la

angiogénesis (79).

En los afios 70s, Judah Folkma hipotetizé que si el tumor requeria de la angiogénesis para
poder crecer més alla de 1-2 mm entonces, al inhibir la angiogénesis, el tamafio tumoral
deberia regresar por lo menos a un tamafio de 1-2 mm (80-81). Las estrategias
antiangiogénicas se han enfocado en disminuir la proliferacion de las células endoteliales,

prevenir el crecimiento de los vasos e inducir la regresion de los vasos ya existentes.
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Entre las principales estrategias antiangiogénicas se encuentran: 1) Anticuerpos contra el
VEGF, como el avastin y pegaptinib aprobado en 2004 como inhibidores del VEGF (81);
2) Anticuerpos monoclonales anti VEGFR2 como el DC101 (82) y el Anticuerpo c-p1C11
que aun esta en estudio, se ha visto que el empleo de vatalanib bloquea VEGF-1,2 y 3 sin
embargo no muestra aumento sustancial benéfico con la quimioterapia convencional (83);
3) VEGFs solubles que se unen a sus ligando evitando la unién con los receptores de
membrana (84); 4) moléculas que reconocen e inhiben a los receptores para detener el
crecimiento tumoral al bloquear la cascada de sefializacion de los VEGFRs como el
SU66698 que ya se ha probado en protocolos de fase Il y Il (81); 5) esteroides
antiangiogénicos como progestina, acetato de medroxiprogesterona y glucorticoides (85);
6) inhibidores enddgenos que actlan como precursores latentes activados por la protedlisis
como la angiostatina y endostatina; 7) inhibidores tisulares de metaloproteasas como BB94
y batimastat. Este Gltimo ha sido de poca eficacia y con efectos secundarios modificadores
de la respuesta biolégica como el interferon que estimula al sistema inmune y afecta el
suministro sanguineo (81, 86-87); 8) péptidos antiadeshivos que son anticuerpos que
reconocen a la integrina afs3, la vitaxina ha sido evaluado en estudios de fase | y mostré
estabilizacion e incluso regresion tumoral en mas del 50% de los pacientes sin presentar
efectos secundarios adversos, actualmente esta en estudios de fase Il en tumores solidos
(88).

Sin embargo, el dirigir estrategias contra el VEGF, aunque es el principal factor
angiogenico, por si solo no es suficiente para erradicar tumores malignos debido a que
muchos factores angiogénicos ademas de éste, contribuyen para el cambio hacia la

angiogeénesis patoldgica (83).

El Cilengitide es un pentapéptido ciclico disefiado y sintetizado en la Universidad Técnica
de Munich en colaboracién con Merck-Serono (Alemania) (89). Se basa en la secuencia
ciclica RGDfV, la cual fue modificada por la N-metilacion de un enlace peptidico dando
lugar al RGDf(N-Me)V (90), esta estrategia produce una mayor actividad antiangiogénica
de la molécula y la ciclacién produce un incremento en la actividad de 100 a 1000 veces
mas que la referida para los péptidos lineales. EI Cilengitide se une e inhibe la actividad de
las integrinas aP3 Y aPs inhibiendo de este modo las interacciones célula-célula, célula-

matriz asi como la angiogénesis, actia como un inhibidor muy potente de la angiogenesis e
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induce la apoptosis de las células endoteliales en crecimiento a través de la inhibicion de la
interaccion de las integrinas con sus ligandos (91, 92). La inhibicién de las integrinas o
resultd en una reduccion significativa de la densidad de vasos funcionales y retraso el
crecimiento del tumor y las metastasis in vivo (93). Recientemente se ha demostrado que
las integrinas o35 median la metastasis y que el tratamiento con Cilengitide en las células
tumorales que expresan dichas integrinas, pero no las a,f3 impide eficazmente la
formacion de metastasis (94). Se ha demostrado que las concentraciones nanomolares bajas
de Cilengitide estimulan el crecimiento del tumor in vivo mediante la promocion de la
angiogenesis mediada por VEGF (95). Sin embargo las concentraciones usadas en los
ensayos clinicos son muy superiores a la concentracion “pro-angiogénica” (96). Ademas el
Cilengitide mostré un aumento en la eficiencia terapéutica cuando es combinado con
radioterapia o quimioterapia (97). Actualmente se encuentra en fase clinica Il para el

tratamiento de glioblastomas y en fase Il para el tratamiento de otros tumores (98, 99).

Péginaz 5



V. JUSTIFICACION

Desde 2006, en la poblacion femenina de edad reproductiva, el cancer de mama es el
cancer que produce mas numero de muertes en comparacion con otros tumores incluido el
cancer cervicouterino. Mientras que el glioma es la neoplasia primaria mas frecuente del

sistema nervioso central presente en cerca del 90% en pacientes mayores de 20 afios (100).

El desarrollo de radiofarmacos capaces de bloquear la expresion y/o actividad de integrinas
owP3 es de interés para disminuir el crecimiento tumoral e inhibir complejos de sefializacion
que favorecen y permiten la formacién de nuevos vasos sanguineos asi como el aporte de

oxigeno y nutrientes al tumor.

Los radiofarmacos *"’Lu-AuNP-RGD y ’Lu-RGD se disefiaron para el tratamiento de
diferentes tipos de cancer con sobreexpresion de integrinas o3, tales como el cancer de

mama y el glioblastoma.

Al determinar la actividad metabdlica, el crecimiento del tumor, la radiotoxicidad renal y la
inhibicion de VEGF tras la inyeccion de ’Lu-AuNP-RGD y '""Lu-RGD, este proyecto
comprende la fase preclinica de los radiofarmacos con la finalidad de dar el paso para
continuar con estudios clinicos que permitan su uso como agentes que brinden un

tratamiento eficaz al paciente con canceres que sobreexpresen integrinas o,fs.
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VI. HIPOTESIS

La administracion de los radiofarmacos ""Lu-AuNP-RGD y Y’Lu-RGD en un modelo
murino, con tumores inducidos con células C6 de glioma de rata, disminuira la actividad
metabolica de las células tumorales asi como la produccion de los factores angiogénicos
VEGF y HIF-1a.

VIl. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficacia terapéutica y la radiotoxicidad de los radiofarmacos *"’Lu-AuNP-RGD
y "Lu-RGD en ratones con tumores inducidos asi como determinar su correlacién con la
inhibicion de factores involucrados en la angiogénesis como el factor VEGF vy el factor
HIF-1a.

VIII. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la eficacia terapéutica mediante la determinacion del tamafio del tumor,
usando la relacion V= n/6[(L) x (a%)], asi como de la actividad metabélica con
imagen molecular usando PET/SPECT-CT, [**F]FDG.

2. Determinar la radiotoxicidad renal mediante la cuantificacion de urea, creatinina, y
nitrégeno ureico.

3. Evaluar la expresion tumoral de los factores angiogénicos VEGF y HIF-

1o mediante PCR en tiempo real.
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IX. DISENO DEL EXPERIMENTO

a) Obtencién de Y"Lu

El *""Lu se obtuvo de ITG (Isotope Technologies Garching GmbH) con niimero de lote Lu-
12-016-02/120185, calibrado para el 17/02/2012, con actividad especifica de 0.8 GBg/mg,
pureza radioquimica > 99%, pureza quimica > 99%, pureza radionuclidica > 99.9%. Para
obtener *"’LuCl; se adicioné HCI 0.12M.

b) Obtencion de *’Lu-AuNP-RGD

El ciclo c[RGDfK(C)] se sintetiz0 y caracterizd de acuerdo al método que describe
Morales-Avila y colaboradores (72). En la secuencia DOTA-GGC el macrociclo DOTA
sirve como AQB para el *’Lu, la secuencia GG es un espaciador y el grupo tiol de la
Cisteina forma el enlace con las AuNPs. Dicha secuencia se sintetiz0 y caracteriz6 de
acuerdo al método que describe Luna-Gutiérrez y colaboradores (73). Las AuNPs en agua
grado inyectable (20 + 0.2 nm, 7x10*" particulas/mL) se sintetizaron y caracterizaron con el

método descrito por Ocampo-Garcia y colaboradores (68).
b.1. Sintesis de c[RGDfK(C)], método descrito por Morales Avila y cols. (72)

En la molécula c[RGDfK(C)] la secuencia -RGD- es el sitio biolégicamente activo, la fy la
K completan el ciclo en la estructura pentapeptidica, la C es el espaciador y contiene el

grupo tiol que interacciona con la superficie de las AUNPs.

La sintesis del péptido lineal se inicid con la incorporacion de glicina en una resina de
cloruro de o-clorotritilo (con una carga de 0.9 mmol/g) en una escala de 0.07 mmoles
mezclando la resina con una solucién de Fmoc-Gly-OH (20.9 mg, 0.21 mmoles) y N,N-
diisopropiletilamina (DIPEA) (33 pL, 0.20 mmol) en diclorometano (DCM) seco en un
recipiente. Después de agitar la mezcla de reaccidon durante 2.5 h, se retir6 y se lavd la
resina con DCM, seguido de la adicion de 100 uL de DIPEA en 2 mL de metanol para
cubrir los sitios que no han reaccionado en la resina. Después de 30 min, la resina se lavo

con dimetilformamida (DMF). Luego el grupo Fmoc se removid con una solucion al 20%
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de piperidina en DMF. Los aminoacidos se unieron utilizando acoplamientos de un solo
paso de 3 equivalentes de acido Fmoc-amino, 2.9 equivalentes de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-
1,1,3,3-tetrametiluronio (HBTU) e hidroxibenzotriazol (HOBt) y 6 equivalentes de DIPEA
en DMF en el siguiente orden: Fmoc-Arg (Pbf)-OH, Fmoc-Lys (Boc)-OH, Fmoc-D-Phe-
OH y Fmoc-Asp (OtBu)-OH, durante 2 h. El péptido RGDfK lineal se escindié de la resina
con tratamiento de 5 mL de una mezcla de &cido acético, 2,2,2-trifluoroetano (TFE) y
DCM (1:1:3) durante 1 h a temperatura ambiente. La resina se lavé dos veces con 5 mL de
la misma mezcla y luego tres veces con DCM. Los eluyentes se combinaron y se
concentraron. El exceso de acido acético se elimind por adiciones repetidas de hexano al
residuo y se removid en el rotavapor. La ciclacion cabeza-cola se llevé a cabo por adicion
lenta de una solucion del péptido lineal en 5 mL de DCM a una solucion al 50% de acido 1-
propanofosfonico anhidro (T3P) en EtOAc (200 uL), DIPEA (200 upL) y 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) (1 mg) en 5 mL de DCM. Después de agitar durante toda la
noche, la mezcla de reaccion se concentr6 y se purificO por cromatografia en silica
(metanol/acetato de etilo, 1:9) para dar 75 mg (PM = 1118.39, 96%) del péptido ciclico, se
obtuvo como un sélido amarillo claro. El producto anterior se disolvié en 5 mL de
hidrazina al 2% en DMF y se agitd durante 30 min a temperatura ambiente. El disolvente se
elimino al vacio. El péptido precipitado se aislé por centrifugacion. Para el acoplamiento de
Boc-Cys (Trt)-OH se hizo reaccionar el péptido ciclico con 3 equivalentes del aminoacido,
2.9 equivalentes de HBTU y HOBt y 6 equivalentes de DIPEA en DMF. El disolvente se
elimind al vacio. El péptido precipitado se aislé por centrifugacién. El acoplamiento de
Boc-Cys (Trt)-OH ocurrié al hacer reaccionar el péptido ciclico con 3 equivalentes del
aminoacido, 2.9 equivalentes de HBTU y HOBt y 6 equivalentes de DIPEA en DMF. El
disolvente se elimind con rotavapor y el residuo se recogio en DCM y se lavd con agua. La
fase organica recogida se secd con Na,SO, anhidro, se filtrd y el disolvente se elimind. El
producto se purificd por cromatografia de silica (metanol / acetato etilo, 1:9). Los grupos
protectores restantes se eliminaron por agitacion del péptido durante 2 h con una mezcla de
95% de TFA, 2.5% de triisopropilsilano y 2.5% de agua. El disolvente se elimind con
rotavapor y el residuo se purifico por HPLC con un gradiente de agua / acetonitrilo que
contiene 0.1% TFA desde 90/10 a 10/90 en 35 min y se liofilizd, dando 14 mg de péptido
c[RGDfK(C)], con un rendimiento del 28%, tg= 9.5 min, m/z = 707.36 [M+H]" (calculado
707.81).
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b.2. Sintesis de DOTA-GGC, método descrito por Luna-Gutiérrez y cols. (73)

b.2.1. DO3A-tris-tertBuester: El acetato bromo tert-butil (24.52g, 0.12 mol) en N,N-
dimetilacetamida (DMA) se agregd lentamente a una suspensién de DMA con ciclen
(7.22g, 0.04 mol) y acetato de sodio (10.31g, 0.12 mol) bajo agitacion a 0 °C. Despues de
la adicion, la mezcla de reaccion se agito por 2 dias a temperatura ambiente y se observo la
formacion de una precipitado blanco que corresponde a la sal DO3A-tris-tertBuesterHBr.
Se agregd agua (grado Milli Q) hasta su completa disolucion dando lugar a una solucion de
color amarillo claro. El pH de la solucién fue ajustado a 9.0, con NaCQOj3, formando un
precipitado. Luego se agregd KBr (7.25 g) y la suspension resultante se agitd por 2 dias,
seguido de la adicidn de éter (5 ml). El s6lido blanco que se obtuvo corresponde a la sal
DO3A-tris-tertBu ester KBr, mientras que las otras impurezas permanecieron en la
solucidn. El solido se filtrd y después se colocé en una solucion de NaOH 3M (fase acuosa)
y se extrajo con diclorometano (2x, fase organica) para obtener DO3A-tris-tertBu éster base
libre. El extracto organico se secd sobre K,CO, anhidro y se filtrd. El solvente se evapord
en un rotavapor dando lugar a 16.42 g, fue un aceite amarillo claro (rendimiento de la
reaccion=76%), espectrometria de masas por ionizacion de electrospray [M + H]'m/z=
516.21 (calculado 515.70).

