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Resumen

La radiomarcacion de péptidos ha surgido como una herramienta de gran interes para el
diagnostico 'y tratamiento de tumores. Los radiopéptidos analogos de
Colecistoquinina/Gastrina estan siendo evaluados por su posible aplicacion a la Terapia
Radionucleidica de Receptores Peptidicos (PRRT) para el tratamiento de tumores que
sobrexpresen el receptor CCK2R.

Se evaluaron comparativamente, por primera vez a nivel internacional, 2 anélogos
ciclicos de Minigastrina, que se diferencian en la sustitucion del aminoacido metionina
por norleucina, el DOTA-cyclo-(Met)MG1 y DOTA-cyclo-(Nle)MG2, ambos
radiomarcados con Lutecio-177 de produccion local. Las purezas radioquimicas fueron
93,8% para '"'Lu-DOTA-cyclo-MG1 y 99,1% para '""Lu-DOTA-MG2. El ensayo de
internalizacion realizado en la linea celular A431(CCK2R+) evidencio la internalizacion
de ambos analogos, 17,3% ('"’Lu-DOTA-cyclo-MG1) y 19,3% (‘""Lu-DOTA-MG2).
La implementacion de este ensayo constituye un aporte considerable en el desarrollo de
radiofarmacos de CCK/Gastrina basados en '’’Lu para PRRT.

Finalmente, el andlisis dosimétrico y la evaluacion de la eficacia terapéutica en un
modelo animal apropiado determinaran la aplicacion potencial de estos radiopeptidos a
la PRRT .
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Capitulo 1

1.1 Objetivo

El objetivo de este trabajo es presentar los resultados de internalizacién comparativos
entre dos andlogos ciclicos de minigastrina (cyclo-MGI1 y cyclo-MG2) radiomarcados
con 177-Lutecio realizados en la Division Radiofarmacia Bésica y Aplicada y mostrar
desde los inicios hasta la actualidad el desarrollo de radiofarmacos terapéuticos basados
en '""Lu de analogos peptidicos pertenecientes a la familia de Colecistoquinina/Gastrina
(CCK/Gastrina) y su posible aplicacion a la Terapia Radionucleidica de Receptores
Peptidicos (PRRT).

1.2 Introduccion

Hace ya muchos afios se ha encontrado que algunos tipos de canceres en humanos
sobreexpresan ciertos receptores peptidicos de membrana que pueden ser elegibles
como posibles blancos moleculares. Las biomoléculas que reconocen especificamente y
con alta afinidad a estos receptores son péptidos regulatorios (1) que suelen cumplir
funciones fisiologicas normales en las células.

La radiomarcacién de péptidos ha emergido en las ultimas dos décadas como una
valiosa herramienta bioldgica en el campo de le Medicina Nuclear para el diagnostico
por imégenes y terapia de tumores humanos (2, 3).

1.3 Aspectos tedricos generales

1.3.1 Radionucleidos y Radiofarmacos

Los radionucleidos (RN) o radioisétopos son elementos con un nucleo inestable. Se
caracterizan por tener un exceso de energia disponible que puede ser impartida a una
particula, ya sea creada dentro del nticleo o a través de la conversion interna.

Durante este proceso, se dice que el radionucleido se desintegra radiactivamente, lo que
resulta en la emision de rayos gamma (y) y/o particulas subatémicas, tales como las
particulas alfa (o)) o beta (B) (4).

En Medicina Nuclear, los radioisétopos pueden ser usados con dos propositos
diferentes: para diagnostico y para terapia. En el primer grupo se pueden incluir los
radionucleidos emisores gamma y de positrones (B'), mientras que para terapia son
investigados los emisores de particulas beta negativas (") y alfas.

Los fotones y son utilizados para diagnostico por imagen en camara gamma, SPECT
(Single Photon Emission Computed Tomography), D-SPECT vy los hibridos SPECT-CT
(SPECT y Tomografia Computada) y SPECT-RMN (SPECT y Resonancia Magnética
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Nuclear). El Tecnecio-99m y el Indio-111 son dos ejemplos de radionucleidos emisores
gamma para uso diagndstico.

Los radionucleidos que decaen emitiendo positrones, cuya aniquilacién con electrones
(¢) del medio genera dos fotones gamma de 511 Kev en direcciones opuestas, son
capaces de proveer una imagen de muy alta calidad en equipos PET (Positron Emission
Tomography) o los hibridos PET/CT. En estos equipos, la imagen se debe a los fotones
producto de la aniquilacion. Ejemplos de esta clase de RN son el Fluor-18 cominmente
unido a una molécula de glucosa (‘*F-DG) y el Galio-68, un radiometal trivalente.

Las particulas B son electrones emitidos desde el nucleo con un alcance entre 0,05 y 12
mm en tejido blando, dependiendo de la energia (rango de energia de 50-2300 keV)
(Figura 1). Son capaces de generar dafio a la célula por ruptura de simple cadena de la
doble hebra de ADN (SSB) (Figura 2). Se han evidenciado otros factores adicionales
que tienen un efecto sinérgico sobre la muerte celular como la generacion de radicales
libres del tipo peroxidos, a causa del efecto de las radiaciones ionizantes en presencia de
0O, y medio acuoso, produciendo un “dafio indirecto” sobre el ADN y que ademas
bloquean los efectos reversibles o reparables de la lesion. Otro de los factores es el
efecto “cross-fire”, donde el radionucleido emisor es capaz de irradiar a las células
vecinas de la célula que lo contiene. Debido a estas caracteristica, el mecanismo de
accion de estas particulas es dependiente de la concentracion de oxigeno en las células,
las cuales en condiciones de hipoxia llegan a ser hasta 3 veces mas radioresistentes,
pero en contraste, son capaces de generar el dafio deseado en zonas tumorales donde no
es accesible el radiofarmaco (5). El campo de aplicacion de los emisores [~ abarca una
gran variedad de radiofirmacos para terapia, como PRRT (Peptide Receptor
radionuclide Therapy) o RIT (Radioinmunoterapia). El lodo-131, el Ytrio-90, un emisor
beta puro, y el Lutecio-177 son ejemplos de estos RN terapéuticos.

Las particulas a tiene la masa y carga del nucleo de Helio, 2 protones y 2 neutrones, un
rango de energia entre 5-9 Mev y un alcance entre 5-10 diametros celulares (Figura 3).
Son capaces de generar un dafio irreparable en las células por ruptura de ambas cadenas
del ADN (DSB) (Figura 2). Existe un efecto adicional llamado “bystander”, el cual estad
siendo estudiado en la actualidad y que contribuiria a los fines terapéuticos de los
radionucleidos emisores de estas particulas. Surge a través de las observaciones
experimentales, donde las células vecinas no irradiadas también sufrian una respuesta
biologica induciendo apoptosis en ellas (5). Este efecto también es observado para los
emisores f3.

El potencial terapéutico de un RN esta determinado principalmente por: la fraccion de
energia emitida como particula cargada que puede generar un daiio a las células, el
rango de alcance de las particulas en funcion de la distribucion subcelular del RN y la
vida media biologica de éste en funcién de las propiedades farmacocinéticas en los
tejidos.

Segun la Farmacopea Argentina, un radiofarmaco es todo producto farmacéutico que,
una vez terminado y listo para ser empleado, contiene uno o mas nucleidos radiactivos
(radioisotopos) incluidos con un propdésito médico (6).

Usualmente no tienen efecto farmacoldgico ya que son utilizados en cantidades trazas.
De acuerdo con el criterio de disefio, los radiofarmacos pueden ser divididos en tres
generaciones. En la primera de ellas, simplemente se radiomarcaban compuestos
quimicos que pudieran ser dirigidos a un 6rgano determinado sin un receptor especifico,
o se administraban radioparticulas que fueran captadas explotando procesos fisioldgicos
normales en el cuerpo. Por ejemplo, la fagocitosis fue la base para preparar coloides
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como el *™Tc,S; y el bloqueo capilar para desarrollar *’™Tc-macroagregados de
albumina, dando origen a la gammagrafia hepatica y pulmonar respectivamente. Dado
que el *™Tc se obtiene del generador Mo/ ™T¢ en cantidades de nanogramos, estos
agentes no fueron caracterizados por métodos quimicos analiticos convencionales
debido a las bajas concentraciones (escala micromolar).

La segunda generacion de radiofdrmacos emergido en la década de los 80’s como
resultado del desarrollo de compuestos que tenian un radiometal unido con ligantes y
con una geometria bien definida, como los complejos Tc(V)-oxo. Su biodistribucion se
establecia por sus caracteristicas fisicoquimicas como tales como carga total, peso
molecular, forma y lipofilia. De este trabajo surgio el concepto de agentes quelantes
bifuncionales (BFCA por sus siglas en inglés), que son ligantes que no s6lo complejan
al radiometal, sino que también pueden unirse por otro extremo de la molécula a
receptores bioldgicos, por ejemplo los derivados del acido iminodiacético (7, 8). El
concepto fue expandido en los afios 90 para incluir el acoplamiento de radiometales con
fragmentos bioactivos usando BFCA y se iniciaron asi los estudios en el disefio de
radiofarmacos de tercera generacion.

Los radiofdrmacos de tercera generacion se utilizan en medicina nuclear para obtener
imagenes o para terapia de algunas enfermedades basandose en blancos moleculares
especificos, y son unicos en su capacidad para detectar in vivo sitios bioquimicos
determinados tales como receptores y enzimas. El agente bifuncional se encuentra
ubicado entre el radionucleido y la molécula blanco, este coordina firmemente al 16n
metalico y estd covalentemente unido con la molécula especifica del receptor de forma
directa o con una molécula de unién. El fragmento bioactivo sirve como un
transportador que lleva al radionuclido al sitio receptor en las células o moléculas
blanco (9). Las moléculas bioactivas especificas de los receptores pueden ser fracciones
de anticuerpos, péptidos, péptido miméticos, analogos de ADN, oligonucledtidos
antisentido (antisense) y ligantes no peptidicos. Los agentes de este tipo representan un
cambio sustancial en los paradigmas del desarrollo farmacéutico por el empleo de las
capacidades propias del organismo como vectores de radionucleidos, en lugar de
considerar al organismo como un simple tubo de ensayo donde interactian moléculas
extrafias.

1.3.2 Generalidades de los BFCA

Un BFCA es una molécula capaz de unirse covalentemente a una biomolécula y
complejarse a un metal al mismo tiempo. Las condiciones generales que deben cumplir
son las siguientes: rapida y eficiente marcacion con elevada actividad especifica, alta
estabilidad de la union RN-BFCA-biomolécula bajo condiciones fisioldgicas,
preservacion de la actividad biolodgica después de la conjugacion y la marcacion,
adecuada biodistribucion preferentemente con excrecion renal (BFCA hidrofilicos) y
baja union a proteinas del suero humano (rapida depuracioén sanguinea).

La union del complejo BFCA-metal es critica y su inestabilidad estd asociada a la
toxicidad en terapia y mala calidad de imagen en diagnosis. Los criterios de la quimica
de coordinacién son fundamentales para el disefio de un BFCA. También se debe
considerar la velocidad de formacion del complejo (Ka.g) y la velocidad de disociacion
(K¢). Debido a las diversas propiedades en la quimica de coordinacion, no existe un
solo BFCA apropiado para todos los radionucleidos (10).
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Existen diversos ensayos para evaluar la complejacion a un BFCA: a) constante de
estabilidad termodindmica, b) los ensayos de transquelacion, c¢) la constante de
disociacion catalizada por 4cido y d) estudios de estabilidad en suero. Ninguno de estos
ensayos predice la estabilidad in vivo real del complejo. Para ello es necesario realizar
una evaluacion in vivo en un modelo animal apropiado (10).

