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Resumen

Teragndsticos (o terandsticos) es un acrénimo de terapéuticos y diagnésticos. En este proyecto,
el término se refiere a vectores moleculares/macromoleculares de reconocimiento especifico y a
nanoplataformas que incorporan ambas funciones, diagndstico y terapia de forma simultanea.
Ademsds de incorporar funciones diagnosticas y terapéuticas, estas entidades pueden ser ttiles en
el seguimiento de la progresién de la enfermedad y en la evaluacion de la respuesta a la terapia

combinada.

Por otro lado, a través del uso de radiofarmacos es posible registrar y detectar por imagen in vivo,
la distribucion espacio-temporal de procesos moleculares o celulares para aplicaciones diagndsticas
y/o terapéuticas utilizando técnicas de medicina nuclear molecular. En particular, los radiofdrmacos
basados en lutecio-177 son considerados terandsticos por su emisién gamma (208 keV), util para
realizar la imagen diagndstica, y por su emisién beta negativa (E;,.. 498 keV') adecuada para

aplicaciones terapéuticas.

En este trabajo de tesis se reporta por primera vez, la preparaciéon de un nuevo radiofdrmaco
de lutecio-177 multivalente y multifuncional basado en un dendrimero (PAMAM-G4) conteniendo
nanoparticulas de oro en sus cavidades y conjugado a acido félico y al péptido bombesina, para

su posible uso en radioterapia dirigida, terapia fototérmica plasmoénica e imagen molecular dual

VIII



RESUMEN IX

(6ptica y nuclear) de cédncer de mama.

Por tanto, el primer objetivo de esta investigacién fue sintetizar '"’Lu-dendrimero-folato-
bombesina con nanoparticulas de oro (AuNPs) en la cavidad dendritica (}"'Lu-DenAuNP-
Folato-Bombesina) y evaluar el potencial del radiofirmaco para la radioterapia dirigida y la
deteccién simultanea de receptores de folato (FR) y de receptores del péptido liberador de gastrina
(GRPRs) sobre-expresados en células de cancer de mama. El p-SCN-bencil-DOTA se conjugé en
medio acuoso bésico a los grupos amino del dendrimero. Los grupos carboxilato de la Lys!'Lys?
(DOTA)-bombesina y el acido félico se activaron con HATU y también se conjugaron al dendrimero.
El conjugado se mezclé con HAuCly seguido de la adicién de NaBHy y se purificé mediante
ultrafiltracién. Se realizé el andlisis elemental (EDS), la distribucién de tamafio de particula
(DLS), andlisis de TEM, espectroscopia de UV-Vis, infrarrojo y de fluorescencia. El conjugado se
marcé radiactivamente usando '""LuCls y se analizé por radio-HPLC. Los estudios confirmaron
la funcionalizacién del dendrimero con alta pureza radioquimica (> 95%). Los resultados de
fluorescencia demostraron que la presencia de AuNPs en las cavidades dendriticas confiere al
radiofarmaco propiedades fisicas ttiles para la obtenciéon de imégenes Opticas. Los estudios de
unién en células de cdncer de mama T47D mostraron una captacién celular especifica (41,15 +
2,72%). Por tanto, el '""Lu-DenAuNP-Folato-Bombesina presenta propiedades adecuadas como
un agente de imagen éptica y nuclear para tumores de mama que sobre-expresan GRPR y FRs,
asi como un nanosistema con potencial para ser utilizado en radioterapia de blancos moleculares

especificos.

La integracién de propiedades fluorescentes y plasmoénicas en una molécula es de importancia
en el desarrollo de nanosensores multifuncionales para imagen y terapia. El segundo objetivo de
esta investigacion fue evaluar las propiedades fluorescentes y el potencial terapéutico fototérmico-

plasménico y radioterapéutico del ""Lu-DenAuNP-Folato-Bombesina cuando se internaliza en
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células T47D de cédncer de mama. La fluorescencia intensa NIR emitida a 825 nm del conjugado
dentro de las células, corroboré la utilidad de DenAulNP-Folato-Bombesina para la formacion de
imagenes Opticas. Después de la irradiacion laser, la presencia del nanosistema en las células
provocd un aumento significativo de la temperatura del medio (46.8 °© C, comparado con 39.1
° C sin DenAuNP-Folato-Bombesina, p < 0.05), lo que resulté en una disminucién significativa
en la viabilidad celular (Hasta 16.51 4 1.52%) debido a las propiedades plasménicas del '77Lu-
DenAuNP-Folato-Bombesina. Después del tratamiento con el radiofarmaco, la viabilidad celular
T47D disminuyé 90 % debido a la dosis absorbida por radiacién (63.16 + 4.20 Gy) administrada
dentro de las células. Se concluye que el '""Lu-DenAuNP-Folate-Bombesina internalizado en
células de cancer presenta propiedades adecuadas para la obtencion de imagenes épticas, terapia

fototérmica-plasmoénica y radioterapia dirigida.



Summary

Theragnostics (or theranostics) is an acronym of therapeutics and diagnostics. In this project, the
term refers to molecular/macromolecular vectors of specific recognition and nanoplatforms that
incorporate both functions, diagnosisand therapy simultaneously. In addition, the incorporation of
diagnostic and therapeutics functions may be useful in monitoring disease progress and evaluating

the response to combined therapy.

By using radiopharmaceuticals, it is possible to record and detect by in wvivo imaging the
spatio-temporal distribution of molecular or cellular processes for diagnostic and therapeutic
applications using nuclear medicine techniques. Lutetium-177-based radiopharmaceuticals are
considered theranostic systems because of their gamma emission (208 keV') useful for performing
the diagnostic image and its negative beta radiation(E,;q, 0.498 MeV') suitable for therapeutic
applications. In this thesis it is reported for the first time, the preparation of a new multivalent and
multifunctional lutetium-177 radiopharmaceutical based on a dendrimer (PAMAM-G4) containing
gold nanoparticles, folic acid, and the peptide bombes insuitable for targeted radiotherapy,

plasmonic-photothermal therapy and dual molecular imaging (optic and nuclear) of breast cancer.

Therefore, the first aim of this research was to synthesize !'""Lu-dendrimer-folate-

bombesin with gold nanoparticles (AuNPs) in the dendritic cavity (1""Lu-DenAuNP-Folate-

XI
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Bombesin)and to evaluate the radiopharmaceutical potential for targeted radiotherapy and the
simultaneous detection of folate receptors (FRs) and gastrin-releasing peptide receptors (GRPRs)
over-expressed in breast cancer cells. p-SCN-Benzyl-DOTA was linked to the dendrimer in an
aqueous-basic medium. The carboxylate groups of Lys; Lyss(DOTA )-Bombesin and folic acid were

activated with HATU and conjugated to the dendrimer.

The conjugate was mixed with 1% HAuCly followed by the addition of NaBH4 and purified by
ultrafiltration. Elemental analysis (EDS), particle size distribution (DLS), TEM analysis, UV-Vis,
infrared and fluorescence spectroscopies were performed. The conjugate was radiolabeled using
17TuCls and analyzed by radio-HPLC. Studies confirmed the dendrimer functionalization with
high radiochemical purity (> 95 %). Fluorescence results demonstrated that the presence of AuNPs
in the dendritic cavity confers useful photophysical properties to the radiopharmaceutical for optical
imaging. Binding studies in T47D breast cancer cells showed a specific cell uptake (41.15 + 2.72%).
177Lu—Dendrimer(AuNP)—I*“olaute—Bombesin showed suitable properties as an optical and nuclear
imaging agent for breast tumors over-expressing GRPR and FRs, as well as for target-specific
therapy. The integration of fluorescence and plasmonic properties into one molecule is of importance

in developing multifunctional imaging and therapy nanoprobes.

The second aim of this research was to evaluate the fluorescent properties and the plasmonic-
photothermal therapeutic and radiotherapeutic potential of '7’Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin
when it is internalized in T47D breast cancer cells. The intense NIR fluorescence emitted from
the conjugate inside cells corroborated the usefulness of DenAuNP-Folate-Bombesin for optical
imaging. After laser irradiation, the presence of the nanosystem in cells caused a significant increase
in the temperature of the medium resulting in a significant decrease in cell viability (down to 16.51
+ 1.52 %)due to the '""Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin plasmonic properties. After treatment with

177 u-Den AuNP-Folate-Bombesin, the T47D cell viability decreased 90 % because of the radiation
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absorbed dose (63.16 + 4.20 Gy) delivered inside cells. In conclusion, the !""Lu-DenAuNP-Folate-
Bombesin nanosystem internalized in cancer cells exhibited properties suitable for optical imaging,

plasmonic-photothermal therapy, and targeted radiotherapy.
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Capitulo 1

Antecedentes

1.1 Radionuclidos

A cada especie nuclear se le denomina niclido, es caracterizada por sus constituyentes nucleares, el
nimero de protones que define al elemento y el nimero de neutrones que pude variar dando lugar
a una nueva configuracién o (nuclido). Los niclidos pueden ser estables y no mostrar algiin cambio
en su estructura. Otros son inestables, presentan una transformaciéon por medio de un decaimiento
radiactivo, durante este proceso emiten fotones (1tiles para imagen) y/o radiacién de particulas que
pueden tener una aplicacién terapéutica. Se conoces hasta hoy cerca de 2,300 niclidos inestables,

y 280 son estables o tienen vidas medias mayores a 1024 anos [1].

La mayoria de los niclidos radiactivos (radiontclidos) son producidos artificialmente, transforman-
do un nicleo estable en uno inestable por medio del bombardeo con elementos nucleares, princi-
palmente neutrones, protones, deutrones, particulas alfa o rayos gama. La fuente generadora puede
ser un radiontclido, un reactor nuclear, acelerador de particulas (Van de Graaf, cyclotron, linac,

etc.). La gran variedad de radiontclidos creados tienen distintas aplicaciones en fisica, biologia
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y por su puesto en Medicina Nuclear (radiofdarmacos), donde se pueden emplear en diagndstico

(nuclear /imagen molecular) y/o (tratamiento/manejo) de pacientes con cancer.

1.2 Radiofarmacos Teragnosticos

El término Teragndstico se refiere a la combinacién de herramientas de diagndstico y terapia en un
mismo elemento que actian al mismo tiempo. Este revolucionario concepto de agente teragnéstico
(terapia 4+ diagndstico) se postula como sumamente eficaz en el tratamiento y diagndstico

simultédneo de patologias de elevada morbilidad y mortalidad como el céncer [2, 3, 4, 5].

En el contexto de la medicina nuclear en el diseno de estos sistemas multipropdsitos se considera
el uso de agentes radiactivos para diagndstico y terapia. Tales agentes presentan un alto potencial
para: (1) localizacién y estadio de la enfermedad; (2) investigar la biodistribucién y dosimetria para
la optimizacién de la dosis terapéutica; (3) posibilidad de medicina personalizada; y (4) monitoreo

de la respuesta al tratamiento.

Algunos casos un mismo agente (radionticlido dual) puede emplearse con un doble fin dada su
multiple emisién de radiacion util para diagnodstico o tratamiento. Otra posibilidad para obtener
esta doble funcién, es la combinacién de varios isétopos de un mismo elemento (*Sc —47 Se,

64CU __67 CU, GSGCL _ 67 Ga, 86Y _90 Y, 124[ _ 131 I)[l]

Los radiontclidos duales pueden dividirse en tres grupos por la combinacién de emi-

sores gamma para imagen, con tipos de emisores terapéuticos como electrones (87)

478y 67 Oy, 11TM S 131 [ 153 Sy 177 Ly 213 Bi), electrones Auger (57Ga,'!! In,'23 T articulas alfa
b ) ) ) b b ) g ) ) y p

(2L A

El empleo de estos radiofarmacos en el desarrollo de un agente teragndstico no es del todo un
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procedimiento simple, hay varios factores que hasta hoy han limitados su uso y desarrollo, por
ejemplo, la radiacion gama de altas energias en combinacién con vidas media largas dan como

resultado dosis adicionales de radiacién no deseadas a érganos sanos durante la terapia.

1.3 Radionuclidos para Diagnéstico y Terapia

Los criterios de seleccion de un radiontclido para ser usado con fines diagnésticos o terapéuticos
abarca tanto variables Fisica (vida media del radiontclido, tipo de radiacién emitida, energia,
abundancia y pureza), Biolégicas (vida media biolégica, fairmaco cinética), Quimicas (afinidad) y
practicas (costo y facilidad de produccién) [1, 6]. A los ntclidos usados en aplicaciones médicas se
les denomina radiofarmacos, un radiofarmaco es entonces toda sustancia que conteniendo un atomo
radiactivo dentro de su estructura y que, por su forma farmacéutica, cantidad, calidad y tipo de

radiacién, puede ser administrado en los seres humanos con fines diagndsticos o terapéuticos [7].

1.4 Radiontuclidos para Terapia

La emisién de los radiontuclidos usados para terapia consiste de, electrones Auger, particulas
alfa, particulas beta y electrones de conversién, todos excepto las particulas beta son clasificadas
como radiacién de alta transferencia lineal de energia (LET). Los electrones de conversién son
generalmente monoenergéticos por lo que tienen un rango discreto en tejido, en contraparte las
particulas beta tiene un amplio rango de energia. Los electrones Auger viajan cortas distancias, son
muy efectivos para matar células solo cuando estdn muy préximos al ADN celular. Las particulas
alfa son generalmente efectivas de (4 a 10 ) didmetros celulares. Mientras que los electrones de
conversién son efectivos de (0 a 50) didmetros celulares[8]. En general todos los emisores de

particulas de alta tasa de LET son mucho maés eficaces para lesiones pequenas y micrometastasis,



ANTECEDENTES 4

para tumores pequenios de 1 a 0.2mm los emisores alfa son mucho més eficientes, ejemplo, el 2! At
con LET de (~ 80KeV/mm) es de 9-33 veces més eficiente que uno de baja LET como el 2V
con LET de (~ 1KeV/mm). En la superficie celular el 211 At es 1200 veces més eficiente que Y
[1]. Sin embargo los emisores de alta LET son poco eficientes para tratar masas tumorales grandes
y macrometastasis debido a su corto alcance necesitan mayor especificidad y selectividad de los

blancos tumorales.

En general la seleccién del radiofarmaco terapéutico depende de la naturaleza, el grado y el estadio

de la enfermedad.

1.5 Muerte celular inducida por radiacién

El inducir muerte celular por radiaciéon en un organismo es una funcién de probabilidad en la que
influyen un gran ntmero de factores tales como el tipo de célula irradiada, la naturaleza y energia
de la radiacién, la dosis suministrada, entre otros. La radiacién puede inducir muerte celular por
dano a distintos componentes estructurales celulares de forma no selectiva, sin embargo el punto
critico o blanco principal es la molécula de ADN; Las acciones de la radiacién sobre el ADN son
siempre de tipo lesivo y se manifiestan como pérdida de informacién en el material genético y
se manifestara siempre como una pérdida de alguna funcién o de alguna actividad especifica. La
magnitud del dano dependera del mecanismo de accidn, el sitio de accién (punto critico o volumen
critico como lo plantean Erwin Schrédinger en su obra sQue es la vida? [9] ) y la cantidad de
acciones, es decir la dosis suministrada. Si el objetivo es propiciar muerte celular se busca causar la
mayor cantidad de danos al ADN, para evitar que la célula los pueda reparar. La fragmentacion de
una sola hebra, los danos a las bases y enlaces cruzados de proteinas en general son reparadas con
alta fidelidad, no asi las rupturas de doble hebra y las lesiones multiples. Las lesiones que no son

reparadas conllevan a mutaciones en el ADN y/o a muerte celular siguiendo diferentes rutas, como:
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apoptosis, necrosis, catastrofe mitotica, autofagia y senescencia, siendo la muerte mitotica la mas
comun después de una irradiaciéon. Ademads por medio del efecto «bystander», las células con dafio
radiobiolégico también pueden inducir muerte celular en células vecinas, no irradiadas a través de

la liberacion de citosinas y elementos altamente reactivos quimicamente llamados radicales libres.

Existen dos mecanismos principales de dano al ADN por radiacién, el primero es la ionizacién en la
molécula causando por el impacto directo de algin fotén o particula, este mecanismo es menos
probable, ya que el ADN es un blanco relativamente pequefio. El segundo es una interaccién
indirecta que consiste en la generaciéon de radiacales libres de agua que interaccionan con las
bases hidrogenadas provocando rompimientos, esta es la interaccién mé&s probable debido a la

gran cantidad de moléculas de agua que rodean al ADN, causando una mayor cantidad de danos.

Dada la naturaleza fisica de la radiacion ionizante se puede clasificar como radiacién de particulas
u ondas electromagnéticas, cada una dependiendo de su energia interacciona de forma diferente
con la materia o 4tomos que encuentra a su paso. A esta propiedad para particulas se le denomina
transferencia lineal de energia o LET Linear Energy Transfer, la radiacién de alto LET provoca

una mayor densidad de ionizaciones es decir méas danos a lo largo de su camino [10].

1.6 Tratamiento de cancer por Hipertermia

El uso de calor para tratar el cancer no es algo nuevo, es probablemente una de las terapias mas
antiguas contra el cancer. De hecho, la primera aplicacién documentada se encuentra en The Edwin
Smith Surgical Papyrus, un papiro egipcio de entre los anos 3000 y 2500 a. C., en el que un paciente
con cancer de mama fue tratado con calor [11]. Hipdcrates (460-370 a. C.) trat6 tumores ulcerados
por medio de la cauterizacion de forma directa con hierros incandescentes o por medio de sustancias

cauterizantes. En 1893 William Coley demostré la desaparicién de tumores malignos en pacientes
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con fiebre alta. El tratamiento de cancer induciendo fiebre a los pacientes se implementé pero no
tuvo mucho éxito debido a la toxicidad impredecible que presentaba. Mds adelante la hipertermia
fue retomada con el surgimiento de nuevas tecnologias. En 1975 en Washington tuvo lugar el primer
congreso de de hipertermia denominado: ”La hipertermia como una modalidad de tratamiento del
céancer”. Durante los afios 70 tuvo aceptacion pero el interés se desvanecié al aparecer dificultades

tecnoldgicas para controlar y localizar el calor en una determinada regién.

Para suministrar calor a tejidos del cuerpo se han empleado diferentes fuentes y métodos, incluyendo
lamparas infrarrojas, ultrasonido, fuentes de radiofrecuencia [12]. Sin embargo es complicado limitar
el calor a una zona determinada sin danar los tejidos circundantes sanos. Recientemente se han
desarrollado nuevas técnicas como la terapia fotodindmica la cual emplea una combinacién de
sustancias fotosensibilizadoras y fuentes de luz laser para el tratamiento de tumoraciones, dando
resultados parciales, sin embargo la citotoxicidad y la inespecificidad de los elementos sensibilizantes

conllevan a efectos adversos [13].

1.7 Bases bioldgicas de la hipertermia

Cuando se induce un aumento de temperatura en células por arriba de los 45°C' sufren un proceso de
lisis y mueren. Los mecanismos mediante los cuales una temperatura por debajo de 45 °C induce
muerte celular no estan completamente bien definidos. Uno de los mecanismos importantes que
lleva a las células a la muerte es probablemente la desnaturalizacién de proteinas, que se observa
a temperaturas mayores a 40 °C, lo que conduce, entre otras cosas, a alteraciones en estructuras
como el citoesqueleto, membranas, y cambios en complejos enziméaticos para sintesis de ADN y

reparacion del mismo [14].

Investigaciones han demostrado que las altas temperaturas 43-44 °C pueden dafniar y matar células
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cancerosas, generalmente con lesién minima a tejidos normales [15]. Cualquier tipo de tratamiento
para tratar el cancer ya sea radio o quimioterapia esta basado en el hecho de que el comportamiento
de las células cancerigenas es diferente al comportamiento de las células normales, es decir las
células afectadas son méas susceptibles al dano. La hipertermia se basa en el mismo hecho; se
ha demostrado que las células cancerosas son menos resistentes a la temperatura que las células

normales [16, 15, 17].

El tratamiento a temperaturas entre 40 y 44 °C es citotéxico para las células en un entorno con
presién de Oy y pH bajos, que son las condiciones que se encuentran especificamente en tejido
tumoral, debido a la perfusién sanguinea insuficiente[15]. En tales condiciones la radioterapia y la
quimioterapia son poco eficaces debido a la baja oxigenacion y a que los agentes citotoxicos llegaran
a esas zonas en concentraciones mas bajas que en las zonas bien perfundidas. El calor tiene un
efecto sinérgico tanto en la radio como de la quimioterapia [10]. Es un potente sensibilizador de la
muerte celular por radiaciéon ionizante, que puede atribuirse al hecho de que el calor es un agente

pleiotrépico perjudicial [18, 19].

1.8 Radiontuclidos como agentes de Diagndstico

Como agentes de diagnéstico se consideran aquellos medicamentos que se utilizan para el diagnostico
clinico de las enfermedades. Aunque no presentan un efecto terapéutico sobre la patologia del

paciente.

Los radiofarmacos para diagnéstico son empleados sélo para la localizacién de inflamacién, infeccién,
diagnosticar existencia de células malignas, en estudios de funcionalidad de 6rganos, entre otros.
Para el diagnéstico es necesario el uso de radiontclidos que minimicen la dosis absorbida al paciente

y posean caracteristicas de deteccion de acuerdo a la instrumentacion actual para la deteccién
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[20]. Los radiontclidos usados en el diagnéstico, tienen como principal caracteristica la emisién de
radiacion electromagnética ( Gamma +), debido a las técnicas centellograficas, la eleccién de una
energia moderada permite obtener una mayor eficiencia en la deteccion. En general se recomiendan
energias entre 120 y 400K eV. Si la energia es demasiado baja se producird una seria absorcién y

dispersién de la radiacién en el tejido [20].

1.9 PmTe

El 9MT¢ es radiontclido méas utilizado con fines diagndsticos en (~ 85%) las exploraciones de

medicina nuclear, con al rededor de 40 millones de procedimientos por afo en todo el mundo [21].

El 9" T¢ se desintegra por emisién beta y se transmuta a %’ Ru. Al mismo tiempo, por transicién
isomérica y la emisién de radiacién gamma monoenergética de 140keV (89.1 %) pasa al %T¢, con
una vida media (77/) de 6.03horas [22]. Es muy adecuado para diagnéstico ya que los fotones
gamma que emite tienen una longitud de onda aproximadamente igual a la de los rayos X que se
producen en equipos de diagndstico convencional. La energia de la radiaciéon gamma es apropiada

para ser detectada por los equipos actuales con cristal de centelleo o gamma camaras.