b.2.2. DOTA-GGC: El péptido se sintetizd sobre resina de amida MBHA (Novabiochem,
Merck), con una carga de resina de 0.64 mmol/g, a una escala de 0.14 mmol. La resina se
coloco en un vaso de reaccion con el péptido y se disolvié en DMF. Los aminoacidos se
unieron utilizando acoplamientos de un solo paso de 5 equivalentes de 4cido Fmoc-amino,
4.9 equivalentes de HBTU hexafluorofosfato y HOBL, y 6 equivalentes de DIPEA en DMF
en el orden Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Gly-OH y Fmoc-Gly-OH por 2 horas cada uno. La
remocion de Fmoc se realizo por agitacion de la resina con piperidina al 20% en DMF por
30 minutos después del acoplamiento de los aminoacidos. La resina se lavo
exhaustivamente con DMF después de cada paso. El progreso de la reaccion se monitoreo
con el ensayo de ninhidrina. Después del acoplamiento del ultimo aminoécido la resina se
tratd con wuna solucion de DMF que contenia é&cido bromo acético 2 M vy
diisopropilcarbodiimida 3.2 M, y el acoplamiento se realiz6 en un horno de microondas
programado para entregar una potencia al 10% (2x15s). Después de lavar la resina con
DMF, el vaso de reaccion se tratd con DO3A-tris-tertBu ester (2.64 g, 5 mmol) y DIPEA
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(0.76g mmol) en DMF, y otra vez el acoplamiento se realizo en el horno de microondas
como se describié anteriormente. Una vez que termino la sintesis del péptido la resina se
lavé con DFM vy diclorometano, y se secé con vacio. Las perlas se trataron con TFA al
95%, triisopropilsilano al 2.5% y agua al 2.5% por 2 horas para remover la cadena lateral
que protege a los grupos y al péptido de la resina. La resina se filtrd y el acido proveniente
del filtrado se removid con flujo de nitrogeno. El residuo se disolvio en TFA al 0.1%, vy el
producto se purificé por HPLC con un gradiente de agua/acetonitrilo que contenia 0.1% de
TFA desde 95/5 a 80/20 en 35 min y se liofilizo para obtener 60 mg del péptido
(rendimiento de la reaccion 69 %), tr=4.4 min, (MALDI+) m/z=621.12 [M+H]" (calculado
621.68).

b.3. Sintesis de AuNP de 20 nm, método descrito por Ocampo-Garcia y cols. (68)

La solucion de nanoparticulas de oro se prepard aplicando el método reportado por
Turkevitch en 1951 que consiste en la reduccion de acido cloroaurico (HAuCl,) por citrato
de sodio [NazC3HsO (CO0)3] (22,101-103). El material utilizado para la sintesis se lavo en
tres etapas: agua regia (3HCI:1HNOg, v/v), agua desionizada y finalmente agua grado
inyectable y se esterilizO por calor seco, en una autoclave Felisa en instalaciones

certificadas para la preparacion de formulaciones farmaceéuticas.

Se calentaron a ebullicion 100 mL de una solucién 1.7 mM de citrato de sodio trihidratado
con agitacion constante. Se adicionaron 0.87 mL de una solucion de HAuCI, al 1% (m/v).
Se observé un cambio en el color de la solucion de amarillo claro a rojo fuerte. La solucion
de nanoparticulas se dializd durante 24 h en membranas de celulosa Spectra/Por Float-A-
Lyzer G2 (100 kD) en agua grado inyectable (5 mL por membrana). Se realizaron 2
cambios de 0.5 L cada uno. La solucidn dializada se esterilizé por filtracién en membrana

Millipore de 0. 22 um. La solucion se mantuvo a 4°C en tubos Eppendorf de 50 mL.

b.3.1. Caracterizacion de AuNP de 20 nm: Se realizO por microscopia de transmision
electronica (TEM) usando un microscopio Jeol JEM 2010 HT. Las muestras se prepararon
evaporando una gota de la solucion dializada y esterilizada sobre una rejilla de cobre
cubierta con carbono. El espectro de absorcion se obtuvo en un intervalo de 400 a 700 nm
en un espectrofotdmetro Perkin Elmer Lambda-Bio usando una celda de cuarzo para

monitorear el plasmén de superficie a 520 nm, para AuNPs de 20 nm respectivamente.
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b.4. Preparacion Y'Lu-DOTA-GGC

5 uL de DOTA-GGC (1 mg/mL) se diluyeron con 40 uL 1 M de buffer de acetato de pH 5,
a dicha solucién se adicionaron 10 pL de *""LuCl; (~740 MBq, > 3 TBg/mg). La mezcla se

incubd a 90 °C en un bafio seco durante 30 min.
b.4.1. Determinacion de la pureza radioquimica de *’’Lu-DOTA-GGC

Se determind la pureza radioquimica, mayor a 98 %, mediante TLC usando placas de
silica gel (soporte de aluminio, Merck); se cortaron tiras de 10 cm las cuales fueron usadas
como fase estacionaria, una mezcla de hidroxido de amonio:metanol:agua (1:5:10) fue la
fase movil para determinar la cantidad libre de *"’Lu que tiene un R¢= 0y de *”’Lu-DOTA-
GGC con Rf = 0.4-0.5. La pureza radioquimica también se determind por HPLC (Ver
Anexo 1) en una columna C-18 (u-Bondapack C-18, Waters) utilizando un sistema Waters
Empower acoplado a un detector de radiactividad y un gradiente agua/acetonitrilo de 0.1 %
de TFA desde 95/5 (v/v) a 20/80 (v/v) durante 35 min con un flujo de 1 mL/min, *"’LuCl,
tr = 3-4 min, *’Lu-DOTA-GGC tg= 12-13 min.

b.5. Preparacion de *’’Lu-DOTA-GGC-AuNP-c[RGDfK(C)]

En un vial se incubaron durante 5 min 1 mL de AuNP de 20 nm, 0.025 mL de
c[RGDfK(C)] 5 uM (108 moléculas por AuNP de 20nm) y 3 pL de ’Lu-DOTA-GGC 40
MBq (0.25 pg de péptido; 1.89 x 10 moléculas; 270 moléculas por AuNP de 20 nm). No
fue necesaria la purificacion adicional. EI numero de péptidos por AuNP se calculé por
UV-Vis, la cuantificacion de péptidos de hizo aumentando la concentracion de AuNPs de 0

a 1 nM (Ver estructura en Anexo 2).
b.6. Determinacion de la pureza radioquimica de *"’Lu-DOTA-GGC-AuNP-c[RGDfK(C)]

La pureza radioquimica del conjugado ‘"'Lu-DOTA-GGC-AuNP-c[RGDfK(C)] se
determind mediante cromatografia de exclusion molecular y ultrafiltracion. 0.1 mL del
conjugado se cargd en una columna PD 10 y se us6 agua inyectable como eluyente. El
primer pico eluido corresponde al conjugado AuNP-c[RGDfK(C)] (3-4 mL), el péptido
| u-DOTA-GGC aparece en la fraccién que eluye a 5-7 mL vy el *"LuCl; queda
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atrapado en la matriz de la columna. En la ultrafiltracion (Centicron YM-30 celulosa
regenerada 30,000 MW, Millipore, Bedford) el ’Lu-DOTA-GGC-AuNP-c[RGDfK(C)]
queda retenido en el filtro mientras que el *’’Lu-DOTA-GGC y el *""LuCls atraviesan el
filtro. En la radio-HPLC de exclusion molecular (ProteinPak 300SW, Waters, 1 mL/min,
agua inyectable) el tg para el ’Lu-DOTA-GGC-AuNP-c[RGDfK(C)] fue de 4-5 min y
para el ’Lu-DOTA-GGC fue de 8 min. Los perfiles cromatogréficos se obtuvieron con
dos sistemas de deteccion diferentes, un detector UV-Vis y un detector de radiacion, la
muestra pasé primero por el detector UV-Vis y después de 0.37 min paso por el detector de
radiacion. El espectro UV-Vis muestra la banda del plasmén de superficie de AuNPs a 521

nm.
c) Obtencién de *""Lu-DOTA-GGC-AUNP (*""Lu-AuNP)

3 uL de Y’Lu-DOTA-GGC con 40 MBq (0.25 g de péptido; 1.89 x10* moléculas; 270
moléculas por AuNP de 20 nm) se mezclaron con 1 mL de AuNP de 20 nm, y la mezcla se
incub6 por 5 min para obtener *”’Lu-DOTA-GGC-AuNP. No fue necesaria la purificacion

adicional. (Ver estructura en Anexo 3).
c.1. Determinacion de la pureza radioquimica de *’’Lu-DOTA-GGC-AuNP

Se utiliz6 la cromatografia de exclusion molecular, la ultrafiltracion y HPLC en fase
reversa como métodos de control para determinar la pureza radioquimica del radiofarmaco.
Una muestra de *"’Lu-AuNP se cargd en una columna PD-10, se utilizé agua inyectable
como eluyente, el primer pico eluido corresponde a *"’Lu-AuNP y el *”’LuCl; permanecié
atrapado en la matriz de la columna. EI método de ultrafiltracion se llevé a cabo en un
equipo Centicron YM-30 de celulosa regenerada a 30.000 MW de corte, Millipore, el
17| u-AuNP permanecié en el filtro, mientras que *"’LuCl; pasé a través del filtro. En la
radio-HPLC los perfiles cromatograficos se obtuvieron con dos sistemas de deteccion
diferentes, un detector UV-Vis y un detector de radiacion, el espectro UV-Vis muestra la

banda del plasmon de superficie de AuNPs a 521 nm.
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d) Obtencién de Y’Lu-DOTA-E-c(RGDfK), (''Lu-RGD)

El péptido DOTA-E-c(RGDfK), se sintetizé por Peptide International Inc., con una pureza
mayor al 98%, la cual fue determinada por HPLC en fase reversa y espectroscopia de
masas. Una alicuota de 5 uL de DOTA-E-c(RGDfK), de una concentracion igual a 1
mg/mL fue diluida en 50 pL de buffer de acetato 1M pH =5, a continuacion se adicionaron
10 pL de Y"LuCl; (~370 MBq, > 3 TBg/mg, ITG). Para obtener *’’Lu-DOTA-E-
c(RGDfK), la mezcla se incubd a 90 °C en un bafio seco durante 30 min y se diluy6 con 18

mL de agua grado inyectable (Ver estructura en Anexo 4).
d.1. Determinacion de la pureza radioquimica de *’’Lu-DOTA-E-c(RGDfK),

La pureza radioquimica mayor a 98 % se verificO mediante TLC y HPLC. Para la TLC se
usaron placas de silica gel (soporte de aluminio, Merck); se cortaron tiras de 10 cm las
cuales se usaron como fase estacionaria, una mezcla de hidréxido de amonio:metanol:agua
(1:5:10) fue la fase mdvil. La pureza radioquimica también se determind por HPLC en una
columna C-18 (u-Bondapack C-18, Waters) utilizando un sistema Waters Empower
acoplado a un detector de radiactividad y un gradiente agua/acetonitrilo de 0.1 % de TFA
desde 95/5 (v/v) a 20/80 (v/v) durante 35 min con un flujo de 1 mL/min.

e) Caracterizacion

e.1. Microscopia de transmision electronica (TEM)

La morfologia y la distribucion de tamafio de las AuNPs y DOTA-GGC-AuNP-
c[RGDfK(C)] se analizaron por TEM en un microscopio JEOL JEM 2010 HT operado a
200KV. Las muestras se prepararon para su analisis por evaporacion de una gota del

producto acuoso en una rejilla de cobre cubierta de carb6n para TEM.
e.2. Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Vis)

El espectro de absorcion desde 400 a 700 nm se obtuvo con un espectrometro Lambda-Bio,
Perkin-Elmer utilizando una celda de cuarzo de 1 cm .La espectroscopia UV-Vis de los
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nanoconjugados se midié para monitorear el desplazamiento de la banda del plasmon de
superficie de las AuNPs (520 nm).

e.3. Espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS)

Los espectros de XPS de AuNPs, DOTA-GGC-AuUNP y AuNP-c[RGDfK(C)] se
adquirieron en un espectrometro K-Alpha Thermo Scientific Waltham equipado con fuente
de rayos X de MgK, (1253.6 eV). La fuente se opero a 10 kV/20 mA vy se calibré con Au
4f7, (84.0 eV) y Ag 3ds, (368.2 eV) de muestras en papel aluminio. Las muestras se
introdujeron en una camara de ultra alto vacio del espectrémetro (5x107 torr) y se midieron
a 24 °C (temperatura ambiente). El tamafio de la mancha en el haz fue de 100 um. La
presién no cambio durante el andlisis, y 20 exploraciones de Au 4f se realizaron con un haz
de energia de paso= 0.1 eV. Las energias de enlace, hacen referencia al pico Cls a 284.3
eV. A todos los espectros se les resto un fondo Shirley para llevar a cabo el ajuste del pico

con una funcion de suma simétrica de Gauss-Lorentz (SpecSurf software) (Ver Anexo 5).
e.4. Infrarrojo lejano

Los espectros del infrarrojo lejano de los conjugados de AuNPs se adquirieron en un
espectrometro Perkin-Elmer Waltham (espectro 400) con una plataforma de reflexion total
atenuada (Diamond GLADIATOR, Pike Technologies: Madison), mediante la aplicacion

de reflexion total atenuada con transformada de Fourier de 200 a 300 cm™ (Ver Anexo 6A).
e.5. Espectroscopia Raman