Histéricamente uno de los primeros reportes de un BFCA conjugado a un anticuerpo fue
el desferroxamine, un producto natural quelante del Fe(IIl), y fue utilizado para marcar
con ""In(Il) (11). Sin embargo, el desarrollo de los BFCAs fue a partir de las
derivaciones de agentes quelantes inorgénicos con ligandos poliaminocarboxilicos.
Mientras que los derivados del EDTA (4cido etilenediamino tetra-dcetico) fueron
inicialmente usados para marcar con '''In e °°Y, la inestabilidad de los complejos forzo
a desarrollar los derivados del DTPA (4&cido dietilenetriamino penta-acetico), con un
numero de coordinacion mas apropiado (Figura 4) (12, 13). Sin embargo ninguno de
los derivados logré formar complejos lo suficientemente estables con *°Y; fue entonces
que se probdo como agente quelante el macrociclo DOTA (acido 1.,4,7,10-tetra-
azacilcododecano- N,N,N’ N’ N’’’ —tetra-acetico) (Figura 5).

En los inicios habia que sintetizar el agente quelante, esterificarlo y luego marcarlo por
alguno de los dos métodos indirectos convencionales (marcacion post-conjugacion y
método del quelante premarcado).

Actualmente se comercializan distintos agentes quelantes libres, como BFCAs o unidos
a biomoléculas de bajo peso molecular, como péptidos regulatorios. La introduccion en
el mercado de biomoléculas que contienen el BFCA ofrece ventajas importantes a la
hora de evaluar el radiofarmaco final, principalmente debido a las diferencias del
comportamiento in vivo de los conjugados enantioméricos (10).

1.3.3 Radiofarmacos basados en péptidos

Radiofarmacos (RF) para uso diagndstico:

Estos RF son usados con el propdsito de obtener imégenes en equipos SPECT o camara
gamma, si son marcados con radionucleidos emisores gamma como *"Tc e '''In, 0 en
equipos de PET, si fueron marcados con radionucleidos emisores de positrones como
"*F, *Ga 0 *Cu.

Los primeros desarrollos para uso diagndstico fueron basados en péptidos analogos de
somatostatina. En los albores, el péptido sintético octreotide fue modificado
(sustituciéon de Phe por Tyr en la posicion 3) e iodinado: '*’I-Tyr’-octreotide (2, 14, 15).
Sin embargo este radiofarmaco tenia varias desventajas: a) el I, producto de ciclotron,
no se encuentra facilmente disponible para todo el mundo con la alta calidad requerida;
b) los pasos de marcacion y purificacion consumen mucho tiempo y hace que su
aplicacion en rutina sea inapropiado; ¢) debido al corto periodo de semidesintegracion
del radionucleido es dificil obtener imagenes centellograficas a las 24 hs. post
administracion; d) posee un tiempo de residencia efectivo relativamente bajo lo cual
limita la dosis acumulada en tejido tumoral; e) la acumulaciéon potencial de
radioactividad en los tumores es dificil de interpretar a causa de el extenso clearence
hepatico seguido de la rapida excrecion biliar en el tracto intestinal (16).

Debido a las limitaciones de este radiofArmaco para su uso clinico, fue desarrollado el
['"'In-DTPA°]-octreotide, que consiste en octreotide conjugado con DTPA vy
posteriormente marcado con el radiometal (17).
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El primer radiopeptido perteneciente a esta clase de radiofarmacos aprobado para uso
diagnoéstico en humanos fue el OctreoScan', compuesto por el mismo péptido
octreotide marcado con Indio-111. Actualmente, es considerado Gold Standard para el
diagnostico de varios tipos de tumores neuroendocrinos, aunque se han reporta mejores
imégenes para ®*Ga-DOTA-TOC y ®*Ga-DOTA-TATE, no solo atribuible a la mayor
resolucion espacial del PET (18).

Radiofarmacos de uso terapeutico:

La Terapia Radionucleidica de Receptores Peptidicos (PRRT) es una técnica para
tratamiento de tumores. Se basa en la marcacion de péptidos con un radionucleido
terapéutico a través de un agente quelante bifuncional. El hecho de que la dosis
entregada por el radiofarmaco es mayor en el tejido tumoral que en el sano se
fundamenta en la sobreexpresion de receptores de membrana especificos en las células
tumorales y en la alta especificidad de los péptidos por ellos (Figura 6).

Los RF de este grupo que son usados actualmente en varios paises europeos (Holanda,
Suiza, Italia, Austria, Espafia, Polonia, etc.) son el Ny -DOTA-Tyr-Octreotide (DOTA-
TOC), Y -DOTA-Tyr- Octreotate (DOTA-TATE), y el '""Lu-DOTA-TATE, todos
para tratamiento de tumores neuroendécrinos. En Estados unidos, uno de ellos (‘"'Lu-
DOTA-TATE) esta siendo evaluado para el tratamiento de meduloblastomas en nifios
(M. Zalutsky, comunicacion oral, 3ra. Reunion del Convenio Coordinado de
Investigacion titulado “Development and preclinical evaluations of '"'Lu and Y
labeled monoclonal antibodies and peptides for radionuclide therapy”, Rez by Prague,
Republica Checa, 7-11 de Abril de 2014). Actualmente se estd llevando a cabo el
ensayo clinico para obtener la autorizaciéon de comercializaciéon en la Union Europea
(Marketing Authorization) del '""Lu-DOTA-TATE por una empresa privada (AAA). La
situacion en America Latina es heterogenea; Brasil y Colombia ya han obtenido el
registro sanitario del '""Lu-DOTA-TATE, mientras que en México el registro se
encuentra en proceso de evaluacion. En Chile y Uruguay este RF es usado como
tratamiento compasivo. Con respecto al *°Y —DOTA-TOC, se encuentra registrado en
Brasil, y se usa compasivamente en Argentina y Chile.

En el Capitulo 2 se describen los ensayos mas relevantes con analogos de CCK/Gastrina
de posible aplicacion en terapia y diagndstico de tumores.

1.3.4 Ventajas y limitaciones de los péptidos radiomarcados

Los péptidos reguladores son biomoléculas de pequeiio tamafio cuyas propiedades
especiales los hacen particularmente apropiados para la radiomarcacion (19).

Esto es atribuible a las favorables -caracteristicas farmacocinéticas y su alta
especificidad por receptores celulares que son sobreexpresados en células tumorales (1,
19, 20, 21). La accion de estos péptidos es mediada por su union a receptores
transmembrana, los cuales en su mayoria pertenecen a la familia de receptores
acoplados a la proteina G (GPCPs). Estos receptores se caracterizan por ser una cadena
polipeptidica simple con 7 dominios transmembrana, un dominio extracelular con el
sitio de union expuesto y un dominio intracelular unido a las proteinas G que activan
vias de trasduccion de sefiales e internalizacion (22). Este tipo de receptores es muy
atractivo como blanco molecular ya que el complejo receptor-ligando es internalizado
permitiendo un mayor tiempo de retencion de la radiactividad en el tejido tumoral (23).
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Algunas de las ventajas de la radiomarcacion de péptidos frente a otras biomoléculas
como anticuerpos o sus fragmentos se describen a continuacion (24):

A-

B-

Los receptores peptidicos generalmente tienen mayor densidad de expresion en
células tumorales que en las normales, resultando en una alta relacion
tumor/fondo y permitiendo una adecuada visualizacion de los tumores.

Debido a su pequefio tamafio, los péptidos exhiben un rapido perfil
farmacocinético, permitiendo que éste penetre en el tumor eficientemente pero
no asi la barrera hematoencefalica. Esta distribucion diferencial representa una
gran ventaja cuando se busca llegar sdlo a tumores en la periferia, ya que el
cerebro suele expresar la mayoria de los receptores blanco.

Exhiben una répida depuracion sanguinea y eliminacion de los tejidos no
blancos.

Usualmente carecen de propiedades inmunogénicas.

Al ser los péptidos compuestos que se encuentran normalmente en los seres
vivos, no suelen tener efectos citotoxicos tan marcados como los
quimioterapicos. En general, los efectos adversos se basan en su actividad
fisiologica intrinseca. Incluso algunos péptidos exhiben actividad antitumoral
(Ej. SST).

Gracias a la tecnologia actual disponible, son faciles de sintetizar y modificar,
incluso con aminodcidos (aa) no naturales, aumentando la estabilidad de los
analogos sintéticos frente a las peptidasas. Ademas durante la etapa de sintesis
se pueden unir los agentes quelantes adecuados para la rdpida y efectiva
marcacion con radionucleidos. Por otra parte, los sintetizadores peptidicos
automatizados permiten la sintesis de librerias de péptidos en tiempos cortos.
Los péptidos son apropiados para la formulacion de kits liofilizados.

Existe una gran diversidad de blancos potenciales bioldogicamente importantes,
lo cual abre un gran espectro de investigacion para la posible aplicacion de esta
técnica (PRRT) en nuevos tipos tumorales

A pesar de las evidentes ventajas del uso de péptidos reguladores para radiomarcar
existen algunos desafios a sortear:

A-

Como la mayoria de los receptores tiene gran afinidad por sus ligandos y son
activos en concentraciones nanomolares de los mismos, los radiofarmacos
basados en péptidos deben alcanzar una alta actividad especifica (A. E.), tanto
para la marcacion como para el radionucleido (24).

Los péptidos lineales sin modificar poseen una corta vida media en sangre que
imposibilitaria la adecuada captacion por el tumor, pero esto puede mejorarse
notablemente realizando algunas modificaciones, como reemplazando los L-
aminoacidos por D-aa, incorporando aminoacidos no naturales, usando un
enlace pseudo-peptidico o sustituyendo residuos en las cadenas laterales de los
aa que lo conforman (20). Un ejemplo exitoso es el caso de la somatostatina
(SST) nativa cuyo vida media en plasma es de 2 a 3 minutos mientras que su
andlogo sintético octreotide exhibe una vida media en plasma de 1,5-2 horas.
Otro factor importante a tener en cuenta es la elevada captacion y retencion
renal, que en el caso de la PRRT es de particular interés por la posible
nefrotoxicidad del radiofarmaco (25, 26, 27). Para disminuir la dosis en rifidén se
han disefiado y llevado a cabo diversos protocolos clinicos que incluyen la
coadministracién o administracion previa de mezclas de aa como la Lisina y la
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Arginina (28). Nuestro grupo evalué la actividad en rifiones en animales
normales del radiofarmaco '""Lu-DOTA-Substancia P ('”’Lu-DOTA-SP) con y
sin administracioén previa del aminoacido arginina. Se observé estadisticamente
que la inyeccion previa de arginina en ratones normales disminuye la captacion
renal de '"’Lu-DOTA-SP a 30 y 120 minutos p.i. (Figura 7) (29). El posterior
analisis dosimétrico y la extrapolacion a hombre y mujer estandar mostraron
una reduccion de la Maxima Actividad Tolerable (MAT) que puede ser
administrada sin producir radiotoxicidad en rifiones (6rgano critico). El efecto
fue mas pronunciado en el modelo de hombre adulto (MAT con Arg: 234
MBq/kg; MAT sin Arg: 170 MBqg/kg) donde se observé un incremento del 38 %
de la MAT, mientras que en el de mujer el porcentaje fue del 10% (MAT con
Arg: 338 MBqg/kg; MAT sin Arg: 306 MBg/kg) (30). También, se ha
demostrado de la droga amifostina (31), y bajas dosis de gelatina succinilada y
gelofusine (también basada en gelatina) pueden inhibir la captacion renal de los
analogos de SST radiomarcados (32, 33). Este mismo afio se publico un trabajo
con un enfoque diferente, se evalu6 la coadministracion de un inhibidor
enzimatico de endopeptidasas, el phosphoramidon (PA). El trabajo realizado en
conjunto por el Dr. Nock (Atenas) y el grupo del Erasmus (Rotterdam, Holanda)
mostré un incremento del 5% al 70% en los niveles en sangre del compuesto
""In-DOTA-MG11 a 5 minutos p.i., provocando un aumento del 2 al 15%ID/g
(4 h. p.i.) en animales tumorados (34).