La Ty fisica corta y la vida media bioldgica de 24horas permiten estudios diagnésticos rapidos

manteniendo una dosis baja en el paciente.

Por ser metal de transicién es muy versétil y puede formar compuestos y complejos (radiofdrmacos)
con nimeros de oxidacién del *7, 76, 75, T4, *3,72, 1,0, 71, ~2 y del ~3. Esta versatilidad es
sumamente 1til en la Medicina Nuclear [23]. Los compuestos de coordinacién pueden llevar como
vector a anticuerpos, péptidos o nucledtidos y se unen al tecnecio por medio de un conector y un

ligante especifico. Estos radiofarmacos son ttiles para estudios a nivel molecular [2] .
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1.10 '""Lu Como un agente teragnéstico

La combinacion rayos gama de relativa baja energia acompanadas de emisién beta terapéuticas y
una vida media corta hacen del 77 Lu una opcién viable en el desarrollo de sistemas teragnésticos,
posee un periodo de semi-desintegracion Tj,, = 6.73 dias. Es un emisor de particulas beta
menos (7) con una energia maxima FEy,.,, = 497keV (abundancia 78.6 %), 384keV (9.1%.) y
176keV (12.2%). También es emisor de fotones gamas E, = 113KeV (6.4%) y 208KeV (11%).
La energia beta menos promedio es de 0.134MeV con un alcance promedio de 2mm en tejido
blando[24]. La energia de las gamas es apropiada para la adquisicién de imagenes in vivo en cAmaras
gamma y single-photon emission computerized tomography (SPECT), en la realizacién de estudios

dosimétricos personalizados previos a la terapia radionuclidica.

1.11 Agentes para reconocimiento molecular

1.11.1 Anticuerpos Monoclonales

Todos los linfocitos B que han sido estimulados por un antigeno dan lugar a anticuerpos que
reconocen una pequena parte de la estructura del antigeno (epitopo). Cuando un animal es expuesto
a un antigeno complejo algunas células B fabrican anticuerpos para ese epitopo, mientras que otras
fabrican anticuerpos para otros epitopos del mismos antigeno, por consiguiente los los anticuerpos
presentes en el torrente sanguineo son en realidad una mezcla de moléculas, cada una de ellas
especifica para un determinado epitopo. Dado que estos anticuerpos derivan de varias células B

distintas se denominan anticuerpos policlonales|25].

Cada linfocito B formador de anticuerpos estd especializado en la sintesis y secrecién de un anti

cuerpo y solo uno. este tipo de células no proliferan en un cultivo, si estas células pudieran proliferar
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en principio se podria aislar un clon que sintetizara un anticuerpo dirigido contra la proteina de
interés. En 1975 Georges Kohler y Cesar Milstein descubrieron una forma de propagar linfocitos
formadores de anticuerpos con células cultivadas procedentes de un ratén con mieloma multiple
(proliferacién cancerosa de leucocitos) lo que dio lugar a la produccién de anticuerpos provenientes

de una sola célula B (anticuerpo monoclonal) [26].

En si un anticuerpo monoclonal es un anticuerpo homogéneo producido por una célula hibrida

(hibridomas) que resultan de la combinacién de un linfocito B con una célula de mieloma.

Durante 20 anos los anticuerpos monoclonales se volvieron populares como una arma capaz
de identificar, localizar y tratar neoplasmas en humanos en un estado inicial de desarrollo[27].
Esa fascinaciéon y simple principio se torné dificil para transportar a la realidad tan deseada,

principalmente debido a la gran masa molecular ( ~ 150kDa) de los anticuerpos|28].

1.11.2 Péptidos

El mantenimiento de la homeostasis es fundamental para la supervivencia del individuo y
propagacion de su especie. Para ello, debe existir una coordinacion entre las condiciones ambientales
externas y los procesos fisiolégicos que materializan la respuesta a ellas. Asi, los seres vivos han
desarrollado una serie de mecanismos y sistemas que les permiten mantener esta homeostasis y

adaptarse de este modo al ambiente.

Con este fin, los mamiferos, han desarrollado un procedimiento de defensa complejo, que incluye
algunos de los componentes del Sistema Nervioso Central (SNC), como son el niicleo paraventricular
del hipotalamo, distintos ntcleos noradrenérgicos del tallo cerebral, el eje hipotalaino-hipofisis-
adrenal y el sistema nervioso auténomo. El objetivo de todos estos sistemas en su conjunto es

mantener la homeostasis tanto en situacién basal como de estrés, e intervenir en la regulacién de
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funciones corporales fundamentales, como el tono cardiovascular, la respiracion y el metabolismo.
Por otra parte, la activacion de estos sistemas también altera funciones reguladas por el
sistema nervioso autéonomo periférico, como son la funcionalidad gastrointestinal y la respuesta
inflamatoria e inmune. Los péptidos son disenados por naturaleza para estimular, regular o inhibir
estas funciones, actuando principalmente como transmisores de informacién y coordinadores de

actividades entre tejidos del organismo.

Los péptidos son compuestos que contienen aminodcidos (dcidos a-amino carboxilicos) unidos por
enlaces peptidico, es decir por la unién del carboxilo terminal de un aminoacido y el amino terminal
del siguiente, en contraste con las proteinas generalmente no poseen una estructura tri-dimensional
bien definida (terciaria), (tienen menos de (10 — 12kDa ), las proteinas pueden estar formadas por
la unién de varios polipéptidos[28]. Un ejemplo de polipéptido es la insulina, compuesta por 51
aminoacidos y conocida como una hormona de acuerdo a la funcién que tiene en el organismo de

los seres humanos.

Se ha encontrado que tales sustancias estan presentes en las células y fluidos del cuerpo en cantidades
extremadamente pequenas; es por ello que los péptidos se consideran como agentes ideales para

aplicaciones terapéuticas.

Una de las muchas razones por el creciente interés por los péptidos y sus receptores en las células es
la posibilidad de usarlos como vectores para la localizaciéon y marcaje, debido a que los receptores
de péptidos se sobre-expresan en el cancer en comparacién con su expresion en tejido normal.
Algunos tipos de tumores, generalmente los del sistema endocrino o neurolégicos, pueden expresar
una concentracién de receptores del péptido somatostatina hasta 1000 veces mayor que las células
normales, es por tal motivo que esta molécula posee un alto potencial para su uso en diagndstico

y tratamiento [3, 23, 28, 29].
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Los péptidos pueden sintetizarse de manera artificial con una funcién similar al los creados
naturalmente denominados péptidos analogos. Los andlogos de péptidos reguladores representan
una clase de moléculas sintéticas similares en funcionalidad a las producidas en el organismo,
son empleadas para marcar especificamente células de cancer incorporando quimicamente algin
elemento radiactivo dando lugar a un péptido radiomarcado. Los receptores de estos péptidos,
son proteinas sobre-expresadas en numerosas células de cancer humano. Estos receptores se han
utilizado cémo blancos moleculares para péptidos radiomarcados con el fin de localizar tumores

primarios y sus metdstasis [29, 7].

1.11.3 Somatostatina

La somatostatina es un péptido (14 amino dcidos) multifuncional, es sintetizada en el hipotdlamo
y pancreas, actia como neurotransmisor a nivel del SNC y como hormona, en otros sitios. La
somatostatina posee un tiempo de vida media biolégica pequeno (2 — 3minutos). Entre los varios
efectos se destacan los inhibitorios: suprime la liberacién de hormona del crecimiento por la glandula
pituitaria anterior, asi como la liberacién de otras hormonas a nivel pituitario, pancredtico y

gastrointestinal; paralelamente, inhibe la proliferacién de ciertas células[30].

Algunos tipos de tumores, generalmente los del sistema endocrino o neurolégicos, pueden expresar
una concentraciéon de receptores de somatostatina hasta 1000 veces mayor que las células normales,

es por tal motivo que esta molécula posee un alto potencial para su uso en diagndstico.

La contribucién clinica lograda durante la dultima década mediante el empleo de péptidos
radiomarcados, es la generacién de imagenes de tumores neuroenddcrinos que sobre-expresan
receptores de somatostatina. Estos resultados han sido ttiles en el estudio de otros péptidos para
detectar cancer asociado con receptores de péptidos como el péptido liberador de la gastrina,

colecistocinina, ligantes de péptidos para receptores de integrina o neurotensina. La mejora en
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los andlogos de péptidos permite obtener iméagenes clinicas especificas y terapia para diferentes
tipos de tumores, incluyendo, mama, prostata, pulmon, intestino, pancreas y tumores cerebrales
[7, 31]. Por lo tanto, la orientacién especifica a través de péptidos selectivos para fines diagndsticos

y terapéuticos es considerada como una estrategia prometedora en oncologia.

1.11.4 Péptidos andlogos a la Somatostatina (SST)

La somatostatina natural tiene una vida media biolégica pequenia (2 — 3minutos) se degrada
rapidamente por las proteasas del plasma y del tejido, esto limita su uso para la obtencién de
imagenes. Por esta razén se han sintetizado varios andlogos de somatostatina para prolongar el
tiempo de vida media in vivo. Cada analogo presenta distinta afinidad para distintos receptores en

la célula o para unirse a algunos radiontclidos.

Tabla 1.1: Algunos andlogos a la Somatostatina

Andlogos Secuencia

Octredtido D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr(ol)
Tyr3-Octreétido  D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr(ol)
Tyr3-Octreotato  D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr
RC-160 D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Trp-NHy

Lanreétido B3-D-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NHy

1.11.5 Péptido Liberador de Gastrina

El Péptido Liberador de Gastrina es un péptido de 27 aminoacidos que fue aislado por Mc Donald y
cols. en 1977 de tejido gastrico porcino e identificado posteriormente en el Sistema Nervioso Central
(SNC) de mamiferos y en el hombre, es un estimulador potente de las secreciones pancredtica y

gastrica en animal de experimentacién y en humano [32].
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1.11.6 Analogos del Péptido Liberador de Gastrina

El péptido bombesina (BN) se aislé de la piel de la especie de batracio Europeo Bombina variegata
pachypus en 1970 por Anastasi, Erspamer, y Bucci [33]. La primera bombesina de origen animal se
aislé del tejido intestinal porcino, nombrada (péptido liberador de gastrina ) (gastrin-releasing
peptide) ( GRP) debido a su potente accién liberadora de gastrina, el GRP es un péptido de 27
aminoacidos, difiere de la bombesina en sélo 10 residuos carboxi-terminales esto explica su actividad

biolégica similar.

Los péptidos analogos a la bombesina se distribuyen ampliamente por todo el sistema nervioso
central y el tracto gastrointestinal en mamiferos, estos péptidos juegan multiples roles fisiolégicos
incluyendo la estimulaciéon de la secreciéon de &acido gastrico, contraccién del musculo liso y
la regulacién de hormonas tales como la gastrina , colecistoquinina , hormona de crecimiento,

somatostatina e insulina [34].

Los receptores de GRP (GRP-r) estan sobre-expresados en la membrana celular de varios tumores
malignos, en particular se han encontrado receptores en cancer de préstata, mama, tumores
gastrointestinales y en los vasos peritumorales del cancer de ovario[35, 36]. Markwalder y Reubi
demostraron que los GRP-r se expresaron en 30 de 30 carcinomas prostaticos primarios invasivos

con alta densidad en la mayoria de los casos [36].

La fuerte y especifica unién que presenta la bombesina a los receptores GRP-r proporciona la base
para marcar a la BN con radiontclidos tales como el ®Ga, 4Cu, F y 9T ¢ para imagen nuclear

(37, 2]

Muchos de los anélogos de la BN marcados con ?™Tc¢ tienden a acumularse en el higado e

intestino como un resultado de su alta lipofilia y eliminacién hepatobiliar. La alta acumulacién
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de radioactividad puede interferir durante la deteccion de canceres positivos a receptores de BN o

GRP y sus metastasis en dreas abdominales [7].

Lin y cols. reportaron otro andlogo de la BN radiomarcada, DTPA, Lys®(°*™Tc-Pm-DADT),
Tyr*BN, que tiene poca eliminacién hepatobiliar. Los estudios in vivo con este radiofarmaco
mostraron que tenfa gran afinidad a las células cancerosas PC-3. Los estudios de biodistribuciéon
en ratones normales mostraron muy baja acumulacién de radioactividad en el higado e intestinos.

Asimismo la captacién en el pancreas fue significativa ya que es un érgano que expresa receptores

de BN/GRP [38).

Ferro-Flores y cols. conjugaron al quelante bifuncional HYNIC (dcido 6-hidrazinopididina 3-
carboxilico) y al coligante EDDA (é4cido etilendimino-N,N-diacético) a la bombesina para preparar
9mpe EDDA/HYNIC-[Lys3]-BN. La conjugacién de HYNIC resulté en propiedades menos
lipofilicas del péptido y consecuentemente baja eliminacién hepatobiliar y principalmente excrecién
renal [7]. Ademds Garcia-Garayoa y cols. recientemente mostraron que la introduccién de un spacer
hidrofilico entre la secuencia peptidica y el complejo de unién al ™Tc puede reducir la alta

lipofilicidad y mejorar la relaciéon tumor-tejido no blanco[39].

Nuevos andlogos de la bombesina se enfocan en el sistema quelante-DOTA por sus opciones de uso
multipropésito como SPECT, PET y PRRT [22]. Por ejemplo, el DOTA-PESIN (DOTA-PEG4-
BN(7-14)) demostré ser un compuesto muy prometedor. A pesar de tener afinidad moderada por
los GRP-r, present6 buna captacién in vivo en estudios animales. La eliminacion del compuesto fue
via renal y el tracto urinario con rapida depuracién de tejidos negativos a GRP-r, pero muy alta
acumulacién en rinones, que no pudo ser reducida a través de la co-inyeccién de lisina. Otro analogo
de la BN utilizando como quelante al DOTA es el 17" Lu-AMBA [40]. Este radiofArmaco mostré alta
captacion en tumores positivos a GRP-r en estudios animales y una razén tumor-fondo favorable.

El tratamiento del tumor in vivo con éste compuesto resulté en una sobrevida prolongada del ratén
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con el tumor y disminuy6 la tasa de crecimiento del tumor contra los ratones control, también se
excretd via renal, con alta acumulacién en los rifiones a pesar de la co-inyeccién de lisina, debido

probablemente a la falta de lisinas en la secuencia peptidica.

La aplicacion de péptidos andlogos de la bombesina radiomarcados en pacientes aun estd muy
limitada. Sin embargo el avance en la medicina nuclear especifica y la generacién de nuevos
analogos de la bombesina promueve su utilizacién no solo con fines de diagnéstico si no también
terapéuticos de diversas enfermedades. Por otra parte, como ya se menciono los péptidos analogos
a la bombesina se une a receptores especificos en la membrana celular, sin embargo la aplicacién de
nuevos métodos novedosos en el transporte eficiente del radiofarmaco al blanco mas radiosensible

de la célula incrementaria de forma significativa el diagndstico y/o tratamiento[41].

1.11.7 Acido Félico (AF)

El 4cido félico (AF) es la forma sintética de la vitamina B9 que se encuentra en suplementos y
alimentos fortificados, el folato que es la forma aniénica del (AF), se encuentra naturalmente en

los alimentos y es en esta forma quimica como actia en el organismo [42].

El acido félico es un componente esenciales en multiples procesos bioquimicos del metabolismo
celular, se requiere en la reaccién metabdlica de carbono y en consecuencia, es esencial para la
sintesis de bases de nucledtidos en la sisntesis de ADN. La deficiencia de acido félico en los seres
humanos se ha relacionado con anemia megaloblastica, defectos del tubo neural en el recién nacido,

y enfermedades del corazén [42].

La absorcién de folatos en practicamente todas las células del cuerpo estda mediada por la reduccién
de folato portador [43]. En general la algunos tipos de células de cédncer muestran una sobre-

expresion de Receptores de Folato (FR) comparadas con las células sanas los que hace que estas
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compitan de forma més agresiva para las bajas concentraciones, sin embargo la expresién de (FR) en
las células cancerosas es sorprendentemente variable para distintos tumores malignos [44, 45, 46],
algunos tumores malignos expresa (FR) principalmente en la isoforma alfa (F'Ra) en muy alto
niveles, otros a niveles intermedias y otros no muestran en absoluto [42, 47]. Estudios posteriores
han descrito tres isoformas Folato Receptores (FR) denominadas (F'Ra), (FRS) y (FR7) cada una

con distribuciones especificas para cada tejido.

El (FRa) es el mas ampliamente estudiado, tiene una baja expresiéon en células normales, esto
los convierte en un biomarcador de interés en el campo del diagnéstico y tratamiento del cancer,
una tipo de (F'Ra) es el (FOLRI), el cual es una proteina unida a la membrana con alta afinidad
para la unién y transporte de folato en las células, se han encontrado niveles (FOLR1) elevados en
tumores de origen epitelial en comparacién con el tejido normal, incluyendo ovario, mama, cerebro,
pulmoén y colorrectales[47]. La especificidad de los (FRa) (FOLR1) en los tumores hace que estos
receptores sean un objetivo prometedor para las estrategias de diagnéstico y tratamiento en las

distintas modalidades.

En la actualidad se han desarrollado un amplio niimero de radiofarmacos usados para diagnéstico de
de cancer siendo de mayor uso los radiomarcados con ™ T'c para la formacién de imagenes nucleares
en la técnica de (SPECT), este tipo de radiofarmacos marcados con folatos permitirfa seleccionar
pacientes con tumores que sobre-expresen (FR), predecir la respuesta a las terapia utilizando a los
(FR) como blancos moleculares en el cdncer de mama. Distintos estudios han confirmado la sobre-
expresion del (F'Ra) en todos los subtipos clinicos de cdncer de mama que comprenden receptores
de estrégenos positivos (ER+), receptores de progesterona positivos (PR +), positivos en el receptor
del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2+) y triples negativos (TNBC) que son (ER-),
(PR-), y (HER2). Los tumores (ER+) representan casi el 70 % de los canceres de mama invasivos

diagnosticados, el restante 30 % estrechamente se divide en entre los cdnceres de mama (HER2+)
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y triples negativos ambos con un mal pronostico en comparacién con (ER+)[48, 49]. Esto confirma
la viabilidad de emplear compuestos marcados con folatos para el trasporte a blancos moleculares

especificos.

1.12 Radiomarcado y Agentes Quelantes

El proceso de marcado de farmacos comenzé desde 1908 con el Dr. Paul Ehrlich, quién propuso que
los agentes quimioterapéuticos podrian unirse covalentemente a sustrato ligantes como anticuerpos,
los cuales tienen afinidad y especificidad para marcar tejidos que presentan tumores malignos [50],
desde ese momento varios investigadores estudian diferentes ligantes y agentes quimioterapéuticos
para la elaboracién de bioconjugados, dando inicio a la era de los radiofarmacos con la incorporacién
de metales radiactivos (radiontclidos) y diferentes moléculas para marcaje como: anticuerpos,

péptidos, ente otros.

En la técnica conocida como premarcado se emplea un agente quelante bifuncional (BFCA)
(bifunctional chelating agent) que forma un complejo con el radiontclido y después se conjuga con
la biomolécula marcadora. Se denominan quelantes o antagonistas a las sustancias que tienen la
propiedad de fijar los iones metdlicos de un determinado complejo molecular[51], la aplicacién de
los quelantes es evitar la toxicidad de los metales y logra que sean metabolizados y eliminados de
organismo. Un radiofdrmacos consisten de una molécula marcadora, un conector, un radiontclido

y un BFCA [51]. Algunas de las caracteristicas que debe cumplir un BFCA son las sigues:

s Que forme un complejo metdlico con alta estabilidad termodinamica para evitar la

competencia con quelatos nativos como la transferrina[52].

= Minimizar la disociacién in vivo del radionuclido.
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= Formar un complejo con una alta estabilidad termodindmica a pH neutro para mantener
intacto el radiontclido bajo condiciones fisioldgicas asi como generar un quelato metélico con

la menor cantidad de isémeros posibles.

= La coordinacién con el radiontclido debe ser fuerte y formar un complejo relativamente
estable, que coincida con la naturaleza y estado de oxidacién del radionuclido para evitar

un cambio en su estado de oxidacién[52].

= Debe presentar tolerancia hacia la radidlisis, ya que una dosis alta de radiacién [, puede
producir radicales libres muy reactivos, los cuales ocasionan una descomposicion considerable
del quelato metalico durante la distribucién del radioconjugado ocasionando que este sea

altamente téxico[52].

DTPA (4cido N“-dietilentriaminopentadcetico). Este pertenece al grupo de los quelatos
poliaminocarboxilicos y es un derivado del EDTA, que fue desarrollado por Sundberg y
colaboradores. E1 DTPA es un grupo quelato fuerte para lantdnidos y algunos iones metalicos
de transicién incluyendo Mn (II) e In (III), no es un buen ligando para Tecnecio y Renio. E1 DTPA
se puede unir tanto a grandes proteinas como albiminas , anticuerpos y a pequenios péptidos como

los andlogos de la somatostatina[53].

El agente quelante DOTA (4cido dodecanatetraacético) junto con sus derivados son una buena
alternativa que puede ser utilizada en lugar del DTPA, ya que los complejos metélicos de dicho
compuesto han mostrado tener una liberacién del radiontclido bajo condiciones fisiologicas [54].
El DOTA forma complejos muy estables con una variedad de radiontclidos trivalentes, tales como

68Ga 79,90Y 111[n 149Pm 177Lu[55 52]

Se han desarrollado dos metodologias de conjugaciéon del DOTA con biomoléculas. En el primer

método, uno de los cuatro grupos carboxilicos en la molécula de DOTA es activado para facilitar su
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reaccion con aminas primarias en la biomolécula y formar un enlace amida estable. Mientras que
en el segundo método, la biomolécula se une covalentemente a los derivados de DOTA con cadenas

laterales, como es el caso de la molécula p-SCN-Bz-DOTA.