Los espectros Raman de las muestras se adquirieron en un espectrometro MicroRaman
(JOBIN-Yvon-Horiba, LABRAM HR800) con un microscopio optico (OLYMPUS BX 41)
y laser de He-Ne (632.817 nm) como fuente de excitacion, con un filtro D 0.6 y una micro
apertura de 100 pm de diametro. Sobre un cubreobjeto previamente tratado (lavados en 3
pasos: solucion HNO3:HCI (1:3 v/v), agua bidestilada y agua inyectable), se depositaron
alicuotas de 10 uL de muestra y se secaron bajo atmosfera de nitrogeno a temperatura

ambiente en una campana de flujo laminar (Ver Anexo 6B).
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f) Biodistribucion y obtencion del modelo biocinético

Para los estudios biocinéticos se emplearon un total de 9 ratones machos (BALBc
nu/nu) con tumores inducidos con células C6 de glioma de rata, positivos a integrinas
aBs. Se tuvieron los siguientes grupos (n= 3): a) "’Lu-AuNP-RGD, b) "Lu-AuNP y
¢) Y’Lu-RGD. Los ratones se administraron intratumoralmente con una actividad de
2 MB(@/0.05 mL. Se sacrificaron a las 3, 24, 48 y 96 horas post inyeccién. Los ratones
se disectaron y se extrajo tumor, higado, rifiones, bazo, sangre, corazén, intestino,
musculo y hueso, los cuales fueron recolectados en un tubo de plastico previamente
pesado. Se determind el peso y la actividad del 6rgano, en un detector de Centello tipo
pozo (Canberra) con 3 alicuotas de 0.5 mL del estandar diluido (*'’Lu-AuNP-
c[RGDfK(C)]), 0.10 mL, ~ 2 MBQq), el cual representa 100% de la dosis inyectada para
obtener la actividad corregida por decaimiento. Las actividades promedio se utilizaron
para obtener el porcentaje de dosis inyectada por gramo de tejido (% ID/g) o0 % ID por
érgano el cual se utiliza con propdsitos dosimétricos (Ver resultados de biodistribucion
en los Anexos 7A-7C).

Para obtener el modelo biocinético en los 6rganos de interés (bazo, higado, rifion y
tumor) los porcentajes de dosis inyectada a diferentes tiempos se utilizé para derivar
las curvas de actividad-tiempo corregidas por decaimiento de los radiofarmacos *'’Lu-
AuNP-RGD, '7Lu-AuNP y '"Lu-RGD vy asi obtener [qy(t) = An(t)e R que
representa el comportamiento biologico en cada organo. La funcidn [Ah(t) =
gh(t)e—ALu—177t se obtuvo integrando sobre el tiempo y considerando la vida media
fisica del *"Lu (*"'Lu = 6.7 dias), dando el nimero total de desintegraciones (N) del
radionuclido en la regione fuente normalizado por unidad de actividad administra
(MBQq). Los datos cinéticos obtenidos se ajustaron utilizando el software
OLINDA/EXM (Ver modelos biocinéticos en los Anexos 8A-8D).

N =f Age M (t)dt.
0
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g) Induccion de tumores en ratones atimicos
g.1. Modelo murino

La induccion de los tumores y la biodistribucion se realizd de acuerdo con las reglas y
regulaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. Los ratones atimicos
machos (BALBc nu/nu) (20-22g) se colocaron en cajas estériles con camas de aserrin
estéril, con temperatura, humedad y ruido constantes y periodos de luz/obscuridad de
12/12 h. El agua y la comida fueron suministradas ad libitum (comida estandar PMI 5001).
Los estudios se aprobaron por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio del INCMyNSZ.

g.2. Obtencién de células

Las células C6 (positivas a integrinas o33 de glioma de rata) se obtuvieron originalmente

de la ATCC, USA por el Instituto Nacional de Cancerologia cumpliendo con todas las
normas vigentes de bioseguridad para su adquisicion. Las células se cultivaron a 37 °C, en
una atmésfera de 5 % de CO, y 85 % de humedad, en medio MEM (Minimum Essential
Medium Eagle) suplementado con suero de ternero recién nacido al 10 % y antibi6ticos
(100 pg/mL de estreptomicina y 100 unidades/mL de penicilina).

g.3. Induccién de tumores

Los estudios en ratones se llevaron a cabo de acuerdo a las regulaciones de la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 y el estudio fue aprobado por el comité
Institucional para la seguridad y uso de animales de laboratorio del INCMyNSZ. Los
tumores fueron inducidos en la cavidad supraescapular de 20 ratones atimicos machos de
entre 6 y 7 semanas de edad mediante inyeccién subcutdnea de 1.5 x10° células C6 de
glioma de rata suspendidas en 0.2 mL de buffer de fosfato salina. Los sitios de inyeccién se
revisaron semanalmente, se midi6 largo y ancho del tumor con ayuda de un vernier para

determinar el tamafio tumoral.
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h) Gruposy controles

Se necesitaron 20 ratones con tumores inducidos que se dividieron como se muestra en la
Tabla 1.

Tabla 1. Grupos y controles

Grupo Tratamiento
Grupo 1: control (n=5) Sin tratamiento
Grupo 2: tratamiento 1 (n=5) 7| u-AuNP-RGD
Grupo 3: tratamiento 2 (n=5) "Lu-AuNP
Grupo 4: tratamiento 3 (n=5) | u-RGD

i) Régimen de dosificacion

Una vez que los tumores de los ratones llegaron a una masa de 0.05 + 0.01 g se inici6 el
tratamiento. Los ratones se administraron intratumoralmente bajo anestesia de isofluorano
al 2%. Cada grupo se trat6 con cada uno de los siguientes radiofarmacos: a) *"’Lu-AuNP-
RGD, b) *""Lu-AuNP, c) *""Lu-RGD vy se tuvo un grupo control. Todos los radiofarmacos
se administraron con una actividad de 2 MB@/0.05 mL. Se administraron 4 dosis de cada
uno de los radiofarmacos en los dias 1, 7, 14 y 21 con el objetivo de administra un total de
8 MBq al final del dia 23 (el tratamiento durd 23 dias debido al tamafio del tumor que
alcanzaron los ratones del grupo control). EI crecimiento del tumor se monitoreo

semanalmente, se midié el largo y ancho con un vernier para determinar el tamafio tumoral.
j) Estimacion de la dosis absorbida de radiacion

La estimacion de la dosis absorbida de radiacion, se obtuvo con el porcentaje de dosis
inyectada a diferentes tiempos en el bazo, higado, rifiones y tumores de los conjugados
7 u-AuNP-RGD, *""Lu-AuNP y *’Lu-RGD en cada 6rgano. Las curvas de actividad vs
tiempo fueron corregidas por decaimiento [qh(t) :Ah(t)e‘ARt] el cual representa el
comportamiento bioldgico. Las funciones Ah(t) fueron obtenidas mediante la relacion

[AR (D) = qn(t)e*u-177t] el cual se integré en cada tiempo (del dia 1 al 23 del
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tratamiento) , dando el nimero total de desintegraciones (N) del radiondclido en la regién
fuente normalizada por unidad de actividad administra (MBQ).

t=dia 23

Nfuente = f Ap (t) dt
t=dia 1
La actividad acumulada (N) para cada 6rgano (higado, bazo, rifiones y tumor) se calculd
para las 4 administraciones de los 23 dias de tratamiento. ElI numero total de
desintegraciones se obtuvo por la integracion en cada tiempo en el que los ratones fueron

administrados, como se muestra en la siguiente ecuacion:

23 23 23 23

Ah(t)dt+J Ap(t)dt

21

Ap(t)dt +f

7

A, (t)dt +f

Nfuente = f
14

1

La dosis absorbida en el drgano se evalio de acuerdo al formalismo MIRD (Medical
internal Radiation Dose), en donde la ecuacion general es la siguiente:

Dblanco «fuente = Z Nfuente X DFblanco —fuente
fuente

Donde: Dpanco «fuente €S €l promedio de dosis absorbida en un 6rgano blanco por las
emisiones provenientes de un 6rgano fuente.

DFy1anco —fuente €S €l factor de dosis.
DFblanco ~fuente = z Ai cDi(blanco«—fuente)
i

Donde: A; es la energia promedio emitida por desintegracion de varios i-tipos de radiacion
(i-tipos de emisiones Y i niE;).
®; es la fraccion absorbida que dependen de las propiedades de las emisiones i-tipo

y del tamafio, forma y separacién de los érganos fuente y blanco.

Los valores DF se calcularon de acuerdo a Miller y colaboradores (112) utilizando las
fracciones absorbidas beta en modelo de raton calculado por dos cddigos de transporte de
radiacion Monte Carlo, MCNP4C y PEREGRINE (basados en voxel).
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k) Evaluacion de la eficacia terapéutica

En el dia 1, 7, 14 y 23 se midié el volumen tumoral de los grupos tratados con los
radiofarmacos *"’Lu-AuNP-RGD, *"Lu-AuNP y ""Lu-RGD asi como el grupo control
mediante la siguiente relacion:
V= (w/B)[(L) x ()]
Donde L = diametro mayor
a = didmetro menor
La masa del tumor se calculé en gramos considerando una densidad del tumor igual a 1

glem?®,

k.1. Determinacion de la captacion de los radiofarmacos *"’Lu-AuNP-RGD, *"Lu-AuNP y

7 u-RGD en el tumor

En el dia 22 de tratamiento, usando un escaner SPECT/CT (Albira, ONCOVISION) se
determiné la captacion en el tumor de los conjugados *’Lu-AuNP-RGD, *""Lu-AuNP y
7| u-RGD, los ratones se anestesiaron con isofluorano al 2%, la imagen fue reconstruida

usando el algoritmo OSEM (Ordered Subset Expectation Maximization).
k.2. Determinacion de la actividad metabolica

En el dia 23 se determind la actividad metabdlica de las células tumorales con un equipo
micro SPECT/PET/CT (Albira, ONCOVISION). Los ratones fueron inyectados en la vena
caudal con 9 MBq de [**F]FDG en 100 pL de PBS bajo anestesia de isofluorano al 2%, una
hora mas tarde los ratones se llevaron al cuarto de escaneo y se fijaron en el equipo micro
SPECT/PET/CT en posicion decubito ventral, el proceso de obtencion de imagenes duro
aproximadamente 7.5 minutos para cada raton. A partir de la dosis de [**F]FDG y el peso
de cada raton se determino el SUV (Standardized Uptake Value) mediante el software

PMOD Data Analysis, bajo la siguiente férmula:

SUV = (Ba/q) :
(Actividad inyectada (Bq)/ peso del raton (g)
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I) Evaluacion de la radiotoxicidad

En el dia 23 del tratamiento se sacrificaron los ratones, por puncion cardiaca se extrajo
sangre total la cual se centrifugd a 3000 rpm durante 5 minutos para obtener el suero y
determinar la concentracion de los analitos urea, creatinina y nitrogeno ureico. Las
determinaciones se hicieron en el analizador automatizado MODULAR ANALITICS
SWA, MODULO P, HITACHI, Roche.

I.1. Determinacion de urea y nitrogeno ureico (BUN)

El método enzimatico que se utilizé fue una cinética de punto final, desarrollado por Talke
y Schubert, que emplea el sistema urea/glutamato-deshidrogenasa (GLDH) para determinar

la concentracion de urea. Siguiendo el siguiente principio:

O| T i
ureasa + |

)\ + _O » | H—N—H |+ L .

H,N NH, © H~ H . F|| o) o

A continuacién, el amoniaco formado reacciona con el a-cetoglutarato y el NADH bajo la
accion de la GLDH. La reduccién de la absorbancia debida al consumo del NADH se mide

cinéticamente.