1.4 La familia de péptidos Colecistoquinina/ Gastrina y sus receptores

1.4.1 Caracteristicas de los péptidos Colecistoquinina/ Gastrina

La Colecistoquinina (CCK) fue descripta por primera vez en el afio 1928 como un
péptido-hormona localizado en el tracto gastrointestinal de porcinos (35). En 1968 fue
secuenciada evidenciado su estructura de 33 aminoacidos (CCK-33) y su gran
homologia con otro péptido caracterizado 4 afios antes, la Gastrina (36, 37). Sin
embrago, CCK-33 no es el tnico representante de esta familia, a lo largo de los afios se
encontraron una gran variedad de formas biologicamente activas como CCK-58, CCK-
39, CCK-8, CCK4 (18) (Figura 8).

En humanos los CCK y la Gastrina son productos génicos distintos codificados en los
cromosomas 3p22-p21.3 y 17p21 respectivamente (38, 39, 40, 41). Los péptidos CCK
son sintetizados y secretados en las células I del intestino superior, mientras que la
Gastrina es sintetizado en las células G del antrun gastrico, ambos a partir de
precursores de mayor tamafio (42). Por otra parte, la familia de péptidos CCK/Gastrina
no so6lo ejerce sus funciones fisiologicas en el tracto gastrointestinal, sino que juega un
rol importante en el sistema nervioso central (por ello se lo clasifica también como
neuropéptido). En cerebro, el mas abundante es el CCK-8 (43, 44).

Algunos péptidos de esta familia poseen modificaciones post-transcripcionales, como la
amidacion del extremo C-terminal y la sulfatacion en la Tyr’ en los CCK o en la Tyr® en
Gastrina, no obstante existen formas bioldgicamente activas no sulfatadas (45, 46, 47,
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A pesar de que el grado relativo de homologia es bajo (< al 50 %), los péptidos
comparten la secuencia pentapeptidica del extremo carboxiterminal (Figura 8), siendo
¢éstos cruciales para ejercer su actividad bioldgica (49, 50). A causa de su similitud,
CCK y Gastrina comparten algunos efectos farmacologicos y fisiologicos. En su forma
madura ejercen su funcion bioldgica interactuando con la membrana de receptores
especificos acoplados a la proteina G, los receptores de colecistoquinina tipo 1 y 2
(CCKIR y CCK2R) (50).

1.4.2 Caracteristicas de los receptores de Colecistoquinina (CCKR)

Se han identificado tres tipos de receptores de CCK: el CCK1R (también llamado CCK-
A), el CCK2R (CCK-B) y el CCK2i4svR. Estos difieren en su afinidad de unién por
CCK y Gastrina, su distribucion en tejidos y su estructura molecular.

Los andlogos de CCK sulfatados (sCCK) se unen al receptor CCKI1R con entre 500 a
1000 veces mayor afinidad que los no sulfatados (xsCCK). El CCK2R no discrimina
entre analogos de CCK sulfatados y no sulfatados, por lo tanto Gastrina y CCK se unen
con una afinidad similar (43). Este ultimo también se lo suele llamar receptor de
Gastrina.

Con respecto a la distribucion en tejido humano, el CCKIR fue originalmente
encontrado en las células pancreaticas acinares (46), y se localiza mayormente en la
periferia. EI CCK2R fue descubierto en cerebro (51), aunque también se expresa en
estdbmago, pancreas y la vesicula biliar; su variante, el CCK2i4svR, producto del
splicing alternativo, fue descubierto en células de cancer colorectal (52). En el tracto
gastrointestinal, cuando el CCK2R es activado por Gastrina, estimula la secrecion acida
(53).

Los receptores de CCK (CCKR) fueron farmacologicamente clasificados por su
afinidad a los péptidos enddgenos CCK y Gastrina. Como se menciond anteriormente,
ambos péptidos se diferencian por tener el residuo Tyr en la posicion 6 para el caso de
Gastrina, y 7 para CCK; estos residuos son sitios potenciales de sulfatacion (54, 55).
CCKIR y CCK2R exhiben un bajo grado de homologia (< al 50 %), pero ambos poseen
7 segmentos hidrofobicos correspondientes a dominios transmenbrana con el extremo
amino-terminal extracelular y carboxilo-terminal intracelular (Figura 9). Estas
estructuras son caracteristicas de la familia de receptores acoplados a una proteina G
(GPCRs) (24, 44). Este tipo de receptores (GPCRs) son muy atractivos como blancos
moleculares para el disefio de medicamentos, de hecho estos representan
aproximadamente el 40% de todos los medicamentos modernos (53, 56). La accion de
estos receptores es ejercida a través de la union de un ligando que produce un cambio
conformacional del GPCR, lo que le permite actuar a este como un factor
intercambiador de nucledtidos de guanina y activar a una proteina G asociada (47). Sin
embargo, la caracteristica principal que los hace tan interesantes para la PRRT es su
capacidad de internalizar el complejo ligando-receptor, permitiendo un mayor tiempo de
retencion del radionucleido en las células, correspondido con un incremento del dafio
celular asociado las particulas B~ (Figura 6) (23).

Otra caracteristica de los CCKR es que contienen 3 o 4 sitios potenciales de
glicosilacion en el extremo amino-terminal, lo cual es consistente con un alto grado
heterogeneidad de glicosilaciones (48, 49). Los analisis en SDS-PAGE sugieren que el
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grado de glicosilaciones difiere de acuerdo con el tipo celular en el que el receptor es
expresado. El rol de estos residuos de carbohidratos no fue dilucidado aun (42).

En humanos, el gen que codifica CCKIR esta localizado en el cromosoma 4p15.1-
p15.2, mientras que el CCK2R se encuentra codificado en el cromosoma 11p15.4 (50,
57). Ambos genes estan organizados en 5 exones (Figura 10) y se observa una variante
del exon 1 para el CCK2R (58). De acuerdo con algunos autores, en algunas células,
como las cancerigenas, el exon 1 puede ser usado alternativamente originando un
transcripto de CCK-2, truncado en el extremo N-terminal (58).

El receptor CCK2i4svR es el producto de una maduracion del RNAm alternativa,
diferenciandose de su hermano el CCK2R por la retencion del intrén 4, resultando en
una insercion de 69 aminoacidos en el tercer loop del dominio intracelular (52). Fue
descubierto en cancer de colon y se encontrd que este receptor estimula el crecimiento a
través de un mecanismo independiente de Gastrina.

1.4.3 Propiedades de union y ligandos de la familia CCK/Gastrina

Existen numerosos estudios sobre la caracterizacién farmacoldgica de los receptores de
CCKR. Para una correcta comprension sobre este tema, cabe aclarar las definiciones de
agonistas y antagonistas peptidicos y su relacion con los estados activos y no activos de
los CCKR. Los agonistas peptidicos son los que se unen al receptor ejerciendo a su vez
la funcién fisioldgica normal del receptor (receptor en estado activo), mientras que los
antagonistas se unen al receptor no ejerciendo ninguna actividad funcional (estado no
activo del receptor). Por lo tanto los experimentos de union realizados con los agonistas
radiomarcados dan una idea de los parametros de union al receptor en estado activo, o
sea en este caso, asociado a la proteina G, mientras que los llevados a cabo con
antagonistas reflejan las caracteristicas de union de los estados inactivos de receptor.
Esto en parte logra explicar por qué los experimentos con antagonistas han identificado
un gran numero de sitios de unidn del receptor, comparados con los encontrados en los
ensayos con agonistas (59). La afinidad de unién de los agonistas de CCK/Gastrina
difiere seglin los estados activos del receptor, identificandose sitios de alta, baja y muy
baja afinidad. En los ensayos entre los derivados de CCK y el CCK1R se obtuvieron
valores de Kp entre 50 y 300 pM para los sitios de alta afinidad, y de 50 a 200nM para
los sitios de baja afinidad (46, 60 ,61).

Por otro lado, los valores de Kp entre los CCK y el CCK2R para los sitios de alta y baja
afinidad son entre 100 y 300 pM y de 2 a 5 nM respectivamente (62). Los Kp para los
sitios de muy baja afinidad son cercanos a 10 uM para ambos receptores (63). Con
respecto a la diferenciacion entre agonistas y antagonistas descripta anteriormente cabe
mencionar que luego de varios estudios algunos péptidos que inicialmente se
comportaban como ‘“‘antagonista puros”, han mostrado tener una actividad ‘“agonista
parcial”, sembrando nuevos interrogantes frente a esta clasificacion de los viejos y
nuevos derivados de CCK/Gastrina (54).

El ligando natural para CCK1R que se une con la mayor afinidad es el sCCK-8, aunque
los CCK-33, CCK-39 y CCK-58 se unen con similar grado de afinidad (64, 65). Los
ligandos con mayor afinidad por CCK2R son sGastrina-17 (G-171) y sCCK-8 (66, 67).
La version no sulfatada de Gastrina (G-17I) tiene de 3 a 10 veces menos afinidad que la
G-17I1. Teniendo en cuenta las afinidades y las concentraciones fisioldgicas se puede
suponer que G-17II es el compuesto fisiologico mayoritario de los CCK2R de la
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periferia mientras que el SCCK-8 es el que normalmente interacciona con los CCK2R
expresados en cerebro.

1.4.4 Expresion de los receptores CCK1R y CCK2R en tumores humanos

Se han identificado varios tipos tumorales que expresan de forma diferencial los
receptores de CCKR. El receptor CCK2R tiene una incidencia > 90 % en céancer
medular de tiroides (MTC), mientras que en cancer de tiroides diferenciado no se
sobreexpresa (68). Hay que tener en cuenta que los MTC comprenden entre el 3-12 %
de todos los canceres de tiroides y que no puede ser tratado con "*'I. También se
encontr6 una alta incidencia de expresion en cancer estromal de ovario (100 %), cancer
de pequefias células de pulmon (SCLC, 89 %) y en astrocitomas (65 %) (24, 69, 70).

El CCKIR se encontré sobreexpresado en adenocarcinomas pancreaticos y lineas
celulares derivadas de esos tumores, y en pequefia medida en tumores
gastroenteropancreaticos (GEP) (71).

El CCK2i4svR se sobreexpresa en cancer pancreatico y colorectal, pero no se expresa
en la mucosa colorectal normal (52, 72). Sin embargo los niveles de expresion de este
receptor parecen ser insuficientes como para ser candidatos de PRRT (73).
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Capitulo 2

2.1 Radiofarmacos basados en analogos de CCK/Gastrina

2.1.1 Estado actual del desarrollo de radiofarmacos para diagnostico y terapia
de analogos de CCK/Gastrina

Hace mas de 15 afios, Thomas Behr, quien trabajaba en el Departamento de Medicina
Nuclear de la Universidad Georg-August (Gottingen, Alemania), observd que el test
pentagastrin presentaba una elevada sensibilidad para detectar células malignas en
pacientes con MTC y sugiri6 que esto se debia a una alta incidencia de los receptores
de gastrina (CCK2R) en estos tumores (45). De este trabajo surgen los primeros
resultados alentadores con la Gastrina I humana (GIH) radiomarcada con 'L

Casi simultaneamente, el grupo de Berna (Reubi et al.) publicaba sobre la inesperada
alta incidencia de este receptor en MTC y al afio siguiente presentaba sus primeros
resultados de autoradiografias que confirmaban la expresion de los receptores
CCK/gastrina tanto en MTC (> 90%) como en SCLC, céncer estromal de ovario y
astrocitomas (68, 69).