1.13 Nanoparticulas de Oro

La nanoparticulas de metales nobles y en especial las nanoparticulas de oro (AuNPs) son una de
las plataformas maés atractivas usadas en aplicaciones biomédicas debido a sus tinicas propiedades
fisicas, quimicas y su magnifica biocompatibilida y baja toxicidad [56, 57]. También son conocidas
como oro coloidal, que hace referencia a soluciones con particulas de oro que contienen de 20 a
15000 &tomos con tamanos entre 2 — 100nm con un estado de oxidaciéon de cero y propiedades
superficiales en escala nanométrica diferentes de las que presenta el mismo material a macroescala.
La utilidad de las AuNps para cualquier aplicacién biomédica es dependiente de dichas propiedades,
siendo posible modificar su superficie al hacerlas reaccionar con diferentes biomoléculas, lo que
permite la formacién de conjugados de elevada estabilidad quimica [58]. La unién de varia moléculas
de proteinas péptidos u oligonucleétidos a la superficie de una nanoparticula AuNp produce
sistemas estables y multifuncionales capaces de incrementar las uniones multivalentes de las AuNp-
biomoléculas a sus receptores sobre expresados en las células, lo que permite el reconocimiento,

ubicacion y tratamiento de blancos moleculares especificos.

Las AuNps funcionan como nano-transportadores para la vectorizacion selectiva de farmacos,
radiofarmacos y macromoléculas terapéuticas. También destaca su utilidad en la elaboracién de
«sistemas transportadores inteligentes» que permiten controlar, en el espacio y en el tiempo,
la liberacion del compuesto terapéutico transportado, con una activaciéon desencadenada por un
estimulo biolégico interno (por ejemplo una variacién en la concentraciéon de glutatién entre el

exterior y el interior de la célula) [59] o por activacién de un estimulo externo (por ejemplo luz
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laser)[60].

En los ultimos anos, se han dirigido notables esfuerzos a la investigacién y aplicacién de las AuNPs
en la deteccién temprana, diagnéstico y tratamiento del céncer [61, 62, 63, 64]. En este sentido,
es preciso subrayar el interés de éste proyecto dirigido a disenar nanoplataformas «duales», en las
que se combinan gracias a la utilizacién de AuNPs y Dendrimeros los principios de diagnéstico y

terapia del cdncer en un mismo elemento.

1.13.1 Resonancia de Plasmones de superficie en nanoparticulas de oro

A medida que se reduce el tamano de un metal hasta llevarlo a una escala nanométrica sus
propiedades cambian y aparecen nuevas propiedades fisicas diferentes a las que presenta el material
a nivel macroscopico. Estas propiedades dependen en gran medida de su tamano y estructura
principalmente debido a dos razones [65]: (i) El tamafio de estos sistemas estd en el orden de las
longitudes tipicas de algunos fenémenos fisicos, la respuesta del sistema dependerd de las condiciones
de contorno ya que no son periddicas como se presentan en al material a una escala macroscépica.
(it) Debido al incremento de la cantidad de dtomos en la superficie en comparacion con los de
volumen en la particula, los efectos de superficie cobran una mayor importancia. Cuando el tamano
de las particulas disminuye hay un incremento enorme en la fracciéon de atomos superficiales. Por
lo tanto, cuando el tamano de particulas tiende a unos pocos nm los efectos de superficie adquieren

mucha importancia.

Las dimensiones de nanoparticulas de oro son tan pequenas que la luz puede ficilmente penetrar
toda la nanoparticula e interaccionar con el conjunto de electrones de la banda de conduccién.
El resultado de la interaccién de la onda electromagnética (luz) con la nanoparticula, que como
ya se menciond posee una gran cantidad de electrones de conducciéon, hace que esta nube de

electrones se desplace con respecto a los iones cargados positivamente. Si el campo electromagnético
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induce oscilaciones coherentes en la nube electrénica, apareceran efectos de resonancia denominados
Resonancia del plasmén de superficie, por sus siglas en ingles Surface plasmon resonance (SPR),
ver Fig.1.1. La frecuencia de resonancia estd determinada principalmente por la resistencia de la
fuerza restauradora, que a su vez depende de la separacion de las cargas superficiales, es decir, el
tamano de particula, la polarizabilidad del medio entre y alrededor de las cargas y la polarizabilidad
de los electrones internos de la particula de metal. Este fenémeno puede describirse por medio de

la teoria de Mie que se describe a continuacién.

Electric field

Nanoparticle

Figura 1.1: Esquema ilustrativo del efecto de resonancia del plasmén de superficie.

1.13.2 Teoria de Mie

Gustav Mie, en 1908 desarrollé una teoria para explicar rigurosamente el problema de dispersion
de la luz por una particula esférica de un material arbitrario [66], dando explicacién tedrica a los
fenémenos dpticos que se presentaban en coloides [67]. Esta teoria es muy compleja y excede con
mucho los objetivos de este trabajo. Sélo se exponen aqui de forma general algunos fundamentos

fisicos de la misma y los resultados mas significativos enfocados a explicar el fendmeno de (SPR).
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Esta teoria describe la interaccién de una onda plana con un dieléctrico esférico partiendo de la
solucién analitica de las ecuaciones de Maxwell. Es basada en la hipdtesis de que mientras el campo
electromagnético interactia con la particula tiene lugar una separacién de cargas (electrones) en la
superficie de la particula. La solucién de las ecuaciones de Maxwell conduce a una relaciéon para la
seccién transversal de extincién de una particula C,,; la cual se define como la pérdida de energia
en la direcciéon de propagacion de la luz incidente, debido tanto a la dispersién y absorcion por la
particula:

Ceact = Cabs + Cdis (11)

donde Ceyt, Cops, Cais € la seccidn transversal de extincidn, absorcion y dispersion respectivamente.

Usando la expresion para la funcion dieléctrica:

e(w) = ' (w) + 1" (w) (1.2)

donde &’ y " son la parte real e imaginaria de la funcién dieléctrica, mientras que w es la frecuencia
angular de la onda incidente de acuerdo al modelo de Drude. Tomando las consideraciones del
mismo, es decir que se trata de particulas esféricas envueltas en un medio no absorbente e isotrépico
con una constante dieléctrica g,,, Mie calculé la seccién transversal de extinciéon dada por la

siguiente ecuacién:
2 E// (W)

[€'(w) + 2612 + &"(w)?

(1.3)

donde c es la velocidad de la luz en el vacio, Vj es el volumen de la nanoparticula esférica denotado

como: Vo = (47/3)R? y &, la constante dieléctrica del medio.

Como puede verse a partir de la ecuacion 1.3 la seccién transversal de extincion de una particula
depende de la funcién dieléctrica del metal del que se componen las particulas. Esto da lugar a

caracteristicas de absorcién y dispersién muy diferentes para diferentes nanoparticulas metélicas.



ANTECEDENTES 24

El valor maximo para el Cep(w) o la condicién de resonancia se lleva a cabo cuando el
denominador de la ecuacién 1.3 es minimo. Esto se cumple cuando &' (w) &~ —2¢,,. En este punto
también se da la maxima absorcién por la nanoparticula. Las condiciones de resonancia del plasmén
dependen en gran medida de la constante dieléctrica del medio €, y por lo tanto las tonalidades

en el color de las soluciones coloidales de oro cambian al usar distintos disolventes.

De la ecuacion 1.3 pueden deducirse dos casos para que el coeficiente de extincion Ce,y sea igual a
cero. El primer caso es que la parte compleja de la funcién dieléctrica sea cero ”(w) = 0, es decir,
que la particula no absorba en el espectro visible (esto pasa en algunos materiales por ejemplo el
cuarzo que no absorbe en la regién del visible). El segundo caso es que la parte compleja sea muy

grande £”(w) — oo esto significa que el material refleja toda la luz incidente.

Para una dispersion coloidal de NPs metélicas los efectos combinados de absorcién y dispersién

pueden ser descritos por la ley de Beer-Lambert que se denota por la siguiente ecuacién:

I1(z) = Ipexp(—npCeytz) (1.4)

donde Iy es la intensidad del haz incidente, I(z) es la intensidad del haz después de atravesar una
distancia z a través de la muestra, ng es la densidad de ntimero y por ultimo Ceyi(= Cups + Cuis)

es la seccion transversal de extincién de una particula.

El espectro de absorciéon de las nanoparticulas puede ser determinado por espectroscopia UV-Vis
que en realidad es una medida de la atenuacion causada por la dispersion de nanoparticulas y
estd relacionada con la seccién transversal de absorcién que como ya se menciond considera el

tamano y forma.

La importancia de determinar las condiciones de maxima absorcién o las condiciones de resonancia

del plasmén en soluciones coloidales de nanoparticulas de oro radica en el hecho de que al ser
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absorbida la energia de los fotones incidentes, las nanoparticulas de oro rapidamente la convierten en
energia térmica, que a través de un mecanismo no radiativo conduce a un incremento de temperatura
en el medio que las rodea [62]. Esta elevada temperatura en una célula es suficiente para inducir

un dano irreversible [68, 69].

1.13.3 Terapia fototérmica usando nanoparticulas de oro

Los estudios realizados por El-Sayed et al. en el 2006 demostraron el potencial de las AuNPs
empleadas para generar calor de manera selectiva. Conjugaron anticuerpos monoclonales anti-
receptor de factor de crecimiento epidérmico (anti-EGFR) logrando una selectividad y localizacién

de nanoparticulas en las células tumorales [69, 70].

La terapia fototermica plasménica emplea el efecto de resonancia del plasmén de superficie generado
por la interaccién del campo electromagnético (luz laser) con los electrones en la superficie
de las nanoparticulas. Este efecto convierte eficientemente la energia electromagnética en calor,
proporcionando una fuente de calentamiento localizado, este calentamiento alcanza temperaturas
al rededor de 700°C alrededor de cada nanoparticula, provocando la destruccién celular térmica

irreversible de los tejidos cancerosos [71].

1.14 Propiedades fluorescentes de las Nanoparticulas de Oro

La forma en que la radiacién electromagnética interacciona con la materia depende fundamental-
mente de las longitudes de onda de la radiacion y la naturaleza eléctrica de la superficie del material,
por ejemplo las AulNPs los tamafios de superficie estan en el orden de las longitudes de onda de la
luz visible, la absorcién del plasmén de superficie es uno de los fenomenos que predomina a esta

escala, donde la absorcién de distintas longitudes de onda cambia dependiendo del tamano de las
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AuNPs. Para tamanos de nanoparticula con un radio mayor a las longitudes de onda (R > ), la
frecuencia y el ancho de banda de los plasmones de superficie pueden describirse cuantitativamente
por medio de la teoria de Mie. Cuando las nanopaticulas son méas pequenas aproximadamente del
tamano de la longitud de onda de Fermi o el camino libre medio del electrén (~ 50 nm para el
oro)predominan nuevas propiedades luminiscentes [72]. En la ultima década distintos estudios han
reportado sistemas luminiscentes de nanoparticulas de oro con tamanos de 0.3 a 20 nm sintetizados
variando distintos parametros estructurales, ligandos superficiales, estados de valencia y tamaifio de
grano, cada combinacién con influencia diferente en las propiedades de luminiscencia y emision del

sistema.

En 2000, Mohamed y col. Observo la luminiscencia a 560 nm en Nanorods de oro con un rendimiento
cudntico (QY) un millén de veces més alto que el de oro a escala macroscopica. En el mismo afio
Whetten y col reportaron luminiscencia en el infrarrojo cercano en AuNPs de 1.1y 1,7 nm con QY
Hasta (4.4 £1.5)X1075[73], en 2001, Huang y Murray observaron Fluorescencia a 770 nm con una
QY de 3X1072 para AuNPs de 1.7 nm y Link y col. Observaron emisién a 770 nm en Nanoclusters
de Augs con un QY De 2X1073, que son més de 107 veces superiores a la obtenida en peliculas de

oro.

1.15 Dendrimeros

El término «dendrimero» procede del griego «dendron» que significa «arbol» o «ramas», y el
sufijo «mero», que significa «segmento», por su semejanza con las ramificaciones de los arboles.
Son macromoléculas poliméricas ramificadas o hiper-ramificadas, versatiles, tridimensionales de
sintesis quimica con forma bien definida, tamano nanoscépico y con propiedades fisico-quimicas
similares a biomoléculas naturales. Los dendrimeros han recibido gran atencién en los ultimos

anos debido a su posible utilizaciéon en aplicaciones tan variadas como catélisis a nanoescala,
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sensores quimicos, micelas unimoleculares, imitacién de la funciéon de las enzimas, encapsulacién
de moléculas, reconocimiento molecular, agentes de diagnéstico y también como vehiculos para el

transporte de genes y farmacos [74].

La estructura dendrimérica estd caracterizada por «capas» entre cada punto focal llamadas
«generaciones». La definicién exacta del término «generacién» ha sido objeto de controversia,
aceptandose generalmente el nimero de puntos focales (o puntos «cascada») que aparecen desde el
core (nucleo central) hasta la superficie. Un dendrimero de generacién 5 (G5) presenta por tanto
5 puntos focales entre el nicleo y la superficie. El nicleo es denominado a veces «generacién cero»
(GO), ya que no presenta ningin punto focal. Los dendrimeros G(4-6) son estructuras semirigidas
capaces de retener y liberar fAirmacos en su interior mientras los G(7-10) son estructuras rigidas

incapaces de aceptar moléculas en su interior y de limitada permeabilidad superficial [75].

En los dendrimeros tipo polipropilen-imina (PPI), el nticleo es 1,4-diaminobutano; para los
dendrimeros poliamidoamina (PAMAM), el nicleo es bien amonio o bien 1,2 etilendiamina. En
el caso de los PAMAM, los compuestos intermedios que presentan grupos carboxilato en superficie
se denominan dendrimeros de «media generacién», presentan un crecimiento de aproximadamente

Inm por generacion[76].

Los PAMAM fue la primer familia de dendrimeros que fue sintetizada, caracterizada y
comercializada, presenta un mimetismo con las proteinas globulares y algunas otros ensambles
bioldgicos, coinciden en cuanto a tamano y superficie. Por ejemplo, insulina (=~ 401&) citocromo
C ( ~40 A ) y la hemoglobina ( ~55 A ) son aproximadamente del mismo tamafio y forma que
las generaciones 3 , 4 y 5 , respectivamente, de dendrimeros PAMAM [76], de aqui sus magnificas

caracteristicas para aplicaciones biomédicas.
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Figura 1.2: Diagrama esquematico del un dendrimero PAMAM G4 .

1.16 Dendrimeros en el tratamiento y diagnoéstico del cancer

En recientes estudios se ha postulado a los dendrimeros como plataformas altamente versatiles
para el trasporte y liberacion de farmacos en aplicaciones de terapia genética, de diagndstico
y terapéuticas para células especificas de cdncer [77]; Se pueden disenar con superficies
positivas, negativas o neutras, lo que hace posible conjugar distintos elementos, como anticuerpos
monoclonales, péptidos, radiontclidos, moléculas fluorescentes, fotosensibilizadores, etc [78, 79, 80].
Como vehiculos transportadores especificos han tenido resultados prometedores, dendrimeros
PAMAM generacién 3.5 con grupos terminales carboxilato fueron conjugados con cisplatino

obteniendo sistemas menos téxicos (de 3 a 15 veces)que el cisplatino administrado directamente[81].



Capitulo 2

Planteamiento del Problema

2.1 Pregunta de Investigacion

LEl radiofarmaco teragndsticos basados en dendrimeros PAMAM G4 funcionalizado con écido félico,
Lys! Lys3-bombesina y con derivados DOTA radiomarcados con 7 Lu (Lu-DOTA-Folato-DENPs-
Lys®-bombesina-AuNP) podra presentarse como alternativa ttil en la obtencién de imégenes
Opticas y nucleares, radioterapia dirigida y terapia fototérmica-plasmoénica para el tratamiento

de tumores en cancer de ovario, cervicouterino, mama?
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Capitulo 3

Justificacion

El aumento del cancer en todo el mundo es un obstaculo considerable para el desarrollo y el bienestar
humanos. Cualquier tipo de estudio o generacién de nuevos conocimientos que arrojen luz a esta

problematica es bien justificada.

Segin la OMS en su informe mundial sobre cancer 2014 [82], establece que la carga de céncer
estd creciendo a un ritmo alarmante. «Se precisan urgentemente mayores esfuerzos en materia
de deteccién precoz y prevencion complementadas con tratamientos eficaces, para hacer frente al

alarmante aumento de la carga de cancer a nivel mundial».

Segun dicho reporte, se calcula que en 2012 la carga mundial de cancer alcanzé los 14 millones
de casos nuevos al ano, una cifra que se prevé que aumente hasta los 22 millones anuales en los
proximos dos decenios. En el mismo periodo, se prevé que las muertes por cancer aumenten desde
los aproximadamente 8,2 millones de casos anuales hasta los 13 millones de casos anuales. En 2012,
los cénceres diagnosticados con mas frecuencia a nivel mundial fueron el de pulmén (1,8 millones de

casos, esto es, el 13,0 % del total), el de mama (1,7 millones, esto es, el 11,9%) y el cdncer colorectal
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(1,4 millones, esto es, el 9,7%). Los tipos de cdncer que provocaron un mayor nimero de muertes
fueron los de pulmén (1,6 millones, esto es, el 19,4 % del total), higado (0,8 millones, esto es, el
9,1%) y estémago (0,7 millones, esto es, el 8,8 %). Més del 60 % del total de casos en el mundo se
producen en Africa , Asia y América Central y del Sur, y estas regiones representan alrededor del
70 % de las muertes por cdncer en el mundo, una situacién que se agrava por la falta de deteccién

temprana y el acceso al tratamiento[82].

Cada ano, en todo el mundo, se diagnostican mas de un millén de casos de cancer de mama, sin
embargo se ha tenido una disminucién favorable debido a mejores estrategias de deteccion temprana
y terapias mejoradas, especialmente los tratamientos dirigidos a biomarcadores especificos. A pesar
de todas estas mejoras, hay aproximadamente 230.000 muertes por ano en todo el mundo debido

al cdncer de mama, incluyendo alrededor de 40.000 muertes en los Estados Unidos [83].

Los resultados favorables debidos al desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento y diagndstico
de el cancer en especial los relacionados con biomarcadores especificos son un indicio prometedor
para continuar con la investigacién de nuevas plataformas, nuevas combinaciones de vectorizacién
dirigidas a biomarcadores especificos, nuevas modalidades de tratamiento o combinacién sinérgica
de los mismos asi como la evaluacion inmediata de la eficacia del tratamiento y la combinacién de

métodos de diagndstico, justifican el objetivo de este trabajo.



Capitulo 4

Hipotesis

La presencia de nanoparticulas de oro con propiedades fluorescentes (j2nm) en las cavidades de
dendrimeros radiomarcados con un emisor beta-gamma con probadas propiedades terapéuticas
(Y""Lu) y funcionalizados con &cido félico y Lys3-bombesina, permitird obtener un sistema
multivalente 1til para la evaluacién de la actividad metabdlica, la obtencién de imagenes moleculares
especificas (éptica y nuclear) y la radioterapia de blancos moleculares para tumores que sobre-

expresen receptores GRP y de folato.
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Capitulo 5

Objetivos

5.0.1 Objetivo general

Disenar y preparar radiofarmacos teragnésticos basados en dendrimeros PAMAM G4 y/o G5
funcionalizados con acido félico y Lys3-bombesina y con derivados DOTA para su radiomarcado
con 7" Lu ttiles en la obtencién de imégenes épticas y radioterapia dirigida para tumores en cancer

de mama.

5.0.2 Objetivos especificos

1. Preparar, caracterizar y estudiar las propiedades fisicoquimicas de dendrimeros (DENPS)

funcionalizados con 4cido félico (AF) y/o Lys3-bombesina.

2. Preparar, caracterizar y estudiar las propiedades fisicoquimicas de dendrimeros funcio-
nalizados con AF-Lys3-bombesina y conjugados a diferentes macrociclos: DOTA-para-
isotiocianato bencilo (DOTA-Bn-NCS) DOTA-amino bencilo (DOTA-Bn-NHy) y DOTA-

mono-N-hidroxisuccinimida (DOTA-mono-NHS).
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3. Preparar y caracterizar radiofarmacos teragnésticos basados en complejos de " Lu (estable)

y Y7 Lu (radiactivo) del sistema DOTA-Folato-DENPs-Lys3-bombesina.

4. Preparar y caracterizar el sistema Lu-DOTA-Folato-DENPs-Lys3-bombesina con AuNPs

atrapadas en la cavidad dendrimérica.

5. Estudiar las propiedades fluorescentes del sistema Lu-DOTA-Folato-DENPs- Lys3-bombesina-

AuNP.

6. Estudiar la estabilidad en suero humano, la afinidad y captacion in vitro del radioconjugado

de '"" Lu-DOTA-Folato-DENPs- Ly s3-bombesina-AuNP en células de cancer de mama T47D.

7. Evaluar in vitro el efecto del sistema 7" Lu-DOTA-Folato DENPs-Lys3-bombesina-AuNP

sobre la viabilidad de células de cancer de mama T47D.

8. Obtener el modelo biocinético por imagen 6ptica Cerenkov y nuclear, asi como los cédlculos
dosimétrico del 77 Lu-DOTA-Folato-DENPs- Lys3-bombesina-AuNP en ratones atimicos con

tumores inducidos con células T47D (mama).

9. Evaluar la eficacia terapéutica y toxicidad sistémica del conjugado 77 Lu-DOTA-Folato-
DENPs-Lys3-bombesina-AuNP en modelos murinos experimentales con tumores inducidos,

T47D (mama).



Capitulo 6

Material y Métodos

6.1 Diseno de estudio

6.1.0 Diseno de estudios

Enfoque cuantitativo estructurado, transversal, observacional, descriptivo y de seguimiento de

medidas experimentales con asignacién aleatoria y grupo control.

6.1.0 Universo

» Ratones atimicos de 20 a 22gramos con tumores inducidos con células, T47D (mama).

» Linea celulare T47D (mama), obtenidas del ATCC (American Type Culture Collection)

positivas a receptores GRPr y FR

6.1.0 Método de muestreo

Muestras no probabilisticas.
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6.1.0 Tamano de la muestra

= 10 ratones atimicos de 20 a 30gramos con tumores inducidos con células T47D.

= 31,000,000 de células para estudios de afinidad de receptores, aplicacién de estudios de

dosimetria de radiacion y aplicacion de casos experimentales de fototerapia térmica.

