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RESUMEN

El diagndstico temprano del cancer de mama, es de vital importancia para un buen
pronostico de salud. Las sefales celulares cambian durante el desarrollo del cancer, y
estos cambios son detectables a traves de marcadores biologicos o biomarcadores, es
decir, alteraciones medibles de los productos celulares y funciones que caracterizan a las
diferentes etapas de la enfermedad.

El receptor HER-2 es un ejemplo de dichos biomarcadores y esta amplificado en
aproximadamente 20-30% de algunos tipos de cancer de mama. Dicha sobreexpresion
potencia la malignidad y el potencial metastasico del cancer de mama y esta asociado
con una escasa probabilidad de sobrevivencia.

El HER-2 también se puede utilizar como blanco para obtener imagenes de distintos
tipos de cancer, entre ellos, el cancer de mama.

El nuevo desarrollo de péptidos para imagen molecular del cancer esta evolucionando
rapidamente debido a la aplicacion de la quimica combinatoria y la libreria de fagos. La
libreria de fagos puede ser un medio atractivo para obtener péptidos, que tienen como
objetivo distintos tipos de tumores.

El péptido KCCYSL, fue obtenido de dicha libreria, esta constituido por seis
aminodacidos (K=Lisina, C=Cisteina, C=Cisteina, Y=Tirosina, S=Serina, L=Leucina) y
se une al dominio extracelular del receptor peptidico HER-2 que se sobre expresa en las
células de algunos tipos de cancer de mama.

Dicho peptido fue utilizado en el presente trabajo como potencial agente imagenologico
molecular in vivo para distintos tipos de cancer de mama que expresan el receptor HER-
2. Se utilizd el radionucleido *™Tc para marcar el péptido, debido a su excelente
quimica y caracteristicas de imagen, disponibilidad del generador y su bajo costo.



INTRODUCCION GENERAL

Cancer

La diferenciacion celular y la pérdida de control de la proliferacion son las
caracteristicas de las células tumorales, asi como las manifestaciones fenotipicas de
varias alteraciones genéticas, principalmente modificaciones en los genes reguladores
del ciclo celular.!

La progresion del cancer es un proceso de varios pasos. Con cada paso, la genética y los
eventos epigenéticos en el proceso se vuelven cada vez mas complejos y pueden ser mas
dificiles de tratar. A medida que el cancer progresa a partir de una sola célula neoplasica
a un tumor grande y letal, adquiere una serie de mutaciones, siendo:

1) auto-suficiente para las sefiales de crecimiento; por la activacién de oncogenes y la
inactivacion de genes supresores de tumores,

2) insensibilidad a las sefiales de autocrecimiento y apoptosis

3) capacidad para realizar replicaciones celulares ilimitadas, y

4) metastasis tumorales.

La evidencia experimental y clinica actual indican que éstas propiedades neoplasicas
pueden ser necesarias, pero no suficientes, para que una celula cancerigena avance en
una poblacion de células tumorales, lo que se hace clinicamente detectable, metastasico,
y letal. Para que un tumor pueda desarrollar un fenotipo altamente maligno y mortal,
primero debe contratar y mantener su propio suministro de sangre, un proceso conocido
como angiogénesis tumoral.? 2

Cuando el cancer es descubierto de manera temprana, los pacientes tienen mayor
probabilidad de sobrevivencia, requiere menos tratamiento intensivo, y en general, es
mejor el prondstico que en los pacientes con un cancer mas avanzado.®

Cancer de mama

Epidemiologia y factores de riesgo del cancer de mama

El cancer de mama es el mas comdn de todos los tipos de cancer entre las mujeres, ° la
principal causa de muerte en el mundo y la malignidad invasiva mas comun en las
mujeres en Estados Unidos. Ha habido un incremento sostenido de la incidencia de
dicho céncer en paises desarrollados en los afios recientes. EIl cancer de mama
representa un 22% de todos los tipos de cancer femeninos, que es mas del doble de la
incidencia del cancer que en cualquier otro sitio no desarrollado.”

La prevalencia del cancer de mama, como en la mayoria de los tumores epiteliales,
aumenta rapidamente con la edad. Alrededor de la década del 90, la incidencia del
cancer de mama aument6 diez veces en todo el mundo, lo que indica importantes
diferencias en la distribucion de las causas subyacentes. EXiste una variacion sustancial
en las tasas de cancer de mama entre los diferentes paises. La incidencia es seis veces
mayor en los EE.UU., Canada y el norte de Europa que en Asia o entre las poblaciones
negras de Africa. Estas diferencias internacionales en las tasas de cancer de mama no
parecen estar determinadas principalmente por la variacidn en la susceptibilidad
genética. Los estudios de poblaciones que migran de las zonas de bajo riesgo a las de
alto riesgo, muestran que las poblaciones migrantes se aproximan al riesgo de contraer
cancer de mama del pais anfitrién en una o dos generaciones* %%, sugiriendo claramente
un importante papel de los factores ambientales en la etiologia de la enfermedad. La
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etiologia del cancer de mama es multifactorial e incluye la dieta, los factores
reproductivos y los relacionados con los desequilibrios hormonales. Los factores de
riesgo conocidos para el cancer de mama (Tabla 1) se pueden entender como medidas
de la exposicion acumulativa de la mama a los estrogenos y probablemente la
progesterona. Las acciones de estas hormonas ovaricas (y las hormonas utilizadas en la
combinacion de anticonceptivos orales y terapia de reemplazo hormonal) en el seno no
parecen ser genotdxicos, pero si afecta a la tasa de division celular. Sus consecuencias
sobre las tasas de cancer de mama se manifiestan en sus efectos sobre la proliferacion
de las células epiteliales de la mama. La activacion de oncogenes y la inactivacion de
genes supresores de tumores (por ejemplo, BRCA1, TP53) producen una serie de
cambios genéticos que conducen a un fenotipo maligno. Como las hormonas enddgenas
afectan directamente el riesgo de contraer cancer de mama, hay razon para preocuparse
por los efectos sobre el riesgo de cancer de mama, si las mismas hormonas u otras
hormonas estrechamente relacionadas son administradas con fines terapéuticos. Se ha
relacionado la exposicion a factores ambientales con el desarrollo del cancer de mama
(por ejemplo, la radiacion, el alcohol, las hormonas exdgenas), pero tienen un menor
riesgo. A diferencia de la mayoria de las neoplasias humanas, el cancer de mama a
menudo muestra un clustering familiar. Han sido identificados dos genes de alta
penetrancia (BRCA 1y 2) que aumentan considerablemente el riesgo de contraer cancer
de mama. La Tabla 1 muestra los acontecimientos de la vida reproductiva que han sido
considerados como factores de riesgo para el cancer de mama en las mujeres. EI cancer
de mama es mas frecuente entre las mujeres que tienen una menarquia temprana, son
nuliparas o tienen pocos nifios y la menopausia con una edad avanzada.* *