A consecuencia de los prometedores resultados obtenidos, Behr y sus colaboradores
estudiaron 18 andlogos de CCK/Gastrina radiomarcados con *'I, evaluando su afinidad
y su localizacién en ratones inmunosuprimidos portadores de tumores. A partir de estos
estudios se selecciond un péptido de 12 aminoécidos con una secuencia penta-Glu,
llamado minigastrina (MG, MGO) (54). Al observarse que las radiomarcaciones con '
no eran apropiadas por su comportamiento in vivo, el grupo del Profesor Reubi
desarrolld, a finales de los "90, una serie de andlogos de nsCCK-8 conjugados en su
extremo N-terminal a los agentes quelantes DTPA y DOTA, para permitir la marcacion
con otros radiometales como el Indio-111 (74). En su trabajo, se confirmé que la alta
especificidad por el receptor CCK2R estd determinada por la presencia de una nsTyr, y
se observo que la sustitucion de las metioninas en las pociciones 3 y 6 por norleucinas
no afecta las propiedades de union; los valores de ICsy observados fueron similares, 2,3
nM (CCK-8) y 1,5 nM ([Nle® °JCCK-8). Estos resultados son muy relevantes ya que
desde los inicios se observaba que la oxidacion del residuo metionina en estos analogos
provocaba una pérdida de afinidad (Figura 11).

En Rotterdam, de Jong y sus colaboradores del Erasmus, investigaron el potencial del
radiofarmaco '''In-DOTA-(Nle**)CCK-8 para diagnostico y terapia de tumores (75). Se
evaluaron la internalizacion (utilizando la linea celular derivada de un tumor
pancreatico de rata, AR4-2J), las biodistribuciones, y la captaciéon tumoral en tumores
CA20948 (también derivados de un tumor pancredtico de rata). Se observo la union
especifica tanto en la linea celular como en los tumores; la internalizacion fue
dependiente del tiempo y de la temperatura. Varios anos después y en otra ciudad de
Holanda, Nijmegen, el grupo del Dr. Laverman (2004) compard los andlogos sCCK-8 y
xsCCK-8 marcados con *™Tc, demostrando que el radiopéptido **™Tc-tricina/HYNIC-
sCCK-8 mostraba 15 veces mas captacion en tumores AR4-2J tanto para el receptor
CCKI1R como para CCK2R (76). Cuatro afios mas tarde demostraron que el SCCK-8 y
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la MGO, ambos radiomarcados con 111In, tenian afinidad por la variante sv4iCCK2R
(77).

Con el objetivo de mejorar la estabilidad del complejo RN-quelante, Béhé et al. (2003)
evaluaron a MGO conjugado a un DTPA estabilizado con D-Glu, para incrementar la
estabilidad de los complejos con Indio-111 e Ytrio-90. Aloj y sus investigadores (2004)
probaron este agente quelante unido a un derivado de CCK-8, introduciendo un residuo
de glicina espaciador entre el quelante y la secuencia peptidica, y demostraron que este
radiopéptido marcado con '''In era mas estable comparado con el mismo péptido pero
unido al DPTA convencional (78, 79). Para realizar este ensayo, el Profesor Aloj
desarrollo un nuevo modelo de estudio, usando la linea celular A431 (derivadas de un
carcinoma epidermoide humano) transfectadas con un plasmido (pC3.1) con y sin la
secuencia codificante para el receptor CCK2R humano. Esta linea celular es
mencionada posteriormente en esta tesina como A431(CCK2R+) o A431(CCK2R-). Y
es el modelo que se usa actualmente para el estudio de los derivados de CCK/gastrina.
En otra iniciativa para obtener alguno de estos derivados radiomarcados con **™Tc,
Nock et al. (2005) evaluaron 3 derivados de MG, con distintos brazos espaciadores (80).
La mejor relacion tumor/fondo fue para el radiofarmaco **™Tc-Demogastrin 2, con una
sola glicina entre el agente quelante y el péptido.

En el ano 2007, en Londres, Mather y sus colaboradores evaluaron una biblioteca
peptidica de analogos de CCK/MG conjugados a DOTA y DTPA con el objetivo de
identificar péptidos con una mejor relacion tumor/riiién (81). Ellos observaron que la
remocion de la secuencia penta-Glu disminuye la retencion en rifion notablemente (de
60 %ID/g a 3 %ID/g), aunque también reduce la captacion tumoral en un factor de 3.
Ademas, encontraron que un andlogo, con 2 residuos de histidina espaciadores entre el
agente quelante y el péptido, el APHO70 (o también llamado en este trabajo DOTA-
His,-MGQG), era el que mostraba los mejores resultados con respecto a la relacion
tumor/rifion.

Debido a que los complejos formados entre los derivados de DTPA-MG y los emisores
beta (-) como Ytrio-90 o Lutecio-177 no son lo suficientemente estables (82), Good
(Basel), y otros investigadores de Alemania y Suiza evaluaron otros agentes quelantes
unidos a 3 derivados de MG. Estos se diferencian en la cantidad de residuos de
glutamato, y para uno de ellos (el DOTA-MGI11) se evalué la sustitucion de la
metionina (Met'”) por otros aminoacidos no naturales como la Nle y la isoleusina (Ile),
o por metioninas oxidadas, como metionina sulféxido o sulfona (Figura 11) (83). Este
trabajo realizado colaborativamente entre diferentes grupos de investigacion europeos
(COST Action B12, “Radiotracers for in vivo assessment of biological functions”,
2008) tenia el objetivo de incrementar la estabilidad del complejo RN-quelante, mejorar
la estabilidad radiolitica de los péptidos, la relacion tumor/rifidén, y la estabilidad
metabodlica. Las radiomarcaciones con 111InC13 tuvieron altas PR, en todos los casos
fueron mayores al 95,8 %. La afinidad de los radiopeptidos fue muy buena para los
andlogos que tenian metionina en su secuencia peptidica (ICsp entre 1,2 y 4,8 nM), y
disminuyo notablemente para los que fueron sustituidos (ICsy entre 9,9 -1195 nM),
siendo el mejor de ellos el que tenia Nle (*''In-DOTA-(NIe)MG11; ICso = 9,9 nM). Los
porcentajes de internalizacion, expresados como el porcentaje de la actividad total
inyectada por millones de células, fueron entre el 6,4 -11,0 %, siendo el mas alto para el
"In-DOTA-MGY. Las biodistribuciones en ratones portadores de tumores (AR4-2J)
mostraron relaciones tumor/rifion entre 0,46 - 2,25 a las 4 h, siendo el compuesto -
DOTA-MGI11 el que mejor resultado obtuvo. La estabilidad en suero humano fue
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bastante variable, el mas inestable fue el radiopeptido con Nle, ya que luego de 2 h de
incubacion solo se observaba un 32 9% de radiopéptido intacto. Se observd una
correlacion entre la captacion tumoral y: la afinidad, el porcentaje de internalizacion y la
estabilidad en suero humano.

Durante el 2009, nosotros evaluamos la PR, la estabilidad en suero humano, las BD en
ratones normales, el andlisis dosimétrico y la extrapolacion a pacientes, del péptido
DOTA-His,-MG radiomarcado con '""LuCl; de alta A.E. y de produccion local (RA-03,
CAE) (84). Los resultados se discuten en el Capitulo 4.1.

Los analogos lineales de MG existen en varias formas conformacionales en solucion. Es
por ello que el grupo de Innsbruck (von Guggenberg et al., 2009) basado en su
experiencia con los péptidos ciclicos RGD, propuso dos analogos ciclicos, HYNIC-
cyclo-MG1 y HYNIC-cyclo-MG2, ambos basados en la secuencia de MGI1 y
marcados con *’"Tc (85). La ciclacién se realizd reemplazando el aa Gly (posicion 9)
por una D-Lys, la cual se uni6 con el residuo D-Glu (en posicion 1) a través de un
enlace amida interno (Tabla 1). Ambos péptidos se diferencian en la sustitucion de la
Met (cyclo-MG1) por Nle (cyclo-MG2). Estos derivados ciclicos mostraron buena
estabilidad in vitro y captacioén especifica en la linea celular AR4-2J. Los ensayos en
animales portadores de tumores revelaron una rapida eliminacion renal y poca captacion
inespecifica en tejidos. La captacion en los tumores fue mayor al 3 %ID/g (in vivo y ex
vivo) a 1 h p.i., sin embargo el andlisis preliminar de los metabolitos indicé una rapida
conversion a su forma lineal. Posteriormente en el afio 2012, conjugaron estos analogos
ciclicos al agente quelante DOTA para permitir la radiomarcacion con los radiometales
trivalentes. Ellos observaron que la captacion de los radiofarmacos en el tumor (de un
modelo animal) fue mayor cuando estaba radiomarcado con ®*Ga (3 % ID/g) que con
"n (1 %ID/g), y que las mejores imagenes entre ambos peptidos marcados con ' 'In se
obtuvieron con el compuesto ''In-DOTA-cyclo-MG2 (86). El DOTA-cyclo-MG1 fue
seleccionado para ser evaluado comparativamente junto a otros 11 analogos (COST
Action BM0607) y los resultados se presentan mas abajo. Recientemente evaluamos la
PR y la internalizacion de estos andlogos ciclicos en nuestro laboratorio, los resultados
se describen en el capitulo 3.

En otro enfoque innovador, el grupo de Londres (Sosabowski et al., 2009) sintetiz6 el
péptido dimérico DOTA-MGD3, basado en el andlogo lineal APHO070 (87). Los valores
de Kp para este radiopeptido marcado con '''In fueron superiores a los valores del
compuesto lineal, mientras que los porcentajes de internalizacion fueron casi el doble.
Las imagenes en nanoSPECT/CT revelan un claro aumento de la captacion tumoral, y la
relacion tumor/rifidn (realizada post mortem) se incrementé de 1,1 (APHO070) a 2,7
(MGD?).

En el afio 2011, sintetizamos dos nuevos analogos, DOTA-MG6 y DOTA-MG?7, en el
Departamento de Medicina Nuclear del Hospital Universitario de la Universidad de
Innsbruck (Austria) bajo la direccion del Dr. Roland Haubner y la Dr. Elisabeth von
Guggenberg (88). Ambos péptidos fueron sintetizados por sintesis peptidica en fase
solida (estrategia Fmoc) con un sintetizador manual (Tabla 2; Figura 12). Estos
octapéptidos lineales derivados de MG poseen en su secuencia al residuo metionina, y
2 aa no naturales, D-Trp y 1Na, que sustituyen al Trp y la Phe respectivamente del
extremo Carboxi-terminal. Se diferencian por tener una D-Tyr (DOTA-MG7) en lugar
de una Tyr (DOTA-MG6) en la posicion 6 (Figura 13). Luego de la sintesis se observo
la oxidacion del péptido DOTA-MG6, corroborado posteriormente por Matrix-Assisted
Laser Desorption/Ionization Time-Of-Fligh (MALDI-TOF). Se llevo a cabo un
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protocolo con el objetivo de reducir la metionina oxidada pero no se obtuvieron buenos
resultados. El compuesto DOTA-MG7 fue radiomarcado con ''In y ®*Ga en los
laboratorios de Austria y se evalud la PR, la estabilidad en SH y la internalizacion. Las
purezas radioquimicas fueron mayores al 97%, observandose poco péptido oxidado. La
estabilidad en SH a 4 h no mostr6 un incremento del péptido oxidado, sin embargo no
se observ¢ internalizacion del radiopéptido. Posteriormente, en nuestros laboratorios, se
evalud este compuesto (cedido gentilmente por el Dr. Decristoforo) radiomarcado con
"Ly de alta A. E. y de produccién local (RA-03, CAE); los resultados se mencionan en
la discusion (Capitulo 4.1).