H
H
74
. /O
C\) N o~
o—P—0 ° NH
o/ | 2
Sp_ .0
HO o/ @] OH
—O0 HO
T HO
+ GLDH
H A + o
H,N H HO
// OH H,N N
¢ T
N
N\
N\
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Posteriormente el analizador calcula automaticamente la concentracion de nitrégeno ureico

en cada muestra mediante la relacion:
mg/dL urea x 0.467 = mg/dL de BUN
1.2. Determinacion de creatinina

Es una determinacion enzimatica que se basa en el método de Jaffé con picrato alcalino, la
prueba es cinética colorimétrica y se basa en el siguiente principio:

H3(%

N NH
CH, OH Y
NH

NO,
o O,N NO,
- H alcalino
[ e o S
Z N
O H
NO,

NO,

En un medio alcalino, la creatinina forma un complejo amarillo-anaranjado con el picrato.
La tasa de formacién de colorante es proporcional a la concentracion de creatinina. Se lee la
absorbancia a 500 nm después de 30 segundos (A;) y después de 90 segundos (A;). La

concentracion de creatinina en la muestra se calcula a partir de la siguiente formula general:

(A —A;) muestra x Concentracion del patron = mg/dL de creatinina
(A2 — Ay) patrén

m) Evaluacion de la inhibicidn de los factores angiogénicos Factor de Crecimiento:
VEGF y HIF-1a.

m.1. Extraccién de los tumores

En el dia 23 del experimento, los ratones se sacrificaron y se realizd la extraccion del tumor
el cual fue dividido en dos partes, la primera se homogeneizé en Trizol (para extraccion de
ARN) con una homogeneizador Polytron, BioSpect Products y las muestras se almacenaron
inmediatamente a —70 °C hasta su procesamiento; y la segunda mitad se fij6 en

formaldehido y se uso para las pruebas histopatoldgicas.
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m.2. Extraccion de ARN: Método del Trizol

Una vez que la muestra fue conservada en Trizol, se homogeneizo durante 5 min a
temperatura ambiente para permitir la completa disociacion del tejido. Al homogeneizado
se adicionaron 200 uL de cloroformo para separar el ARN del resto del material celular (se
mezclo). Se centrifugé a 12 000 rpm durante 20 min, se separé la fase superior y se
depositd en otro tubo eppendorf limpio y estéril. Para precipitar el ARN, se adicionaron
500 uL isopropanol, la mezcla se incubd a 4 °C durante 30 min, pasado el tiempo se
mezclé en el vortex y se centrifugé a 13 000 rpm por 20 min. Se recuper6 el boton
decantando el sobrenadante, el boton se lavo adicionando 1 mL de etanol al 75 % en agua
tratada con DEPC y se mezcld, se centrifugd a 13 000 rpm durante 20 min y se decanto el
sobrenadante, se dejo secar el boton. Una vez seco, el botdn se resuspendié adicionando
100 uL de agua tratada con DEPC (la muestra se conservo a 4 °C). Para hacer la lectura, se
depositaron 2 uL de la solucion de ARN en el pocillo del espectrofotometro para
determinar su absorbancia a 260 nm y a 280 nm y determinar la concentracion de la
muestra. Se considera una muestra viable cuando la relacion de absorbancia 260/280 estéa

entre 1.5y 2.0, se utilizo el software Take 3, espectrofotometro Bioteck.
m.3. Retrotranscripcién

En un tubo eppendorf estéril se colocaron 3 ug del ARN extraido previamente para cada
muestra, 1 uL de oligodT (5" TTTTTTTTTTTTTTT 3"y cantidad suficiente para
un volumen final de 15 pL de agua DEPC. Se incubé la mezcla a 65 °C durante 10 min en
el termociclador Veriti, Applied Byosistem y se dejé enfriar a 4 °C. A cada tubo se le
adicionaron 7 uL del MIX. El MIX esta compuesto por 91.3 pL de buffer 5X RT, 11 uL
de inhibidor de RNAsas (40 U/uL) , 44 uL de desoxirribonucleotidos (DNTP’s, 10 mM) y
7.7 uL de la enzima retrotranscriptasa (RT, 20 U/ uL). Al control negativo no se adiciono
RT. Las condiciones para la retrotranscripcion en el Termociclador Veriti de Applied
Byosistems se muestran en la Tabla 2. EI ADNc se conservé a -20 °C hasta ser usado

nuevamente.
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Tabla 2. Condiciones del termociclador para la retrotranscripcion.

Etapas Fases Temperatura (°C) | Tiempo (min)
Preparacion Desnaturalizacion 65 10
Enfriamiento 4 1
Sintesis de ADNc | Anclaje de oligoDT 55 45
Inactivacion 85 5
Enfriamiento Enfriamiento 4 1

m.4. Protocolos para la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se descongeld y homogeneiz6 el ADNc obtenido previamente. Los oligos para VEGF,
HIF-1a y Tsp-1 (sintetizados por Invitrogen) se reconstituyeron en agua bidestilada a

fin de prepararlos en una concentracién de 50 uM (Tabla 3).

Tabla 3. Secuencia y concentracién de los oligos.

Oligo Secuencia
Oligo upp rTrombospondina 5’-ATG GGA CAT CTG CTC TGT CA-3’
Oligo low rTrombospondina 5’-TTG CAG AGT CGG CTACGT C-3°

Oligo upp HIF-1a 5°-CAT GAT GGC TCC CTT TTT CA-3’
Oligo low HIF-1a 5°-CAT AGT AGG GGC ACG GTC AC-3’
Oligo upp rVEGF 5°-CGG AGA GCA ACG TCA CTA TG-3’
Oligo low r'VEGF 5-TGG TCT GCA TTC ACA TCT GC-3’

A partir de las soluciones anteriores se prepararon alicuotas con una concentracion 20 uM
se procedio a hacer la PCR-TR en el termociclador LightCycler® 2.0 de Roche (Roche
Diagnostics, Mannheim). En la Tabla 4, 5, 6 y 7 se muestran los protocolos para la PCR de

la B-Actina, VEGF, HIF-1a y Tsp-1 respectivamente.
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Tabla 4. Protocolo de PCR, B-Actina

B-Actina Volumen para una Volumen para 20
prueba (uL) pruebas (uL)

H,0 bidestilada 7.2 144

Sonda # 69 0.1 2

Oligo upp B-Actina 20 uM 0.1 2

Oligo low B-Actina 20 uM 0.1 2

TagMan Master 5X 15 30

VVolumen total N/A 180

Volumen por capilar N/A 9

VVolumen ADNc 1 1c/m

VVolumen final por capilar N/A 10

Tabla 5. Protocolo de PCR, VEGF

VEGF Volumen parauna | Volumen para 20
prueba (uL) pruebas (uL)

H,0 bidestilada 7.2 144

Sonda # 4 0.1 2

Oligo upp VEGF 20 uM 0.1 2

Oligo low VEGF 20 uM 0.1 2

TagMan Master 5X 1.5 30

Volumen total N/A 180

Volumen por capilar N/A 9

VVolumen ADNCc 1 1c/m

Volumen final por capilar N/A 10

Tabla 6. Protocolo de PCR, HIF-1a

HIF-1a.

Volumen para una

Volumen para 20

prueba (uL) pruebas (uL)
H,0 bidestilada 7.2 144
Sonda # 18 0.1 2
Oligo upp HIF-1a 20 uM 0.1 2
Oligo low HIF-1o 20 uM 0.1 2
TagMan Master 5X 15 30
VVolumen total N/A 180
Volumen por capilar N/A 9
VVolumen ADNc 1 1c/m
Volumen final por capilar N/A 10
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Tabla 7. Protocolo, PCR, Trombospondina-1.

Trombopondina-1 Volumen parauna | Volumen para 20
prueba (uL) pruebas (uL)

H,0 bidestilada 7.2 144

Sonda # 25 0.1 2

Oligo upp Tsp-1 20 uM 0.1 2

Oligo low Tsp-1 20 uM 0.1 2

TagMan Master 5X 1.5 30

Volumen total N/A 180

Volumen por capilar N/A 9

VVolumen ADNc 1 1c/m

Volumen final por capilar N/A 10

Una vez llenos los capilares, se centrifugaron a 1000 rpm durante 1 min y posteriormente se

introdujeron en el termociclador Light Cycler Roche y se inici6 la reaccion bajo las
condiciones que se muestran en la Tabla 8. Se calcul6 la concentracion relativa del gen
problema vs la del gen constitutivo (B-actina) mediante el software de Light Cycler Roche

(Ver Anexo 9)

Tabla 8. Condiciones del termociclador para la PCR

Etapas Fases Temperatura (°C) Tiempo
Activacioén de sonda Desnaturalizacion 95 10 min

PCR Desnaturalizacion 95 10s

Alineamiento 60 30s

Extension 72 1ls
Enfriamiento Enfriamiento 4 Imin
45 Ciclos
Longitud de onda: 530nm

n) Evaluacién histopatoldgica.

El anélisis histopatoldgico se hizo con el proposito de evaluar la presencia de vasos
sanguineos en los tumores asi como la presencia de dafio renal. Las muestras de los tumores

y los rifiones se fijaron en una solucién neutra de formaldehido al 10% durante 24 horas,
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posteriormente fueron lavados con etanol al 70 % y embebidos en parafina. Se cortaron
porciones de 4 um de espesor los cuales se colocaron en un portaobjetos y se secaron en
una estufa a 37 °C. Se retir0 la parafina de cada uno de los cortes con xileno y se
rehidrataron en alcohol para finalmente tefiirlas con hematoxilina de Meyer/eosina (Ver
Anexo 10).

0) Anélisis Estadistico.

Las diferencias entre los grupos de tratamiento se determinaron con la prueba t-Student, la

significancia fue definida como p < 0.05.
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Peptides based on the cyclic Arg-Gly-Asp (RGD) sequence have been designed to antagonize the function of a(v)B(3)
integrin, thereby inhibiting angiogenesis. The conjugation of RGD peptides fo radiolabeled gold nanoparticles (AuNP)
produces biocompatible and stable multimeric systems with target-specific molecular recognition. The aim of this research
was to evaluate the therapeutic response of 77Lu-AuNP-RGD in athymic mice bearing a(v)B(3)-integrin-positive C6
gliomas and compare it with that of "7Lu-AuNP or '77Lu-RGD. The radiation absorbed dose, metabolic activity (SUV,
[*®F]fluor-deoxy-glucose-microPET/CT), histological characteristics and VEGF gene expression (by real-time polymerase
chain reaction) in tumor tissues following treatment with '”7Lu-AuNP-RGD, '"7Lu-AuNP or "7Lu-RGD were assessed.
Of the radiopharmaceuticals evaluated, '77Lu-AuNP-RGD delivered the highest tumor radiation absorbed dose (63.8+
7.9 Gy). These results correlated with the observed therapeutic response, in which '"7Lu-AuNP-RGD significantly
(p < 0.05) induced less tumor progression, less tumor metabolic activity, fewer intratumoral vessels and less VEGF gene
expression than the other radiopharmaceuticals, a consequence of high tumor retention and a combination of molecular
targeting therapy (multimeric RGD system) and radiotherapy ('”7Lu). There was a low uptake in non-target organs and no
induction of renal toxicity. 77 Lu-labeled gold nanoparticles conjugated to cyclo-RGDTK(C) demonstrate properties suitable
for use as an agent for molecular targeting radiotherapy.

KEYWORDS: Radiolabeled Gold Nanospheres, RGD Peptides, Lutetium-177, Targeted Radiotherapy.

INTRODUCTION

Molecular targeting therapy has become a relevant ther-
apeutic strategy for cancer."? The principle that peptide
receptors can be used successfully for in vivo targeting of
human cancers has been proven. and radiolabeled peptides
have been demonstrated to be effective in patients with
malignant tumors.>” The effectiveness of targeted radio-
therapy depends primarily on the absorbed-dose rate and
the total absorbed dose delivered to the tumor and to nor-
mal tissues. The dose and its rate depend on the physical
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properties of the radionuclide, the injected activity and the
kinetics of uptake and clearance of radioactivity within the
tumor and normal tissue/cells.”

Angiogenesis is a physiological process involving the
growth of new blood vessels. Angiogenesis is a require-
ment for tumor growth and metastasis and is stimulated
by signal proteins such as the vascular endothelial growth
factor (VEGF) and cell adhesion receptors, including inte-
grins. The a(v)B(3) integrin, a transmembrane protein
consisting of two noncovalently bound subunits (a and ).
is over-expressed on activated endothelial cells in the
tumor neovasculature and on the cell membrane of various
tumor cell types such as ovarian cancer, neuroblastoma,
glioblastoma, breast cancer and melanoma cells. Based on
the Arg-Gly-Asp (RGD) tripeptide sequence a series of

doi:10.1166/jbn.2013.1721 1
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small peptides have been designed to antagonize the func-
tion of the a(v)B(3) integrin and to inhibit angiogenesis.”
Radiolabeled RGD peptides have been reported as radio-
pharmaceuticals with high affinity and selectivity for the
a(v)B(3) integrin; therefore, these peptides have potential
for use in the early detection of rapidly growing tumors
and noninvasive visualization of tumor metastasis in can-
cer patients.* '

Gold nanoparticles can be used to prepare multivalent
pharmaceuticals.'*""* Recently we demonstrated that cova-
lent conjugation of 100 molecules of cyclo-RGDfK(C) to
the surface of one radiolabeled gold nanosphere (20 nm,
gold-thiol bond) produces a biocompatible and stable mul-
timeric system with target-specific molecular recognition
in vitro and in vivo.'*'” Due to passive and active-targeting
mechanisms, the radiolabeled multimeric and multivalent
system exhibit higher tumor uptake than does a RGD-
monomer or -dimer.'® "7

Lutetium-177 (""Lu) is a radionuclide with a half-life
of 6.71 d. a B,,, emission of 0.497 MeV (78%) and y
radiation of 0.208 MeV (11%) and has been used suc-
cessfully for radiotherapy with efficient cross-fire effect in
cancer cells.* %

If cyclo-RGDFK(C) peptides conjugated to '"’Lu-gold
nanoparticles ('”’Lu-AuNP-RGD) are retained in tumors
by both passive and active-targeting mechanisms, the total
dose (RGD and '""Lu molecules) delivered to the tumor
would be significantly higher than that produced by '""Lu-
AuNP or ""Lu-RGD, reducing the tumor angiogenic activ-
ity and increasing the effectiveness of molecular targeting
radiotherapy.

The aim of this research was to evaluate the therapeu-
tic response of '""Lu-AuNP-RGD in athymic nude mice

bearing a(v)B(3)-integrin-positive C6 gliomas and com-
pare the radiation absorbed dose, metabolic activity, histo-
logical characteristics and VEGF gene expression in tumor
tissues following treatment with ""Lu-AuNP-RGD, '""Lu-
AuNP or ""Lu-RGD.

METHODS

Deslgn and Synthesls of 77Lu-DOTA-GGC-AuUNP-
c[RGDIK(C)](""7Lu-AuNP-RGD)

In the c[RGDfK(C)] molecule, the sequence-Arg-Gly-Asp-
(-RGD-) acts as the active biological site, the D-Phe (f)
and Lys (K) residues complete the cyclic and pentapeptide
structure, and Cys (C) is the spacer and active thiol group
that interacts with the gold nanoparticle surface (Fig. 1).
The c[RGDfK(C)] was synthesized and characterized
according to the method described by Morales-Avila et al.'®
In the DOTA-GGC (1,4.7.10-tetraazacyclododecane-
N'.N" N"-tetraacetic-Gly-Gly-Cys) molecule, the GG
sequence is the spacer, cysteine (active thiol group) is
used to interact with the gold nanoparticle surface and
DOTA is used as the lutetium-177 chelator (Fig. 1).
The DOTA-GGC was synthesized and characterized

2

according to the method described by Luna-Gutierrez

et al.'?