. . 4
Tabla 1. Factores de riesgo en el cancer de mama.

Menarquia temprana

Menopausia tardia

Obesidad (mujer postmenopausica)
Tener el primer hijo a una edad avanzada
Nuliparidad

Anticonceptivos orales

Epidemiologia del Cancer de mama en Uruguay

En muchos paises, incluyendo al Uruguay, el cAncer de mama es un grave problema
sanitario, cuya importancia se ha acrecentado en los Gltimos afios.

De acuerdo a la informacion epidemiolégica publicada por Saracci, R. y Repetto, F., se
ha notado un aumento importante en la incidencia del cAncer de mama, constituyéndose
en el cancer mas frecuente en la mujer después del cancer de piel. Concomitantemente
ha habido un aumento en la mortalidad por cancer de mama, manteniéndose las dos
curvas, morbilidad y mortalidad, paralelas y ascendentes.

En el Uruguay, cuyo perfil oncoldgico es similar al de los paises desarrollados de
occidente, el cancer de mama tiene una importancia primordial. La tendencia de la
mortalidad, francamente ascendente y la incidencia que practicamente duplica la de



pulmén en hombres, hablan de la magnitud de su importancia. En el afio 2000, en
nuestro pais, fallecieron por cancer de mama 669 mujeres.®

Tipos de Cancer de mama

Todos los carcinomas de mama, tanto invasivos como no invasivos, son clasificados
segun su apariencia histoldgica y/o citolégica. Sin tomar en cuenta el tipo de
carcinoma, determinadas caracteristicas del mismo deben tomarse en cuenta incluyendo,
sitio, tamano, forma, consistencia, color, apariencia grosa de los margenes, relacion a
estructuras mamarias adyacentes (piel, pezén) y extra mamarias (musculo), y el niUmero
de focos que aparecen malignos.*

Si bien segun clasificacién histologica se conocen 17 tipos distintos de cancer de mama,
los mas comunes son los que se describen a continuacion.

Carcinoma de mama in Situ

El carcinoma de mama in situ, es una proliferacion maligna de las células epiteliales
dentro del sistema ducto-lobular de la mama que en la microscopia de luz no muestra
evidencia de rotura de la membrana basal para invadir el estroma adyacente.

Existen dos tipos: ductal y lobular.’

Neoplasia lobular intraepitelial (LIN)

Esta localizada dentro de la union ducto-lobular terminal, a menudo acompafada por
una implicacion pagetoide (pagetoid) de los ductos terminales adyacentes. LIN,
generalmente es descubierto durante el periodo peri menopausico, es clinicamente no
aparente y usualmente detectado incidentalmente en biopsias que se realizan a causa de
otras lesiones. Esto esta asociado con un incremento en el riesgo de cancer de mama
invasivo de cualquier tipo, en cualquiera de las mamas, y por lo general muchos afios
después.’

Carcinoma ductal in situ (DCIS)

Es un grupo heterogéneo de lesiones pre-malignas que por lo general son asintomaticas
e impalpables, pero pueden ser identificables en una mamografia como focos de
microcalcificaciones. EXxisten tres categorias dentro del DCIS:

1) DCIS pobremente diferenciado
Este sub-tipo tiene el riesgo mas alto de invasion estromal.

2) DCIS moderadamente diferenciado

3) DCIS bien diferenciado

Las lesiones en el grupo DCIS pobremente diferenciado son generalmente HER-2
positivo. El tratamiento del DCIS depende del tamano y la distribucién de la lesién. El
estado de los margenes de escisién alrededor del tumor sigue siendo el factor mas
importante en términos de riesgo de recurrencia local. El carcinoma microinvasor
(limite de tamafio de 1 mm) es raro y se presenta principalmente en asociacion con el
carcinoma in situ, por lo general del tipo pobremente diferenciado.*



Céancer de mama invasivo

El cancer de mama invasivo es un grupo de tumores epiteliales malignos caracterizados
por la invasion del tejido adyacente y por una marcada tendencia a la metéstasis a sitios
distantes. EI cancer de mama surge del epitelio mamario, mas frecuentemente de las
células de la unidad ducto-lobular terminal. La gran mayoria de estos tumores son
adenocarcinomas.*

Carcinoma ductal invasivo (NOS)

Este es un grupo heterogéneo, el cual representa el tipo mas comdn de carcinoma
invasivo, que comprende entre el 40% y 75% en las series publicadas.* Los tumores
NOS ductales como la mayoria de las formas del cancer de mama, son poco comun por
debajo de los 40 afios de edad.* El carcinoma invasivo se asocia a menudo con un alto
grado de carcinoma ductal in situ. Si un carcinoma ductal NOS, va acompafiado de un
segundo patron morfoldgico distinto (lobular), el cancer se define como mixto. Existen
muchas variantes del carcinoma ductal NOS. Aproximadamente un 15-30% de los casos
son HER-2 positivo.”