Con el objetivo de evaluar comparativamente los mejores analogos de MG y CCK
ensayados en los ultimos afios, se llevo a cabo un estudio colaborativo en el cual se
seleccionaron 12 péptidos para ser evaluados por 9 grupos de investigacion europeos
(Atenas, Basel, Freiburg, Innsbruck, Nijmegen, Londres, Ljubljana, Napoles, y
Rotterdam). Los resultados de estos estudios multicéntricos se describen en tres
publicaciones del afio 2011, agrupadas de la siguiente forma: ensayos de unién a células
y de internalizacion (71), estabilidad biologica y metabolismo (89), y biodistribuciones
en ratones (70).

Todos los derivados de CCK/MG fueron sintetizados por el método de sintesis peptidica
en fase solida basada en Fmoc, conjugados a DOTA y marcados con '"'Lu e '''In.
Nueve andlogos contienen metionina en su secuencia, mientras que al resto se sustituyo
este residuo por Nle o homo-propargil-glicina (HPG) para prevenir la oxidacion. Entre
los que tienen Met estan MGO (Behr et al), MGI11 (Good et al.), y el analogo ciclico
Cyclo-MGI1 (von Guggenberg et al.) (45, 83, 85). También este grupo incluye una serie
de derivados con distinto nimero de D-GIn y D-Glu en el extremo N-terminal pero
conservando la misma secuencia heptapetidica en el extremo C-terminal (PP-F6, PP-
F10, PP-F11, PP-F16), y el andlogo surgido de la biblioteca peptidica de Mather, el
APHO070, que posee dos histidinas en su extremo N-terminal (81, 90). Hay 2 derivados
de CCK-8 estudiados, uno posee metionina (G-CCK-8, Aloj et al.) y otro HPG, ademas
de ser el unico péptido sulfatado (SA106, Roosenburg et al.) (76, 78). Entre los que no
poseen Met, se seleccion6 el compuesto divalente estudiado previamente por
Sosabowski, el MGDS5 (87). También se incluyd el compuesto sargastrin de 17 aa
(Marsouvanidis et al) (91). Las secuencias aminoacidicas se muestran en la Tabla 1.

Las BD se realizaron en ratones (BALB/c) atimicos tumorados de ambos flancos con la
linea celular A431 con y sin expresion del receptor CCK2R (70). Segtn los autores, los
analogos que mejor perfil farmacocinético tienen son el analogo lineal con 6 residuos
D-Glu (PP-FF11) y las versiones divalente y ciclica de minigastrina, MGDS5 y cyclo-
MGTH. Estos radiopéptidos combinan alta captacion tumoral especifica y baja retencion
renal. En otro ensayo realizado a posteriori (2012) con los analogos ciclicos de MG
marcados con '''In y ®*Ga, von Guggenberg observo que en general, la acumulacion de
actividad en la mayoria de los 6rganos y en los tumores fue mayor para el radiofarmaco
marcado con 68-Ga. Dice ademds que hay una diferencia en las vias de eliminacion
cuando se cambia el radionucleido; cyclo-MG1 se eliminaba principalmente por rifiones
cuando estaba marcado con 111-Indio, pero cuando se marcaba con 68-Galio se
eliminaba mayormente por la ruta hepatobiliaria (86).

Los ensayos de estabilidad in vitro se realizaron incubando los radiopéptidos en SH
fresco y en homogenatos de higado y rifion de raton; los resultados se informaron como
el tiempo al cual se observa la mitad de la concentracion inicial del radiopéptido intacto
(ti2) (89). Todas las PR fueron mayores al 90%, observandose en los analogos que
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contenian metionina menos de un 10% de radiopeptido oxidado luego de la marcacion;
debido a estos resultados se decidio utilizar los radiofarmacos sin purificacion previa en
los ensayos. También se estudiaron los metabolitos en orina de ratén luego de 10 min
p.i, no observandose radiopéptido intacto de ninguno de los compuesto. Los t;,; fueron
variables, y ninguno de los ensayos in vitro permite predecir los resultados observados
in vivo. Se identificé un sitio de clivaje comun entre el residuo Asp y Phe del extremo
carboxi-terminal. Excepto en cyclo-MG1l y MGDS5, se observo también clivajes
comunes en los residuos Tyr y Gly. Como metabolito de la orina del compuesto '”’Lu-
DOTA-cyclo-MGl1, solo se pudo identificar el producto correspondiente al sitio de corte
comun (entre Asp y Phe). Segun los autores, la informacion surgida de estos estudios
puede ser de utilidad para disefiar nuevas estructuras. Concluyen seleccionando el
compuesto PP-F11 debido a su comportamiento general en todos los ensayos in vitro.
Los resultados de los ensayos de uniéon a células y de internalizacion se mencionan a
continuacion (Capitulo 2.1.2).

2.1.2 Ensayos de union e internalizacion realizados con radiofarmacos de
analogos de CCK/ Gastrina.

Los llamados “ensayos de union” pueden ser utilizados para estimar parametros de
unién entre un radioligando y su receptor especifico.

El ensayo de competicion, o también llamado de desplazamiento, estima el valor de ICs
(half maximal inhibitory concentration) que es la concentraciéon a la cual el inhibidor
reduce en un 50% la union del radioligando. Es un parametro de afinidad entre el
competidor (ligando frio) y el receptor, y se suele expresar en unidades de
concentracion (nM). En este procedimiento se co-incuba una concentracion fija del
radioligando junto a concentraciones crecientes del competidor frio (92, 93).

En el ensayo de saturacion se usan concentraciones crecientes del radioligando y luego
del procesamiento de los datos por regresion no lineal, se obtiene los valores de la
constante de disociacion en el equilibrio (Kp), que es la concentracion de radioligando a
la cual se ocupan la mitad de los receptores celulares especificos, y también de la Byax,
que estima el numero total de receptores. Idealmente este ensayo debe hacerse con los
receptores aislados y no con células viables (sistema abierto), ya que no se llega a la
condicién de equilibrio requerida. Es por ello que cuando no es posible aislar los
receptores celulares, y que mantengan su actividad biologica, como es el caso de los
CCK2R expresados en la linea celular A431, se debe expresar los resultados como “Kp
aparente” (92, 93, 94).

Los ensayos de internalizacion son realizados en células viables y proveen informacion
sobre si el radiofarmaco es captado por la célula a través del receptor especifico.

En general todos estos ensayos comparten las siguientes caracteristicas:

a- El radioligando debe estar en concentraciones muy bajas para evitar la
saturacion de los receptores; una regla tipica es que la concentracion del
radioligando en el ensayo debe ser menor que el Kp conocido o esperado.

b- El compuesto radiomarcado (radioligando) debe poseer una alta actividad
especifica de marcacion para proveer una estadistica de conteo adecuada.

c- El competidor o agente bloqueante debe ser un compuesto frio que tenga
conocida afinidad y especificidad por el receptor.
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La importancia del ensayo de internalizacion en el desarrollo de radiofdrmacos de
PRRT se debe a que este proceso permitiria aumentar el tiempo de retencion del
radiofarmaco dentro de la célula y asi ejercer mayor dafio al tumor, generado por las
radiacion ionizantes (ej. particulas B-). Los resultados se suelen expresar como un
porcentaje calculado en base a la suma de las actividadades internalizada y unida a
membrana (captacién o unidn total), en relaciéon con la actividad total agregada. Es
necesario estimar la union inespecifica, co-incubando con un agente bloqueante o
incubando el ensayo a 4°C, temperatura a la cual se inhibe la internalizacion. En este
ensayo, la concentracion del radioligando debe estar entre 1-10 nM, mientras que el
agente bloqueante suele estar entre 100-1000 veces mas concentrado (91).

Como parte del proyecto COST BMO0607, también se realizaron ensayos de
desplazamiento (ICsp), de saturacion (Kp y Bpax) y de internalizacion con los 12
DOTA-derivados (71).

Los estudios de desplazamiento fueron realizados en tejidos tumorales de pacientes,
extraidos por cirugia y que sobreexpresan el receptor CCK2R. Los valores de ICsy se
obtuvieron por autoradiografias de estos tejidos y fueron similares para todos los
radiopéptidos en el rango de 0,1 y 1,0 nM (competidor '*’I-CCKS8), siendo 0,7 nM
(n=3) el valor reportado para el compuesto '''In-DOTA-cyclo-MG1 (71). Mas
recientemente, un grupo de investigadores de Korea evalud los ICsy del péptido
minigastrina ciclico (Cyclic-MG1 o DOTA-cCCK) y su analogo con la sustitucion
aminoacidica Met por Nle (Cyclic-MG2 o DOTA-[Nle]cCCK), ambos radiomarcados
con Galio-68. Los ICsy obtenidos estdn en el mismo rango (nM) que los ensayos
publicados previamente para los otros andlogos de minigastrina. Sin embargo, el ICs
para ®*Ga-DOTA-cyclo(Met)MG fue 10 veces mayor que para el andlogo con Nle
(12,31 nM y 1,69 nM) (95). Ellos concluyen que la sustitucion aminoacidica de Nle por
Met parece aumentar la afinidad de union en estos péptidos con estructuras ciclicas.

Los ensayos de saturacion de los 12 andlogos evaluados fueron realizados en la linea
celular A431 con y sin el receptor CCK2R transfectado. Los resultados muestran
valores de Kp similares entre 1-10 nM y el numero de sitios de union aparente por
célula (Bmax) también fue comparable entre los diferentes radiofarmacos (0,6-2,2 x 10°
sitios por célula) (71). Se observd una menor afinidad cuando el sistema usado fue la
linea A431(CCK2R+), posiblemente debido a que las modificaciones post
transcripcionales en las células de carcinoma epitelial (A431) difieren de las
modificaciones en células de origen neuroendocrino donde la proteina es
fisiologicamente expresada. Sin embargo dado los altos valores de unidén e
internalizacion encontrados, estas células son un modelo apropiado para la evaluacion
de los analogos de CCK/Gastrina.

Los ensayos de internalizacion (realizados bajo el COST BMO0607) fueron realizados
por dos laboratorios diferentes. Un grupo utiliz6 las lineas celulares A431(CCK2R+) y
A431(CCK2R-), incubando los radiopéptidos por dos horas junto a las células en dos
condiciones de temperatura diferentes: 4°C, donde no ocurre internalizacion, y 37°C,
temperatura optima a la cual la célula cumple sus funciones fisioldgicas (internalizacion
positiva). Estos experimentos mostraron una acumulacién progresiva de todos los
compuestos hasta las dos horas de incubacion, asi como también la retencion de la
radiactividad luego del desplazamiento con péptido frio. La diferencia de la actividad
asociada a las células entre las dos condiciones ensayadas fue de 5 a 20 veces mayor a
37°C, sugiriendo que la internalizacion jugaria un papel muy importante en lo referido a
aumentar la cantidad de radiopeptido en el tumor.
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La otra serie de ensayos de internalizacidn se llevo a cabo en otra linea celular ademas
de la A431, la linea AR4-2J, incubandose los radiopéptidos por 1 hora a 37°C. Para
estimar la union especifica se bloqued con Gastrina I Humana (GIH). En concordancia
con los resultados anteriores, todos los compuestos mostraron un alto grado de
internalizacion en ambas lineas celulares (Figura 14), con valores para la mayoria entre
45 y 17% de actividad correspondiente a la fraccion internalizada. El péptido PP-11 fue
el que mostrd el valor méximo (57% de internalizacion). El derivado cyclo-MGI cuyo
porcentaje de internalizacion fue entre 17 y 20%, mostré una captacion de actividad
total diferencial entre ambas lineas celulares, siendo notablemente mayor en la linea que
expresa la version humana del receptor CCK2R (22% contra 1%) (Figura 15).