Gold nanoparticles (AuNP) in injectable-grade water
(202 nm, 7 x 10" particles/mL) were synthesized as
described by Ocampo-Garcia et al."’

Preparation of '7"Lu-DOTA-GGC: A 5 uL aliquot of
DOTA-GGC (1 mg/mL) was diluted with 40 uL of | M
acetate buffer at pH 5. followed by the addition of 10 uL
of a '"LuCl; (~740 MBg, > 3 TBg/mg, ITG Isotope
Technologies Garching GmbH, Germany) solution. The
mixture was incubated at 90 °C in a block heater for
30 min. All solutions were prepared using deionized
water. A radiochemical purity of > 98% was verified by
TLC silica gel plates (aluminum backing, Merck): 10-cm
strips were used as the stationary phase, and ammonium
hydroxide:methanol:water (1:5:10) was used as the mobile
phase to determine the amount of free '""Lu (R; =0) and
"Lu-DOTA-GGC (R; =0.4-0.5). Radiochemical purity
was also determined by reversed-phase HPLC on a C-18
column (u-Bondapack C-18, Waters) using a Waters
Empower system with an in-line radioactivity detector and
a gradient of water/acetonitrile containing 0.1% TFA from
95/5 (v/v) to 20/80 (v/v) over 35 min at a flow rate
of 1 mL/min (""LuCl; 1, = 34 min: ""Lu-DOTA-GGC
tg = 12-13 min).

Preparation of "’Lu-DOTA-GGC-AuNP-c[RGDfK(C)]:
To | mL of AuNP (20 nm). 0.025 mL of ¢[RGDfK(C)]
(5 uM: 108 molecules per 20 nm nanoparticle) was
added, followed by 3 uL (40 MBq) of ""Lu-DOTA-GGC
(0.25 pg of peptide: 1.89 x 10" molecules; 270 molecules
per 20 nm AuNP), and the mixture was stirred for 5 min
to form the '""Lu-DOTA-GGC-AuNP-c[RGDfK(C)] sys-
tem (Fig. 1). No further purification was required because

we have found that the maximum number of peptides that
can be bound to one AuNP (20 nm) is between 520 and
1701 depending of the peptide structure.'®'” The num-
ber of peptides per nanoparticle was calculated by UV-Vis
titration of peptides (8 M) using increasing gold nanopar-
ticle concentration (from 0 to 1 nM).!*1?

Radiochemical Purity of '"Lu-AuNP-RGD: Size-
exclusion chromatography and ultrafiltration were
used as radiochemical control methods for the final
radiopharmaceutical solution. A 0.1 mL sample of '"Lu-
DOTA-GGC-AuNP-c[RGDfK(C)] was loaded onto a
PD-10 column and injectable water was used as the eluent.
The first radioactive and red eluted peak (3.04.0 mL)
corresponded to radiolabeled AuNP-c[RGDfK(C)]. The
free radiolabeled peptide ('"Lu-DOTA-GGC) appeared
in the fraction that eluted at 5.0-7.0 mL. and l77LuCl;
remained trapped in the column matrix. Upon ultrafil-
tration (Centicron YM-30 regenerated cellulose 30,000
MW cut off, Millipore, Bedford, MA, USA). the '""Lu-
DOTA-GGC-AuNP-c[RGDfK(C)] remained in the filter,
while free ”"Lu-DOTA-GGC and '""LuCl; passed through
the filter. In the radio-HPLC size exclusion system (Pro-
teinPak 300SW. Waters, | mL/min, injectable water).

J. Biomed. Nanotechnol. 9, 1-12, 2013
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Figure 1. Overall scheme of "7Lu-DOTA-GGC-AuNP-c[RGDIK(C)] ("7 Lu-AuNP-RGD) preparation.

the fgs for the '""Lu-DOTA-GGC-AuNP-c[RGDfK(C)]
and ""Lu-DOTA-GGC were 4-5 and 8 min, respectively
(Fig. 2). Chromatographic profiles were obtained using
two different detector systems, the UV-Vis detector and
a radiometric detector. The sample first passed by the
UV-Vis detector (photodiode array) and after 0.37 min
(0.37 mL. | mL/min) it passed by the radioactive detec-
tor. Correspondence of retention times of the peaks of
interest in the chromatogram is commonly accepted as a

—— UV chromatogram
= - = Radiochromatogram —— UVVis speatrum of “TLu-AUNP-RGO
(T, = 3.915 min)
|t
T, = 3915 min = 4,283 min

UV-Vis Absorbance or radiactivity
(arbitrary units)

Time (min)

Figure 2. Size-exclusion HPLC chromatogram (520 nm; con-
tinuous line) and HPLC radiochromatogram (dotted line) of
the "77Lu-DOTA-GGC-AuNP-c[RGD1(K)] ('”Lu-AuNP-RGD) con-
jugate. UV-Vis spectrum of the compound with retention time
at 3.915 min (inset).

J. Biomed. Nanotechnol. 9, 1-12, 2013

proof of the chemical identity of the radiopharmaceutical.
The UV-Vis spectrum. assigned to the peak at 45 min
using the photodiode array of the system, exhibited the
AuNP surface plasmon band at 521 nm. Minor peaks
corresponded to minor '”’Lu-AuNP-RGD-sizes. (Fig. 2).

Preparation of "7 Lu-DOTA-GGC-AuNP
(""7Lu-AuNP)

Three pL (40 MBq) of '""Lu-DOTA-GGC (0.25 ug of
peptide: 1.89 x 10" molecules; 270 molecules per 20 nm
AuNP) was added to 1 mL of AuNP (20 nm). and the mix-
ture was stirred for 5 min to form the '""Lu-DOTA-GGC-
AuNP system. No further purification was performed.
Radiochemical purity was evaluated as described above for
7TLu-AuNP-RGD.

Chemical Characterization

The characterization of the DOTA-GGC and ¢[RGDfK(C)]
conjugated to the gold nanoparticle surface by far infrared
(FIR), UV-Vis, X-ray photoelectron spectroscopy (XPS)
and Raman spectroscopy was previously reported in
detail.'®1?

Transmission Electron Microscopy (TEM): AuNP.
7Lu-AuNP and ""Lu-AuNP-RGD were characterized in
size and shape by TEM using a JEOL JEM 2010 HT
microscope operated at 200 kV. The samples were pre-
pared for analysis by evaporating a drop of the aqueous
product onto a carbon-coated TEM copper grid.

Particle size and zeta potential: AuNP, '"Lu-AuNP
or ""Lu-AuNP-RGD were measured (n = 5) using

3
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the particle size (dynamic light scattering = DLS) and
Z potential Nanotrac-analyzer (Nanotrac Wave, Model
MN401, Microtract, FL, USA).

Preparation of '"7Lu-DOTA-E-c(RGDIK),

(" Lu-RGD)

DOTA-E-c¢(RGDfK), was synthesized by Peptide Interna-
tional Inc. (Kentucky, USA) with a purity of > 98% as
analyzed by reversed-phase HPLC (RP-HPLC) and mass
spectroscopy. A 5 pL aliquot of DOTA-E-¢(RGDfK),
(1 mg/mL) was diluted with 50 uL of 1 M acetate buffer
at pH 5, followed by the addition of 10 pL of the
"TLuCl; (~370 MBgq. >3 TBg/mg, ITG Isotope Tech-
nologies Garching GmbH, Germany) solution. Each mix-
ture was incubated at 90 °C in a block heater for 30 min
and diluted to 18 mL with injectable-grade water. A radio-
chemical purity of > 98% was verified by TLC and HPLC
as described above for 'Lu-DOTA-GGC.

Cell Culture

The C6 rat cell line was originally obtained from ATCC
(Atlanta, GA. USA). The cells were routinely cultured
at 37 °C, with 5% CO, and 85% humidity in mini-
mum essential medium eagle (MEM. Sigma-Aldrich Co.,
Saint Louis, Missouri, USA) supplemented with 10% fetal
bovine serum and antibiotics (100 units/mL penicillin and
100 pg/mL streptomycin).

Solld-Phase «(v)p(3) Binding Assay

Microtiter 96-well vinyl assay plates (Coring, NY, USA)
were coated with 100 puL/well of purified human integrin
a(v)B(3) solution (150 ng/mL. Chemicon-Millipore Cor-
poration, Billerica, MA, USA) in coating buffer (25 mM
Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl. | mM CaCl,, 0.5 mM
MgCl, and 1 mM MnCl,) for 17 h at 4 °C. The plates were
washed twice with binding buffer (0.1% bovine serum
albumin (BSA) in coating buffer). The wells were blocked
for 2 h with 200 pL of blocking buffer (1% BSA in coat-
ing buffer). The plates were washed twice with binding
buffer. Then, 100 pL of binding buffer containing 10 kBg
of ""Lu-AuNP-RGD or ""Lu-RGD and appropriate dilu-
tions of ¢(RGDfK) (from 10,000 nM to 0.001 nM in bind-
ing buffer, Bachem-USA) were incubated in the wells at
37 °C for 1 h. After incubation, the plates were washed
three times with binding buffer. The wells were cut out and
counted in a gamma counter. The ICs; values of the RGD
peptides were calculated by nonlinear regression analysis

(n=275).

In Vitro Cell Proliferation After 77Lu-AuNP-RGD,
77Lu-AuNP and '7Lu-RGD Treatments

C6 cells suspended in fresh medium were incubated in a
96-well plate at a density of 1 x 107 cells/well. The cells
were cultured for 24 h at 37 °C with 5% CO, and 85%

humidity. The growth medium was removed, and the cells
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were exposed for 2 h (at 37 °C, with 5% CO, and 85%
humidity) to one of the following treatments (n = 6):

(a) 100 L of ""Lu-AuNP-RGD (5 kBq) and 100 L of
PBS, pH 7.

(b) 100 pL of ""Lu-AuNP (5 kBq) and 100 pL of PBS,
pH 7.

(c) 100 uL of ""Lu-RGD (5 kBq) and 100 uL of PBS,
pH 7 or

(d) no treatment.

After 2 h, the solution in each well was removed and
replaced with fresh culture medium. The cells were main-
tained for 3 days at 37 °C with 5% CO, and 85% humidity.
After that, the percentage of cell proliferation in each well
was evaluated by the spectrophotometric measurement of
cell viability as a function of mitochondrial dehydrogenase
activity, which involves the cleavage of the tetrazolium
ring of XTT (sodium 3'-[1-[phenylaminocarbonyl]-3.4-
tetrazolium]-bis[4-methoxy-6-nitro]benzene sulfonic acid
hydrate) in viable cells to yield orange formazan crystals
that are dissolved 1n acidified isopropanol (XTT kit, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim. Germany). The resulting
absorbance of the orange solution was measured at 480 nm
in a microplate absorbance reader (EpochTM. BioTek. VT,
USA). The absorbance of the untreated cells was consid-
ered as 100% of living C6 cells (or 100% proliferation).

Induction of C6 Tumors In Atr]ymlc Mice

Tumor uptake studies in mice were performed according
to the rules and regulations of the Official Mexican Norm
062-Z00-1999. The study was approved by the Institu-
tional Committee for the Care and Use of Laboratory Ani-
mals (“Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran”).

Athymic male mice (20-22 g) were kept in sterile
cages with bedding of wood-shavings, constant tempera-
ture, humidity, noise and 12:12 light periods. Water and
feed (standard PMI 5001 feed) were given ad libitum.

Glioma tumors were induced by subcutaneous injection
of C6 cells (1.5 x 10°) suspended in 0.2 mL of phosphate-
buffered saline into the upper back of twenty 6-7-week-
old nude mice. Injection sites were observed at regular
intervals for tumor formation and progression.

Therapeutic Protocol

Four groups (n =35, total mice = 20) of athymic nude
mice bearing C6 gliomas (tumor size 0.05£0.01 g) were
used. Each group was treated with one of the following
radiopharmaceuticals: (a) '"Lu-AuNP-RGD or (b) '"Lu-
AuNP or (c) "Lu-RGD. There was an untreated control
group. All radiopharmaceuticals (four administrations of
2 MBg/0.05 mL: in the case of "Lu-AuNP-RGD and
"TLu-RGD ~ 3 x 10" molecules of c-RGD) were injected
intratumorally in mice under 2% isoflurane anesthesia.
Doses were administered at day 1. 7, 14 and 21, for a total
of four doses. Tumor growth was monitored weekly, the
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length (L) and width (a) were measured with calipers and
the volume was determined as V = 7/6% (L) x (a*). Con-
sidering a tumor density of 1 g/cm®. the tumor mass in
grams was calculated. After 23 days, the mice were sacri-
ficed and tumors and kidneys were dissected and prepared
for histopathological or PCR studies as described below.
Blood samples were also obtained for creatinine and urea
quantification.

Blokinetic Studles

To evaluate biokinetics, the radiopharmaceuticals '7Lu-
AuNP-RGD, ""Lu-AuNP or ""Lu-RGD were adminis-
tered intratumorally in mice with induced C6 tumors
(0.05 mL, ~2 MBq). Mice were sacrificed at 3, 24, 48
and 96 h post-administration (n =3 at each time, total
mice = 12). Whole liver, heart. spleen, lung, kidneys and
tumor as well as samples of blood. intestines, bone and
muscle were placed into pre-weighed plastic test tubes.
The activity was determined in a well-type scintillation
detector (Auto In-V-tron 4010, Nuclear Medical laborato-
ries Inc., CA, USA) along with 3 x 0.05 mL aliquots of
the standard (~ 2 MBq) representing 100% of the injected
dose to obtain the activity corrected by decay. Mean activi-
ties were used to obtain the percentage of the injected dose
per organ (%ID). The time activity curves corrected by
decay [g,(1) = A,(1)e*R'] (biological behavior) for ""Lu-
AuNP-RGD. '""Lu-RGD or ""Lu-AuNP were calculated
using the %ID at different times.