Carcinoma lobular invasivo

El carcinoma lobular invasivo representa el 5-15% de los tumores de mama invasivos y
frecuentemente son multifocales y bilaterales.*

La sobreexpresion del HER-2 es mas baja que en el Carcinoma ductal invasivo, con la
excepcion del patron pleomoérfico.*



DESARROLLO DE LA TESINA

Biomarcadores para la deteccion temprana del cancer de mama

El cancer puede ser considerado como una enfermedad genética a nivel somatico, y su
desarrollo requiere la interaccion coordinada de los productos de los genes y las vias de
sefializacion en las células cancerosas genéticamente no reguladas y entre los diferentes
tipos de células, transformadas y normales, coexistiendo dentro del tumor.

En los afios recientes, mediante varios estudios de la patogénesis molecular del cancer,
se han encontrado nuevas vias de regulacion y redes que nos han permitido identificar
los genes y las proteinas cuya alteracion de la expresion, paralela a la transformacion
oncogénica, se traduce en modificaciones morfoldgicas e histologicas de las células.

Las senales celulares cambian durante el desarrollo del cancer, y estos cambios son
detectables a través de marcadores bioldgicos o biomarcadores, es decir, alteraciones
medibles de los productos celulares y funciones que caracterizan a las diferentes etapas
de la enfermedad.

En el cancer de mama, los rasgos que caracterizan la malignidad de las células que son,
autosuficiencia en las sefiales de crecimiento proliferativas (alteraciones que implican
productos de oncogenes ras, tales como, c-myc, hormonas y receptores de factores de
crecimiento como miembros de la familia HER/erbB), la insensibilidad a las sefiales
inhibidoras de crecimiento [es decir, la expresion desregulada de las ciclinas, quinasas
dependientes de ciclina (CDK) y los inhibidores de CDK (CDKIs)], la evasion de la
apoptosis, el potencial de replicacion ilimitado (sostenida también por la reactivacion de
la telomerasa), activacion de las vias que conduce a neo-angiogénesis, invasion y
metéstasis; son ejemplificados por los biomarcadores que han demostrado estar
asociados con la progresion de la enfermedad.

Existe una asociacion directa o indirecta entre la expresion de distintos biomarcadores
que se relacionan con la malignidad y el resultado clinico. Esta asociacion es util para
identificar un gradiente en el perfil de riesgo.”

Los biomarcadores son capaces de definir riesgos e identificar los estadios tempranos
del desarrollo del tumor, ayudar a detectar el tumor y diagnosticarlo, dar un tratamiento
adecuado para los pacientes segun el grado de avance, predecir los resultados de la
enfermedad, y ayudar en la vigilancia de la recurrencia de la enfermedad.®

Receptores de la familia HER
Familia HER

La familia HER pertenece al grupo de receptores de factores de crecimiento epidérmico
tirosina quinasa del tipo 1 (RTK) ” y se compone de cuatro genes que codifican para
cuatro tipos de receptores homdlogos, ellos son; HER-1 6 receptor de factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), HER-2/neu, HER-3 y HER-4.®

Estos receptores estan localizados sobre la membrana celular en una variedad de tejidos.
Los receptores interacttan con varios ligandos de factores de crecimiento, los cuales
tienen motivos en comdn semejantes a EGF de aproximadamente 50 aminoéacidos.

Los receptores HER tienen una estructura similar, que consiste en un dominio
extracelular de unién al ligando rico en cisteina, una parte lipofilica transmembrana y un



dominio intracelular tirosina quinasa transductora de senales, el cual tiene un segmento
regulador carboxilo terminal.

Los receptores HER existen como mondmeros y su activacion depende usualmente de
la presencia de sus ligandos. Tras la union del ligando, los distintos receptores se
asocian con cada uno de los otros para formar diez dimeros distintos, los cuales estan
como homodimeros o heterodimeros. Los dimeros son usualmente mas estables que los
receptores monomeéricos. Los ligandos de los receptores HER poseen un sitio de alta
afinidad que se une directamente a HER-1, HER-3, 0 HER-4 y un sitio de baja afinidad
que recluta HER-2 como un heterodimerization partner. De modo que HER-2 funciona
como un correceptor para muchos ligandos y es usualmente transactivado por ligandos
parecidos a factores de crecimiento endotelial (EGF), resultando en la formacion del
heterodimero HER1-HER2, mientras que la neuregulina induce la formacion de HER2-
HER3 y HER2-HERA4.% 3! Los heterodimeros son caracterizados por un nivel mas lento
de disociacién de ligandos que los homodimeros y por lo tanto genera una transduccién
de senales mas potente (Fig. 1).

Ademas, los heterodimeros que contienen HER2 se someten a un nivel mas lento de
endocitosis inducida por el ligando comparado con los demas receptores HER y de éste
modo tiene una potencia de senal particularmente alta.

El heterodimero HER2-HERS3 es la combinacion mitogénica mas potente y es el que
predomina en las células de carcinoma.®
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Figura 1: Caracteristicas de los heterodimeros que contienen HER-2. Cuando HER-2 se sobrexpresa,
preferencialmente se forman heterodimeros que contienen HER-2. A diferencia de los homodimeros de la
familia HER que o bien son inactivos (homodimeros HER-3) o sefializan de manera muy débil, los
heterodimeros que contienen HER-2 tienen caracteristicas que prolongan y aumentan su sefializacién
(recuadro izquierdo) o sus respuestas celulares (recuadro derecho).?