En el altimo paper que voy a mencionar, se evaluaron comparativamente los péptidos
ciclicos cyclo-MG1 y cyclo-MG2 ambos conjugados a DOTA y radiomarcados con
"n y ®®Ga. En este trabajo realizado entre 4 centros de investigacién europeos
(Innsbruck, Nijmegen, Londres y Berna), se evaluaron la establidad in vitro, la
internalizacion, las BD y se realizaron imagenes en un equipo SPECT-CT para
pequefios animales (86).

Las PR fueron mayores al 98%, y ambos mostraron buena estabilidad en solucion
acuosa y en plasma humano, aunque el compuesto con metionina obtuvo valores algo
menores y se incremento el porcentaje de radiopéptido oxidado a mayor tiempo de
incubacion. El porcentaje de union a proteinas del suero humano fue similar (aprox.
20%) y los valores de Log P, indican una lipofilicidad algo mayor para '''In-DOTA-
MG2. La estabilidad en homogenatos de 6rganos de raton mostré una degradacion
completa de ambos RF luego de 2 hs de incubacion. Las biodistribuciones en un modelo
animal portador de tumores (AR4-2J, linea celular derivada de un tumor pancreatico de
ratas) mostraron que los compuestos radiomarcados con Galio-68 tenian una mayor
captacion inespecifica en la mayoria de los drganos. A pesar de que los estudios in vitro
de uniodn total en la linea celular AR4-2J (actividad internalizada mas la actividad unida
a mambrana) muestren un resultado levemente mejor para el '''In-DOTA-cyclo-MG1,
la captacion tumoral in vivo fue muy similar entre ambos RF. La comparacion de la
captacion en tumores entre los analogos radiomarcados con Galio-68 e Indio-111 fue
mayor para los **Ga-cyclo-MG-peptidos, y en todos los casos fue especifica para el
receptor CCK2R. Estos hallazgos son similares a los observados con andlogos de
somatostatina (SS), donde los ®*Ga-SS-peptidos tuvieron un mejor perfil de afinidad
por el receptor resultando en un mejoramiento de la imagen. Ademas se ha reportado
una geometria de complejacion diferente entre el Indio y el Galio, influenciando
posiblemente las propiedades farmacoldgicas del radiopéptido (96).

Es importante destacar que las condiciones de los ensayos de internalizacion que se
mecionaron en este capitulo fueron muy similares a las realizadas en nuestro laboratorio
(Capitulo 3).
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Capitulo 3

3.1- Materiales y Métodos

3.1.1- Obtencién de '""Lu de elevada actividad especifica

Preparacion de blancos: una cantidad de Lu,Os enriquecido al 82.0 % en Lutecio-176
(Trace Science International, USA) provisto por el Organismo Internacional de Energia
Atémica (OIEA) en el marco del convenio de investigacion (CRP) titulado
“Development of Therapeutic Radiopharmaceuticals Base on '''Lu for Radionuclide
Therapy”, fue disuelto en HCI concentrado (Merck, Suprapur”), para obtener una
concentracion final de 2 pg/pl. A partir de esta solucion, se realiz6 otra dilucién con
HC1 0,1 M (Merck, Suprapur”™) para obtener una concentracién final de 0,2 pg/pl. Se
alicuot6 5 pl de la “dilucién de """LuCl; 0,2 pg/ul” (equivalente a 0,88 pg de Lutecio-
177 en tubos de cuarzo de 21-24 mm de largo y 3 mm de didmetro, previamente
limpiados con etanol. Las muestras se centrifugaron por 30 min. a 60°C hasta
evaporacion completa (Concentrador 5301, Eppendorf). Las ampollas fueron cerradas
con un soplete de acetileno, puestas en un mini-can de aluminio, cerradas y sometidas a
un ensayo de estanqueidad.

Debido a que los mini-canes de aluminio irradiados tienen una alta dosis en contacto,
originada por la reaccion nuclear ’Al(n, o) **Na, fue necesario disefiar un dispositivo
para la apertura segura de los mini-canes, el cual se instald en una celda caliente de
transferencia del RA-3.

La apertura por corte de las ampollas de cuarzo fue realizada en nuestro laboratorio con
un torno Dremel provisto de un disco diamantado. Una vez abiertos, se disolvié el '""Lu
agregando entre 10-20 pl de HCI concentrado (Merck, Suprapur®). Se midié la
actividad en un activimetro (CRC-15, Capintec) y se estim6 la concentracion de
actividad (mCi/pl) y la actividad especifica al momento de la marcacion.

Todos los reactivos y soluciones fueron preparados con agua milliQ tratada con la
resina BT Chelex 100 (BioRad) a fin de minimizar el contenido de hierro (Fe). También
se utilizaron recipientes plasticos y puntas de micropipetas plasticas a fin de no
introducir trazas de Fe.

3.1.2- Marcacién de DOTA-cyclo-(Met)MG y DOTA-cyclo-(Nle)MG con '""LuCl;

Para la marcacion se tomaron 40 ug de DOTA-cyclo-(Met)MG (pi Chem, Austria) y 52
ug de DOTA-cyclo-(Nle)MG (pi Chem, Austria), ambos disueltos en etanol al 20% y
provistos gentilmente por la Dra. Elisabeth Von Guggenberg (Innsbruck, Austria) en el
marco de un CRP del OIEA titulado “Therapeutic radiopharmaceuticals based on '"’Lu-
and *"Y-labeled monoclonal antibodies and peptides: development and medical
evaluation”. A ambos péptidos se les adicion6 una cantidad de '""LuCl; (A. E. 18,97
mCi/pg de "°Lu al momento de la marcacién) suficiente para obtener una A. E. de
marcacion de 0,067 mCi/pg de péptido (2,7 y 3,5 mCi respectivamente). Ambas
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marcaciones se llevaron a pH 5,7 con 70 ul de acetato de amonio 1M (pH 7), y se
incubaron en un bafio termostatico por 1 hora a 80°C.

3.1.3- Determinacion de la Pureza Radioquimica (PR)

El porcentaje de PR fue determinado empleando cartuchos de C18 (SepPak C18 Classic
cartridges, Waters), usando una elucién para activar la matriz (elucion A: agua 97,9%;
acetonitrilo (ACN) 2%; acido trifluoroacético (TFA) 0,1%) y otra para la elucion del
radiopéptido (elucion B: agua 34,9%; ACN 65%; TFA 0,1%)

El porcentaje de PR fue calculado como el porcentaje de actividad en la elucion B con
respecto a la actividad total (actividad de la elucion A + actividad de la elucion B +
actividad del cartucho).

También se analizaron las muestras por Cromatografia Liquida de Alta Performance de
Fase Reversa (RP-HPLC, columna Delta-pak C;3, Waters) bajo las siguientes
condiciones: solvente A: Agua:TFA 0,1%; solvente B: ACN:TFA 0,1%; Gradiente: de
0-3 min. 100% A; 3-4 min. 60% A; 4-20 min. 32% A; 20-25 min. 0% A; 25-28 min.
0% A; 28-31 min. 100% A.

3.1.4- Ensayo de internalizacion

El ensayo se llevo a cabo utilizando la linea celular A431, derivadas de un carcinoma
epidermoide humano, transfectadas con el plasmido pCR3.1 el cual contiene la
secuencia codificante para el receptor CCK2R humano, cedida gentilmente por el Dr.
Aloj (78). El control negativo se realizd con la misma linea celular pero transfectada
con el plasmido vacio.

Brevemente, se sembraron aproximadamente 1.000.000 de células por pozo en fase de
crecimiento exponencial, en placas de 6 pozos, y se dejaron crecer por 24 horas. Se
retird el medio y se lavaron 2 veces con PBS/1% BSA enfriado a 4°C. Para determinar
y posteriormente sustraer la union inespecifica (Unidn especifica = unidn total — union
inespecifica), fueron bloqueados los 3 pozos inferiores con Gastrina I Humana (GIH,
Sigma Aldrich) a una concentracion final de 1 uM por pozo. El péptido radiomarcado
fue agregado por triplicado para obtener una concentracion final por pozo de 2,32 "M
("""Lu-DOTA-cyclo-(Met)MG) y 1,4 nM ('""Lu-DOTA-cyclo-(Nle)MG)), siendo 1,5
ml el volumen final por pozo. Las placas fueron incubadas por 2 horas a 37°C, con
agitacion suave a intervalos de 30 minutos. Posteriormente, se realizaron 2 lavados con
PBS/1% BSA enfriado, 2 lavados con una solucion de glicina 1M, y dos lavados con
NaOH 1M, colectandose las 3 fracciones en forma separada (lavados con PBS/BSA,
Glicina y NaOH). Se midieron las actividades (cpm) de cada una de las fracciones
manualmente en un contador de pozo (modelo 2200, LUDLUM Measurements Inc.) de
forma sistematica y consecutiva, tomando registros del fondo cada 3 muestras, y de un
estandar cada 6. Se calcularon los limites de deteccion (Lp) y de cuantificacion (L¢) del
analito, como el promedio de 10 mediciones de fondo mas 3 o 10 veces la desviacion
estandar (o) de estas mismas mediciones (Lp = Fondo promedio + 36 ; Lc= Fondo
promedio + 10c). Durante el procesamiento de los datos obtenidos, cada valor de fondo
fue luego sustraido a las 3 mediciones previas (muestras).
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El porcentaje de unidn total especifico (%ATE), es la suma de la fraccion de actividad
internalizada (% Aln, fracciones de lisado celular con NaOH) y la fraccion
correspondiente a la actividad unida a la membrana celular (% AM, lavados con
glicina), ambas fracciones expresadas como un porcentaje con respecto a la actividad
total agregada a cada pozo (ATg == Aln + AM) . Este porcentaje fue normalizado a la
cantidad de proteinas celulares totales por pozo (%ATg/mg de proteinas), determinado
posteriormente por un kit disponible comercialmente basado en el método Bradford
(Quick start Protein Assay, BioRad).

Los resultados fueron promediados (n=3) y se calcul6 su desviacion estandar.

3.2- Resultados

3.2.1- Obtencion de 177Lu de elevada actividad especifica

La A. E. de 177LuC13 obtenida al final del bombardeo en el RA-03 fue 32,36 Ci/mg de
7*Lu. La A. E. al momento de la marcacion fue de 18,97 mCi/mg de '"°Lu. El blanco de
"L u,0; fue disuelto el mismo dia de la marcacion con HCI concentrado (Suprapur®,
Merck), obteniendo una concentracion de actividad de'”’LuCl; de 2,8 mCi/pl.

3.2.2- Control de Pureza Radioquimica

La PR luego de una hora de incubaciéon fue de 99,1 % para '"’Lu-DOTA-ciclo-
(Met)MG y de 93, 8 % para el radiofarmaco '’ ’Lu-DOTA-ciclo-(NIe)MG.

Los tiempos de retencion fueron de 11,5 y 11,1 min. para '"’Lu-DOTA-ciclo-(Met)MG
y ""Lu-DOTA-ciclo-(Nle)MG respectivamente (Figura 16 y 17).

3.2.3- Ensayo de internalizacion

Se observo que las mediciones del fondo como del estdndar se mantuvieron constantes a
lo largo del tiempo que tomd medir todas las muestras. El promedio del fondo (n=10)
fue de 28,7 cpm (STD=8,09), y los Lp y L¢ fueron de 52,9 y 109,6 respectivamente.

Se pudo observar un bloqueo efectivo por parte del péptido GIH.

Los porcentajes de union especifica (% ATg/mg) en la linea A431(CCK2R+) fueron
similares para ambos radiopeptidos; 17,33 y 19,31 % para '’Lu-DOTA-cyclo-(Met)MG
y ""Lu-DOTA-ciclo-(Nle)MG respectivamente (Tabla 3).

La actividad unida en membrana fue menor al 1 % de la actividad total.