6.2 Criterios de inclusion, exclusion y eliminacién

6.2.0 Criterios de Inclusién

» Pureza radioquimica del nanoconjugado Lu-DOTA-Folato-DENPs-Lys3-bombesina-

AuNP mayor a 90 %.

» Lineas celulares T47D (mama), obtenidas del ATCC (American Type Culture Collection)
libres de bacterias, a una temperatura de 37 °C, en una atmésfera de 5% de CO5 y 100 %
de humedad, en medio RPMI con suplemento de suero de ternero recién nacido al 10% y

antibidticos (100pg/mL de estreptomicina).

= Ratones atimicos con un peso de 20 a 22gramos, con tumores cancerosos inducidos con las

lineas celulares anteriores.

6.2.0 Criterios de Exclusion

» Pureza radioquimica del nanoconjugado Lu-DOTA-Folato-DENPs-Lys3-bombesina-

AuNP menor al 90 %.

= Ratones con sospecha de inexistencia de tumor.
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= Lineas celulares sin proliferacién o contaminadas.

6.2.0 Criterios de Eliminacion

» Lineas celulares contaminadas y /o inestables en crecimiento durante los procesos de medicidn.

= Ratones que mueran durante la administracién del radiofarmaco, ratones con presencia de

mas de un tumor canceroso.

6.3 Material

El dendrimero G4—PAM AM — (N H3)g4(10 %wt. en metanol, densidad 0,813g/ml) [Dendrimero| y
acido félico se adquirieron de Sigma-Aldrich Chemical Co. (St Louis, Missouri, EE.UU.). El péptido
HyN — Lys' Lys®(DOTA)-Bombesina(1-14) [Bombesina] con una pureza> 90 % (HPLC), se obtuvo
de piChem Laboratory (Graz, Austria). El agente quelante bifuncional S-2- (4-isotiocianatobencil)-
1,4,7,10-tetraazaciclododecano tetraacético (p-SCN-Bn-DOTA) [DOTA] se obtuvo de Macrocyclics
(Dallas, TX, USA). Se adquirieron también otros productos quimicos de Sigma-Aldrich Chemical

Co. y se usaron sin purificaciéon adicional.

6.4 Procedimientos

6.4.1 Conjugacién de macrociclo DOTA con el Dendrimero

Se secaron a vacio cincuenta microlitros de dendrimero (0,3umol) en metanol y se volvieron a
disolver en 0,5ml de tampoén de bicarbonato sédico 0,2M, pH9,5. La solucién anterior luego se

incub6 con DOTA (5,38umol, 3,7mg en 0,5ml de tampén de bicarbonato de sodio 0,2M, pH9,5)
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a 37°C' durante 1lh (relacién molar DOTA / dendrimero de 18/1). La mezcla de reaccién final
se lavo tres veces con agua de tipo I mediante filtracién para eliminar el tampoén de bicarbonato
(Ultrafree-PFL Filters, MWCO 10.000Da, membrana de polisulfona, Millipore) y finalmente se

liofiliz6.

6.4.2 Activacion de grupos carboxilato del acido félico y bombesina

Se disolvieron acido félico (2,27umol, 1mg) y bombesina (0,55umol, 1,1mg) en 200ul de
dimetilformamida (DMF) y se anadieron a una mezcla que contenia 100ul de diisopropiletilamina
0,2M (DIPEA, para proporcionar un medio bdsico) (114,83umol, 14,84mg en 300uL de DMF)
y 100ul del agente activador de carboxilato HATU (1- [bis (dimetilamino) metileno] - 1 H -1,2,3-
triazolo [4,5- b ] piridinio 3-6xido, N - [(dimetilamino) -1 H - 1,2,3 - triazolo [4,5- b | piridin 1-
ilmetileno] - N metilmetanaminio hexafluorofosfato de N -6xido) (15.78umol, 6mg en 100ul de

DMF) La mezcla de reaccion se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente (20°C).

6.4.3 Conjugacién de bombesina y acido félico a los grupos amina del

dendrimero

El DOTA-dendrimero liofilizado (0, 35umol) se disolvié en 100l de DMF y se anadié a la solucién
de carboxilato-Folato-Bombesina activada anteriormente. La mezcla se incub6é durante 1,5h a
temperatura ambiente. El precipitado obtenido se lavé con DMF y se secd al vacio. La relacién

molar de dendrimero a folato fue 1: 6,5y 1: 1,5 para dendrimero a bombesina.

6.4.4 Sintesis de DenAulNP-Folato-Bombesina

A una solucién acuosa de Den-Folato-Bombesina (1,4mg/ml, 0, 1umol) de HAuCl4 al 1% (1704,

5umol) se anadié bajo agitacién vigorosa. Después de 60min, se agregaron 0, 56ml de una solucién
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de NaBH, enfriada en hielo (1mg/ml, 15umol) a la mezcla de dendrimero oro bajo agitacion.
En pocos segundos, la mezcla de reaccion se volvié rojo intenso y el proceso de agitacién se
continu6é durante 2h para completar la reaccién. El producto final se purificé por ultrafiltracién
(Ultrafree-PFL Filters, MWCO 10.000Da , membrana de polisulfona, Millipore), y finalmente
se liofiliz6 para obtener DenAuNP-Folate-Bombesina. Para efectos comparativos, el compuesto

DenAulNP se preparé también bajo el mismo procedimiento.

6.4.5 Métodos y técnicas de caracterizacién

En esta seccion se pretende introducir a cada una de las técnicas de caracterizacion de la materia
prima y los sistemas sintetizados en este trabajo de tesis. No se pretende proporcionar una
revisiéon completa de cada una de estas técnicas, ya que esto puede resultar tan complejo como se
desee, ademas existe amplia literatura publicada que abarca desde enfoques clasicos hasta teorias
cuanticas. Mas bien, se expondrd la importancia de cada una de estas técnicas para caracterizar y

demostrar las propiedades los sistema nanométricos sintetizados.

EsrecTrOScorIA IR-TF

Todas las técnicas de espectroscopia se fundamentan en la absorciéon y emision de energia
electromagnética. Las interacciones de la radiacién electromagnéticas con la materia provocan
absorciéon o emisién, la absorcién de energia por la materia provoca movimiento de electrones
entre niveles cudnticos o discretos, vibracién de enlaces, rotaciones moleculares y transicién de
electrones entre orbitales atémicos y moleculares, etc. Todas estas perturbaciones dan lugar a
nuevas seniales electromagnéticas que proporcionan informacion de composicién y estructura del

compuesto analizado.
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La region infrarroja se refiere a la parte del espectro electromagnético comprendida entre el
visible y la regién de microondas. Se encuentra entre 12800 — 10cm~!. Tanto desde el punto de
vista de las aplicaciones como de los aparatos se puede dividir en tres zonas: IR cercano (NIR):
12800 — 4000c¢m ™!, IR medio: 4000 — 400cm™1;IR lejano: 400 — 10em ™!, siendo en el IR medio

donde se dan la mayoria de las aplicaciones analiticas.

La absorcién de la radiacién IR al interaccionar con la materia provoca pequenas alteraciones en
los distintos estados vibracionales y rotacionales en las moléculas. Estas perturbaciones pueden
sen ser detectadas y medidas en el espectro IR, y dado que las moléculas estan constituidas
por atomos distintos, o tienen distinta distribucién isotépica, o configuracién, o se encuentran
en ambientes distintos, los espectros infrarrojos seran distintos, de tal modo que una sustancia
definida puede identificarse por su espectro infrarrojo. Estos espectros pueden ser considerados
como las huellas digitales de dicha sustancia. Un espectro IR muestran bandas que son tipicas
de grupos funcionales particulares y que tienen localizaciones e intensidades especificas dentro de
los espectros infrarrojos de tal modo que es posible inferir estructuras moleculares o conocer la

formacion de nuevas estructura en una reacciéon quimica.

Existen dos tipos bdsicos de vibraciones moleculares: tensiéon y flexién; las vibraciones de tensiéon
y compresion pueden aproximarse por la ley de Hooke. La frecuencia exacta a la que ocurre una
vibracién, es funcién de la fuerza de los enlaces en cuestién y la masa de los atomos. En una
aproximacion simple de dos atomos el enlace ente ellos se trata como un oscilador arménico simple
compuesto por dos masas y un resorte donde la frecuencia de la vibracion estd dada por la siguiente
ecuacion:

1 Jk

= —1/— 6.1
V27Tm ()

donde k es la constante del resorte, m es la masa.
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En el modelo clésico de oscilador arménico E = 1/2kx? = hv, donde x es el desplazamiento del
resorte. Esta energia depende del estiramiento o compresién del resorte. Si este modelo fuera cierto,
una molécula podria absorber la energia de cualquier longitud de onda. Sin embargo, el movimiento
de vibracién de una molécula estd cuantizado: se deben seguir las reglas de la mecanica cuantica y

las transiciones en estados vibracionales sélo son los permitidos por la siguiente ecuacién:
E=(n+1/2)hv (6.2)

donde v es la frecuencia de vibracién, n es el nimero cudntico (0, 1, 2, 3,...). El nivel més bajo de
energia es Fg = 1/2hv y el siguiente E1 = 3/2hv y asi sucesivamente aunque no siempre en forma
gradual, es decir, es posible alcanzar un estado de mayor energia sin pasar por estados intermedios.
Estos estados corresponden a las bandas denominadas armonicos en un espectro de IR y son de

menor intensidad de las bandas de vibracién fundamentales.

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier emplea un arreglo 6ptico (interferémetro),
con el cual se puede construir un perfil espectral a partir de la medida de la intensidad en funcién
del tiempo que contiene la informacién de la radiaciéon absorbida y emitida por la muestra para
todas las frecuencias del haz inicial, la decodificacion del interferograma se realiza a través de la
transformadas de Fourier lo cual aumenta dramaticamente la calidad de los espectros infrarrojos y

minimiza el tiempo para adquirir la informacién.
Metodologia Espectroscopia IR-TF

Se obtuvieron espectros IR de dendrimero, folato, Lys'Lys® (DOTA) Bombesin (1-14), p-SCN-Bn-
DOTA, Den-Folato-Bombesina y Den (AuNP) -Folato-Bombesina, en estado sélido, en un sistema
Espectrometro Perkin Elmer (Spectrum 400) (Waltham, MA, EE.UU.) con una plataforma de
reflexién total atenuada (Diamond GLADIATOR, Pike Technologies, Madison, WI, EE.UU.), de

500 a 4000em L.
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MicroscopfaA ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM)

El Microscopio Electrénico de Transmision utiliza un haz de electrones acelerados al aplicar un
potencial negativo de 100kV — 1000kV . Este haz es conducido a través de una columna a vacio de
entre 10~7 — 10~ bares, es decir, por debajo de una millonésima parte de la presién atmosférica.
Los electrones se dirigen gracias a lentes electromagnéticas, hasta atravesar una muestra delgada,
transparente a los electrones. En este proceso, el haz es desviado en funcién de la densidad
electronica de las distintas estructuras de la muestra. La interacciéon de los electrones incidentes
con la muestra produce una serie de radiaciones secundarias: electrones secundarios, electrones
retrodispersados, electrones transmitidos, radiacién X, electrones Auger, cdtodo luminiscencia
y energia absorbida (por la muestra). La utilizaciéon de una u otra permite obtener distintas
informaciones. Después de pasar a través de la muestra los electrones transmitidos son recogidos y
focalizados por la lente objetivo dentro de una imagen intermedia ampliada. La imagen es ampliada
aun més gracias a las lentes proyectoras, las cuales controlan la ampliacién de la imagen en la
pantalla fluorescente. La imagen final se proyecta sobre una pantalla fluorescente o una pelicula

fotogréafica que proporciona informacién estructural del compuesto.
Metodologia TEM

La imdgenes de TEM de los compuestos se realizaron utilizando un equipo JEOL-EMDSC-U10A
(JEOL, Japan) a un potencial de 200 kV. Las muestras de cada compuesto (DenAuNP o DenAuNP-
Folato-Bombesina) se analizaron con y sin recubrimiento de oro. Las muestras se depositaron en
sobre una rejilla de cobre revestida con carbono y se dejaron evaporar bajo vacio antes de las
mediciones. Algunas muestras de ambos compuestos se tifieron con una solucién acuosa de dcido

fosfotingstico (2 %w/w) y se secaron antes de la toma de imégenes.
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DISPERSION DINAMICA DE LUZ Dynamic Light Scattering (DLS) Y POTENCIAL ZETA

Las mediciones del DLS y Zeta potencial se realizaron utilizando un equipo Nanotrac Wave (Modelo
MN401, Microtract, FL, EE.UU.). La temperatura en la celda porta muestra se ajusto a 22,6°C. Los
datos se obtuvieron a partir de muestras DenAuNP y DenAuNP-Folate-Bombesin diluidas en agua

MilliQ(n = 3). Se obtuvieron el didmetro hidrodindmico y el potencial Zeta para cada muestra.

EsreEcTROSCOPIA DE UV-VIS

La espectroscopia Ultravioleta-Visible utiliza radiacion electromagnética en las longitudes de onda
comprendidas entre los 100 a los 800nm donde el efecto es producir transiciones electrénicas entre
los orbitales atémicos o moleculares de las sustancias que se analizan. La interaccién de la radiacién
electromagnética con el sistema causa transiciones electrénicas de estados fundamentales a estados
excitados. La energia de una transicion esta relacionada con la longitud de onda a través de la
ecuaciéon de Planck

E = hv (6.3)

El general en los espectros Uv-vis se observan las senales a las transiciones electrénicas de los
estados excitados a los estados fundamentales. Los dtomos dan lineas agudas, mientras las moléculas
poliatéomicas dan un conjunto denominado bandas. Para una sustancia determinada la longitud de
onda a la cual se produce un méximo de absorbancia en el espectro se le conoce como Apqz.
Cuando la radiacion electromagnética interacciona con la materia, pueden ocurrir varios procesos
como reflexién, dispersion, absorbancia, fluorescencia/fosforescencia (absorcién y reemisién) o una
reaccién fotoquimica (absorbancia y rotura de enlaces). En general, cuando se miden espectros UV-
visible, sé6lo es deseable que ocurra absorbancia. Como la luz es una forma de energia, la absorcién

de la luz por la materia causa que aumente el contenido de energia de las moléculas (o dtomos). La
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energia potencial total de una molécula, generalmente se representa como la suma de sus energias

electrénica, vibracional y rotacional [84].

Etotal = Eelectronica + Evib’/‘acional + Erotacional

La cantidad de energia que una molécula posee en cada forma no es un continuo, sino una serie de
niveles o estados discretos o en términos de la constante de Planck. La diferencias de energia entre

los diferentes estados siguen el orden:

Eelectronica > Evibracional > Erotacional

En algunas moléculas y dtomos, los fotones de luz UV y visible tienen suficiente energia para causar
transiciones entre los diferentes niveles. La longitud de onda de la luz absorbida es aquella que tiene

la energia requerida para mover un electron desde un nivel de energia inferior a uno superior.

Cuando los fotones inciden sobre los &tomos estas transiciones resultan en un espectro de bandas de
absorbancia muy estrechas, a longitudes de onda caracteristicas de la diferencia entre los niveles de
energia de las especies absorbentes. Esto es cierto para los &tomos, sin embargo en las moléculas, los
niveles de energia vibracional y rotacional estan superpuestos sobre los niveles de energia electrénica,

Como pueden ocurrir muchas transiciones con diferentes energias, las bandas se ensanchan [84].

En general la espectroscopia UV-visible puede utilizarse para determinar muchas caracteristicas
fisico-quimicas de los compuestos y, por tanto, puede proporcionar informacién como la identidad

del compuesto.

Metodologia UV-vis

El espectro de UV-vis para la caracterizar la materia prima y los compuestos se obtuvieron en

el rango de 200 — 700nm con el espectréometro Perkin-Elmer Lambda-Bio (Waltham, MA, USA)
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utilizando una celda de cuarzo de lem.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM) Y ANALISIS DE RAYOS X

El microscopio electrénico de barrido, conocido por sus siglas inglesas SEM Scanning Electron
Microscope, utiliza electrones para formar una imagen. El equipo cuenta con un dispositivo
(filamento) que genera un haz de electrones para iluminar la muestra y con diferentes detectores
se recogen después los electrones generados de la interaccién con la superficie de la misma para
crear una imagen que refleja las caracteristicas superficiales de la misma, pudiendo proporcionar

informacién de las formas, texturas y composicién quimica.
Metodologia SEM

El compuesto multifuncional DenAuNP-Folato-Bombesin se visualizé por microscopia electrénica
de barrido (SEM). La muestra se monté en un soporte de aluminio con cinta adhesiva doble cara.
La muestra revestida se examiné utilizando una tensién de aceleracion de electrones de 20 — 25keV
(JEOL JSM-5900 Low Vacuum, EE.UU.). El andlisis por rayos X se obtuvo a partir de un area

seleccionada de la muestra.

ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Los espectros de fluorescencia de emisién de la materia prima, Dendrimero, DOTA, Acido félico,
Bombesina y de los compuestos DenAuNP-Folate-Bombesin, Den-Folate-Bombesin en estado sélido
(polvo) se leyeron a 291K en un espectrémetro de luminescencia de baja resolucién Perkin-Elmer
LS-55 de 200 a 900nm. Los mejores resultados se obtuvieron usando una longitud de onda de
excitacion (Aezc) de 222nm, filtro de emisién de 290nm y ranuras de excitacién y emision (slits) de

Snm para los tres compuestos.
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6.4.6 Preparacién de ""Lu-DenAuNP-Folato-Bombesina

El radiomarcado se llevé a cabo afiadiendo una solucién de " LuCls (20ul, 1,1G Bq, 3T Bq/myg,
ITG, Germany) al conjugado DenAuNP-Folato-Bombesina (15ug en una solucién de 200ul de
tampoén acetato 0,25M, pHb5,5) e incubando a 37,5°C durante 20min. La pureza radioquimica
se determiné utilizando un sistema de exclusién de tamanos radio-HPLC (ProteinPak 300SW,
Waters, 1mL/min, NaHCO3 0,2M, pH9,5). Los perfiles cromatograficos se obtuvieron utilizando
dos detectores diferentes, un detector UV-Vis y un detector radiométrico. La muestra primero pasé a
través del detector UV-Vis (fotodiode array) y después de 0, 5min (0, 5mL, 1lmL/min), paso a través
del detector de radiactividad. Los tiempos de retencién en este sistema fueron tR = 7,80 y 8, 31min
en el cromatograma y el radio-cromatograma, respectivamente. La correspondencia en los tiempos
de retencion de los picos de interés en el cromatograma se acepta comunmente como una prueba
de la identidad quimica del producto radiofarmacéutico. Para estudios comparativos, también se

preparé la 17 Lu-Folato-Bombesina, tal como se reporté previamente por Aranda et al.[85].

6.4.7 Estabilidad en suero humano

Una de las caracteristicas que debe poseer un radiofirmaco es que se mantenga estable
quimicamente en las condiciones fisiolégicas dentro del organismo. Para determinar la estabilidad de
177 u-Den AuNP-Folato-Bombesina en suero, se diluyeron 2004l de radiotrazador en una proporcién
de 1 : 10 con suero humano fresco y se incubaron a 37°C. La estabilidad radioquimica se
determiné con una muestra de 100ul tomada a las 24h para andlisis de exclusion de tamano de

radio-HPLC (ProteinPak 300SW, Waters, 1mL/min, PBS phosphate buffered saline).
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6.4.8 Cultivos celulares

La linea celular de cancer de mama T47D se obtuvo originalmente de la American Type Culture
Collection (Atlanta, GA, EE.UU.). Las células se cultivaron rutinariamente a 37°C con 5% de
CO2 y 85 % de humedad en el medio RPMI Roswell Park Memorial Institute (Sigma-Aldrich Co.)
suplementado con suero fetal bovino al 10 % y antibiéticos (penicilina 100U/mL y estreptomicina
100ug/ml ). Estas células se seleccionaron ya demuestran una captaciéon importante de '7Lu-

DenAuNP-Folato-Bombesina.

6.4.9 Estudios de Captaciéon en células T47D

Se suspendieron células T47D en medio fresco y se diluyeron con PBS para obtener una densidad
de 1x10° células / tubo , se incubaron con 20ul(0,9M Bq) de '"Lu-DenAuNP-Folate-Bombesina o
177 u-Folato-Bombesina por triplicado a 37°C durante 1 h. Los tubos de ensayo se centrifugaron
a 2500rpm durante b5min y se lavaron con soluciéon buffer de fosfatos. La radioactividad en el
sedimento pellet de células representa tanto radiofarmaco unido a membrana como el internalizado,
el pellet se midi6 en un detector de tipo pozo con detector de cristal centelleo (Auto In-v-tron 4010,
NML, Inc.). Se eliminé la actividad unida a la membrana con 1mL de solucién de acido acético
0,2M / NaCl 0,5M anadida al sedimento celular. Los tubos de ensayo se centrifugaron y se midié la
actividad de los pellets, que se consideré como internalizacion al nticleo. Los estudios de bloqueo
se llevaron a cabo en paralelo. Las células se preincubaron con 50uL de acido félico en NaOH
0,01M (0,5mM) o 50uL de Lys®*-Bombesina (0, 5mM) durante 30 minutos antes de la adicién del

radiofarmaco.
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6.4.10 Modelo animal

Los estudios in vivo en ratones se llevaron a cabo de acuerdo a las reglas y regulaciones de la
Norma Oficial Mexicana 062-Z0O0-1999. Se emplearon ratones atimicos, de 6-7 semanas de edad y
de 18-20¢g de peso, se mantuvieron en jaulas estériles con camas viruta de madera, a temperatura
constante, humedad, ruido y periodo de luz de 12 : 12h. Los ratones atimicos se mantuvieron
con una dieta libre de folato durante 3 semanas antes de los estudios de imagen para una mejor

captacién del radiofarmaco.

6.4.11 Induccion tumoral

Se inocularon ratones atimicos hembra (6-7 semanas de edad) por via subcuténea en la parte
superior de la espalda con 2 X 10° células de cdncer T47D suspendidas en 0,1 ml de PBS. Se

observaron sitios de inyeccién a intervalos regulares para la formacién y progresién del tumor.