10



Her-2/neu

El gen HER-2, también conocido como c-erbB2 6 neu, se encuentra en el cromosoma
17912 y codifica para un receptor del factor de crecimiento localizado en la membrana
celular.*
HER-2 es una glicoproteina transmembrana, la cual contiene un dominio extracelular
extenso, un pequefio dominio transmembrana hidrofébico, y un dominio intracelular
citoplasmético que contiene el dominio quinasa y el dominio carboxilo terminal, el cual
es autofosforilado tras la activacion del receptor.®
HER-2 ha recibido mucha atenciébn como biomarcador para el cancer de mama y
préstata, como un blanco especifico para imagen del cancer y como desarrollo de agente
terapéutico.’
HER-2 es un miembro de la familia HER de receptores tirosina quinasa y esta
normalmente involucrado en la transduccion de senales principalmente para el
crecimiento y diferenciacion celular.™
Cuando HER-2 se expresa normalmente, la unién del ligando a los receptores HER,
forma solo unos pocos heterodimeros HER-2 y la senal mediada por HER2/neu es débil,
resultando en el crecimiento normal de las células.™
El gen HER-2, se presenta con una copia simple en células epiteliales normales, y esta
amplificado en numerosos tipos de celulas malignas, y dicha sobreexpresion puede
contribuir a la iniciacién y progresion del cancer de mama.®
El receptor HER-2 est4 sobre expresado en un 20-30% de los cénceres de mama.’
Dicha sobreexpresion potencia la malignidad y el potencial metastasico del cancer de
mama Yy esta asociado con una escasa probabilidad de sobrevivencia.
Los receptores de la familia HER tirosina quinasa son activados por dimerizacion que
puede ser entre receptores idénticos (homodimerizacion) o entre distintos miembros de
la misma familia (heterodimerizacion) (Fig. 2). Los mecanismos que causan la
dimerizacion son, la unién de ligandos (factores de crecimiento), la sobreexpresion del
receptor y la transactivacion por otro receptor.™*
HER-2 es el receptor mas importante de la familia. Este es el Ginico miembro para el
cual no se conoce un ligando especifico; sin embargo, es el co-receptor preferido para
formar dimeros con receptores de factores de crecimiento epidérmico (EGFR), HER-3 0
HER-4. Los heterodimeros entre HER-2 y los otros receptores muestran una mayor
capacidad para la transduccidn de senales mitogénicas que los homodimeros y ellos
potencian la transformacion celular. HER-2 es considerado el principal coordinador de
la activacion de la red de senales por los receptores de la familia HER. Cuando los
receptores se dimerizan, se desencadena su actividad tirosina quinasa y  se
autofosforilan los residuos especificos de tirosina del dominio intracelular. Estos
eventos causan la activacion de una serie de respuestas fisiologicas y bioquimicas
involucradas en la transduccion de senales celulares mitogénicas.
Una serie de observaciones apoyan gue la sobreexpresion de HER-2 tiene un rol directo
en la patogénesis y agresividad clinica de los tumores:

a) La introduccion de HER-2 en células sanas causa una transformacién maligna,

b) Los ratones transgénicos que expresan HER-2 desarrollan tumores de mama,

c) Los tumores humanos de mama que sobreexpresan HER-2 cursan con una

mayor agresividad clinica.™®
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Figura 2: El receptor HER-2 consiste en un dominio extracelular (ECD) para la union de ligandos, un
segmento transmembrana lipofilico (TMD) y un dominio intracelular (ICD) con actividad tirosina
quinasa, el cual tiene una porcién reguladora carboxilo terminal. Los receptores monomeéricos (izquierda)
estan inactivos, la activacion del receptor produce la dimerizacién (derecha). Luego de la dimerizacién, se
produce la actividad tirosina quinasa y la autofosforilacion. Dichos eventos provocan una cascada de
respuestas fisioldgicas y bioquimicas que finalizan en senales mitogénicas (derecha).*®

Incidencia de la sobreexpresion de HER-2 en los distintos tipos de
cancer de mama

Varios estudios han demostrado que la sobreexpresion de HER-2 en el cancer de mama
invasivo se correlaciona con un mal prondstico, menor sobrevivencia, y la alteracion de
la respuesta a la terapia hormonal y la quimioterapia.’® ** En el carcinoma ductal in situ,
la sobreexpresion de HER-2 se encuentra en mas del 50% de los casos y se asocia
principalmente con el tipo pobremente diferenciado.'® *

FISH y analisis Southern blot han demostrado que la sobreexpresion de HER-2 en el
carcinoma ductal in situ es también el resultado de la amplificacién de genes HER-2.%°
La ausencia de la sobreexpresion de HER-2 en los conductos normales y ADH, y la
frecuente amplificacion de HER-2 encontrada en DCIS sugiere que las alteraciones de
HER-2 son eventos importantes en la transformacion maligna temprana. Sin embargo,
una aparente paradoja es la frecuencia mas alta de la amplificacion del gen HER-2 en el
carcinoma ductal in situ (50%) en comparacion con el cancer de mama invasivo (15-
25%). Es muy raro que HER-2 se sobre exprese en el Carcinoma lobular in situ (LCIS),
mientras que la enfermedad de Paget del pezdn muestra la sobreexpresion de HER-2 en
la mayoria de los casos. La hipétesis de que la amplificacion de HER-2 en DCIS, tiene
una menor probabilidad de convertirse en invasivo en comparacion con otros tipos de
DCIS, no debe confundirse con la nocidn de que estas lesiones son inocentes: cuando la
amplificacion de HER-2 en DCIS se convierte en invasivo, el HER-2 amplificado en el
carcinoma invasivo se asocia con una escasa sobrevivencia. Datos recientes han
demostrado que el HER-2 positivo se asocia con una regulacion positiva de la expresion
de la cicloxigenasa de tipo-2 (COX-2) en DCIS. COX-2 ha sido relacionado con el

12



proceso de tumorogénesis en ratones.  Otros informes han demostrado una mayor
expresion del nivel de COX-2 en DCIS que en los carcinomas ductales invasivos. Estos
hallazgos sugieren que la via de HER-2 juega un papel importante en la regulacién
positiva de COX-2 en la etapa pre-invasiva de la tumorogénesis del cancer de mama.’®

Identificacion de biomoléculas a través de librerias de fagos

Los nuevos ensayos basados en péptidos para facilitar la imagen molecular de
enfermedades estan evolucionando répidamente debido a la aplicacién de la quimica
combinatoria y la libreria de fagos.