Radlatlon Absorbed Dose Assessment
The A, (1) functions [A,(f) = g, (1)e~*=7"] obtained from
the biokinetics studies were integrated to obtain the total
number of disintegrations (N) in the main source regions
(liver, spleen, kidneys and tumor) during the entire treat-
ment:

1=23 d

Nsourw ='/
1=0
=23 d 1=23 d

+ A,,(:)d1+[ A, (1) dt
d t=21d

=14

t=23 d
A,,(t)dt+f” A, (1) dt
1=

The absorbed dose to organs was evaluated according to
the general equation:

Dtmgelo—source == Z Nygurce % DFlMgn.-(-—source
sources
where D sure 1S the mean absorbed dose to a target
organ from a source organ and DF .. soure is @ dose

factor:
DFl.afget-.-source — z Ai‘bil_mgel-—soume]
i

The A; terms are the mean energy emitted per disinte-
gration for the various i-type radiations (i-type emissions,
Y nE;). The &, terms are the absorbed fractions that
depend on the properties of the i-type emission and the
size, shape and separation of the source and target organs.
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DF values were calculated according to Miller et al.?!
using the beta-absorbed fractions in a mouse model cal-
culated by two Monte Carlo radiation transport codes,
MCNP4C and PEREGRINE (voxel-based).

"77Lu-SPECT/CT Imaging

Single photon emission computed tomography (SPECT)
and X-ray computed tomography (CT) images were
acquired 24 h after the last injection (at 22 days of
treatment) using a micro-SPECT/CT scanner (Albira,
ONCOVISION, Spain) to verify the tumor uptake of '""Lu-
AuNP-RGD, ""Lu-AuNP or ""Lu-RGD. Mice under 2%
isoflurane anesthesia were placed in the prone position and
whole body imaging was performed. The micro-SPECT
field of view was 60 mm, a symmetric 20% window
was set at 208 keV and pinhole collimators were used to
acquire a 3D SPECT image with a total of 64 projections
of 30 s, over 360°. The image dataset was then recon-
structed using the ordered subset expectation maximization
(OSEM) algorithm with standard mode parameter as pro-
vided by manufacturer. CT parameters were 35 kV sure
voltage, 700 pA current and 600 micro-CT projections.

Standardized Uptake Value (SUV) of ['"®F]FDG In
Tumors with PET/CT: Tumor Metabollc Activity
["*F]FDG (2-deoxy-2-[ "*F]fluoro-D-glucose)-positron
emission tomography (PET) and X-ray CT imaging
were performed using a micro-PET/CT scanner (Albira,
ONCOVISION. Spain). The images were acauired at the
end of the treatments (after 23 days). The micro-PET field
of view was 60 mm. Mice were injected in the lateral tail
vein with 9 MBq of ["*F]FDG in 100 uL PBS under 2%
isoflurane anesthesia. After a resting period of 1 h the mice
were transferred to the scanning room, placed in a prone
position and the whole body imaging was performed. The
PET acquisition time was 7.5 min. The CT parameters
were those described above. From the ["*FJFDG dose and
weight of each mouse, the mean standardized uptake value
(n =35) [mean SUV = (Bg/g)/(injected activity, Bg/body
weight, g)] was calculated using PMOD Data Analysis
Software (PMOD technologies).

Creatinine, Urea and BUN Quantification

Blood samples obtained at the end of the treatments were
used to quantify creatinine, urea and urea nitrogen (BUN)
in order to evaluate kidney function because renal toxicity
is the primary obstacle to radiopeptide therapy.” Creati-
nine was measured titrimetrically using the conventional
picrate method. Serum urea and BUN were quantified
by an enzymatic in vitro assay using the coupled ure-
ase/glutamate dehydrogenase (GLDH) enzyme system.

Histopathological Evaluation
Tumors and kidneys samples were fixed in neutral 10%
formaldehyde for 24 h, washed in 70% ethanol and
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Table I. Primers and probes used in the VEGF gene expression assessment in tumor tissues by real time-PCR analysis.

Gen/Accession number Upper primer Lower primer Amplicon (nt) Probe number*
B-Actin/NM_031144 .2 tgcectagacticgagcaag ggcagctcatagctcttctce 72 69
VEGF/AY702972.1 cggagagcaacgtcactatg tggtctgcattcacatcige 104 4

Note: *From the universal probe library (Roche).

embedded in paraffin. Sections of 4 pwm thickness were
placed on slides and dried in an oven at 37 °C. Sections
were dewaxed in xylene, rehydrated in a series of
graded alcohols, and finally stained with Meyer's hema-
toxylin/eosin and coverslipped.

Evaluation of VEGF Expression In Tumors by
Real-Time PCR

All the oligonucleotides for real-time polymerase chain
reaction (qPCR) assays were obtained from Invitrogen
(CA, USA). The TagMan Master reaction, TagMan probes,
capillaries and the reverse transcription (RT) system were
from Roche (Roche Applied Science, IN, USA).

Excised tumors were homogenized in | mL of Trizol
reagent with a Polytron homogenizer (BioSpec Products,
Inc.). Total RNA was then extracted following the manu-

_facturer’s instructions. Three ug of total RNA was reverse
transcribed with the Transcriptor RT system. Real-time
PCR was performed with the LightCycler® 2.0 from Roche
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), according to
the following protocol: activation of Tag DNA polymerase
and DNA denaturation at 95 °C for 10 min, followed by
45 amplification cycles consisting of 10 s at 95 °C, 30 s at
60 °C. and | s at 72 °C. Primers sequences, corresponding
probe numbers and the sizes of the resulting amplicons
are given in Table 1. Gene expression of the housekeep-
ing gene B-actin was used as an internal control and the
results were expressed as a relative concentration (RC) of
B-actin expression.

Statistical Analysis
Differences between the treatment groups were evaluated

with Student’s t-test. (Significance was defined as p <
0.05.)

RESULTS

Chemical Characterization and

In Vitro Evaluation

"""Lu-AuNP-RGD, '""Lu-RGD and '""Lu-AuNP were
obtained with radiochemical purities of = 92%. The TEM
images of '"Lu-AuNP-RGD and '""Lu-AuNP showed
monodisperse solutions (Fig. 3). The increase in the
hydrodynamic diameter of the particle by the peptide
conjugation-effect was observed by TEM as a low elec-
tronic density around the gold nanoparticle due to the poor
interaction of the electron beam with the peptide molecules
(low electron density), in contrast to the strong scattering
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of the electron beam when it interacted with the metallic
nanoparticles (Fig. 3). The average particle hydrodynamic
diameters determined by DLS were 26.6 £8.7 nm, 25.6+
9.4 nm and 23.8+7.6 nm for '"Lu-AuNP-RGD, '"Lu-
AuNP and AuNP, respectively (Fig. 3). The Z potential of
TLu-AuNP-RGD was —64.6+2.8 mV and that of '""Lu-
AuNP was —56.9£3.1 mV, versus —22.2+1.7 mV for the
AuNP. indicating that the peptide functionalization (both,
DOTA-GGC and c[RGDfK(C)]) conferred a high colloidal
stability to the nanosystem.”

The in vitro affinity, which was determined by a com-
petitive binding assay. indicated that the concentration of
c(RGDfK) required to displace 50% of the '""Lu-AuNP-
RGD (IC;; =102£1.1 nM) or "Lu-RGD (IC,, =53+
0.4 nM) from the receptor was the same order of mag-
nitude for both, demonstrating a high in vitro affinity for
the a(v)B(3) integrin for both conjugates. However, the

amount of ¢(RGDfK) required to displace '""Lu-AuNP-
RGD from the a(v)B(3) protein was twice of that neces-
sary to displace '"Lu-RGD. which may be attributed to
the multivalent effect of the AuNP system.®-%-2*

As shown in Figure 4, ""Lu-AuNP-RGD significantly
inhibited C6 cell proliferation (3.62+1.07%) with respect
to that of ""Lu-AuNP (6.32+1.16%) and '"Lu-RGD
(20.67 £2.82%), which was also attributed to the greater
in vitro C6 cell internalization as a result of multivalency.

Blokinetics, Radlation Absorbed

Dose and Therapeutic Response

After each of the four intratumoral administrations, the
mean tumor uptakes 3 h post injection were 68.1 £
7.1% ID (""Lu-AuNP-RGD), 482 +55% ID ('"Lu-
AuNP) and 26.8£2.9% ID (""Lu-RGD). with a high
tumor retention for the radiolabeled nanoparticles. The
tumor retention of '""Lu-AuNP-RGD at 96 h (34.7+
4.3% ID) was significantly higher (p < 0.05) than that of
TLu-AuNP (15.5%£1.7% ID). whereas '""Lu-RGD exhib-
ited the highest tumor clearance (5.7 £0.8% ID). Uptake
occurred mainly in the kidneys and liver, as well as in
the spleen, with negligible uptake in other organs. The
mean tumor residence times were 61.6+5.8 h (! Lu-
AuNP-RGD), 38.7+4.1 h (""Lu-AuNP) and 17.3+24 h
(""Lu-RGD). while the mean kidney residence times were
0.88+0.11 h (*"Lu-AuNP-RGD), 0.72+0.10 h (*""Lu-
AuNP) and 1.204+0.24 h ('"Lu-RGD). Figure 5 shows
the total radiation absorbed doses to the kidney, liver
and spleen that were received during the different treat-
ment protocols. The kidneys are the major dose-limiting
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Figure 3. TEM image and size distribution of (A) AuNP, (B) "7Lu-AuNP and (C) 7 Lu-AuNP-RGD.

organ because of the tubular re-absorption and retention of
radioactivity, which may lead to radiation nephropathy.?>>
The maximum tolerated dose to the kidneys is 25-30 Gy
and the dose in our study was less than 1.5 Gy in the three
"Ly treatments.”

The tumor size progression for all '""Lu-conjugates was
significantly lower (p < 0.05) after 23 days with respect to
that of the control group (Fig. 6). At 23 days, tumor size
in the ""Lu-AuNP-RGD group was 27 times smaller than
that of the controls and twelve-fold and three-fold smaller
than in the ""Lu-RGD and '""Lu-AuNP groups, respec-
tively (Fig. 6). These tumor size data correlate with the
doses delivered to the tumor in the following order: '7"Lu-
AuNP-RGD (63.8+7.9 Gy)., """Lu-AuNP (38.3+4.2 Gy)
and ""Lu-RGD (16.6% 1.3 Gy) (Fig. 6). The experimen-
tal protocol was completed at 23 days because the control

J. Biomed. Nanotechnol. 9, 1-12, 2013

mice presented tumor sizes as large as 3 g, therefore, sac-
rifice was necessary.

Figure 7 shows the '"Lu-micro-SPECT/CT images
at 24 h after the last injection (at 22 days of treat-
ment), in which the differences in tumor sizes and
radiopharmaceutical accumulation in cancer tissues as well
as the negligible uptake in non-target organs are visible.
The tumor area in which no radioactivity is observed is
necrotic tissue. It is important to mention that in advanced
stages, the histopathological features of glioma are exten-
sive necrotic foci surrounded by tumor cells, while in less-
advanced neoplasms the necrosis occurs sparsely. Because
7"Lu-AuNP-RGD induced less tumor progression than the
other radiopharmaceuticals, its tumor uptake in the micro-
SPECT/CT image was more homogeneous indicating less
necrosis.
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Figure 4. Effect of the "Lu-AuNP-RGD, '"Lu-AuNP and
""Lu-RGD on in vitro C6 cell proliferation. *Statistically signif-
icant difference (p < 0.05) versus 'Lu-AuNP-RGD.
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Figure 7. micro-SPECT/CT images of "7Lu-AuNP-RGD, '"Lu-
AuNP and ""Lu-RGD at 24 h after the last injection (at 22
days of treatment). The tumor areas in which no radioac-
tivity is observed is necrotic tissue. Extensive necrotic foci
are present in advanced stages of glioblastomas and in less-
advanced neoplasms necrosis occurs sparsely. "7 Lu-AuNP-
RGD tumor uptake is more homogeneous indicating less
necrotic tissue.

Tumor Metabollc Actlvity

High accumulation of ['"*F]JFDG in the tumor and conse-
quently high SUV values represent high metabolic activity
in viable tumor cells. As shown in Table II. the SUV val-
ues of the groups treated with ' Lu-radiopharmaceuticals
were significantly lower than those of the control group
(p < 0.05). while the SUV of the """Lu-AuNP-RGD group
was significantly lower than that of '"Lu-AuNP and '7"Lu-
RGD groups (p < 0.05) (Fig. 8).

Histopathological Studles
Microscopic histological characteristics that define C6
gliomas were observed in tumors implanted in mice,

"Lu-RGD
"L u-AuNP

7 | u-AuNP-RGD

Tumor absorbed dose (Gy)

Time (treatment days)

Figure 6. Tumor size progression for 7’Lu-AuNP-RGD, '"Lu-AuNP and ""Lu-RGD groups at different days of the treatment (left).
The average radiation absorbed doses of '77Lu-AuNP-RGD, '""Lu-AuNP and '7’Lu-RGD delivered to C6 tumors (right). *Statistically
significant difference (p < 0.05) versus control group. 'Statistically significant difference (p < 0.05) versus "’ Lu-AuNP-RGD group.
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Table 1. Tumor metabolic activity ("*FDG standard uptake value, SUV), VEGF gene expression in tumor tissues (relative con-
centration versus g-actin) and urea, creatinine and urea nitrogen (BUN) serum concentrations in mice bearing C6 gliomas after
23 days of treatment with "’ Lu-AuNP-RGD, ""Lu-RGD or ""Lu-AuNP (mean + standard deviation).