6.4.12 Microscopia Electrénica de Transmisién (TEM) en Células

Los analisis por TEM en células se realizaron con el fin de corroborar la internalizacién de
DenAuNP-Folate-Bombesin en células T47D. Las células (5 x 10°) se sembraron en placas de
6 pozos (Cyto-One, USA Scientific) durante 24h para permitir su adherencia en los pozos. Se
anadi6 DenAuNP-Folato-Bombesina a las células en cada pozo seguido de 1h de incubacién a
37°C. Las células se lavaron tres veces con PBS para remover el remanente del compuesto que
no se internalizé, se centrifugaron hasta obtener una pequena pastillas Pellet y se fijaron con
glutaraldehido al 2% y paraformaldehido al 2% (PFA) en tampén de cacodilato sédico (0,1M).
Las células se fijaron adicionalmente con tetraéxido de osmio al 1% en 5mM-2-mercaptoetanol

(tampdn fosfato-mercaptoetanol), se deshidrataron en series de acetona graduadas y se embebieron
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en resina epoxidica Epon-Spurr. Las secciones se cortaron a 85nm usando un cuchillo de diamante
(Diatome, Hatfield PA). Las secciones se tineron con tincién triple de Sato y acetato de uranilo
acuoso al 5% para la visualizacién de organelos. Las muestras preparadas se examinaron en un

microscopio TEM JEOL 1400 (JEOL, Peabody, MA) operando a un potencial de 80kV .

6.4.13 Fluorescencia de DenAulNP-Folate-Bombesin dentro de las células

Se cultivaron células T47D (2 X 10%) sobre cubreobjetos de vidrio en las condiciones rutinarias
antes descritas, posteriormente se quité el medio de cultivo y se puso PBS y se agregaron
los tratamientos con Dendrimero (Den), Dendrimero-AuNP (DenAuNP) y DenAuNP-Folato-
Bombesina,se incubaron 1h, se removié el PBS con los compuestos, se lavaron con PBS enfriado
con hielo, se fijaron en acetona y se lavaron dos veces con PBS. Después de la adicién de 250 ul
(1pg/ml) de Hoechst (tincién de ADN), las células se incubaron durante 5 min a temperatura
ambiente y se enjuagaron con PBS antes de agregar el medio de montaje sobre placas (ProLong
Gold, Molecular Probes, Invitrogen Life Technologies, CA, USA. ). DenAuNP-Folato-Bombesina-
Célula. Las imagenes de los AuNPs fluorescentes de Den AuNP-Cell y DenAuNP-Folato-Bombesina-
Cel se tomaron usando un microscopio epifluorescente (MeijiTechno MT6200, Saitama, Japan). El
Hoechst dentro de los nicleos se visualizé con un filtro de excitacién de 330 — 385nm y utilizando
un filtro de emisién de 420nm. Los AuNPs se observaron utilizando un filtro de excitacién de

530 — 550nm y un filtro de emisién de 590nm.

6.4.14 Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS)

Esta técnica se desarrolld a mediados de la década de 1960 por Dr. Siegbahn y su grupo de

investigacién y en 1981, el Dr. Siegbahn fue galardonado con el Premio Nobel de Fisica.

La técnica XPS se basa en el analisis de la energia de los electrones que emite un sélido cuando



MATERIAL Y METODOS 50

es irradiado con rayos X monocromaticos. A partir de este espectro se puede obtener informacién

acerca de la composicién de la muestra a analizar [86].

El fundamento tedrico de la espectroscopia estd basado en el efecto fotoeléctrico descrito por

FEinstein en 1905 y resumido por la siguiente ecuacién:

hv = Ey + Egin (6.4)

donde hv es la energia del fotéon, v la frecuencia y h la constante de Planck, Fj es la energia de
amarre del electrén en el material y Ey;, es la energia cinética del electréon expulsado. Para que
un electrén escape del material debe sobrepasar la energia de amarre. Para los gases, la energia
de amarre de un electréon es igual a su energia de ionizacion. En cambio, en los sdlidos existe una
influencia por parte de la superficie, y una energia adicional es necesaria para remover un electrén
de la misma. Esta energia extra es denominada funcién de trabajo ¢ la cual es debida a la diferencia

entre el nivel de vacio E, y el nivel de energia de Fermi E; [87].
Por lo que la relacién anterior puede escribirse de la siguiente manera:

Ey=hv — Epin — ¢ (6'5)

La técnica XPS mide la energia cinética de los electrones que logran escapar del material donde
cada energia sera caracteristica de una especie atémica que se encuentre en la muestra. El nimero
de electrones libres se grafica contra la energia de amarre Ej . Los electrones de valencia dan
informacién de los enlaces quimicos y los internos proporcionan informacion sobre cambios quimicos.
Cualquier cambio en el ambiente quimico de un atomo recae en las energias de enlace de los
electrones internos y se pueden ver como desplazamientos en las lineas espectrales en XPS. Por lo

tanto esta técnica proporciona informacion quimica y molecular del material analizado.

Metodologia XPS
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Los espectros de fotoelectrones de rayos X se adquirieron en un espectrémetro Thermo K-
Alpha equipado con una fuente de rayos X AlK, (1486,68¢V). La fuente se calibré usando
Au 4f7)5 (84,0eV) y Ag 3ds/o (368,2¢V) a partir de muestras laminadas. Se utilizé un haz de
argén para compensar la carga en las muestras. Las muestras de DenAuNP-Folato-Bombesina y
DenAuNP-Folato-Bombesina-Célula se introdujeron en una camara de ultra alto vacio (UHV) del
espectrémetro (1 X 1077 - 1 X 1078Pa) y se midieron a 297K. El tamaifio del punto en el haz
fue de 200pum. Se realizaron 20 exploraciones para Audf con un tamano de paso en energia de
0,03eV. Los espectros generales survey spectra se midieron en el intervalo de 0 a 1320 eV para
las muestras DenAuNP-Folate-Bombesin y DenAuNP-Folato-Bombesin-Célula . Las energias de
amarre se referenciaron al pico Cls a 285eV. Se aplicé la correccién Shirley background a todos los
espectros.El espectro de alta resolucién se obtuvo para las bandas Audf, Cls y Ols. El espectro
Au4f se analizé estadisticamente utilizando el software Origin 8.1. El mejor ajuste se logré para
cuatro picos con un modelo multipico y la funcién gaussiana con un factor de correlaciéon R? = 0, 987
(DenAuNP-Folate-Bombesina) y para seis picos y la funcién Lorentziana Con R? = 0,994 para la

(DenAuNP-Folato-Bombesina-célula).

6.4.15 Analisis por espectroscopia de fluorescencia del

DenAulNP-Folate-Bombesin dentro de las células

Los espectros de fluorescencia de emisién de los compuestos a) DenAuNP-Folate-Bombesin-Célula
b) células T47D + Hoechst Stain solution y c) muestras de células T47D se midieron a 291K en
un espectréometro de luminiscencia de baja resolucién Perkin — Elmer LS-55 , De 200 a 900nm.
Todas las muestras fueron excitadas con longitudes de onda en la regiéon UV a la region del visible
con el fin de distinguir entre las bandas de emisién de Den AuNP-Folate-Bombesin-Célula, las de las

células y las que se tineron con Hoechst Stain solution, e identificar bandas de dispersion Raleigh y
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Raman de las longitudes de onda de excitacion utilizadas que aparecen como bandas de armdnicos
en la regién Visible para las bandas de emisién en la region UV. Los mejores resultados para las tres
muestras se obtuvieron usando longitudes de onda de excitacion (Aey) de 222, 270, 300 y 510nm;
Con filtro de emisién de 290, 390, 430 y 515nm, y ranuras slit de excitacién y emision de dnm y
una velocidad de paso de 50nm /min. Para confirmar algunas bandas de emisién se empleo también
ranura de excitacién de Tnm y una ranura de emisién de 10nm. Los pardmetros de origen fueron:
Tiempo de retardo= 10ms, Intervalo de sincronizaciéon = 20ms, Tiempo de ciclo= 33ms, tiempo

de destello= 3ms.

6.4.16 Evaluacién del potencial Fototérmico plasmoénico del

DenAuNP-Folate-Bombesin en células T47D

Se sembraron células T47D en una placa de 96 pozos con una densidad de 5 x 10 células / pozo.
y se incubaron por durante 24 bajo la metodologia rutinaria antes descrita. A continuacién, se
retiré el medio de cultivo y se remplazo por PBS, se coloco la placa de pozos en un calentador de

bloque seco a 37°C y administraron los siguientes tratamientos:

100uL de Den-Folato-Bombesina Y 100uL de PBS, pH7 con irradiacién de (1, 19W/cm?).

100 L de DenAuNP-Folato-Bombesina y 100uL de PBS pH7 con irradiacién (1, 19W/cm?).

100pL de PBS pH7 con irradiacién (1, 19W/cm?).

100pL de agua destilada (sin nanoparticulas).

Sin tratamiento solo PBS.

La irradiacién con laser en todos los experimentos se realizé utilizando un ldser compacto pulsado

Nd: YAG (Q-Smart 100, Quantel laser ) pulsos de bns a 532nm (energia= 50m.J/pulso) con una
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frecuencia de repeticién de 10H z. La potencia ldser por pulso se midié utilizando un medidor de
potencia / contador de pulsos de doble canal (Molectron EPM 2000, Coherent). Se utiliz6 una lente
divergente en la trayectoria del haz laser de tal manera que la placa de pozo fue completamente
cubierta por el haz dando un tamano de spot (didmetro= 7mm, drea= 0,38cm?). La irradiancia
en la placa de pozo se calculdé como la potencia del laser por pulso dividido por el drea del spot. La

irradiacién se realizé durante 6 min a 1,19W/cm? de irradiancia promedio.

Durante la irradiacién, se midié el incremento de temperatura con un termopar tipo K (modelo
TPK-01) de reaccién inmediata calibrado previamente (didmetro de la sonda= 0,8mm). El
termopar se introdujo en el pozo sin interferir con el proceso, la temperatura se registré cada
segundo por medio de un convertidor digital (MAX6675, Mazim Integrated TM) conectado a una
placa con un microcontrolador (Arduino Uno) con conexiéon USB a una Laptop. Después de la

irradiacion, se retird la solucién de cada pozo y se reemplazé con medio de cultivo fresco.

La viabilidad celular en cada pozo tratado se evalué por espectrofotométrica mediante el ensayo
(XTT Cell Proliferation Assay). Es ensayo se basa en la escisiéon de la sal de tetrazolio XTT
en presencia de un reactivo de acoplamiento de electrones, produciendo una sal de formazan
soluble. como una funcién de la actividad de la deshidrogenasa mitocondrial, para producir cristales
anaranjados de formazan que se disuelven en isopropanol acidificado (kit XTT, Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany). Se midié la absorbancia resultante de la solucién se a 480nm en un
lector de absorbancia de microplacas (EpochTM, BioTek, VT, USA). La absorbancia de las células

no tratadas se consideré como 100 % de la viabilidad celular.
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6.5 Variables de estudio

6.5.0 Independientes

» Nanoconjugado (DOTA-Folato-DENPs- Lys3-Bombesina-AuNP)

6.5.0 Dependientes

= Dosis de radiacién.
s Efecto terapéutico.

= Generacion de imagenes moleculares.

6.5.0 Intervinientes

Pureza radioquimica.

= Proliferacién celular.

= Captacion.

= Retencién.

= Afinidad a los receptores.

= Estabilidad in vivo del nanoconjugado.

= Eliminacién del nanoconjugado
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Tabla 6.1: Variables

Variable

Definicién conceptual

Definicién operativa

Tipo de variable

Escala de medicién

Anélisis Estadisticos

Radiofarmaco  (Lu-DOTA-Folato-

DENPs-Lys*-bombesina- AuNP)

Toda aquella sustancia que contiene un dtomo
radiactivo en su estructura y que por su forma
farmacéutica, cantidad y calidad de radiacién
puede ser administrada en humanos para fines

de diagndstico y terapia

HPLC, ITLC, Ultrafiltracién

Cuantitativa

Razén=Rf/total

ANOVA

masa conocida

Dosis absorbida en tumor Es la energia deposita en una region blanco con Metodologia MIRD Cuantitativa Gy Distribucién Normal
masa conocida.
Dosis absorbida en ratén Es la energia deposita en una regién blanco con Metodologia MIRD Cuantitativa Gy Distribucién Normal

6.6 Implicaciones Bioéticas

El estudio se llevé a cabo bajo la norma NOM-012-STPS-1999 para condiciones de seguridad

e higiene en centros de trabajo donde se produzcan, usen, almacenen o transporten fuentes de

radiacion, la norma NOM-004-NUCL-1994 de clasificacién de desechos radiactivos y norma NOM-

36-NUCL-2001de requerimientos para instalaciones de tratamiento y acondicionamiento de desechos

radiactivos.

Los estudios de biodistribucién con ratones atimicos se realizaron de acuerdo con las reglas y

regulaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

Los desechos biolégicos tanto de animales como de las células de cancer, se manejaron de acuerdo

a la Norma Oficial Mexicana de Bioseguridad NOM-087-ECOL-SSA1-2002.
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6.7 Recoleccion de Datos

En estudios de Biodistribuciéon y produccion de calor la recoleccién de datos se realizé de forma

directa. La dosimetria tanto celular como en ratones se realizé mediante una aproximacién tedrica.

6.8 Analisis Estadistico

Para los estudios de pureza radioquimica del nanoconjugado (DOTA-Folato-DENPs-Lys®-

Bombesina-AuNP) se aplicé un diseno factorial de niveles mixtos para su andlisis por ANOVA.

Para el cdlculo de la dosis absorbida tanto celular como en ratones atimicos, se utilizara un anélisis

estadistico de distribucion normal.

La comparacién entre grupos control y grupos con tratamiento se utilizé un anélisis estadistico por

T student “s.
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77Lu-labeled nanoparticles conjugated to biomolecules have been proposed as a new class of theranostic radiopharmaceuticals.
The aim of this research was to synthesize 177Lu-dendrimer(PAMAM-G4)-folate-bombesin with gold nanoparticles (AuNPs) in
the dendritic cavity and to evaluate the radiopharmaceutical potential for targeted radiotherapy and the simultaneous detection of
folate receptors (FRs) and gastrin-releasing peptide receptors (GRPRs) overexpressed in breast cancer cells. p-SCN-Benzyl-DOTA
was conjugated in aqueous-basic medium to the dendrimer. The carboxylate groups of Lys'Lys’(DOTA)-bombesin and folic acid
were activated with HATU and also conjugated to the dendrimer. The conjugate was mixed with 1% HAuCl, followed by the addition
of NaBH, and purified by ultrafiltration. Elemental analysis (EDS), particle size distribution (DLS), TEM analysis, UV-Vis, and
infrared and fluorescence spectroscopies were performed. The conjugate was radiolabeled using '”’LuCl, or ®GaCl, and analyzed
by radio-HPLC. Studies confirmed the dendrimer functionalization with high radiochemical purity (>95%). Fluorescence results
demonstrated that the presence of AuNPs in the dendritic cavity confers useful photophysical properties to the radiopharmaceutical
for optical imaging. Preliminary binding studies in T47D breast cancer cells showed a specific cell uptake (41.15 + 2.72%). " Lu-
dendrimer(AuNP)-folate-bombesin may be useful as an optical and nuclear imaging agent for breast tumors overexpressing GRPR
and FRs, as well as for targeted radiotherapy.

1. Introduction

Dendrimers are hyperbranched polymeric structures varying
in their initiator core, repeating units, terminal functionality,
charge, and solubility profile. A drug can be entrapped
either within the internal cavities or conjugated to periph-
eral functional groups of the dendrimer. Polyamidoamine
(PAMAM) dendrimers are spherical macromolecules com-
posed of repeating polyamidoamine units which are known
to have low biological toxicity, good biocompatibility, and in
vivo stability [1, 2].

Gold nanoparticles (AuNPs) conjugated to peptides or
biomolecules with target-specific recognition produce stable

multimeric systems with target-specific molecular recogni-
tion. Plasmonic AuNPs can be fluorescent when they are
prepared by thermal reduction procedures or when they are
designed to absorb in the near infrared region; therefore,
AuNPs can also function as optical imaging agents [3, 4].
Over the last two decades, several experimental evidences
have suggested that the gastrin-releasing peptide (GRP)
and other bombesin-like peptides act as growth factors in
many types of cancer [5]. Overexpression of gastrin-releasing
peptide receptors (GRPR) is present in 96% of breast cancer
tissues [6]. Different bombesin analogues with high affinity
for GRPR have been evaluated in preclinical studies for
receptor-specific imaging and therapy [5]. Clinical studies
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Abstract

177 u-labeled nanoparticles conjugated to biomolecules have been proposed as a new class of thera-
nostic radiopharmaceuticals.The aim of this research was to synthesize 7" Lu-Dendrimer(PAMAM-
G4)-Folate-Bombesin with gold nanoparticles (AuNPs) in the dendritic cavity and to evaluate the

radiopharmaceutical potential for targeted radiotherapy and the simultaneous detection of folate
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receptors (FRs) and gastrin-releasing peptide receptors (GRPRs) over-expressed in breast can-
cer cells. p-SCN-Benzyl-DOTA was conjugated in aqueous-basic medium to the dendrimer. The
carboxylate groups of Lys;Lys3(DOTA)-Bombesin and folic acid were activated with HATU and
also conjugated to the dendrimer. The conjugate was mixed with 1% HAuCly followed by the
addition of NaBH, and purified by ultrafiltration. Elemental analysis (EDS), particle size distribu-
tion (DLS), TEM analysis, UV-Vis, infrared and fluorescence spectroscopies were performed. The
conjugate was radiolabeled using '""LuCls and analyzed by radio-HPLC.Studies confirmed the
dendrimer functionalization with high radiochemical purity(> 90 %). Fluorescence results demons-
trated thatthe presence of AulNPs in the dendritic cavity confers useful photophysical properties
to the radiopharmaceutical for optical imaging. Preliminary binding studies in T47D breast cancer
cells showed a specificcell uptake (38.43 4 2.72 %).!""Lu-Dendrimer(AuNP)-Folate-Bombesin may
be useful as an optical and nuclear imaging agent for breast tumors over-expressing GRPR and

FRs, as well as for targeted radiotherapy.

7.1.1 Introduction

Dendrimers are hyperbranched polymeric structures varying in their initiator core, repeating units,
terminal functionality, charge, and solubility profile. A drug can be entrapped either within the
internal cavities or conjugated to peripheral functional groups of the dendrimer. Polyamidoamine
(PAMAM) dendrimers are spherical macromolecules composed of repeating polyamidoamine units
which are known to have low biological toxicity, good biocompatibility and in vivo stability|[1, 2].
Gold nanoparticles (AuNPs) conjugated to peptides or biomolecules with target-specific recognition
produce stable multimeric systems with target-specific molecular recognition. Plasmonic AuNPs can
be fluorescent when they are prepared by thermal reduction procedures or when they are designed to

absorb in the near infrared region, therefore, AuNPs can also function as optical imaging agents|3,
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4]. Over the last two decades, several experimental evidences have suggested that the gastrin-
releasing peptide (GRP) and other bombesin-like peptides act as growth factors in many types of
cancer[5]. Over-expression of gastrin-releasing peptide receptors (GRPR) is present in 96 % of breast
cancer tissues [6]. Different bombesin analogues with high affinity for GRPR have been evaluated
in preclinical studies for receptor-specific imaging and therapy [5]. Clinical studies in women using
radio-bombesin derivatives have shown successful radionuclide imaging of breast tumors[7-10]. In
particular, the GRPR is highly expressed in T47D human breast cells, and that is the reason why

these cells have been used as tumor models to evaluate new bombesin probes [6, 11-13].

Folate receptor-a (FRa) is a membrane-bound protein with high affinity for binding and
transporting folate into cells. Folate is a basic component of cell metabolism and DNA synthesis
and repair. Cancer cells, which rapidly divide, have an increased requirement for folate to
maintain DNA synthesis, an observation supported by the widespread use of antifolates in cancer
chemotherapy[14, 15]. The over-expression of FRa protein has been confirmed in all clinical breast
cancer subtypes, comprised of estrogen receptor-positive (ER+), progesterone receptor-positive
(PR+), human epidermal growth factor receptor-positive (HER24), and triple negative (ER-,
HER2 , PR-) tumors[16-18]. Recent polymerase chain reaction studies confirmed that FRe is highly
expressed in T47D cells[19]. In the field of nuclear medicine, '""Lu-labeled AuNPs conjugated to
different peptides have been proposed as a new class of theranostic radiopharmaceuticals [20]. These
multifunctional systems could be useful for the identification of malignant tumors and monitoring
of treatment (SPECT/NIR fluorescence optical imaging), for targeted radiotherapy (8~ particle-
energy delivered per unit of targeted mass) and for photothermal therapy (localized heating).
Therefore, a multifunctional system of dendrimer-AuNP conjugated to bombesin and folate,is
expected to improve both the recognition of breast cancer cells positive to FR and GRPR, and its

theranostic properties when labeled with '""Lu. The aim of this work was to synthesize 7"Lu-
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Dendrimer-Folate-Bombesin with gold nanoparticles in the dendritic cavity (!7"Lu-DenAuNP-
Folate-Bombesin) and to evaluate the radiopharmaceutical potential for targeted radiotherapy and

the simultaneous detection of FRs and GRPRs over-expressed in T47D breast cancer cells.

7.1.2 Materials and Methods

MATERIALS

G4-PAMAM-(NH2)64 dendrimer (10 %wt. in methanol, density 0.813¢g/mL) [dendrimer]and
folic acid were purchased from Sigma-Aldrich Chemical Co. (St Louis, Missouri, USA). HsN-
Lys'Lys*(DOTA)-Bombesin (1-14) peptide [bombesin] with a purity of > 90% (HPLC),
was obtained from piChem Laboratory (Graz, Austria). The bifunctional chelating agent
S-2-(4-Isothiocyanatobenzyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane tetraacetic acid (p-SCN-Bz-DOTA)
[DOTA]was obtained from Macrocyclics (Dallas, TX, USA).All other chemicals were also

purchasedfrom Sigma-Aldrich Chemical Co. and used without additional purification.