La libreria de fagos es una técnica de gran alcance que permite la deteccion de extensas
secuencias, proporcionando un medio para obtener péptidos que se unen a cualquier
blanco dado mejorando su afinidad por él. Desde su creacion en 1985, varios miles de
péptidos se han aislado e investigado. Estos péptidos se estan explorando en distintas
areas, entre ellas, la inhibicion de enzimas, el desarrollo de vacunas, las enfermedades
cardiovasculares, el cancer, etc.

La libreria de fagos fue desarrollada por George P. Smith en la Universidad de Missouri
en 1985, y se inicid con el hallazgo de fagos filamentosos de Escherichia Coli (E. Coli)
que son disefiados para exhibir secuencias de aminoacidos foraneas sobre la cubierta
proteica (cp) de algunos fagos, sin comprometer la infectividad del fago o su capacidad
de propagacion.

La tecnologia de la libreria de fagos se estd convirtiendo en un método poderoso,
rapido, economico y eficaz para desarrollar nuevos agentes para imagen molecular y
diagnostico del cancer.**

Aislamiento de péptidos derivados de la libreria de fagos.

Los fagos filamentosos se auto-ensamblan en una varilla de ~ 900 nm x 6 nm como
estructuras encapsuladas, dentro de la cual esta la informacion genética para dictar su
propia produccién. La codificacién genética de una biblioteca permite la re-sintesis y la
deteccién de moléculas con la actividad de union deseada. La amplificacion de las
moléculas que interactian en posteriores rondas de seleccion por afinidad puede
producir péptidos que se unen a casi cualquier blanco dado. La expresion de secuencias
foraneas en el fago no se limita a pequefios péptidos, también pueden ser exhibidos
fragmentos de anticuerpos, receptores y enzimas.** Generalmente, en una libreria de
fagos, pequefios péptidos foraneos (5-45 aminoéacidos) se incorporan en el extremo N-
terminal menor de la cubierta proteica 111 (CPI1I1) del fago fd de modo que mas de cinco
copias del péptido pueden ser exhibidas.'* Los péptidos foraneos también han sido
fusionados a la cubierta proteica principal VIII (cpVIII) del fago para que cientos o
miles de copias del péptido puedan ser exhibidos.* Cada clon de fago muestra un solo
péptido, pero una biblioteca en su conjunto pueden representar 10° péptidos, de manera
colectiva. La exposicion en la superficie de un fago del péptido foraneo es la clave para
el éxito de cribado, ya que permite que un gran nimero de péptidos puedan ser
examinados facilmente para los clones de péptidos exhibidos que se unen
especificamente a una diana molecular dada. El rastreo de una biblioteca de fagos
tipicamente consiste en pasar la biblioteca sobre las moléculas diana deseadas ya sea in
vitro, con células cultivadas, in situ o in vivo, capturando los clones unidos, y lavando
los fagos no unidos. Los fagos unidos son recuperados con acido o por elucién
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competitiva. Los fagos capturados mantienen la infectividad y pueden ser reproducidos
y clonados mediante la infeccién de bacterias huésped frescas (Figura 3). La estructura
primaria del péptido foraneo puede ser facilmente elucidada mediante secuenciacion del
péptido de la secuencia codificada en el ADN viral. EI proceso de seleccion por
afinidad es iterativo, por lo general se requiere un minimo de cuatro rondas de seleccion
para obtener una fago enriquecido con una alta afinidad de unién por el blanco.™*

la. InVivo 1b. [InVitro or in situ
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Figura 3: Diagrama esquematico de la seleccion de fagos in vitro e in vivo de clones de fagos blancos de tumores y
resultado deducido de las secuencias peptidicas. La estrategia aleatoria de seleccién, de la libreria de fagos
peptidicos de 15 aminoacidos en fUSES5 (G. Smith) son inicialmente pasados (no mostrados) a través de ratones sin
tumores (pre-clearance). 1a: La libreria amplificada (10" unidades de transduccién) es seleccionada por 1 h en
ratones con tumores y el tejido se extirpa. 1b: Los fagos se afiaden a dianas inmobilizadas (proteinas, células
cultivadas, biopsias tumorales, secciones de tejidos) y se deja unir. 2a: Los tumores o tejidos son extirpados del
ratdn. 2b: Los fagos no unido son lavados de las placas. 3: Para eluir los fagos de los tumores y tejidos extirpados,
distintas condiciones de elucion, incluyendo varios detergentes, se utilizan para recuperar la mayor cantidad de
clones con alta afinidad, especificamente fagos unidos. La unidn de fagos a los blancos inmobilizados (proteinas,
cultivos celulares, biopsias tumorales) son eluidos con un buffer de bajo pH. 4: Los fagos son amplificados en
bacterias E. Coli frescas. 5: Los fagos son re seleccionados en nuevos ratones con tumores o en un blanco
inmovilizado.?
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KCCYSL, es un péptido con potencial agente imagenoldgico para
imagenes in vivo

Los péptidos pueden servir como potentes sondas moleculares que pueden utilizarse en
el diagndstico y tratamiento de pacientes con cancer. Los péptidos que se unen a
marcadores asociados a células tumorales se aplican en estudios de imagen y terapia, ya
que poseen propiedades farmacocinéticas apropiadas (alta afinidad, especificidad y
captacién tumoral) para ser utilizados como agentes de imagen del cancer.?