Treatment group Suv VEGF (RC) Creatinine (mg/dL) Urea (mg/dL) BUN (mgr/dL)

77| y-AuNP-RGD 0.335+0.099° 0.012+0.006* 0.230£0.026 77.933+7.497 30.417£3.502
77 y-AuNP 0.584-+0.107* 0.040+0.0127 0.163+£0.050 67.025+7.562 31.320+£3.534
' u-RGD 2.740+0.260"" 0.037 +0.006" 0.180+0.036 50.267 +5.292 32.993+2.433
Control 6.539+0.052 0.070+0.028 0.200+0.057 63.550+ 3.894 29.698 +1.821

Notes: *Stafistically significant difference (p < 0.05) versus control (untreated group); 'Statistically significant difference (p < 0.05) versus ' Lu-AuNP-RGD

group.

including giant cells and pleomorphic cell elements, mostly
with vesicular nuclei and abundant eosinophil cytoplasm,
mitotic forms and atypical nuclei. The following character-
istics were observed in the different treatment groups.
"TLu-AuNP-RGD: Tumors were delimited by a weak
necrotic (N) area in the periphery (Fig. 9(A)): intratumoral
vessels (V') observed in the necrotic zone were scarce and
thinner than in other groups, with non-significant thick-
wall (Figs. 9(B) and (C)): no inflammatory infiltrate was
observed. and no detritus was formed in the tumor tissues.
"TLu-RGD: Necrotic areas were surrounded and limited
to the tumor periphery (Fig. 9(D)). Glomeruloid epithe-
lial proliferations were occasionally present (Fig. 9(E)).
Diffuse inflammatory infiltrate and cellular detritus were
observed predominantly in necrotic sites, and intratumoral
vessels were dispersed and occasional (Fig. 9(F)).
"""Lu-AuNP: Intratumoral thick-walled vessels were
observed. Necrotic areas were dispersed in the periphery
and within the tumor (Figs. 9(G) and (I)). In some cases.
detritus accumulation and diffuse inflammatory infiltrate
were present (Fig. 9(H)).
Control group: Extensive necrotic areas with pseudopal-
isading sections and thick-walled capillaries were observed

Control Lu-RGD

"Lu-AuNP

\"Lu-AuNP-RGD
4

i

/ 4

Heart Internal viscera

Figure 8. [°FIFDG  (2-deoxy-2-["*F]fluoro-D-glucose)-micro
PET/CT images of the control (untreated mouse), '"Lu-
AuNP-RGD, "Lu-RGD and '"Lu-AuNP groups at 23 days
of treatment. High accumulation of ['*FJFDG in the tumor
represent high metabolic activity in the viable tumor cells.

J. Biomed. Nanotechnol. 9, 1-12, 2013

(Figs. 9(J). (L)). The necrotic area exhibited more intratu-
moral vessels than in the '"7Lu-AuNP-RGD, ""Lu-RGD or
17"Lu-AuNP groups. The vessel morphology was irregular
in shape and size (Fig. 9(K)). and inflammatory infiltrate
with an accumulation of cellular detritus was also observed
(Fig. 9(L)).

No cytopathological damage was observed in kidneys.
The glomerulus, proximal tube and distal tube exhibited
no sign of necrosis or of damage any kind.

VEGF gene expression in tumor tissues. Real-time PCR
analysis revealed that all treatments tended to reduce
VEGF gene expression in tumor cells, although the effect
in the ""Lu-RGD group was not significant versus con-
trols (Table II). However, treatment with '"Lu-AuNP-
RGD exerted the strongest and significant inhibition of
VEGF gene expression when compared to the controls
(p < 0.05). As "TLu-AuNP-RGD affinity for the a(v)B(3)
integrin was demonstrated, the significant reduction in
VEGF gene expression can be directly related to the

a(v)B(3) blocking.z"’

Creatinine, urea and BUN gquantification. Serum levels

of creatinine. urea and BUN in the treatment groups were
not statistically significant different with respect to con-
trol levels (p > 0.05) (Table II). This result correlates with
the calculated low radiation absorbed dose to the kidneys.
therefore, no renal toxicity was observed.

DISCUSSION

As expected, the radiopharmaceutical that yielded the
greatest uptake and retention in tumors was '""Lu-AuNP-
RGD. The effects of this radiopharmaceutical can be
attributed to passive and active-targeting mechanisms as
well as multimeric and multivalent properties.® Con-
sequently, the radiolabeled multimeric system delivered
a greater radiation absorbed dose in tumors than did
""Lu-AuNP or '"Lu-RGD. The cRGD dose was also
greater than that of ""Lu-RGD, as '""Lu-AuNP-RGD and
7Lu-RGD were injected with the same cRGD concen-
tration (~3 x 10'? molecules of ¢cRGD/50 uL). These
results correlated with the observed therapeutic response in
which ""Lu-AuNP-RGD was the radiopharmaceutical that
induced significantly less tumor progression, less tumor
metabolic activity, fewer intratumoral vessels and reduced
VEGF gene expression.
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CONTROL

A peptide-nanoparticle conjugate bearing cRGD pep-
tides provides a surface for simultaneous multiple interac-
tions with the cell surface, giving rise to multivalent effects
(defined as an affinity enhancement). Poethko et al.?*
reported that the minimum linker length is approximately
3.5 nm for the simultaneous binding of two ¢(RGD)
motifs in the a(v)B(3) integrin. In the ""Lu-AuNP-RGD
system, the longest distance between two RGD motifs
was calculated to be 11 nm, which is sufficiently long
for the motifs to bind to adjacent a(v)B(3) integrins
simultaneously.® '* The increase of peptide multiplicity in
TLu-AuNP-RGD may be at least partly responsible for
the enhancement in tumor uptake (by an active-targeting
mechanism) with respect to '""Lu-RGD ('7Lu-DOTA-E-
¢(RGDfK),). in which the distance between the RGD
molecules is 2.8 nm."?

Because the aim of this study was to evaluate and
compare the therapeutic response, no tumor ablation
was induced. However, in agreement with the radia-
tion absorbed doses obtained in the non-target organs,
the '""Lu-AuNP-RGD dose could be increased ten-fold
without exceeding the maximum tolerated radiation dose
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Figure 9. Three microscopic views ((A), (D); (G), (B). (E). (H). (J), (K): x100; (C), (F), (1), (L): x200) of tumor histopathology with
"77Lu-AuNP-RGD, '"Lu-RGD or "7Lu-AuNP after 23 days of treatment. The control is a tumor from an untreated mouse. Less
necrosis (N) and less vascular proliferation (V) in the 17 Lu-treatments against the control are observed. Nuclear pleomorphism
is indicated by arrows.

(MTD) to the kidneys (MTD = 25-30 Gy) or liver
(MTD = 3040 Gy), increasing the therapeutic efficacy
and likely yielding complete tumor remission.”>%

The results indicated that '""Lu-AuNP-RGD exerted the
strongest and most significant inhibition of VEGF gene
expression when compared to the controls (p < 0.05),
potentially due to the multivalent RGD system. which may
antagonize the function of the a(v)B(3) integrin. thereby
inhibiting angiogenesis.”® Cyclic RGD peptides have previ-
ously been reported to have limited activity as single agents
in the treatment of glioblastoma, but when added to stan-
dard radiochemotherapy, appear to prolong progression-
free and increase the overall survival in patients with newly
diagnosed glioblastomas.” Therefore, the observed effect of
""Lu-AuNP-RGD on VEGF gene expression could be due
to the combined molecular targeting therapy (multimeric
and multivalent RGD system) and radiotherapy ('7Lu)
found in this one particular pharmaceutical.

Several trials have shown a significant improvement in
clinical outcome when radiotherapy. chemotherapy or both
were carried out under hyperthermic conditions in patients
with advanced solid tumors such as cervical cancer.””-%
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Hyperthermia increases the efficacy of radiotherapy by
improving tumor oxygenation and interfering with DNA
repair mechanisms.”’ In combination with chemother-
apy, hyperthermia increases the drug concentration in the
tumor area.”” However. current techniques for hyperther-
mia induction display low spatial selectivity for the tissues
that are heated. Lasers have been used for inducing hyper-
thermia, and spatial selectivity can be improved by adding
gold nanoparticles to the tissue to be treated. By expos-
ing nanoparticles to laser irradiation, it is possible to heat
a localized area in tumors without any harmful heating
of surrounding healthy tissues. The multifunctional '""Lu-
AuNP-RGD system prepared in this study. could also
be used in photothermal cancer therapy using short NIR
laser pulses to generate a second harmonic or a two-
photon absorption process.”” Second harmonic generation
converts the NIR photons (800 nm) into visible photons
(400 nm). which could be absorbed by the '"Lu-AuNP-
RGD nanospheres through surface plasmon and electron
interband transition from the d band to the sp band with
the consequent conversion of their energy into heat. NIR
photons could also be directly absorbed and converted into
heat through a nonlinear two-photon absorption process
due to an aggregated alignment of the nanoparticles bound
to cancer cells.?*3°

If all the properties of the radiolabeled multifunctional
system could be applied in nanomedicine, '""Lu-AuNP-
RGD could be potentially useful for the specific imaging
of malignant tumors during treatment (SPECT imaging),
for molecular targeting therapy/radiotherapy (multimeric
RGD peptides plus high B-particle energy delivered per
unit of targeted mass) and for photothermal therapy (local-
ized heating). For therapeutic applications in humans,

nanoparticles would have to be administered by an intra-
tumoral injection or via a selective artery to avoid high
uptake by organs of the reticuloendothelial system because
of the colloidal nature of the nanoparticles.' Injection of
the multimeric system into an artery of the affected organ
would permit high uptake to a tumor and potentially to
micrometastases or individual cancer cells.

CONCLUSIONS

7Lu-labeled gold nanoparticles conjugated to cyclo-
RGDIK(C) significantly decreased glioma tumor progres-
sion in mice through the effect of a combined molecular
targeting therapy/radiotherapy. The inhibition of VEGF
gene expression, involved in the angiogenesis process,
indicated a molecular response. ["*F]fluor-deoxy-glucose-
microPET/CT images showed a significant decrease in
tumor metabolic activity. Therefore, '7’Lu-AuNP-RGD
demonstrates properties suitable for use as an agent for
molecular targeting radiotherapy.
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XI. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La media del didmetro hidrodindmico asi como el potencial Z indican que el péptido fue

funcionalizado a las nanoparticulas de oro.

La captacion en el tumor a las 3 h, el tiempo de retencion a las 96 h y el tiempo de
residencia fue mayor para el radiofarmaco *’’Lu-AuNP-RGD lo cual puede ser atribuido a
los mecanismos de captacion activos y pasivos asi como a las interacciones multivalentes

entre las moléculas de RGD conjugadas a las AuUNP y los receptores o, 3.

En tiempo de residencia en el rifién para los tratamientos con *’’Lu-RGD, *"Lu-AuNP y
"Lu-AuNP-RGD no sobrepasa el umbral de tolerancia del mismo lo cual evita nefropatia
por reabsorcion o retencion de la radiactividad, lo cual concuerda con los resultados de las
concentraciones de urea, creatinina, BUN Yy los resultados histopatologicos en donde no

existe diferencia significativa entre los tres tratamientos y el grupo control.

La dosis liberada en el tumor, para el radiofarmaco "’Lu-AuNP-RGD fue mayor con
respecto a los otros dos tratamientos, dando lugar a un tumor 27 veces mas pequefio y con
menos actividad metabélica de los células tumorales que los grupos tratados con *"’Lu-
RGD, YLu-AuNP vy el grupo control, lo cual se explica por la combinacién entre
radioterapia y terapia de blancos moleculares. Los resultados histopatolégicos muestran un
area necrdtica menor, menos y mas pequefios vasos sanguineos con respecto a los otros
grupos debido al efecto antiangiogénico del c-RGD vy la capacidad de las AUNP para inhibir

la expresion del VEGF.

El sistema multimérico *’Lu-AuNP-RGD resulté ser un radiofarmaco que disminuye
significativamente el crecimiento del glioma en un modelo murino, a través de la
combinacion de radioterapia y terapia de blancos moleculares, por sus propiedades
teranosticas puede ser utilizado para el tratamiento de canceres con sobreexpresion de
integrinas a,P3 y permite obtener imagenes moleculares para monitorear el tratamiento
mediante el sistema SPECT/CT.
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XI1. ANEXOS

ANEXO 1: Radiocromatograma en HPLC - Fase Reversa de ’Lu-DOTA-GGC: Se
observa que *’LuCls tg = 3.5 min, ’Lu-DOTA-GGC tg = 12.4 min.
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ANEXO 2: Estructura de 'Lu-AuNP-RGD (*’Lu-DOTA-GGC-AuNP-
c[RGDfK(C)]). La secuencia Arginina-Glicina-Acido aspartico (RGD) es el sitio
biologicamente activo, la fenilalanina (f) y la lisina (K) completan la estructura
pentapeptidica, la secuencia GG sirve como espaciador, la cisteina (C) tiene el grupo
tiol activo que interacciona con la superficie de las AuNP formando un enlace
covalente, el DOTA es usado como quelante para el *’Lu.
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ANEXO 3: Estructura de "Lu-AuNP (*"Lu-DOTA-GGC-AuNP). Este conjugado no
tiene el sitio activo RGD, se utilizo con el objetivo de evaluar la respuesta terapéutica
a las AuUNPs pues se ha reportado que tienen la capacidad de inhibir por si mismas la

angiogénesis.