El control negativo, realizado en la linea celular A431(CCK2R-), arrojo valores
cercanos al cero en lo que respecta a su % ATg/mg.
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Capitulo 4

4.1- Discusion

Como se ha mostrado en el Capitulo 2, desde hace ya varios afos muchos
investigadores han volcado sus esfuerzos por encontrar un analogo de CCK/MG
apropiado como radiofdrmaco para diagnoéstico y terapia del cancer.

Se pueden distinguir dos enfoques en la busqueda de los mejores andlogos para la
terapia de tumores que expresan el receptor CCK2R, los grupos de investigacion que se
centraron en disefar péptidos basados en la estructura de minigastrina, cuya Tyr se
encuentra en la posicion 6 (contando desde el extremo C-terminal), y los que se
volcaron a los derivados de CCK-8, cuya Tyr estd ubicada en la posicion 7 y que
ademas posee dos Met en las posiciones 3 y 6 (Figura 8).

Nosotros evaluamos 4 derivados de minigastrina, dos analogos lineales, el DOTA-His,-
MG (APHO070) y el DOTA-MG7 (Figura 13), y dos péptidos ciclicos, DOTA-ciclo-
Met)YMG (o Cyclic-MG1) y DOTA-ciclo-(Nle)MG (o Cyclic-MG2), todos
radiomarcados con '""LuCl; de alta A.E producido de forma experimental en nuestro
laboratorio.

La emergente eleccion del '""Lu como radionucleido terpéutico en los paises centrales
se debe en gran parte a las ventajas de sus caracteristicas radioquimicas frentre a otros
radionucleidos: posee emisiones - con energia maxima de 497 Kev (78 %) con un
alcance promedio de 2 mm en tejido blando que lo hace adecuado para el tratamiento de
tumores pequefios; sus fotones y de 208 Kev (11%) son apropiados para la adquisicion
de imdgenes in vivo y realizar estudios dosimétricos personalizados previos al
tratamiento y el periodo de semidesintegracion de 6,7 dias permite la organizacion de un
sistema adecuado de distribucion, pudiendo llegar a servicios de Medicina Nuclear en
lugares alejados (97). La otra fortaleza de este RN es que actualmente es producido bajo
normas de Buenas Pacticas de Manufactura (GMP) en dos continentes (98). Sin
embargo la ventaja mas importante para nuestra region es su produccion local (RA-03,
CAE), que al evitar los costos de transporte y suponiendo el caso de industrializarse la
produccion, permitiria disminuir los costos de las dosis terapéuticas y posibilitaria el
acceso de un mayor nimero de pacientes en Argentina y en paises de la region, ya que
algunos de estos paises lo emplean rutinariamente.

Siguiendo el orden cronologico en que fueron realizados los ensayos en nuestro
laboratorio, a continuacion se discuten los resultados obtenidos.

El DOTA-His,-MG (o APH070), seleccionado en el afio 2007 por S. Mather a partir de
una biblioteca peptidica, fue evaluado en nuestro laboratorio como parte del CRP
“Development of therapeutic radiopharmaceutical base on '"'Lu for radionuclide
therapy” (Research Contract ARG-14060, OIEA, 2009). Este decapéptido comparte
idéntica secuancia a MGO en los 8 aminoacidos del extremo carboxi-terminal,
incluyendo la Met, pero tiene ademds dos histidina en la regiéon N-terminal, entre el
DOTA y el Glu (Tabla 1). Los resultados experimentales del radiopéptido '’Lu-DOTA-
His;-MG mostraron una PR mayor al 94% para la A.E. de marcacion mayor ensayada
(0,1 mCi/ug de péptido), y una aparente oxidacion de la metionina durante la marcacion,
observandose tambien un incremento del compuesto oxidado en los ensayos de
estabilidad en suero humano. Esta fenémeno de oxidacion de la metionina (Figura 11)
se deduce a partir de los resultados de RP-HPLC, donde se observé un pico con un
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tiempo de retencion menor al del RF, que se incrementa a mayor tiempo de incubacion
del RF en SH, y que cuando se incrementa, disminuye proporcionalmente el pico del RF
intacto (Figura 18). Para confirmar la oxidacién se deberia realizar un analisis por
espectrometria de masas. Estos resultados son consistentes con los publicados mas tarde
por Ocak et al. (2011), en donde se observd un porcentaje menor al 10 % de
radiopeptido oxidado para los 10 anidlogos de CCK/MG con metionina estudiados (89)
Las BD, realizadas en ratones normales, mostraron una rapida depuracion sanguinea y
excrecion renal. A partir del andlisis dosimétrico en un modelo animal, realizado por el
Grupo de Evaluaciones Dosimétricas y Radiobiologicas de la Autoridad Regulatoria
Nuclear (ARN), se estimaron las dosis para el hombre y la mujer de referencia segliin los
métodos de extrapolacion “‘escalacion por tiempo” y “método directo”. Seglin los
resultados obtenidos, el organo critico es el rifion, y la dosis que recibe este 6rgano
segin el método de “escalacion por tiempo” son 2,06 cGy/mCi y 2,51 cGy/mCi para el
hombre y la mujer adultos respectivamente. Estos resultados son consistentes con datos
obtenidos experimentalmente para el '"'Lu-DOTA-TATE donde se establece que la
dosis en rifion va de 3,7- 8,14 cGy/mCi (99).

Los valores de dosis calculados mediante el método de extrapolacion directa resultaron
ser significativamente mas pequefios (0.73 y 0.80 cGy/mCi para hombre y mujer
adultos respectivamente) que los hallados mediante el método de escalacion por tiempo.
Ademas de que las dosis halladas por el método de escalacion por tiempo son
consistentes con otro estudio, resultaron ser mas conservativas que las halladas con el
método directo, por lo tanto se decidid hacer uso de éstas para el calculo de la actividad
maxima tolerable (AMT). Por ultimé, la AMT que podria ser inyectada sin producir
radiotoxicidad en rifiones, es 13,2 mCi/kg para hombre adulto y 14,0 mCi/kg para
mujer adulta. Aunque la oxidacioén de la metionina al parecer no afecta la complejacion
con el '""Lu, se sabe que est4 asociada a una disminucién de la actividad bioldgica del
péptido, por lo tanto se concluyd que estos resultados lo hacen inadecuado para la
aplicacion clinica.

En el afio 2011, gracias a la beca “Jorge Oster” otorgada por la Fundacion Bunge y
Born, sintetizamos y radiomarcamos dos nuevos andlogos, DOTA-MG6 y DOTA-MG?7,
en el Departamento de Medicina Nuclear del Hospital-Universitario de la Universidad
de Innsbruck (Austria) bajo la direccién de Roland Haubner, Elisabeth von Guggenberg
y Clemens Decristofo. La sintesis peptidica en fase solida y las primeras marcaciones de
DOTA-MG7 con ""In y ®®Ga fueron realizadas en los laboratorios de Innsbruck.
Posterormente, gracias a la donacion del Dr. Decristoforo, este analogo fue
radiomarcado en nuestro laboratorio con '"’Lu de produccion local (RA-03, CAE). El
péptido MG7 consta de 8 aa y su secuencia estd basada en MGO, aunque tiene 3
sustituciones: la Tyr en posicion 6 fue sustituida por D-Tyr, el Trp (posicién 4) por D-
Trp, y la Phe del extremo carboxi-terminal por 1Na. La PR del '"’Lu-DOTA-MG?7 fue
mayor al 90%, sin embargo este compuesto no se internalizé en la linea celular A431-
CCKZ2R, posiblemente a causa de la sustitucion del residuo Tyr por D-Tyr. El resultado
de este ensayo, realizado por primera vez en nuestro laboratorio, concuerda con lo
observado en los laboratorios de Innsbruck. Un estudio de estabilidad in vivo de estos
compuestos (MG6 y MG7) podria dar alguna respuesta sobre si la sustitucion de la Phe
por un aa no natural (INa) podria evitar el clivaje por parte de las peptidasas en el sitio
de corte comun observado (entre el residuo Asp y Phe), y aumentar asi tiempo de vida
media del radiopéptido intacto (89).
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Los ultimos analogos de MG evaluados en nuestro laboratorio fueron el '""Lu-DOTA-
ciclo-(Met)MG y el '""Lu-DOTA-ciclo-(Nle)MG (von Guggenberg et al.). Como en los
péptidos anteriores evaluados, su estructura también se basa en MGO0, pero a diferencia
de estos, los cyclic-MG1 y cyclic-MG2 son compuestos ciclicos. La ciclacion fue
realizada reemplazando el residuo Gly (posicion 9) por una D-Lys, la cual se unid con el
residuo D-Glu (en posicion 1) a través de un enlace amida interno. Estos compuestos
ciclicos se diferencian unicamente en la sustitucion de la Met por la Nle.

Como se mencion6 en el Capitulo 1.3.4, un radiofarmaco de PRRT debe alcanzar una
elevada A.E. de marcacion asi como también del radionucleido, que en este nuestro caso
es el ""Lu. La optimizacion de la A.E. del '""Lu depende de varios parametros, como
los ciclos de irradiacion (1, 2 o 3 ciclos), el enriquecimiento del blanco utilizado, la
posicion de irradiacion y la potencia del reactor durante el ciclo de irradiacion (1 ciclo
equivale a 4 dias). La A.E. méaxima obtenida hasta el momento (41,46 Ci/mg de '"°Lu)
fue irradiando los blancos (82% de '"°Lu) durante 3 ciclos , en la posicion de mayor
flujo de neutrones (aprox. 1,3*10'* n/ cm™*seg™) del Reactor RA-3 (también conocida
como “trampa de neutrones”). La A.E. del Lutecio-177 utilizado para la marcacion de
los compuestos ciclicos fue 32,36 mCi/ug de '"®Lu al momento final del bombardeo y
18,97 mCi/ug de '"*Lu al momento de la marcacion. La pregunta ahora es ;Es adecuada
esta A.E. del ""Lu para la PRRT? Considerando que existen dos productores
industriales de Lu-177 de alta A.E. especifica bajo normas GMP, uno en América
(Missouri University Research Reactor, Estados Unidos) con A.E. > 23 mCi/ pg y otro
en Europa (IDB Holland, Holanda), con A.E. de 20 mCi/ pug, y teniendo en cuenta que
el tiempo promedio de entrega desde los centros de produccion a nuestro pais es de
aproximadamente 1 semana (tiempo similar a su periodo de semidesintegracion,,
podemos inferir que la A.E. del '”’Lu importado al momento de su uso en Buenos Aires
es de 11.5 y 10 mCi/pg respectivamente (98). Ambas son inferiores a la A.E. del '""Lu
obtenido a nivel local en forma experimental al momento de uso (18,97 mCi/ug de
'76Lu). Esta diferencia en A.E. constituye una ventaja crucial a la hora de encarar la
marcacion de DOTA-péptidos para el tratamiento del cancer en la region.

La A.E. de la marcacion de '""Lu-DOTA-cyclo-(Met)MG y '’Lu-DOTA-cyclo-
(Nle)MG fue de 0,067 mCi/ug de péptido. Se deberd optimizar el método de marcacion
si es necesario para elevar la A.E. a un valor apropiado para el uso clinico (el '""Lu-
DOTA-TATE se aplica a pacientes con una A.E. entre 0,8-1,0 mCi/pg de péptido)
(100).

La purezas radioquimicas fueron mayores al 90% para ambos radiopéptidos (99,1%
para '"Lu-DOTA-cyclo-(MetMG y 93,8% para '''Lu-DOTA-ciclo-(NIe)MG). Los
TR fueron similares, 11,5 min (ciclo-(Met)MG) y 11,1 min (ciclo-(Nle)MG) (Figuras
16 y 17). A pesar de que los cromatogramas no permiten una cuantificacion de su PR, si
se puede observar un resultado que concuerda con los obtenidos por SepPak C18.