Los péptidos ofrecen ventajas fundamentales sobre los anticuerpos para imagenes in
vivo y diagnéstico molecular, debido a su répida depuracion de la sangre, su alta
penetracién en los tejidos, mayor difusion, su naturaleza no inmunogénica, y su sintesis
directa.® Su pequefio tamafio puede reducir o eliminar los efectos secundarios tanto
para imagen o terapia que a menudo ocurre con los anticuerpos o fragmentos de éstos.
Sin embargo, el péptido marcado con un radionucleido solo puede ser viable como

OH

Figura 4: Estructura quimica de DAP-GSG-KCCYSL.®

agente de imagen molecular si retiene una suficiente afinidad de unién por el blanco. Un
conjunto limitado de péptidos que se unen a receptores que estan sobre expresados en
algunos tipos de tumores presentan una alta afinidad de union (sub-nanomolar) y se
estan utilizando para estudios de iméagen y terapia.**

Uno de los mejores ejemplos de péptidos seleccionados de la libreria de fagos utilizado
con éxito en imagenes de tumores es el péptido KCCYSL dirigido contra el receptor
peptidico HER-2. KCCYSL se obtuvo a partir de una biblioteca de fagos fUSE5-CPIII
generado en el laboratorio de George P. Smith, y esta constituido por seis
aminoécidos.™ Los amino4cidos constituyentes del péptido son: K=Lisina, C=Cisteina,
C=Cisteina, Y=Tirosina, S=Serina, L=Leucina.

Se han identificado ligandos o factores de crecimiento no conocidos para HER-2, pero
se sabe que heterodimeriza con otros miembros de la familia, activando varias vias de
sefializacidn resultando en un aumento de la adhesién de las células cancerigenas,
crecimiento, angiogénesis y la supervivencia celular. HER-2 ha recibido mucha
atencidn, tanto como biomarcador para el cAncer de mama y de prostata, como blanco
para obtener imagenes de cancer tipo especifico y como agente terapéutico. Se ha
demostrado que KCCYSL se une al dominio extracelular (ECD) de HER-2, con una alta
afinidad y se limita a los cultivos de lineas celulares de carcinoma que sobre expresan
HER-2 incluyendo el cancer de mama, préstata y lineas celulares del cancer de ovario.**
El péptido, KCCYSL, fue conjugado con DAP (Fig. 4) y HYNIC conjuntamente, y
luego marcado con *™Tc.

15



Radiofarmacos peptidicos

El marcado de péptidos con radioisotopos constituye el &rea mas importante de
investigacion en medicina nuclear, asi como en muchos campos, como la oncologia,
neurologia, cardiologia, infeccion, inflamacion, ateroesclerosis, y trombosis, entre
otras.”

La creciente evidencia de la sobreexpresion de los receptores peptidicos en varios
tumores ha generado un gran interés en el desarrollo de péptidos especificos para el
blanco de estos tumores tanto para diagndstico como terapia.
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Figura 5: Estrategia general para el target de un receptor con un radiofarmaco peptidico.*®

El desarrollo exitoso de un analogo de un péptido radiomarcado que se une a un
receptor depende de las modificaciones moleculares del péptido natural conocido,
mientras se preserva su afinidad de unién original por el receptor blanco (Fig. 5).%°

Caracteristicas que debe poseer un Radiofarmaco peptidico para imagenes in vivo

Varios tumores sobreexpresan diferentes receptores peptidicos y tanto los agonistas
como los antagonistas sintéticos radiomarcados para la union de esos receptores pueden
ser usados para imagen y terapia.
Para que un radiofarmaco peptidico pueda ser utilizado clinicamente para imagen in
vivo de tumores debe poseer las siguientes caracteristicas:

1) Alta afinidad por el receptor blanco

2) Ser facil de preparar

3) Alta estabilidad in vivo y,

4) Alta especificidad de captacion y retencién en los tumores, con un rapido

aclaramiento en los tejidos no target via sistema renal.

La captacién del tumor de un radiofarmaco peptidico depende no solo de la afinidad de
union al receptor, sino también de la farmacocinética, la cual esta determinada por las
propiedades fisicas y quimicas, tanto del péptido como del agente quelante.®

Ventajas y limitaciones de un radiofarmaco peptidico
Los péptidos pequefios son una herramienta de gran valor para el diagnostico de
tumores y radioterapia de receptores peptidicos, porque ellos ofrecen ventajas bien

claras con respecto a otras moléculas bioactivas como proteinas y anticuerpos
monoclonales.
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Los péptidos pequenos son facilmente sintetizados y manipulados molecularmente para
optimizar su afinidad por un receptor particular y exhiben un patrén de biodistribucion
mas especifico. Porque dichos péptidos usualmente muestran una farmacocinética
favorable caracterizada por una alta concentracion en los tejidos blanco y un répido
aclaramiento de la sangre y de los tejidos no blanco. Dichos péptidos tienen la habilidad
de penetrar hacia los tumores mas rapido que los anticuerpos monoclonales y alcanzan
el receptor peptidico en las células tumorales més eficientemente.

Los péptidos poseen la habilidad de tolerar severas condiciones (pH, temperatura, etc.)
de la modificacion quimica y/o el radiomarcado.

A pesar de las ventajas, la dificultad con los péptidos es a menudo su corta vida media
bioldgica, por su répida protedlisis en el plasma debido a las proteasas y peptidasas
enddgenas. La destruccion enzimatica puede ser inhibida a través de modificaciones
moleculares.*®®

Otro problema asociado con los péptidos pequenos es la pérdida de la afinidad de unién
cuando se acopla con el quelante y/o la introduccién de un radiomarcado.'* * Dicho
problema puede ser minimizado por un radiomarcado directo al sitio que se puede
lograr insertando un grupo espaciador entre la secuencia de unién y el agente quelante.®
Aunque los péptidos radiomarcados son excelentes agentes moleculares de imagen,
debido a su corta vida media plasmatica y su baja retencion renal muchas veces
necesitan ser mejorados para ser trasladados a los seres humanos, sobre todo si se
utilizan como agentes terapéuticos. La alta captacion en el rifion se ha observado para la
mayorfa de los péptidos radiomarcados cominmente estudiados.** 3" Para fines de
imagen, la gran captacion renal reduce mucho la sensibilidad de deteccion si el tumor se
encuentra en la vecindad del rifion.**

Radiomarcado con *™Tc
Caracteristicas que se deben cumplir para el marcado de biomoléculas con **™Tc

Los radiofarmacos de **™Tc se utilizan en concentraciones muy bajas. Por lo tanto, la
cinética de marcado debe de ser tomada en cuenta en el desarrollo de radiofarmacos de
gngC.