7.1.3 Synthesis

Conjugation of DOTA to the dendrimer

Fifty microliters of dendrimer (0.3umol) in methanol were dried under vacuum and re-dissolved
in 0.5mL of 0.2M sodium bicarbonate buffer, pH9.5. The above solution was then incubated with
DOTA (5.38umol; 3.7mg in 0.5mL of 0.2M sodium bicarbonate buffer, pH9.5) at 37°C during 1h
(DOTA /dendrimer molar ratio of 18/1). The final reaction mixture was washed three times with
type I water byultrafiltration to remove bicarbonate buffer (Ultrafree-PFL Filters, MWCO 10,000,

polysulfone membrane, Millipore), and finally lyophilized.

Activation of carboxylate groups of folic acid and bombesin
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Folic acid (2.27umol; 1mg) and bombesin (0.55umol, 1.1mg) were dissolved in 200uL of dimethyl-
formamide (DMF) and were added to a mixture containing 100uL of 0.2M diisopropylethylamine
(DIPEA, to provide a basic medium) (114.83umol; 14.84mg in 300uL of DMF) and 100uL of the
carboxylate activating agent HATU (O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N? N?-tetramethyluronium-
hexafluoro phosphate (15.78umol, 6mg in 100uL of DMF). The reaction mixture was incubated

for 15min at room temperature (20°C').

Conjugation of bombesin and folic acid to the amine groups on the dendrimer

The lyophilized DOTA-dendrimer (0.35umol) was dissolved in 100puL of DMF and added to the
above activated carboxylate Folate-Bombesin solution. The mixture was incubated during 1.5h at
room temperature. The obtained precipitate was washed with DMF and dried under vacuum. The

molar ratio of dendrimer to folate was 1:6.5 and 1 : 1.5 for dendrimer to bombesin.

Synthesis of DenAulNP-Folate-Bombesin

To an aqueous solution of Den-Folate-Bombesin (1.4mg/mL, 0.1pmol)1% HAuCly (170uL,
S5umol)was added under vigorous stirring. After 60min, 0.56mL of an ice-cold NaBH4 solution
(Img/mL, 15umol) was added to the gold dendrimer mixture under stirring. Withina few seconds,
the reaction mixture turned deep-red and the stirring process was continued for 2h to complete the
reaction. The final product was purified by ultrafiltration (Ultrafree-PFL Filters, MWCO 10, 000,
polysulfone membrane, Millipore), and finally lyophilized to obtain DenAuNP-Folate-Bombesin.

For comparative purposes the DenAuNP compound was also prepared under the same procedure.

7.1.4 Chemical characterization

IR spectroscopy
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IR spectra of dendrimer, folate, Lys!'Lys?(DOTA)Bombesin (1-14), p-SCN-Bz-DOTA ,Den-Folate-
Bombesin andDen(AuNP)-Folate-Bombesin, in solid state, were obtained on a Perkin Elmer System
spectrometer (Spectrum 400) (Waltham, MA, USA) with an attenuated total reflection platform

(Diamond GLADIATOR, Pike Technologies; Madison, WI, USA), from 500 to 4000cm~*.
Transmission Electron Microscopy (TEM)

TEM was performed using a JEOL-EMDSC-U10A instrument (JEOL, Japan) operating at 200kV .
Thesamples of each compound (DenAuNP or DenAuNP-Folate-Bombesin)were analyzed stained
and unstained. The samples were dropped onto a carbon-coated copper grid and allowed to
evaporate under vacuum before measurements. Some samples of both compounds were then stained

with an aqueous solution of phosphotungstic acid (2 %w/w) and dried.
Dynamic Light Scattering (DLS) and Zeta potential measurement

The DLS and Zeta potential measurement were performed using a Nanotrac Wave (Model MN401,
Microtract, FL, USA). The temperature of the cell housing was set to 22.6°C'. The data was acquired
from DenAuNP and DenAuNP-Folate-Bombesin samples diluted in Milli-Q water (n = 3). The

hydrodynamic diameter and Zeta potential were obtained for each sample.
Scanning Electron Microscopy (SEM) and X-ray analysis

The multifunctional DenAuNP-Folate-Bombesin was visualized by scanning electron microscopy
(SEM). The sample was mounted on an aluminum stub using double-sided tape. The coated sample
was examined using an electron acceleration voltage of 20 — 25keV (JEOL JSM-5900 Low Vacuum,

USA). The X-ray analysis was obtained from a selected area of the sample using the above system.
Fluorescence spectroscopy

Emission fluorescence spectra of DenAuNP-Folate-Bombesin, Den-Folate-Bombesin and Dendrimer
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samples in solid state (powder) at 291K were recorded on a Perkin-Elmer LS-55 low-resolution
luminescence spectrometer, from 200 to 900nm. The best results were obtained using an excitation
wavelength (Aczc) of 222nm, emission filter of 290nm, and excitation and emission slits of 5nm for

the three samples.

7.1.5 Preparation of ""Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin

Radiolabeling was carried out by adding '""LuCls solution (20uL, 1.1GBgq, 3T Bq/mg, ITG,
Germany) to the DenAuNP-Folate-Bombesin conjugate (15ug in a solution of 200uL of 0.25M
acetate buffer, pH5.5) and incubating it at 37.5°C' for 20min. The radiochemical purity was
determined using a radio-HPLC size exclusion system (ProteinPak 300SW, Waters, 1mL/min,
NaHCOg3 0.2M, pH9.5). Chromatographic profiles were obtained using two different detectors, the
UV-Vis detector and a radiometric detector. The sample first passed through the UV-Vis detector
(photodiode array) and after 0.5min (0.5mL, 1mL/min), it passed through the radioactivity
detector. The retention times in this system were tR = 7.80 and 8.31min in the chromatogram and
radio-chromatogram, respectively. Correspondence in retention times of the peaks of interest in the
chromatogram is commonly accepted as a proof of the chemical identity of the radiopharmaceutical.
For comparative studies, !""Lu-Folate-Bombesin was also prepared as previously reported by

Aranda et al. [21].

7.1.6 In vitro studies

Stability in human serum

To determine the stability of 17"Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin in serum, 200uL of radiotracer were
diluted at a ratio of 1 : 10 with fresh human serum and incubated at 37°C. Radiochemical stability

was determined with a 100uL sample taken at 24h for radio HPLC size exclusion analysis (Protein
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Pak 300SW, Waters, 1mL/min, PBS).
Cell culture

A T47D human breast cancer cell line (obtained from ATCC, USA) was grown at 37°C with 5%
CO2 and 85 % humidity in folate-free RPMI-1640 culture medium supplemented with 10 % fetal

bovine serum and 1% antibiotics (streptomycin and penicillin).
Cell uptake studies

T47D cancer cells suspended in fresh medium were diluted to 1X10° cells/tube with PBS and
incubated with 20uL (0.9M Bq) of '""Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin or 17" Lu-Folate-Bombesin in
triplicate at 37°C' for 1h. The test tubes were centrifuged at 2500rpm for 5min and washed with
phosphate buffered saline. Radioactivity in the cell pellet represents both membrane-bound and
internalized radiopharmaceutical and was measured in a crystal scintillation well-type detector
(Auto In-v-tron 4010, NML, Inc.). The membrane-bound activity was removed with 1 mL of 0.2M
acetic acid/ 0.5M NaCl solution added to the cell pellet. The test tubes were centrifuged and the
pellet activity, which was considered as internalization, was measured. Blocking studies were carried
out in parallel. The cells were pre-incubated with 50uL of folic acid in 0.01M/ NaOH (0.5mM) or

50uL of Lyss-Bombesin (0.5mM) for 30min before addition of the radiopharmaceutical.

7.1.7 In vivo uptake

Animal model

In vivo studies in mice were carried out according to the rules and regulations of the Official
Mexican Norm 062-Z00-1999. Athymic mice, 6 — 7 weeks old and 18 — 20g weight, were kept in

sterile cages with sterile wood-shaving beds, constant temperature, humidity, noise and 12 : 12 light
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periods. Athymic mice were maintained on a folate-free diet for 3 weeks before imaging studies.
Tumor induction

Athymic female mice (6 — 7 weeks old) were inoculated subcutaneously in the upper back with
2 X 10% T47D cancer cells suspended in 0.1mL of phosphate-buffered saline. Injection sites were

observed at regular intervals for tumor formation and progression.
"L u-DenAuNP-Folate-Bombesin Imaging

To verify the in vivo radionanoconjugate retention in tumors, optical images were acquired at 1h
and 48h after '""Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin intratumoral administration (37M Bq) in T47D
tumor-bearing mice using a preclinical optical/X-ray imaging system (In vivo X-Treme, Bruker
BioSpin Corp., USA). Mice under 2 % isofluorane anesthesia were placed in the prone position and

whole imaging was performed. Counts in the tumor were quantified at 1 and 48h after injections.

7.1.8 Results and Discussion

Synthesis and chemical characterization

Synthesis. The overall scheme of the theranostic radiopharmaceutical '""Lu-DenAuNP-Folate-
Bombesin is shown in 7.1. The DenAuNP-Folate-Bombesin conjugatewas obtained as a black solid

with an overall yield of 72 %.



RESULTADOS 68

0
=i
BOMBESIN WI""

PERIPHERIAL FUNCTION AL f W%
GROUPS ( = Nm ) Q-u\) M)ir))ﬂ,

DENDRIMER > >4
GENERATIONS sz 2 FS?_E
MJ\/J\

o ’Z]OLD
FOLATE 5 v/ NANOPARTICLES
NN NHT

Figura 7.1: Overall scheme of '""Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin.

IR Spectroscopy.

The IR spectra of the dendrimer, bombesin, DOTA, folic acid, DenAuNP, Den-Folate-Bombesin and
DenAuNP-Folate-Bombesinare presented in (Fig.7.2). The IR-spectrum of Den-Folate-Bombesin
reveals some characteristic bands from the dendrimer, bombesin, DOTAand folic acid, which change
in intensity, positions, or disappear because of the conjugation to the dendrimer. In agreement with
the IR spectra of bombesin and folic acid described by Aranda-Lara et al [22], the strong bands in
the 1646 — 1533cm ! region from the bombesin spectrum (Fig.7.2b) and 1687! and 1637~ from
folic acid (Fig.7.2d) which correspond to amide I and amide IT vibrations,disappeared or decreased
in intensity in the Den-Folate-Bombesin. A change of symmetry occurs in this supramolecule and
bands associated to the formation of new secondary amides increase the absorbance of bands at
839 and 5551, which correspond to a symmetrical C-N-C stretching vibration and to the bending

motion of O=C-N group, respectively[23]. In the dendrimer spectrum (Fig.7.2a), three weak well-



RESULTADOS 69

defined bands at 1152, 1130, 1032cm ™! are observed. After conjugation (Den-Folate-Bombesin), the
spectrum (Fig.7.2f) revealed two red-shifted bands (7em ™! and 5em ™) at 1171 and 1123e¢m ™! from
bombesin;one band at 1033¢m ! from the dendrimer and two semi shoulders at 1100 and 1065¢m ™!,
from DOTA (Fig.7.2c) and folic acid (Fig.7.2d).In the DenAuNP spectrum,two bands at 1146 and
1031em ™! from the dendrimer, are observed and the pattern of the spectrum changed (Fig.7.2e),
which indicates the encapsulation of the AuNPs with effect on the molecular symmetry of the
dendrimer. Structured new regions between 3900 and 3600cm~! (centered at 3747cm~!), and
between 2250 and 1700cm ™! (centered at 2011cm~!),are observed and seem to correspond to
weak hydrogen bonding between the dendrimer amides as the result of the entrapped AulNPs. The
change in the spectrum of Den-Folate-Bombesin after the encapsulation of AuNPs (DenAuNP-
Folate-Bombesin), (Fig.7.2g) suggests a new molecule with particular physicochemical properties.
The weak bands between 1200 — 900cm ™! observed in Den-Folate-Bombesin spectrum,are the
most strongin that of DenAuNP-Folate-Bombesin. The bands at 1157 and 1029¢m ™! are from the
dendrimer and those at 1102 and 1051cm ! (14cm~! red-shifted) are from the molecules conjugated
to the dendrimer (Fig.7.2g). Their increase in absorbance seems to be the result of the encapsulation
of AuNPs in the dendritic cavity. The bands observed between 1200 — 1000cm ™! correspond to C-N
stretching vibrations from primary amides, secondary amides and tertiary aliphatic amines [23]. In

particular, CN vibrations from tertiary aliphatic amines are located between 1040 — 1020cm ™~ 1[23].
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Figura 7.2: IR-spectrum of a) Dendrimer,b) Bombesin,c) DOTA, d) Folicacid,e) DenAuNPs, f) Den-Folate-

Bombesin,and g) DenAuNP-Folate-Bombesin.

In the DenAuNP-Folate-Bombesin spectrum, two new structured regions with two maximum bands
at 3753 and 2015¢m ! slightly blue shifted with respect to those of the DenAuNPare observed,which
demonstrates that the entrapped AuNPs favored weak interactions in the dendrimer cavity. IR

suggests that AulNPs are entrapped in the dendritic cavity in Den-AuNPs and in Den-AulNP-
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Folate-Bombesin, but in the former the bands of the dendrimer are not strong. In contrast, the
conjugation of bombesin, folic acid and DOTA to the dendrimer induces a particular structural
arrangement which allows the encapsulation of the AuNPs in the dendritic cavity and affords a
larger stability and an adequate symmetry to the supramolecule, which is revealed in the particular

feature of the spectrum and the very strong bands associated to the -C-N- groups.

Transmission electron microscopy

TEM images of DenAuNP-Folate-Bombesin (Fig.7.3A) showsingle units of the compounds as
grayish round objects with a mean diameter of 5.6 + 0.4nm,which is slightly greater than that
of DenAuNP (4.53 +1.33nm, (Fig.7.3B) because of the conjugation with Folate and Bombesin.The
increase in the hydrodynamic diameter of DenAuNP-Folate-Bombesin by the conjugation effect was
observed by TEM as a halo around the compound due to the poor interaction of the electron beam
with the folate and bombesin molecules (low electron density), in contrast to the strong scattering
of the electron beam when it interacted with the metallic nanoparticles [24].Each compound shows
small black dots that correspond to the gold nanoparticles with approximate average diameter of
2.5 + 0.4nm.According to the previous studies, the black dots indicate that gold nanoparticles are

in the dendritic cavity[25].

Particle size and zeta potential

The hydrodynamic diameter of DenAuNPs and DenAuNP-Folate-Bombesin by DLS was 5.00 +
1.47nm and 18.6 £8.0nm, respectively (Fig.7.3). The Z potential of the Den AuNP-Folate-Bombesin
was 86.3+3.8mV, versus 28.6+2.7mV for the DenAuNPs, indicating that the Folate and Bombesin
conjugation confers a high colloidal stability to the multifunctional system. Scanning Electron
Microscopy. The SEM image (Fig.7.4A)showed that the DenAuNP-Folate-Bombesin conjugate has

a granular and homogeneous structure.The qualitative elemental content determined by X-ray
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analysis for DenAuNP-Folate-Bombesin (Fig.7.4B)shows the presence of Au and S as well as C, N
and O.

20

% Channel
3
% Passing

-

10
Size (nm)
30 T

100

n
o
L

95

% Channel
% Passing

-
o
L

10 100
Size (nm)

Au

5 10 15
Energy (keV)

Figura 7.4: SEM image (A)and X-ray analysis (B) for DenAuNP-Folate-Bombesin.
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UV-Vis

The Den-Folate-Bombesin spectrum showed bands associated to DOTA (shoulder at 258nm),
bombesin (278nm) and folate (284nm and a shoulder at 340nm) (Fig.7.5A), which were masked
in the presence of the entrapped AuNPs (Fig.7.5B). The DenAuNP-Folate-Bombesin spectrum
exhibited a surface plasmon resonance as a shoulder at approximately 510nm (Fig.7.5B).The
plasmon band is associated to the average contribution of the entire AuNP population, but only the
AuNPs with diameters larger than 2.5nm significantly contribute to the plasmon band absorption
at 510nm [25, 26]. Several groups have reported the presence of intradendrimer encapsulated
nanoparticles, in which the nanoparticle resides within the interior void space of the dendrimer,
as well as interdendrimer-stabilized nanoparticles, in which the nanoparticle surfaceis stabilized by
multiple dendrimers through their terminal amine groups. Intradendrimer nanoparticles are usually
smaller than 4.5nm; in contrast, interdendrimer particles are always larger than 5nm[26]. In this
research, the encapsulation of 2.1—2.9nm diameter nanoparticles within single dendrimers observed
in TEM images suggests that formation of gold interdendrimer particles did not occur, possibly due
to the steric effect of bombesin, folate and DOTA on the dendrimer surface. The band at 290nm is
reproducibly observed during the syntheses of AuNPs through the use of dendrimers as templates
[27]. This bandand the plasmon band absorption are also observed in the DenAuNPs spectrum

(Fig.7.50).
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Figura 7.5: UV-Vis spectra in aqueous media of A) Den-Folate-Bombesin, B) DenAuNP-Folate-Bombesin, andC)
DenAuNP.

The surface plasmon resonance observed at 510nm opens the possibility for further studies related to
plasmonic photothermal therapy[28]. Several trials have demonstrated a significant improvement in
the clinical outcome when radiotherapy was conducted under hyperthermic conditions in patients
[29]. Hyperthermia increases the efficacy of radiotherapy by improving tumor oxygenation and
interfering with the DNA repair mechanisms. By exposing '7"Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin to
laser irradiation, could be possible to heat a localized area in the tumor without any harmful

heating of the surrounding healthy tissues.
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Figura 7.6: Emission fluorescencespectra in powder at 291K of A) DenAuNP-Folate-Bombesin, B) Den-Folate-
Bombesin (Aemi = 311,347,383,421, 444, 485, 529nm) and Dendrimer (Aems = 308, 345, 384, 419, 445, 484, 520nm).

The three spectra were measured at Aeze = 222nm, slitege = 5.0nm, sliten: = 5.0nm and filter= 290nm.

Fluorescence spectroscopy

Figure7.6 shows the selected fluorescence emission spectra of the dendrimer, Den-Folate-Bombesin
and Den-AulNP-Folate-Bombesin from the luminescence studies. Two important aspects are
observed, the enhanced luminescence of the DenAuNP-Folate-Bombesin (Fig.7.6A) with respect
to the dendrimer and Den-Folate-Bombesin, and the presence of new peaks at 761 and 843nm. The
high luminescence intensityis caused by the encapsulated small AuNPs that induce the stabilization
of the molecule and the NIR emissions. This fact pointed to the presence of NIR-emitting gold
nanoclusters (NCs), possibly in the form of (Au®)sg)-dendrimer-G4. Recent developments in the

NC field have demonstrated that metal NCs are excellent luminescent materials [3, 30]. The
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luminescent properties of the DenAuNP-Folate-Bombesin conjugate are relevant because it could
be used in animal imaging. Recently, Wu et al. investigated tumor targeting of NIR-emitting BSA-
stabilized AuNCs, and the NIR fluorescence significantly improved tissue penetration depth upto

few millimeters[31].
Radiolabeling

Thesize-exclusion HPLC chromatogram and radio-chromatogram of the purified multifunctional
system (Fig.7.7) showthat 7"Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin was obtained with a radiochemical
purity of 93 4 2%, without post-labeling purification (n=12). After incubation of the ""Lu-
DenAuNP-Folate-Bombesin radiopharmaceutical in human serum (24h at 37°C'), the radio-HPLC
chromatogram showed a radiochemical purity of > 90 %, which demonstrates its high stability in

seruin.
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Figura 7.7: Size-exclusion HPLC chromatogram (220nm; continuous line) and HPLC radio-chromatogram (dotted

line) of the '""Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin theranostic radiopharmaceutical (flow rate 1mL/min).

T47D cancercell studies

Preliminary cell studies showed an important uptake of '7’Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin in

T47D cancer cells, which was significantly (t-student, p < 0.05) inhibited by pre-incubation with
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cold Lys3-bombesin peptide or folic acid alone, indicating that the multifunctional system has
specific recognition for GRPRs and FRs (Fig.7.8). The T47D cell uptake of '""Lu-DenAuNP
was 8.84 + 1.14 %,mainly attributed to a passive uptake mechanism [24], and significantly (t-
student, p < 0.05) lower than that of !""Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin(41.15 + 2.72%). The
pre-incubation with cold Lys3-bombesin showed greater blocking effect on the multifunctional
system(62.14 % less uptake) compared with that of the cold folic acid (36.53 % less uptake) (Fig.7.8).
This difference in blocking effect is consistent with the GRP and folate receptors” expression
levels in T47D breast cancer cells[21, 22], which suggest that the specific targeting of the 7" Lu-
DenAuNP-Folate-Bombesin in T47D is mainly dominated by the specific recognition of the
bombesin moiety through GRP receptors. The in vitro T47D cell uptake was higher for '7"Lu-
DenAuNP-Folate-Bombesin (41.15 + 2.72%) than that reported for the '"’Lu-Folate-Bombesin
conjugate (33.27 £ 2.52%)[22]. This effect could be related to the multivalent ligand-receptor
binding of the !""Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin, since the peptide-nanoparticle conjugate provides
a surface for simultaneous interactions with the cell surface, giving rise to multivalent effects
(defined as an affinity enhancement)[24], as well as to the contribution of dendrimer passive
uptake[24].Nevertheless, further studies related to cell internalization and affinity must be carried

out.
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Figura 7.8: In vitro uptake of ™" Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin in T47D breast cancer cells at 1h. A) Unblocked,

B) Blocked with folic acid, and C) Blocked with Lys®*-bombesin.

Preliminary in vivo imaging studies demonstrated that !""Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin remained
in the T47D tumor up to 48h after intratumoral radiopharmaceutical administration, since in
all mice the tumor intensity in the optical imaging correlated with the radionuclide decay (at
1h = 11354 photons/s/mm?; at 48h = 8360 photons/s/mm?) with negligible biological elimination
(Fig.7.9). Considering that one Becquerel (Bq) of Lu-177 produces 841558 disintegrations until
total decay (total disintegrations = fot A(t) dt) with a maximum S~ particle energy of 0.498MeV,
it is expected that with the high '""Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin retention observed in tumors,
the total radiation absorbed dose to the malignant tissue could easily reach 2Gy per M Bq [32].