"ﬁi> .)
T

|~

sold 7
Sy Nenoparticlell S-CGG
r’(:“-L{nkljy‘ﬁ
0 "
S ENP )
Lﬂ "TLu-DOTA-GGC
o =

" La-DOTA-GGC

X

QFB. Andrea Vilchis Judrez

Pégina7 5



ANEXO 4: Estructura de *"Lu-RGD (*''Lu-DOTA-E-c(RGDfK),). Se muestra la
estructura del dimero, donde la secuencia RGD es el sitio activo, la (f) completa el
ciclo, la K sirve como espaciador entre las dos moléculas, el DOTA se une

covalentemente al radiondclido metélico y lo une al ciclo RGD.

c(RGDf) c(RGDf)

o]

o HN NH
‘ /\/Q/ °
?/ N KN

Lisina (K)

Y7 u-DOTA
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ANEXO 5: Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos-X (XPS). El espectro de DOTA-
GGC-AuNP-c[RGDfKC] muestra dos picos adicionales con respecto a AuNP-citrato
89.1 eV y 84.5 eV con un cambio positivo debido a los atomos con diferentes estados

de oxidacion.

120 = 83.7
Intensidad \P-c[RGDFK(C)] |
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ANEXO 6A: Espectroscopia del Infrarrojo Lejano, tanto el c[RGDfK(C)]-AuNP
como DOTA-GGC-AuUNP muestran una banda caracteristica a 279 + 1 cm™ la cual fue
representa el enlace Au-S. 6B: Espectroscopia Raman. Las AuNP funcionalizadas con
c[RGDfK(C)] dan un espectro Raman en la regién 1800-600 cm™. Algunas bandas
bien definidas fueron observadas en la frecuencia vibracional de esta region asociadas
con los principales grupos funcionales vistos en el espectro de c[RGDfK(C)], pero
ellos son caracteristicos de AuNP- c[RGDfK(C)] debido a los cambios alto o bajos de

energiay al incremento en la intensidad de las bandas.
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En los Anexos 7A-7B se muestran los resultados biocinéticos de cada una de las
administraciones IT a las 3, 24, 48 y 72h. *"Lu-AuNP-RGD mostré mayor retencion

en el tumor que los otros radiofarmacos.

ANEXO 7A: Biodistribucion en ratones con tumores inducidos con la linea celular C6
(positivos a integrinas owB3) después de la administracion intra-tumoral de *"’Lu-AuNP-
RGD, expresada como porciento de dosis inyectada por gramo de tejido(% ID/g++) o por

ciento de dosis inyectada por 6rgano (%ID+) (media £ SD, n=3).

0.5 g)

Tissue 3h 24 h 48 h 96 h
Sangre** 0.13 +0.04 0.09 +0.01 0.06 +0.01 0.01 +0.00
Corazén* 0.04 +0.00 0.01+0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00
Corazén** 0.26 + 0.02 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
Pulmén® 0.06 +0.01 0.01 +0.00 0.01+ 0.00 0.00 + 0.00
Pulmoén ** 0.43 £0.07 0.07 £0.00 0.07 £ 0.00 0.00 +0.00
Higado® 0.56 + 0.04 0.60 + 0.03 0.46 +0.03 0.22 +0.00
Higado ** 0.42+0.03 0.45+0.02 0.34+0.01 0.16 + 0.00
Bazo" 1.33+0.09 1.08 +0.26 0.72 +0.07 0.28 + 0.04
Bazo ™" 14.77 +0.99 12.00 + 2.88 8.00 £ 0.77 3.11+0.44
Rifiones” 0.87 +£0.07 0.75 +0.09 0.63 £0.01 0.51+0.03
Rifiones ** 3.03+0.24 2.61+0.31 2.19£0.03 1.77 £0.10
Intestino™ 0.19 +0.02 0.08 +0.01 0.05 + 0.00 0.03 +0.00
Musculo** 0.27 +£0.05 0.10 +0.02 0.05 + 0.00 0.01 +0.00
Hueso™ 0.03+0.00 0.04 +0.00 0.03+0.00 0.02 +0.00

C6 Tumor
(Peso promedio = 68.10+ 7.1 63.54 +4.13 49.29 + 3.81 34.78 £ 4.30
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ANEXO 7B: Biodistribucion en ratones con tumores inducidos con la linea celular C6
(positivos a integrinas a.Bs) después de la administracion intra-tumoral de *"’Lu-AuNP,
expresada como porciento de dosis inyectada por gramo de tejido(% ID/g++) o por ciento

de dosis inyectada por 6rgano (%ID+) (media £ SD, n=3).

0.5 g)

Tissue 3h 24 h 48 h 96 h
Sangre™ 0.17 +£0.03 0.09 +0.01 0.05 + 0.00 0.02 +0.00
Corazén* 0.01 +0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00
Corazén** 0.06 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
Pulmén® 0.05 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
Pulmén ** 0.35+0.08 0.10 £0.01 0.05 + 0.00 0.00 +0.00
Higado® 1.20 £0.12 0.94 £ 0.09 0.74 £ 0.05 0.39 £0.02
Higado ™ 0.90 + 0.09 0.70 + 0.06 0.55 +0.03 0.29 +0.01
Bazo" 0.70 + 0.06 0.73+0.08 0.56 + 0.02 0.33+0.01
Bazo ™ 7.77 +0.66 8.10 £ 0.88 6.20 + 0.22 3.66 +£0.11
Rifiones” 0.81+0.03 0.70 + 0.04 0.56 + 0.02 0.41+0.00
Rifiones ** 2.82 £0.10 2.43+0.13 1.95 + 0.06 1.46 +0.02
Intestino™* 0.01+0.51 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
Musculo™* 0.02 +0.00 0.01 +0.00 0.00 + 0.00 0.00+0.00
Hueso™ 0.00 + 0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00+0.00

C6 Tumor
(Peso promedio = 48.15+£5.50 35.72+2.88 24.25+1.96 1550 £ 1.70
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ANEXO 7C: Biodistribucion en ratones con tumores inducidos con la linea celular C6
(positivos a integrinas a.Bs) después de la administracién intra-tumoral de *'’Lu-RGD,
expresada como porciento de dosis inyectada por gramo de tejido(% ID/g++) o por ciento

de dosis inyectada por 6rgano (%ID+) (media £ SD, n=3).

0.5 g)

Tissue 3h 24 h 48 h 96 h
Sangre™” 0.21+0.04 0.03+0.01 0.01 +0.00 0.00 +0.00
Corazén* 0.04 +0.00 0.04 +0.00 0.01+0.00 0.00 +0.00
Corazén** 0.26 +0.02 0.26 + 0.00 0.06 + 0.00 0.00 + 0.00
Pulmén® 0.03 +0.00 0.03 +0.00 0.01+ 0.00 0.01+0.00
Pulmén ** 0.21 +£0.06 0.21+0.03 0.07 £0.01 0.07+ 0.02
Higado® 0.71+0.08 0.62 + 0.06 0.54 +0.03 0.39+0.01
Higado ™ 0.53 +0.05 0.46 + 0.04 0.40 + 0.02 0.30 +0.00
Bazo" 0.58 + 0.04 0.45 + 0.04 0.38 +0.02 0.25+0.01
Bazo ** 6.44 + 0.44 5.00 + 0.44 4.22+0.22 2.77 +0.11
Rifiones” 1.84 +0.11 1.49 +0.13 1.10 +0.09 0.60 +0.07
Rifiones ** 6.41 +0.38 5.19 +0.45 3.83+0.31 2.09 £0.24
Intestino™ 0.21+0.09 0.05 +0.02 0.04 +0.00 0.03+0.00
Musculo** 0.04 +0.00 0.00 + 0.0 0.00 + 0.00 0.00+0.00
Hueso™ 0.03+0.00 0.01+0.00 0.00 +0.00 0.00+0.00

C6 Tumor
(Peso promedio = 26.80 £ 2.90 1411 +2.11 8.03+1.01 5.70 £ 0.80
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En los Anexos 8A — 8D se muestra el modelo biocinético obtenido con el software OLINDA (Organ Level Internal Dose
Assessment). Se observa que el nimero de desintegraciones es mayor en el tumor para *'’Lu-AuNP-RGD debido al mayor
tiempo de residencia del farmaco en comparacion con los otros radioconjugados; ademas del tumor la unién ocurre
principalmente en el higado, rifiones y bazo pero sin superar la dosis maxima tolerada.

ANEXO 8A: Modelo biocinético de *"’Lu-RGD, *""Lu-AuNP y *""Lu-AuNP-RGD en el tumor.

23

23 23
f A, (dt + f A, ()dt + J A, (Hdt
1 7 1

4

23
+ f Ap(t)dt
21
Radiofarmaco Modelo Biocinético (Numero total de desintegraciones)
Y'Lu-RGD * qn(t) 4.033E11
= 6.15e7*8579 + 22.9¢ 4652
Ap(t) = 6.15e742E734 22.9¢5E~2
Y"Lu-AuNP * qn(t) 9.319E11
= 38.9e723F 72 + 12.1e77%F7°
Ap(t) = 389727724 12.1e42E3
Y"Lu-AuNP-RGD * qp(t) 1.553E12

= 68.4¢773E"31 3 16¢~75E3
An(t) = 68.4e11E-24 316~ 11F-2

* qp, (t) = actividad corregida por decaimiento, comportamiento biologico [qh(t) = Ah(t)e"lRt]

Pégina8 2



ANEXO 8B: Modelo biocinético de *"’Lu-RGD, *'Lu-AuNP y Y"Lu-AuNP-RGD en el bazo.

23 23 23
f A, ()dt + f A, (Odt + f A,(Odt
1 7 14

23
+ f Ap(t)dt
21
Radiofarmaco Modelo biocinético (NUmero total de desintegraciones)
Y'Lu-RGD * qp(t) = 1.71e78 4 0.584¢%1E73 1.129E10
Ap(t) = 1.71748+ 0.584¢ 1352
Y"Lu-AuNP * qn(t) 1.578E10
= —0.769¢%4! + 0.951e™1E~2
A (D)
= —0.769¢%42+ 0.951¢* 522
Y"Lu-AuNP-RGD * qp(t) = 1.73e722+ 1.444%F 2 2.028E10

Ap(t) = 1.73e722+ 1.44¢191E-2

* qp, (t) = actividad corregida por decaimiento, comportamiento biologico [qh (t) = Ah(t)e"lRt]
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ANEXO 8C: Modelo biocinético de *""Lu-RGD, *""Lu-AuNP y *""Lu-AuNP-RGD en el higado.

23 23 23
f A, (Odt + f A, (Odt + f A, (Odt
1 7 14

23
+ J A, (Ddt
21
Radiofarmaco Modelo Biocinético (NUmero total de desintegraciones)
Y'Lu-RGD * qp(t) = 2.03e%1 + 0.725¢637F3 1.696E10
Ap(t) = 2.03e%01+ 0.725¢100F 2
Y"Lu-AuNP * qp(t) = 0.787e18% + 1.25¢1 1652 2.085E10
Ap(t) = 0.787e189+ 1.25¢1-58E~2
Y"Lu-AuNP-RGD * qn(t) 1.413E10
= —0.503e%86F=24 0,972 1662
Ap ()

= —0.503¢7286-24 0.972¢ 15862
* qp, (t) = actividad corregica por decaimiento, comportamiento biolégico [qh (t) = Ah(t)e"lRt]
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ANEXO 8D: Modelo biocinético de *’Lu-RGD, *""Lu-AuNP y *""Lu-AuNP-RGD en los rifiones.

23 23 23
f A,(D)dt + f A, (D) dt + j A,(0)dt
1 7 23 14
+ f A, (t)dt
21
Radiofarmaco Modelo biocinético ( Namero total de desintegraciones)
Y"Lu-RGD * qp(t) = 1.71e%21+ 19311852 3.174E10
Ap(t) = 1.71e%214+1.93¢16062
Y'Lu-AuNP * qp(t) = 3.37e25% + 0.827¢751E-3 1.807E10
Ap(t) = 3.37e259+ 0.827e1 1762
Y"Lu-AUNP-RGD  * g, (t) = 0.384€%72+ 0.84¢5375 3 2.132E10

Ap(t) = 0.384 %73+ 0.84¢%64E-3

* qn(t) = actividad corregida por decaimiento, comportamiento bioldgico [g, () = A, (t)e*=¢]
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ANEXO 9: Concentraciones relativas de VEGF, HIF-1a y Trombospondina-1 determinadas mediante PCR en Tiempo Real.

Tratamiento VEGF HIF-1a Trombospondina-1
(CR) (CR) (CR)

Y7 u-AuNP-RGD 0.012 + 0.000* 0.0069 + 0.002 0.0019 + 0.000
Y7L u-AuNP 0.040 + 0.0107% 0.0120 + 0.004 0.0026 + 0.000
Y u-RGD 0.037 + 0.0007 0.0085 + 0.000 0.0046 + 0.001

Control 0.070 +0.028 0.0091 + 0.001 0.0029 + 0.001

* Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) vs grupo control.

T Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) vs Y7L u-AuNP-RGD

Pégina8 6



ANEXO 10: Resultados histopatolégicos del rifion después del tratamiento con *"’Lu-AuNP-RGD, "Lu-RGD y *"’Lu-AuNP,
no se observa necrosis ni dafio renal en ningun grupo de tratamiento, los resultados son apoyados por la determinacién sérica
de urea, creatinina y nitrégeno ureico en las cuales no se observa diferencia estadisticamente significativa entre los grupos
tratados y el grupo control; lo cual puede explicarse porque en ningun tratamiento se supera la maxima dosis tolerada del
rifion que es de entre 25-30 Gy, y la dosis en los rifiones en el presente estudio fue menor a 1.5 Gy en los tres tratamiento.

Lu-AuNP CONTROL

g = glomérulo, dt = tubulo distal, pt = tabulo proximal.
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