%™Tc se obtiene a partir del generador de *Mo-*"Tc como *™TcOy4 (pertecneciato) en
solucion salina. Esto requiere que el radiomarcado se realice en solucion acuosa. Debido
a la corta vida media (ti, = 6,02 h) del **"Tc, la radiosintesis debe de ser
completada en 30 minutos. La pureza radioquimica (RCP) del radiofarmaco debe ser
mayor al 90%, la inyeccién de una mezcla que contiene diferentes especies de *™Tc,
disminuira la relacion 6rgano/especificidad, y aumentara innecesariamente la carga de
radiacién al paciente. Dado que todos los radiofarmacos *™Tc se administran por via
intravenosa, la radiosintesis debe llevarse a cabo bajo condiciones estériles y libres de
pirégenos. Afortunadamente, la mayoria de estos requisitos se han cumplido
satisfactoriamente con el desarrollo de la quimica de coordinacién del *™Tc y de las
nuevas técnicas de marcado."’
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Tecnecio 99 metaestable (*™Tc)

El radionucleido **™Tc, es emisor gamma y tiene un rol dominante en el diagnéstico en
medicina nuclear, debido a la disponibilidad del generador, caracteristicas de
decaimiento favorables y bajo costo.'®

%™Tc emite rayos gamma de 140 keV con 89% de abundancia, el cual esta préximo al
Optimo para iméagen con gamma camaras comerciales. La ausencia del dafio al tejido a
causa de la radiacion permite inyecciones de actividad de mas de 30 mCi con una baja
exposicion a la radiacion por parte del paciente.

9™T¢ se produce a partir de *’Mo, un producto de fisién con una vida media de 2,78
dias. En un generador *Mo-*"Tc, ¥Mo0%, se absorbe a una columna de alimina y
9mT¢ es formado por el decaimiento del *Mo.

¥mTcO, se eluye de la columna con solucién salina. EI ®™Tc producido por el
generador no tiene un rendimiento del 100% ya que 13% del **Mo decae directamente a
un isétopo de larga vida media, el ®Tc (ty,= 2,13 x 10°). La actividad especifica del
eluido *™Tc depende del tiempo de elucion anterior (el intervalo de tiempo entre las
eluciones)."’

La vida media de 6 horas del **™Tc es suficientemente larga como para la preparacion
farmacéutica y la acumulacion in vivo en el tejido blanco, pero suficientemente
pequefia para minimizar la dosis de radiacion al paciente o causar repercusiones
ambientales.™

Sin embargo, una de las desventajas de la quimica del Tecnecio es que el metal, a
diferencia del **I o ‘®F, no puede sustituir directamente al &tomo de hidrégeno de la
biomolécula, ni puede otro sustituyente comun, como un carbono, nitrogeno y oxigeno,
ser reemplazado por el Tecnecio. Consecuentemente, el disefio del agente de imagen en
general requiere un considerable desarrollo de la quimica de coordinacion del
radiometal.

Todos los estados de oxidacion formales del tecnecio entre -1 y +7 estan representados
por compuestos caracteristicos.® El estado de oxidacién mas estable y facilmente
accesible esta a menudo caracterizado por estructuras quimicamente robustas, las cuales
pueden ser explotadas como plataformas para el desarrollo de reactivos farmacéuticos.

La quimica redox del tecnecio

Una de las caracteristicas del tecnecio es su diversa quimica redox. Puesto que no hay
quimica eficaz que pueda ser utilizada para unir *™TcO, a las biomoléculas, el Tc (VII)
en #®™TcO, tiene que ser reducido a estados de oxidacién mas bajos. Cuando *"TcO,
se reduce, el estado de oxidacion del Tc depende del agente reductor, agente quelante, y
condiciones de reaccion. La quimica redox rica y diversa del tecnecio, hace dificil
controlar el estado de oxidacién y la estabilidad en solucion de los quelatos de tecnecio.
Al mismo tiempo, también ofrece oportunidades para modificar las estructuras y las
propiedades de los complejos de tecnecio para la eleccion de los quelatos con una alta
afinidad por un estado de oxidacién especifico del Tc.!" %

Reduccion del " TcO, para el marcado de biomoléculas
El ®™TcO, se reduce en un solo paso en presencia del conjugado BFC-BM. Las

condiciones empleadas en estas preparaciones estan determinadas por la corta vida
media del *™Tc, bajas concentraciones de **"TcO,, y la estabilidad quimica del
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conjugado BFC-BM. La reaccion generalmente produce una mezcla de especies
reducidas de *™Tc, y en muchos casos la forma quimica y el estado de oxidacién de
estas especies de *™Tc son desconocidos. Sin embargo, el complejo *™Tc-BFC-BM
puede prepararse para que haya solo un producto predominante mediante la eleccion del
agente reductor y un BFC bajo condiciones bien controladas. Varios agentes reductores
pueden ser utilizados para reducir el **™TcO, durante el radiomarcado. Estos incluyen
cloruro de estafio, borohidruro, ditionato, ditionito, acido hipofosforico, hydroxamina,
formamidina sulfinico &cido, y fosfinas solubles en agua. El estafio, Sn (1), es el agente
reductor mas cominmente utilizado en kits comerciales para la preparacion rapida de
radiofarmacos de **™Tc debido a su rapida cinética de reduccién. Sin embargo, el uso de
Sn (Il) a menudo conduce a varios problemas. Por ejemplo, durante la sintesis de un
radiofarmaco de *™Tc, la répida reduccién inicial de **"TcO, lleva a la formacion del
intermediario *™TcO4* Tc (V1), el cual es inestable. La reduccién de **™TcO, puede
conducir a la formacién de Tc (IV), que se somete a una hidrélisis rapida en solucién
acuosa para formar **"TcO, (6xido de tecnecio). Sn (IV) también se somete a una
hidrolisis répida para formar SnO; insoluble. La formacién de coloides (**"TcO,/Sn0,)
pone en peligro el rendimiento del radiomarcado.