Nevertheless, further preclinical studies must be carried out in order to evaluate the toxicity,
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biokinetics and dosimetry of this radiopharmaceutical. An important benefit of receptor-specific
radiopharmaceuticals is their potential for use in targeted radiotherapy. Multiple peptides, specific
to target receptors that are over expressed in breast cancer cells, appended to one nanoparticle and
radiolabeled with an imaging and 3~ particle-emitting radionuclide (*""Lu), act as a multifunctional
system that could be useful in identifying malignant tumors and metastatic sites (by single photon
emission computed tomography imaging, “SPECT”), for targeted radiotherapy (high S~ particle-
energy delivered per unit of targeted mass), and for thermal therapy (localized heating after
laser irradiation). However, for therapeutic purposes, NPs should be administered by intratumoral
injection or into a selective artery to avoid high uptake by organs of the reticulo-endothelial system
due to the colloidal nature of NPs [32]. Injection into a breast tumor would allow high uptake into
a tumor, possible micro metastases, or individual cancer cells. Therefore, 17" Lu-DenAuNP-Folate-
Bombesin has potential application in medical diagnosis and therapeutic treatments due to its
unique combination of radioactive, optical and thermoablative properties. This study demonstrated
that the nanosystem exhibited physical and chemical properties that are suitable for plasmonic-
photothermal therapy and targeted radiotherapy in the treatment of breast cancer.

1.5e+004 P/sec/mm/sq 5.2e+003 P/sec/mm/sq

1.2e+004 P/sec/mm/sq -3.6e+003 P/sec/mm/sq

8.8e+003 P/sec/mm/sq -2.0e+003 P/sec/mm/sq

5.8e+003 P/sec/mm/sq 386.24 P/sec/mm/sq

A) B)

Figura 7.9: Optical imaging of ""Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin at 1h and 48h after intratumoral

administration.
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Conclusions

Elemental analysis and spectroscopy techniques showed that folic acid, bombesin and DOTA mo-
lecules were successfully conjugated to one molecule of the PAMAM dendrimer. Chromatographic
studies showed that the ""Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin conjugate was obtained with high ra-
diochemical purity (> 90%). Preliminary binding studies in T47D breast cancer cells showed a
specific cell uptake and high retention in T47D-induced tumors in mice.

Luminescence results show that AuNPs in the conjugate increase the fluorescence intensity, resul-
ting in a multifunctional system that may be useful as an optical and nuclear imaging agent for

breast tumors over-expressing GRPRs and FRs, as well as for targeted radiotherapy.
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Abstract

The integration of fluorescence and plasmonic properties into one molecule is of importance in developing multifunctional imaging
and therapy nanoprobes. The aim of this research was to evaluate the fluorescent properties and the plasmonic—photothermal,
therapeutic, and radiotherapeutic potential of '’’Lu—dendrimer conjugated to folate and bombesin with gold nanoparticles in the
dendritic cavity ('”’Lu-DenAuNP—folate—bombesin) when it is internalized in T47D breast cancer cells. The intense near-Infrared
(NIR) fluorescence emitted at 825 nm from the conjugate inside cells corroborated the usefulness of DenAuNP—folate—-bombesin
for optical imaging. After laser irradiation, the presence of the nanosystem in cells caused a significant increase in the tem-
perature of the medium (46.8°C, compared to 39.1°C without DenAuNP—folate—bombesin, P < 0.05), resulting in a significant
decrease in cell viability (down to 16.51% + 1.52%) due to the '"’Lu-DenAuNP—folate—bombesin plasmonic properties. After
treatment with '’’Lu-DenAuNP—folate—bombesin, the T47D cell viability decreased 90% because of the radiation-absorbed
dose (63.16 + 4.20 Gy) delivered inside the cells. The '”’Lu-DenAuNP—folate—bombesin nanoprobe internalized in cancer
cells exhibited properties suitable for optical imaging, plasmonic—photothermal therapy, and targeted radiotherapy.
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Introduction

Different-sized gold nanoparticles (AuNPs) can be classified into
molecular luminescent AuNPs (from 0.3 to 2 nm) and conven-
tional plasmonic AuNPs (from 2 to 100 nm).! Luminescent
AuNPs lack the characteristic surface plasmon resonance (SPR)
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due to the limited number of free electrons but can give a broad
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cancer treatment.>> The photothermal conversion effect in
AuNPs is based on the collective oscillations of the electrons
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Abstract: The integration of fluorescence and plasmonic properties into one molecule is of
importance in developing multifunctional imaging and therapy nanoprobes. The aim of this
research was to evaluate the fluorescent properties and the plasmonic-photothermal therapeutic
and radiotherapeutic potential of ""Lu-dendrimer conjugated to folate and bombesin with gold

nanoparticles in the dendritic cavity(!”"Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin) when it is internalized
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in T47D breast cancer cells.The intense NIR fluorescence emitted at 825nm from the conjugate
inside cells corroborated the usefulness of DenAuNP-Folate-Bombesin for optical imaging. After
laser irradiation, the presence of the nanosystem in cells caused a significant increase in the
temperature of the medium (46.8°C, compared to 39.1°C’" without DenAuNP-Folate-Bombesin,
p < 0.05) resulting in a significant decrease in cell viability(down to 16.51+1.52 %)due to the 7" Lu-
DenAuNP-Folate-Bombesin plasmonic properties. After treatment with 7"Lu-DenAuNP-Folate-
Bombesin, the T47D cell viability decreased 90 % because of the radiation absorbed dose (63.16
4.20Gy) delivered inside cells. The 17"Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin nanoprobe internalized in
cancer cells exhibited properties suitable for optical imaging, plasmonic-photothermal therapy and

targeted radiotherapy.

Keywords: Lutetium-177; radiolabeled dendrimers; radiolabeled nanoprobe; multifunctional

radiopharmaceuticals; heterobivalent molecules; breast cancer; dendrimers; gold nanoparticles.

7.2.1 Introduction

Different-sized gold nanoparticles (AuNPs) can be classified into molecular luminescent AuNPs
(from 0.3to2nm) and conventional plasmonic AuNPs (from 2 to 100nm)(1). Luminescent AuNPs
lack the characteristic surface plasmon resonance (SPR) due to the limited number of free electrons,
but can give a broad range of emissions from visible to NIR regions(1). Due to their SPR, AuNPs can
be used as localized heat sources for cancer treatment (2, 3). The photothermal conversion effect
in AuNPs is based on the collective oscillations of the electrons under optical excitation which
provide strong localized heating when they are irradiated with a laser or exposed to a certain
radiofrequency field(3-5). The localized heating, reaching temperatures about of 700°C' around

AuNPs, causes irreversible thermal destruction of cancer tissues (6-8).

The integration of fluorescence and plasmonic properties into one molecule is of importance in
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developing multifunctional imaging and therapy nanoprobes (9, 10).

Lutetium-177 is a f~ and 7 emitting radionuclide with a physical half-life of 162k (6.73
days). In the field of nuclear medicine, an in vivo theranostic approach combines the potential
of both diagnosis and therapy in the same targeting molecule by labeling with either a
diagnostic (e.g. %Ga) or a suitable therapeutic (e.g. ""Lu) radionuclide (11, 12). Dendrimers
are hyperbranched polymeric structures. Polyamidoamine (PAMAM) dendrimers are spherical
macromolecules composed of repeating polyamidoamine units which are known to have high in
vivo stability(13, 14). Unmodified cationic PAMAM dendrimers have been shown to
be haemolytic, a property that was associated with their cationic nature. However,
the construction of novel dendrimers with biocompatible components through the
surface modification of commercially available dendrimers by PEGylation, acetylation,
glycosylation, amino acid, vitamins and peptide functionalization, have solved the
safety problem of dendrimer-based nanotherapeutics (13).

Over the last two decades, several experimental evidences have suggested that the gastrin-releasing
peptide (GRP) and other bombesin-like peptides act as growth factors in many types of cancer(15).
Overexpression of gastrin-releasing peptide receptors (GRPR) is present in 96 % of breast cancer
tissues(16). The overexpression of Folate receptor—a (FRa) has been confirmed in all clinical breast
cancer subtypes comprised of estrogen receptor positive (ER+), progesterone receptor positive
(PR+), human epidermal growth factor receptor positive (HER2+), and triple negative (ER-
, HER2-, PR-) tumors(17-19). Therefore, heterobivalent conjugates of bombesin and folate are

expected to improve the recognition of breast cancer cells positive to FR and GRPR.

The multifunctional theranostic radiopharmaceutical composed of gold nanoparticles (size range:
1.0 — 2.9nm) entrapped within internal cavities of !""Lu/%®Ga-labeled PAMAM, and conjugated

to target-specific molecules (bombesin and folate) at the periphery of the dendrimer, has been
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recently synthesized as a potential optical and nuclear imaging agent for breast tumors, as well as

for targeted radiotherapy and plasmonic photothermal therapy(20).

Nevertheless, fluorescent and plasmonic properties of radiopharmaceuticals based on gold
nanoparticles can significantly differ from those observed in wvitro due to the possible AuNP
aggregation inside cells(21, 22) The aim of this research was to evaluate the fluorescent properties
and the plasmonic photothermal therapeutic, and radiotherapeutic potential of the 7"Lu-
DOTA-Dendrimer-AuNP-Folate-Bombesin (17" Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin) nanoprobe when it

is internalized in T47D breast cancer cells.

7.2.2 Experimental methods

Preparation of '""Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin and DenAuNP-Folate-Bombesin

In this research, we used a !""Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin conjugate for which the carboxylate
groups of bombesin and folic acid were covalently conjugated to the free amine groups of
the dendrimer surface (20). Elemental analysis (EDS), particle size distribution (DLS), TEM
analysis, UV-Vis, scanning electron microscopy (SEM) and X-ray analysis, infrared and fluorescence
spectroscopies and radio-HPLC analyses, confirmed the dendrimer functionalization with high
radiochemical purity (> 95 %) (20). Briefly, p-SCN-Benzyl-DOTA (5.38umol, Macrocyclics, Dallas,
TX, USA) was conjugated in aqueous-basic medium (bicarbonate buffer, 0.2M, pH9.5) to the G4-
PAMAM-(NH3)64 dendrimer (0.3umol, Sigma-Aldrich Chemical Co.,St Louis, Missouri, USA).
The carboxylate groups of Lys'Lys?(DOTA)-bombesin (0.55umol, piChem, Graz, Austria)and
folic acid (2.27umol Sigma-Aldrich Chemical Co.,St Louis, Missouri, USA), were activated with
HATU in DMF/DIPEA and also conjugated to the terminal amine groups of the PAMAM-G4
dendrimer. The conjugate was mixed with 1% HAuCly followed by the addition of NaBH4 and

purified by ultrafiltration. A 15uL aliquot (1.5mg/mL) of the Dendrimer-AuNP-Folate-Bombesin
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conjugate was diluted with 1M acetate buffer (35uL, pH5), followed by the addition of '""LuCl3
(20puL, 40GBq/mL, > 3 T Bq/mg, ITG, Germany). The mixture was incubated at 90°C' for 30min.
Radiochemical purity was > 95 % determined by size-exclusion radio-HPLC (ProteinPak 300SW,
Waters, 1m.L/min, injectable grade water).This complex will be referred as 7" Lu DenAuNP-Folate-
Bombesin. Since radioactive material cannot be handled in TEM and fluorescent spectroscopy
equipment, DenAuNP-Folate-Bombesin was used in these studies considering that few !”"Lu atoms

(traces) are present in the !""Lu DenAuNP-Folate-Bombesinsystem (MW= 30,000g/mol).
Cellculture

The T47D breast cancer cell line was originally obtained from the American Type Culture Collection
(Atlanta, GA, USA). The cells were routinely cultured at 37°C' with 5% CO3 and 85 % humidity in
Roswell Park Memorial Institute medium (Sigma-Aldrich Co.) supplemented with 10 % fetal bovine
serum and antibiotics (100U /mL penicillin and 100ug/mL streptomycin).These cells were selected
since previously we have demonstrated an important uptake of 17"Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin
in T47D, which was significantly inhibited by pre-incubation with cold Lys3-bombesin peptide or
folic acid alone, indicating that the multifunctional system has specific recognition for GRPRs and

FRs (20).
Transmission Electron Microscopy (TEM)

TEM analyses were performed in order to corroborate the internalization of DenAuNP-Folate-
Bombesin in T47D cells. Cells (5X10%) were seeded into 6-well plates (Cyto-One, USA Scientific) for
24h to allow adherence. DenAuNP-Folate-Bombesin was added to cells followed by 1A of incubation
at 37°C. The cells were washed three times with PBS, centrifuged into small pellets, and fixed
with 2% glutaraldehyde and 2% paraformaldehyde (PFA) in sodium cacodylate buffer (0.1M).

The cells were further fixed with 1% osmium tetraoxide in 5mM-2-mercaptoethanol (phosphate-
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mercaptoethanol buffer), dehydrated in graded acetone series and embedded in Epon-Spurr epoxy
resin. Sections were cut at 85nm using a diamond knife (Diatome, Hatfield PA). The sections were
stained with Sato?s triple lead stain and 5% aqueous uranyl acetate for organelle visualization.
The prepared samples were examined on a JEOL 1400 TEM microscope (JEOL, Peabody, MA)

operating at 80kV.
Fluorescence imaging of DenAulNP-Folate-Bombesin inside cells

T47D cells (2X103) were grown on glass cover slips and following treatment with Dendrimer (Den),
Dendrimer-AuNP (DenAuNP) and DenAuNP-Folate-Bombesin, were rinsed with ice cold PBS,
fixed in acetone and washed twice with PBS. After the addition of 250uL (1ug/mL) of Hoechst
(DNA stain), cells were incubated for 1min at room temperature and rinsed with PBS before being
mounted onto slides (ProLong Gold; Molecular Probes, Invitrogen Life Technologies, CA, USA).
Hereinafter, the preparation of DenAuNP-Folate-Bombesin internalized in the T47D cells will be
referred to as DenAuNP-Folate-Bombesin-Cell.Images of the fluorescent AuNPs of DenAuNP-Cell
and DenAuNP-Folate-Bombesin-Cellwere taken using an epifluorescent microscope (Meiji Techno
MT6200, Saitama, Japan). Hoechst dye inside the nuclei was visualized with an excitation filter of
3307385nm and using an emission filter of 420nm. The AuNPs were detected by using an excitation

filter of 5307550nm and an emission filter of 590nm.
X-ray Photoelectron Spectroscopy (XPS)

X-ray photoelectron spectra were acquired on a Thermo K-Alpha spectrometer equipped with an
Al K, X-ray source (1486.68¢V'). The source was calibrated using Au 4f7/, (84.0eV) and Ag 3ds o
(368.2¢V) from foil samples. An argonion beam was used for charge compensation in the samples.
The of DenAuNP-Folate-Bombesin and DenAuNP-Folate-Bombesin-Cell samples were introduced

into an ultra-high vacuum (UHV) chamber of the spectrometer (1X10~7 ? 1X10~® Pa) and measured
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at 297K. The spot size in the beam was 200um. 20 scans for Aud f were performed with an energy
step size of 0.03eV . Survey spectra were measured in therange of 0 to 1320eV for Den AuNP-Folate-
Bombesin (Fig.S1, Supplemental information)and DenAuNP-Folate-Bombesin-Cell samples. The
binding energies were referenced to the Cls peak at 285e¢V. Shirley background subtraction was
applied to all spectra. High resolution spectrum was obtained for Audf, Cls and Ols bands. The
Audf spectrum was statistically analyzed using the Origin 8.1 software. The best fit was achieved
for four peakswith a multipeak model and the Gaussian function with a correlation factor R?
equals to 0.987 (DenAuNP-Folate-Bombesin), and for six peaks and the Lorentzian function with

R? = 0.994 for the DenAuNP-Folate-Bombesin-Cell.
Fluorescence spectroscopy analysis of DenAulNP-Folate-Bombesin inside cells

Emission fluorescence spectra at 291 K of a) DenAuNP-Folate-Bombesin-Cell sample,b) T47D cells
+ Hoechst (matrix emission), and c¢) T47D cell samples were recorded on a Perkin-Elmer LS-55
low-resolution luminescence spectrometer, from 200 to 900nm. All the samples were excited with
wavelengths in the UV region to VIS region in order to distinguish between emission bands from the
DenAuNP-Folate-Bombesin-Cell and those from the cells and remaining Hoechst dye themselves,
and to identify bands from Raleigh and Raman scatterings of the excitation lights used as well
as harmonics bands in the VIS region from emission bands in the UV region (see supplemental
material). The best results for the three samples were obtained using excitation wavelengths (Aezc)
of 222, 270, 300 and 510nm; emission filter of 290, 390, 430 and 515nm, and excitation and emission
slits of 5nm and 50nm/min. To confirm some emission bands, excitation slit equals to Tnm and
emission slit equals to 10nm were also tested.The source parameters were: Delay time (ms): 10,

Gate time(ms): 20, Cycle time(ms): 33, Flash time: 3.

Phothothermal plasmonic potential of DenAulNP-Folate-Bombesin inside cells
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T47D cells were incubated in a 96-well plate at a density of 5X10? cells/ well. The cells were cultured
for 24h at 37°C with 5% CO4 and 85 % humidity. Then, the culture medium was removed, the well
plate was placed in a dry block heater at 37°C and the cells were exposed to one of the following
treatments (n = 6): (a) 100uL of Den-Folate-Bombesin and 100 pL of PBS, pH7 with irradiation
(1.19W/em?); (b) 100 L of DenAuNP-Folate-Bombesin and 100 L of PBS pH7 with irradiation
(1.19W/em?); (c) 100 pL of distilled water (without nanoparticles) and 100 uL of PBS pHT7 with
irradiation (1.19W/cm?), or (d) no treatment.

Laser irradiation in all experiments was conducted using a compact pulsed Nd:YAG laser (Q Smart
100, Quantel laser) pulsed for 5ns at 532nm (energy = 50m.J/pulse) with a repetition rate of
10Hz. The per-pulse laser power was measured using a Dual-Channel Joulemeter/Power Meter
(Molectron EPM 2000, Coherent). A diverging lens was used in the path of the laser beam such
that the well plate was fully covered by the laser (diameter = 7mm, area= 0.38cm?). The irradiance
at the well plate was then calculated as the laser power per pulse divided by the laser spot area.
Irradiation was performed for 6min while delivering 1.19W/cm? of average irradiance.

During laser irradiation, the temperature increase was measured using a type K thermocouple
(model TPK-01) of immediate reaction that had been previously calibrated (probe diameter
= 0.8mm). The thermocouple was introduced into the well and the temperature was registered
each second using a cold-junction-compensated K-thermocouple to digital converter (MAX6675,
Maxim Integrated TM) connected to a microcontroller board (Arduino Uno) with USB computer
connection. After irradiation, the solution of each well was removed and replaced with fresh medium.
The percentage of surviving cells 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 sodium 37-[1-[phenylaminocarbonyl]-3,4-tetrazolium|-bis[4-methoxy-6-
nitro] benzene sulfonic acid hydrate (XTT) in viable cells to yield orange formazan crystals that

are dissolved in acidified isopropanol (XTT kit, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).
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The resulting absorbance of the orange solution was measured at 480nm in a microplate absorbance
reader (Epoch TM, BioTek, VT, USA). The absorbance of the untreated cells was considered as

100 % of T47D cell viability.
Radiotherapeutic potential: cell dosimetry

T47D cells were incubated in a 96-well plate at a density of 5X103 cells/well for 24h at 37°C with
5% CO9 and 85 % humidity. Then, the culture medium was removed and the cells were exposed
for 2h (at 37°C, with 5% COz and 85 % humidity) to one of the following treatments (n = 6): (a)
100pL of 177LuCl3 (74 kBq) and 100 pL of PBS, pH7; (b) 100 uL of '""Lu-DenAuNP (74kBq)
and 100 pL of PBS, pHT; (c) 100 uL of ""Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin (74kBq) and 100uL of
PBS, pHT7 or (d) no treatment.

After 2h, the solution in each well was removed and replaced with fresh culture medium. The cells
were maintained for 3 days at 37°C with 5% COy and 85 % humidity. After that, the percentage
of cell viability in each well was evaluated using the XTT kit method, as described earlier. The
absorbance of the untreated cells was considered as 100 % of T47D cell viability.

The calculation of absorbed dose in the cell was carried out by the MIRD methodology using the
cell internalization factors for 7" Lu-DenAuNP-Folate-Bombesine and '""Lu-DenAuNP previously
reported by Mendoza et al.(20). The internalized activity is considered the initial activity Ag. From
the calculation of the total number of disintegrations during 3 days, and the cell geometric factor

(determined by Monte-carlo using PENELOPE) the absorbed dose was computed.
Statistical Analysis

Comparisons between groups inlaser irradiation and "“Lu irradiation studies were made using the

Student?s t-test (significance was defined as P < 0.05).
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7.2.3 Results and Discussion

Transmission Electron Microscopy

Figure 7.10 shows that DenAuNP-Folate-Bombesin is internalized in T47D cells and exhibits
vacuoles in the cell cytoplasm (Fig.7.10, top three panels) and on the cell membrane (Fig.
7.10, bottom two panels). This specific recognition and internalization into the cell cytoplasm is
attributed to the biological behaviour conferred by Bombesin and Folate on the dendrimer surface

which binds to GRPr and FR on the cell membrane(20, 23).

T a

T i T

Figura 7.10: TEM micrographs. Top panels: intracellular uptake in T47D breast tumor cells treated with Den AuNP-

Folate-Bombesin for 2h. Bottom panels: DenAuNP-Folate-Bombesin in membrane showing a vacuole formation.

XPS spectroscopy

The XPS spectra of Audf core orbitals of the DenAuNP-Folate-Bombesinsystem (Fig.7.11a)
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revealed four peaks corresponding to two doublets of the 4f7/2 and Audf5/2 orbitals of gold
which are shifted to larger binding energies with respect to those of the bulk gold metal (Au®
atoms), 84.0eV and 87.6eV,(3.67 separation) respectively. The separation of the first doublets was
3.7eV and the second one was of 3.8eV. Aud f7/2 peaksat 84.3 and 84.6eV (shifted 0.3 and 0.6eV)
with FWHM = 0.8eV, and Au4f5/2 at 88.0 and 88.4eV (shifted 0.4 and 0.8eV') with FWHM= 1eV,
indicate that in the DenAuNP-Folate-Bombesin system, the encapsulated AuNPs are interacting
with the amides and amines of the dendritic cavity with different degrees of strength because
of the AuNP sizes that are between 2.1nm and 2.9nm (20) and the coexistence of Au’ and
any oxidized form. The treatment of the XPS spectrum and the extent of the shift suggest the
presence of the AuNPs with the shorter diameter or/ and the Au'* oxidation state in the surface
in about 20 %. The shift of core Audf electron peaks is inversely proportional to the grain size(24).
In AuNP-S-derivatives, where sulphur atoms are covalently bonded to AuNP, the peak of Aul+
shifted significantly between 0.8 — 2.0eV with respect to the Au’ peak position.The coexistence
of Au® and Au'" atoms in the encapsulated AuNPs (diameter 2.5 & 0.4nm),and the stabilization
that the conjugated dendrimer affords to the system, explain the particular fluorescence-plasmonic

properties observed in the studied samples.
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Figura 7.11: High resolution XPS spectra of the Audf core orbitals of a)DenAuNP-Folate-Bombesin and b)

DenAuNP-Folate-Bombesin-Cell.