La eleccion del modelo experimental biologico es clave para la evaluacion de los
radiofarmacos basados en biomoleculas. Tal es el caso de los péptidos ciclicos
evaluados por el grupo de Innsbruck, donde la eleccion del modelo animal tumorado
con la linea celular AR4-2J casi falla en detectar el tumor, en cambio el modelo basado
en la linea celular A431(CCK2R+) tuvo mayor éxito (86).

Las concentraciones de los radiofdirmacos en el ensayo de internalizaciéon no fueron
iguales, 2,3 M ('""Lu-DOTA-cyclo-(Met)MG) y 1,4 nM ('"’Lu-DOTA-ciclo-
(Nle)MGQG), sin embargo ambas fueron menores a 10 nM, que es la concentracion de
referencia (71). Se puede observar un alto porcentaje de internalizacion, 17,33 % (Met)
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y 19,31 % (Nle), concordante con los resultados publicados previamente para el anadlogo
DOTA-(Met)MG marcado con Indio-111 (*''In-DOTA-cyclic-MG1; 60 min. de
incubacion; 20 % A/mg de proteinas) (71). De forma similar a lo publicado en el
mismo trabajo, la actividad asociada a membrana fue menor al 1 % y casi el total de la
actividad unida se debi6 a la internalizacion del radiofarmaco, lo que deja en evidencia
la importancia de la internalizacion de los radiopeptidos.

Ahora bien, a pesar de que los primeros resultados fueron favorables para estos
analogos, /Qué otros ensayos serian de utilidad para la evaluacion pre-clinica de los
radiopeptidos? Como se menciona en el trabajo de Ocak et al. sobre la estabilidad
bioldgica de 12 analogos de CCK/MG, los estudios in vitro no permiten estimar el
comportamiento real in vivo del RF, al menos por si solos (89). De hecho, ninguno de
los resultados de estabilidad en SH y en homogenatos de higado y riidén de ratoén
pudieron predecir la ausencia de péptido intacto en orina luego de 10 min post inyeccion
en ratones. En cambio, las BD dan informacioén real sobre el comportamiento in vivo en
el modelo animal, permitiendo observar la acumulacion o eliminicacion del RF en cada
organo y/o tejido; y si se llevan a cabo en ratones portadores de tumores pueden dar
cuenta de las relaciones de tumor/fondo y tumor/rifion.

Por otra parte, el andlisis dosimétrico en un modelo animal es de vital importancia ya
que permite extrapolar estas dosis a un modelo humano (hombre y mujer de referencia)
y estimar la MAT segun el 6rgano critico, lo cual es determinante para establecer un
esqema de tratamiento. En este punto cabe aclarar que existen estrategias eficaces que
permiten disminuir la dosis en rifilones (organo critico) y aumentar asi la MAT, como es
el caso de la administracion previa de arginina (30).

Por ultimo, los estudios de eficacia terapéutica en ratones portadores de tumores que
expresen el receptor especifico (en este caso CCK2R), son los que definen el alcance de
este tratamiento en el modelo tumoral. Para ello, es necesario contar con un equipo que
permita obtener imagenes in vivo como un micro-PET o nano-SPECT/CT.

4.2- Conclusion

En los ultimos afios hemos evaluado 4 péptidos analogos de Minigastrina
radiomarcados con '"’Lu de potencial aplicacion a PRRT.

Es de suma importancia destacar, que por primera vez a nivel internacional, se
realizaron en nuestro laboratorio los ensayos de internalizacion de '""Lu-DOTA-cyclo-
(Met)MG y ""Lu-DOTA-cyclo-(NIe)MG en la linea celular A431 que expresa el
receptor CCK2R humano con resultados promisorios.

La implementacion de este ensayo constituye un aporte considerable en el desarrollo de
radiofarmacos de CCK/Minigastrina basados en '"'Lu para PRRT.
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4.4- Anexos:
4.4.1 Figuras y tablas.

Figura 1: Decaimiento beta negativo
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Figura 3: Decaimiento alfa
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2 Figura 2: Densidad local de ionizacion
producida por las particulas o, By
electrones Auger. (Extraido de: J. Nucl.
Med. 2005;46:4S-128S.)
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Figura 4: Derivados de DTPA para la complejacion a biomoléculas. Extraido de: Current Medicinal
Chemistry 2000;7:971-994.
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Figura 5: Estructura quimica y representacion 3D de el agente quelante
DOTA, extraido de PDB codigo INC4 (Corneillie, Fischer, Meares,
2003). En la representacion 3D los atomos de carbono se muestran en
celeste, los de nitrogeno en azul y los de oxigeno en rojo.
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Figura 6: Esquema del mecanismo de accion de la PRRT para andlogos de somatostatina.
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Figura 7: Biodistribuciones de 177Lu-DOTA-SP con (A) y sin (B) administracion previa de argininina. Se observa

una reduccion dn la Al/g en rifiones.
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Figura 8: Estructura primaria de CCK y Gastrina.
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Figura 9: Representacion de la interaccion del receptor CCK1R con los
aminodcidos de CCK involucrado en el sitio de union (arriba) y vista de
la interaccion en un modelo tridimensional (abajo). En verde se muestran
los aminoacidos del CCKIR que interaccionan con el sitio de union del
ligando, representado en naranja.
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Chromosome 4, CCKIR

ATG 1 2 3 4 . 'G‘
217 v Fease 1 Eeal I -
i gy 2,700 TN ey AL oy | 523 —
v v v Viva

Chromosome 11, CCKZR

ATG ¢ 2 J 4 3 GA
51} { 252 ] 50 e 155 Jr—y 230 —_—
2t 1177 Leed 164 ks 27 207

[T RIS v ViVl
ATG 1 ATG 1b 2
. 'lt’.nl' Y ’l'm)'l : ?fu’l

Figura 10: Representacion esquematica de los genes que codifican los receptores CCKR. Los numeros arabicos
indican el nimero de nucledtidos en los intrones y exones. Los numeros romanos indican el nimero de dominio

transmembrana codificado en los diferentes axones.

Methionine Oxidation
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Figura 11: vista esquematica de los posibles
productos de oxidacion de la metionina.
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Figura 12: Equipo para sintesis peptidica en fase sélida.

DOTA-D-Glu— (Glu)s—Ala—Tyr-Gly—Trp—Met-Asp—Phe-NH,  DOTA MGO 2112,5 Da
DOTA-His—His—Glu—Ala—Tyr—Gly—Trp—Met-Asp—Phe-NH, = DOTA-His,-MG 1677,8 Da
DOTA-D-Glu-Ala-Tyr—Gly-D-Trp—Met—Asp—1Nal-NH2 DOTA-MG6 1453,6 Da

DOTA-D-Glu-Ala—D-Tyr-Gly—D-Trp—Met—Asp—1Nal-NH2 DOTA-MG7 1453,6 Da

Figura 13: Secuencia aminoacidica de DOTA-MG6 y DOTA-MG7 (Azul), DOTA-MGO0 y DOTA-His,-MG
(APHO070).
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Figura 14: Comparacion de la actividad asociada a las células (fraccion internalizada
y unida a membrana), expresadas como porcentaje con respecto a la actividad total
agregada (%A) para 12 analogos de CCK/MG (73).
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Figura 15: Comparacion de la actividad asociada a las células, expresadas como
porcentaje con respecto a la actividad total agregada por mg de proteinas (%A/mg)
para el compuesto '''In-DOTA-Cyclo-MG1 y '"In-DOTA-MGI11 en dos lineas
celulares (A431-CCK2R+ y AR4-2J (73)
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Figura 16: Resultados de PR (RP-HPLC) ""Lu-DOTA-ciclo-(Met)MG (cyclo-

MGI1), TR|=2,1 min.; TR,=11,4 min
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Figura 17: Resultados de PR (RP-HPLC) '""Lu-DOTA-ciclo-(Nle)MG (cyclo-
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177Lu libre 177Lu-DOTA-
177Lu-DOTA-MG His2-MG

l oxidada
DY E—
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Figura 18: Resultados de PR (RP-HPLC) de '"Lu-DOTA-His2-MG, (A.e. 0.066 mCi/ug de
péptido). En verde, se observa una PR post marcacién mayor a 90%, en rojo la PR a 24 hs. post
marcacion fue mayor a 83%, (condiciones de estabilidad: SF y temp. Ambiente). Los picos
correspondientes a |/ 'Lu-DOTA-MG oxidada (flechas violeta) son de 3.62% para el verde yde 15.24
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Tabla 1: Nombre, secuencia aminoacidica, peso molecular y referencias de los 12 analogos de CCK/MG
seleccionados para la evaluacion comparativa (COST Action BM0607)

Nombre Secuencia Peso Referencia
Molecular
G-CCKS8 DOTA-Gly-Asp-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp- 1507,0 78
Phe-NH,
SA106 DOTA-DAsp-Phe(p-CH,SOs;H)-HPG-Gly-Trp- 1482,6 80
HPG-Asp-Phe-NH,
MGO DOTA-DGIlu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Tyr- 2037,0 48
Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,.
Sargastrin DOTA-GIn-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu-Glu-Glu- 2483,6 92
Glu-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Nle-Asp-Phe-NH,
MG11 DOTA-DGlu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe- 1531,0 85
NH,
APHO070 DOTA-His-His-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met- 1677,8 83
Asp-Phe-NH,

PP-F10 DOTA-DGIn-DGIn-DGIn-DGIn-DGIn-DGIn- 2042.9 91
Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,

PP-F6 DOTA-DGIn-DGIn-DGIn-Ala-Tyr-Gly-Trp- 1658,7 91

Met-Asp-Phe-NH,

PP-F16 DOTA-DGIn-DGlu-DGIn-DGlu-DGIn-DGlu- 20459 --
Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,

PP-F11 DOTA-DGIu-DGlu-DGlu-DGlu-DGlu-DGlu- 2048,8 --
Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,

Cyclo-MG1 | DOTA-cyclo[y-DGlu-Ala-Tyr-DLys]-Trp-Met- 1455,7 88

Asp-Phe-NH,
MGD5 DOTA-Gly-Ser-Cys-(Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp- 2782,9 90

Nle-Asp-Phe-NH,),
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Tabla 2: Procedimiento general de sintesis manual de péptidos en fase solida.

N° Paso Funcién

1 Introduccién de la resina sélida (RinK amide | La resina posee grupos aminos libres donde se
MBHA resin, Merckshuchardt OHG) en el | inicia la sintesis. Esta da como producto final un
reactor de sintesis manual. péptido con un grupo amida en su C-ter.

2 Lavado con DMF por 10 minutos Rehidratar la resina.

3 Lavado con piperidina al 20% en DMF por 5 | Remover los Fmoc, que son los grupos protectores
minutos en los N-terminales de los aminoécidos.

4 Lavado con piperidina al 20% en DMF por 15 | Completar la remocion de los Fmoc
minutos.,

5 6 lavados con NMP por 3 minutos. Eliminar los Fmoc libres del medio de reaccion

6 Reaccion por 30 minutos con reactivos | Activacion del grupo carboxilo del aminoacido a
HATU, HoAt, DIPEA , NPM y el nuevo | acoplar (HoAT y HATU) y sintesis del nuevo
aminoacido enlace peptidico. La DIPEA es para ajustar el pH.

7 6 lavados con NMP por 3 minutos Eliminar los aminoacidos libres, los reactivos y los

productos de reacciéon no deseados.
8 2 lavados con DCM por 3 minutos, Secar la resina. Este paso solo se realiza cuando se

desea interrumpir la sintesis.

Tabla 3: Resultados del ensayo de internalizacion expresados como el promedio del % de union total
especifica por mg de proteinas.

% ATg/mg

"L u-DOTA-cyclo-(Met)MG

"L u-DOTA-cyclo-(NIe)MG

A431(CCKR2+) 17,33+ 0,64

19,31+ 0,31

A431(CCKR2-) 0,38+0,30

- 0,09+ 045
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