DenAuNP-Folate-Bombesin-Cellsample presented a particular XPS spectrum (Fig.7.11b). The
positions of the peaks indicate the presence of 4 defined Au peaks centered at 82.3, 85.2, 89.6 and
94.2eV but the multipeak model using the Lorentzian function revealed two additional peaks on
the left side (88.0eV') and right side (90.6eV") of the peak at 89.6eV . The large shifts with respect to
DenAuNP-Folate-Bombesindefinitely point to a strong interaction of the conjugate system with the
cells, which demonstrate that the conjugate was internalized in the cell where it is not homogenously

distributed and then exposed to different types of interaction with the cell. The 4f7/2 peak is
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located at 85.2eV and 4f5/2 at 89.6eV which has been associated to Au'* with shifts of 0.9 and
1.6eV with respect to the conjugate system before contact with the cell. This shift can also be due
to the interaction of the encapsulated AuNPs with the amine and amide groups of cell proteins.
However, the 4f5/2 peak is the most intense and broader than the 4f7/2 peak because of the
contribution of the two peaks found by the fitting. This is an anomaly, since usually the 4f5/2
is less intense than the 4f7/2 peak. The band at 88.00eV is associated to Au’ but the other one
seems to be an oxidized form of Au. The band at 82.3eV is too low in energy to correspond to
Au® and that at 94.2eV is too high for Au't oxidation states. This brings us to propose that once
the DenAuNP-Folate-Bombesinis inside the cell, several interactionsof the conjugate with anion-
and cation-transport cellular processes occur, which leads to chemical changes in the surface of
the encapsulated AuNPs. Gold can have less common oxidation states such as —1, +2 and +5.
Therefore, it would be possible that Au® atoms could be reduced to Au~! atoms (auride anion),
which is relatively stable due to the very high Pauling electronegativity of gold, and its ability
to form salts with Ca, K, Cs, Rb(25) and be oxidized to oxidation states higher than Au'" ions
(possibly 24 and 3+ oxidation state). The presence of remaining Au’ atoms and electrons from
the Aul- atoms on the surface of the encapsulated AuNPs (diameter 2.5 & 0.4nm) did not allow

the plasmonic resonance band to extinguish in the DenAulNP-Folate-Bombesin-Cell sample.
Fluorescence spectroscopy

The analysis of spectra recorded under different excitation wavelengths and emission filters allowed
the discarding of emission bands from the cells and Hoechst dye, excitation light scatterings and
harmonic bands in the VIS-NIR region (which are broad usually) from the emission band in the
UV region.

In Figure 7.12, is presented the fluorescence emission spectrum of the DenAuNP-Folate-Bombesin-

Cell (Fig. 7.12a) comparatively to that of the DenAuNP-Folate-Bombesin conjugate (Fig. 7.12b)
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obtained under the same experimental conditions. Regardless of the extent of the intensities,
the intensity ratio of the UV/VIS-NIR bands of Figure 7.12a changed with respect to that of
Figure 7.12b and bands enveloped in the spectrum of the latter are revealed in the former. From
200 — 500nm, the emission bands correspond to the organic components such as the functionalized
dendrimer, the cells and the Hoechst dye. Main bands in the VIS-NIR region(525 to 900nm)
of Figure 7.12b are clearly revealed in Figure 7.12a though slightly shifted. This points to the
interaction of the DenAulNP-Folate-Bombesin with the cell. However, a sharp intense band at
825nm is revealed. This lead to search of the origin of such a band. It was found that this
band does not correspond to any scattered excitation light nor to first harmonic bands from
the emission bands of the sample (for this test, the emission slit was larger than the excitation
slit, Fig. S2, supplemental information) since it is present in the DenAuNP-Folate-Bombesin-Cell
sample at the same position (£2nm) for all experimental conditions (Fig. 7.12a, Fig, 7.13 and
Fig. S2 in supplemental information). It was seen as a poor band in the T47D cells and Hoechst
dye spectra,and the relationship between them is probably that imines, imide or imidazole groups
are present in proteins and dyes such as Hoechst. The DenAuNP-Folate-Bombesin-Cell spectrum
reveals more pronounced bands in the VIS (valence state effect) and NIR (surface ligand effect)

regions than the DenAuNP-Folate-Bombesin, which indicates its internalizationin T47D cells.
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Figura 7.12: Fluorescence emission spectra of a) Den AuNP-Folate-Bombesin-Cell, b) DenAuNP-Folate-Bombesin.

Excitation wavelength: 222 nm, Filter 290 nm. Excitation and emission slits: 5 nm.

In Figure 7.13, the fluorescence emission spectra in the VIS-NIR region (525 to 900nm) excited

at 510nm and with variable emission filters of a) DenAuNP-Folate-Bombesin-Cell sample, b)

T47D cells + Hoechst, and c¢) Hoechst, are presented. The spectra from 200 to 900nm are given

in Figs. S3 and S4 of the supplemental information. In the spectra of the three samples (Fig S3,

S4), a shoulder at about 461nm is observed, which corresponds to the fluorescence emission of

the Hoechst dye. However, this emission is not the origin of the sharp band observed at 825nm

because the Stokes shift would be too large for any energy transfer and neither corresponds

to a harmonic band since these would appear beyond 900nm. Figure 7.13 reveals an enhanced
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luminescence in the NIR region with a 515nm emission filter and the sharp band at 825nm
was the most intense at this condition. The emission filters did not diminish intensity in the
a) DenAuNP-Folate-Bombesin-Cell sample but disappeared in the b) T47D cells + Hoechst
sample and it was negligible in the ¢) Hoechst sample. The results demonstrated that DenAuNP-
Folate-Bombesin was internalized in the cell, and that the encapsulated stabilized AuNP of the
DenAulNP-Folate-Bombesin system transfers its emission energy to a excited emission level already
present in a component of the T47D cell proteins (receptors), where it is harvested and then
re-emitted with greater intensity. The emission bands from the DenAuNP-Folate-Bombesin system
between 650 — 770nm can act as an energy emission donor. However, in the T47D cells the energy
emission acceptor is the defined sharp band at 825nm since being of low intensity became the
most intense band excited at 510nm with a 515nm ememission filter (Fig. 7.13b) and excited at
222nm with a 290nm emission filter (Fig. 7.12a). The enhanced emission fluorescence spectra of
the DenAuNP-Folate-Bombesin-Cell sample under two extreme excitation light sources and those
emission filters demonstrate that DenAuNP-Folate-Bombesin acts as a whole in the cells. The
Stokes shifts between the bands in the 650 — 770nm interval and that at 825nm, would be from 55
to 175nm and point to a FRET mechanism in the energy transfer of DenAuNP-Folate-Bombesin
to T47D cells (Forster resonance energy or fluorescence resonance energy transfer,(26-28)) since
the emission bands of DenAuNP-Folate-Bombesin are poorly shifted (1 — 3nm) and the typical

Forster distance for FRET (R, = 1—100nm) had to be fulfilled in Den AuNP-Folate-Bombesin-Cell.
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Figura 7.13: a) Fluorescence emission spectra in the VIS-NIR region of DenAuNP-Folate-Bombesin-Cell sample;
Hoechst dye in cells (short dot line) and Hoechst dye (dot line). Excitation wavelength: 510nm. Emission filter:
290nm. b) Fluorescence emission spectra in the VIS-NIR region of DenAuNP-Folate-Bombesin-Cell sample. Hoechst

dye in cells (short dot line) and Hoechst dye (dot line). Excitation wavelength: 510nm. Emission filter: 515nm.

Small luminescent AuNPs (1.573.0nm) can emit in the VIS region (valence state effect) and in
the NIR region (surface ligand effect). This is the case of the DenAuNP-Folate-Bombesin, where
the encapsulated AuNP has a diameter size between 2.1 to 2.9nm(20). The optical properties of
the AuNPs are enhanced by their encapsulation in such a functionalized dendrimer because of the

conformation and stabilization afforded by the macromolecule whose dendritic cavity interacts with
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AuNP through the tertiary amines and secondary amides. As a result of this interaction, about
16 % of Au” atoms are oxidized to Au'™ atoms (see XPS section) and the resulting luminescence
(fluorescence) is significant, the rest are Au’ atoms (enough electron charge density), which is
the main reason why the SPR band is still seen as a defined shoulder in the UV /VIS absorption
spectrum but shifted to higher energy (aprox. 510 —515nm) because of the small size of the AuNPs.
It has been demonstrated that the SPR band of AulNP typically observed at 520nm shifts to lower
or higher energy in an inversely-proportional mode to nanoparticle size (29). In fact it has been
reported that an entrapped AuNP in a functionalized Dendrimer. G5(Au-TOS-FA-DENPs) with
AuNP size of 3.3nm, enhanced its luminescence and maintained its SPR at 520nm(30). Every day
new theoretical and experimental evidences appear, which demonstrate that AuNPs of diameters
sizes between 1.5 — 4nm are luminescent, that the SPR does not disappear and that those with
larger size where the SPR effect predominates, also present luminescence. Although the fluorescence-
plasmonic properties of AuNPs are dominated by the valence states of gold atoms and their particle
sizes, it is clear from the above evidence that the type and extent of their chemical environments

can modify photophysical properties of AuNPs systems significantly.
Fluorescence imaging

Fluorescence images corroborate TEM results, demonstrating that DenAuNP-Folate-Bombesin is
internalized in the cell. In this figure, the fluorescence of the nanoconjugate is seen as bright red dots
which are localized either in the nuclei or in the cytoplasm of the cell. The fluorescence spectra
ofDenAuNP-Folate-Bombesin-Cellsample (Fig. 7.13) reveal emissions in the near-infrared region
when it is excited at 510nm and 222nm. The emission bands between the 650 — 850nm region are
responsible for the visualization of the nanoparticles in the fluorescence imaging (Fig. 7.14), under

the recording conditions employed.
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Figura 7.14: A representative microscopic field (40X) of T47D cells A) in phase contrast, B) the Hoechst stained
nucleus, C) the DenAuNP-Folate-Bombesin emission after 530nm excitation, and D) the merged nuclear and AuNP

fluorescence images.

Effect of laser irradiation on cell viability

Figure 7.15 shows that the presence of gold nanoparticles in the dendrimer significantly increased
the temperature of the medium after laser irradiation (46.8°C, compared to 39.1°C without AuNP
within the dendrimer, p < 0.05). As expected, the increase in temperature of Den-Folate-Bombesin
was similar to the control sample (PBS), which indicates that changes in temperature are only
determined by the presence of gold nanoparticles within the dendrimer in the medium.

The effect of the temperature increase (plasmonic photothermal potential) in the studied treatments

after laser irradiation is shown in Figure 7.15.
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Figura 7.15: Medium temperature increase after laser irradiation of T47D cells incubated on the presence of Den-

Folate-Bombesin, DenAuNP-Folate-Bombesin and a control solution (irradiance 1.1926W/cm?).

The DenAuNP-Folate-Bombesin system caused a significant decrease in cell viability (p < 0.05)
down to 16.51 % 4 1.52% by the end of treatment (6 minutes) when compared with Den-Folate-
Bombesin (80.1 % + 2.28 %) (Fig. 7.16). This result corroborated that the release of heat due to
the nanoparticle (the expected temperature around each nanoparticle is 700°C') in the cytoplasm
and nucleus of T47D cells is the reason for the significant reduction in cell viability, and not just

the temperature increase in the medium during those few minutes.
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Figura 7.16: Effect on viability of T47D cells incubated on the presence of Den-Folate-Bombesin, DenAuNP-Folate-
Bombesin and the control after laser heating (irradiance 1.1926W/cm?). *Statistically significant difference (P < 0.05)

versus DenAuNP-Folate-Bombesin

Several trials have demonstrated a significant improvement in the clinical outcome when
radiotherapy was conducted under hyperthermic conditions in patients. Hyperthermia increases
the efficacy of radiotherapy by improving tumor oxygenation and interfering with the DNA repair
mechanisms. However, the current techniques for hyperthermia induction display low spatial
selectivity in the tissues heated. Lasers have been used to induce hyperthermia and spatial
selectivity can be improved by adding gold nanoparticles within the dendrimer to the tissue to be
treated. By exposing nanoparticles within the dendrimer to laser irradiation, it is possible to heat a
localized area in the targeted cell without any harmful heating to the surrounding healthy tissues.
The previous studies using AuNP for hyperthermia have demonstrated that the functionalization of

AuNPs with probe molecules improves the particle accumulation in cell models significantly(7, 8). In
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this study, we have demonstrated that the system Den AuNP-Folate-Bombesin significantly reduces

T47D breastcancer cell viability in comparison with Den-Folate-Bombesin after laser irradiation.
Radiotherapeutic potential

As shown in Figure 7.16, the three studied treatments reduced the T47D cell viability, being
significantly inhibited by '7’Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin (p < 0.05). This effect is attributable
to the greater T47D cell internalization of 8~ particles due to the folate and bombesin moiety.
177, u-DenAuNP does not affect cell viability as much as !""Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin but
is higher than ""LuCls. ' Lu-DenAuNP can be internalized in the cell by passive endocytosis,
while !""LuCls should not undergo cell internalization. The results of the cell viability (Fig. 7.16)
indicate that !”"Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin is about 4 times more lethal than '""Lu-DenAuNP.
This experimental value is in accordance with the theoretical calculation of the absorbed dose
shown in 7.1, where the absorbed dose of '""Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin is 4 times greater
than that of ""Lu-DenAuNP. For absorbed dose calculation (Table 1), in each treatment an
activity of 14.8Bgq/cell (74kBq/5000 cells) was used and the percentage of cell internalization
of approximately 41 % (6.07Bgq/cell) for 1""Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin and 9.8 % (1.45B¢q/cell)
for 1""Lu-DenAuNP was considered as reported by Mendoza et al., with the consequent delivery
of a therapeutic dose. The factor 4 : 1 obtained from the internalization fraction between 77 Lu-
DenAuNP-Folate-Bombesin and '""Lu-DenAuNP is in accordance with the lethality factor (4 : 1)

and with the absorbed dose calculation (4 : 1).
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Figura 7.17: Effect of the radiation dose of *""LuCl3, " Lu-DenAuNP and '""Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin on

T47D cell viability. *Statistically significant difference (P < 0.05) versus 7’ Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin.

System Source  Target  Total Disintegrations (Bgq x s) Absorbed Dose Per Absorbed
Region Region inside T47D Cells in 3 Days Disintegration Dose, Gy
t=3days
/ A(t)dt (Gy/Bgq * s)
0
177 uDenAuNP Cell Cell 323 295 4.67X107° +£3.11x10~6 15.10 £ 1.10
177 uDen AuNP- 1352 561 63.16 + 4.20

Folate-Bombesin

Tabla 7.1: Total number of disintegrations and mean absorbed doses of ""Lu internalized in T47D cancer cells

within 3 days (Monte Carlo simulation, PENELOPE 2008).

7.2.4 Conclusions

The '""Lu-DenAuNP-Folate-Bombesin nanosystem internalized in cancer cells exhibited properties

suitable for optical imaging, plasmonic-photothermal therapy and targeted radiotherapy.
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Capitulo 8

Discusiones Generales

La sintesis del radiofarmaco teragnostico 1777, u-DOTA-Bz-SCN-Folato-Lys! Lys®
(DOTA)Bombesina-Dendrimero-AuNPs ['""Lu-DenAuNP-Folato-Bombesina] se efectué en
distintas faces. Como primera etapa se conjugaron las moléculas de reconocimiento mediante la
reaccion de los grupos aminos primarios sobre la superficie del dendrimero con los grupos carbo-
xilato del [Folato] y Lys!Lys3(DOTA)-Bombesina [Bombesina]. La molécula p-SCN-Bz-DOTA
[DOTA] también se conjugé con dendrimero como un agente quelante bifuncional para '7Lu.
Como segunda etapa se sinterizaron las nanoparticulas de oro (AuNPs) dentro del dendrimero por
reduccion quimica usando una soluciéon de NaBHy. El producto final se purificé por ultrafiltracién

y se liofilizd, obteniéndose un sélido amarillento.

Posterior a la sintesis el compuesto fue caracterizado por espectroscopia IR-FT y UV-Vis,
microscopia TEM y SEM, se analiz6 la estabilidad del compuesto mediante el potencial Z, se
corroboré el tamainio de sistema mediante DLS y se caracterizaron la propiedades fluorescentes del

conjugado.
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La estructura del espectro IR del conjugado muestra bandas bien definidas, correlacionadas con
las del Folato Bombesina y dendrimero pero caracteristicas del nuevo compuesto debido a los
cambios de altas o bajas energias aumentando la intensidad de las bandas. En el nuevo conjugado
el carbonilo de la nueva amida define una nueva banda centrada en 838 em™!. En presencia de
AuNPs , las bandas vibracionales ( 1102 , 1051 , 1029 ¢m ') que se corresponden con el dendrimero

multifuncional son mas fuertes como resultado del cambio de simetria molecular.

Del estudio de fluorescencia realizado al nanoconjugado se observé que el dendrimero por si solo
muestra una intensidad de fluorescencia baja. La conjugacién del Folato y Bombesina desfavorece
la fluorescencia del compuesto con una reduccién en la intensidad. Es notable el incremento en la
intensidad de fluorescencia del compuesto cuando se incorporan las AulNps en el conjugado con un
incremento uniforme en las bandas caracteristicas y la aparicion nuevas bandas en la regién de 600

a 900 nm. con una banda muy pronunciada centrada en 843 nm.

Las imagenes de SEM mostraron que el sistema DenAuNP-folato-bombesina tiene una estructura
granular y homogénea. El andlisis elemental por rayos X indicé la presencia de oro en el compuesto

y los elementos caracteristicos del compuesto lo que es congruente con lo esperado.

Las imagenes de TEM mostraron objetos con un didmetro medio de(4.53 + 1,33 nm) en compuesto
sin péptidos conjugados, para el compuesto conjugado se mostré un tamano de 5.6+ 0.4 nm,

ligeramente mayor debido a la conjugacién del AF y la Bombesina.

De los estudios in wvivo en las células T47D, el sistema multifuncional mostré que tiene un
reconocimiento especifico para GRPRs y Receptores de Folato. La pre-incubacién con Lys3-
bombesina frio mostré un mayor efecto de bloqueo en el sistema multifuncional (59.5 4 % menos de
absorcién) en comparacién con la del acido félico frio (32.1 % menos de absorcién). Esta diferencia

en el efecto del bloqueo es consistente con el niveles de expresién de los receptores GRP y Folato
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en las células T47D.

Los estudios de imagen in vivo demostraron que radiofdirmaco "’ Lu-DenAuNP-folato-bombesina

permanecioé en el tumor hasta 48 h después de la administracién intratumoral del radiofarmaco.



Capitulo 9

Conclusiones Generales

Las técnicas de andlisis elemental y espectroscopia mostraron que el acido félico, bombesina y las

moléculas de DOTA se conjugaron con éxito a cada molécula de dendrimero PAMAM.

Los estudios cromatograficos mostraron que el conjugado "“Lu-DenAuNP-folato-bombesina se
obtuvo con alta pureza radioquimica (> 95 %). Los Estudios preliminares de captacién en células de
cancer de mama T47D indicaron captacion celular especifica y alta retencién en tumores inducidos

por T47D en ratones.

Los resultados de luminiscencia muestran que los AuNPs en el conjugado son capaces de aumentar
la intensidad de la fluorescencia, dando como resultado un sistema que puede ser util como sistema
de diagndstico por imagenes Opticas para los tumores de mama que sobreexpresan los GRPR y

FRs, asi como para la radioterapia dirigida.

El nanosistema '7"Lu-DenAuNP-folato-bombesina internalizado en las células cancerosas T47D
mostré propiedades adecuadas para la produccién de imagenes dpticas, la terapia fototérmica-

plasménica y la radioterapia.
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Trabajo a Futuro

Como ya se mencioné la familia de dendrimeros PAMAN son plataformas altamente versétiles
para el trasporte y liberaciéon de farmacos en aplicaciones de terapia genética, de diagnéstico y
terapéuticas, este trabajo de tesis ha explorado una de la muchas configuraciones que podrian
obtenerse con estas nanoplataformas, tedricamente se podrian generarse distintas configuraciones
o ampliar el nimero de blancos moleculares con diferentes péptidos o quizd buscar el péptido

personalizado para un determinado paciente.

Este trabajo exploré el potencial fototérmico del nanoconjugado '7’Lu-DenAuNP-Folato-
Bombesina en desde un enfoque in vitro usando un laser Nd: YAG operando a 532 nm, el siguiente
paso es investigar el comportamiento del conjugado en sistemas vivos con tumores inducidos en
ratones, investigar los parametros de irradiacién adecuados para lograr un efecto térmico consi-
derable a distintas profundidades de tejido o quizé investigar la posibilidad de suministrar la luz
en el interior de los tumores haciendo huso de fibras 6pticas he investigando los pardmetros de

irradiacion adecuados para un sistema in vivo.
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Por otra parte, cuando se analizan las concentraciones del nanoconjugado en el interior de la células
se encuentra que son relativamente bajas para mostrar un efecto de aumento de temperatura a un
nivel macroscépico, es decir el gradiente entra la nanoparticula y el medio es muy alto, teéricamente
se tendrian puntos nanométricos calientes, lo cual abre la tarea de estudiar los mecanismos por los
cuales se logra la muerte celular cuando el calor se produce en el interior de la célula a diferencia de

los tratamiento convencionales de termoterapia donde el calor se suministra por fuentes externas.
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