Tanto la tricina como el glucoheptonato sirven para dos propositos: como un ligando
para estabilizar el *"™Tc reducido en su estado de oxidacién Tc (V), y como un
coligando para estabilizar el nicleo de [**™Tc] HYNIC.Y

Finalizada la reaccién, el **™Tc puede estar presente fundamentalmente bajo tres
formas:

- la molécula marcada de interés

- %™T¢ no reducido bajo forma de **™TcO,

- 9™T¢ reducido pero sin formar parte de la molécula marcada, o sea como
%¥MTcO, (especie reducida hidrolizada), segtn el caso también pueden formarse
otras moléculas marcadas, constituyendo o no una impureza radiactiva que
interfiera en la biodistribucién esperada.

Agentes quelantes Bifuncionales

El uso de agentes quelantes bifuncionales ofrece una estrategia para la union de metales
catiénicos radiactivos a las macromoléculas. *°

Los quelantes que pueden contener metales radiactivos con alta estabilidad en
condiciones fisioldgicas son esenciales para evitar dafios de la radiacion excesiva a las
células no diana.*

La construccion de un conjugado biomolecular requiere de la selecciébn de una
apropiada combinacién de un metal radionucleido y un agente quelante organico, con
las condiciones y estrategias para ensamblar el complejo biomolécula-agente quelante
metélico. Los ligandos bifuncionales tienen dos propositos: unir el metal radionucleido
firmemente sin disociacion in vivo y proveer una estructura de apéndice para la union de
la biomolécula mientras se mantiene la integridad de la biomolécula. De este modo, por
un lado los quelatos de tecnecio deben tener la mayor estabilidad cinética alcanzable
bajo condiciones bioldgicas, mientras que por el otro el quelato bifuncional permite una
union covalente a la molécula bioldgica. Ademas, en reacciones que involucran
proteinas, los agentes bifuncionales deben ser capaces de ser conjugados bajo
condiciones ambiente, condiciones acuosas razonablemente cercanas al pH fisiologico,
en un tiempo relativamente corto, con una minima necesidad de procedimientos de
purificacion.™
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Debido al pequefio tamafio de los péptidos, un agente quelante grande o un grupo
prostético sumado a un radiomarcado, puede influir en la afinidad de unién y en las
caracteristicas farmacocinéticas del péptido. Por lo tanto, la eleccion cuidadosa del
agente quelante y el radiomarcado especifico de sitio es importante para un
radiomarcado exitoso con el radionucleido deseado.*®

Requerimientos para un agente quelante bifuncional ideal

Un agente quelante bifuncional (BFC) ideal es aquel que es capaz de formar un
complejo estable de 9mTe con
un alto rendimiento en muy baja concentracion del conjugado BFC-BM. Para
lograr este objetivo, el BFC selectivamente debe estabilizar un producto intermedio o el
menor estado de oxidacién de Tc de manera que el complejo ®™Tc no esté sujeto a
reacciones redox. Los cambios de estado de oxidacién suelen ir acompafados de
transquelacion de *™Tc de un complejo *™Tc-BFC-BM a los ligandos de quelacion
nativos en sistemas biolégicos. EI BFC debe formar un complejo *™Tc
que tenga estabilidad termodindmica e inercia cinética con respecto a la disociacion o la
liberacion de **™Tc. Finalmente, el grupo de conjugacion debe de ser
facilmente de unir a la biomolécula blanco."

HYNIC

La popularidad del HYNIC (Hidrazinonicotinamida) como ligando bifuncional esta
relacionada al hecho de que permite un eficiente radiomarcado con *™Tc, bajo
condiciones moderadas cuando es usado en el “post-marcado” (esto es, el radiomarcado
es el paso final en la formacién del conjugado) y a menudo no se requiere su
purificacion, incluso cuando se emplean muy bajas concentraciones del péptido para
proveer una alta actividad especifica.
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Figura 6: Posibles estructuras del complejo ®™Tc—HYNIC—péptido mostrando la forma de
unién monodentada y bidentada del HYNIC al tecnecio.?

En el trabajo de D. Scott Edwards and Shuang Liu publicado en la revista Transition
Met. Chem., sobre agentes quelantes bifuncionales, dice que, son capaces de formar
complejos **™Tc estables con alto rendimiento a muy bajas concentraciones del
conjugado Péptido-BFC. HYNIC, generalmente ?° se usa en la forma de un éster
activado, y conjugado a un péptido por una reaccion con el grupo amino N-terminal.?
La radiosintesis es especialmente eficiente cuando se usa la tricina como coligando.?
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Debido a que el HYNIC solo puede ocupar uno o dos sitios de coordinacion'” *°, un

coligando como la tricina, es necesario para completar la esfera de coordinacion del
tecnecio. La ventaja de utilizar HYNIC como un BFC es su alta eficiencia de marcado
con ®™Tc y la eleccion de coligandos como tricina y glucoheptonato, permiten una fAcil
modificacién de hidrofilicidad y farmacocinética de biomoléculas marcadas con *™Tc.
Sin embargo, el uso de tricina como coligando sufre dos inconvenientes principales: (1)
solucién inestable de [*™Tc (HYNIC-BM) (tricina)s], y (2) presencia de maltiples
especies en solucion, debido a las diferentes modalidades de unién del HYNIC, y
coligandos (Figura 6)."

Investigaciones recientes mediante espectrometria de masas de péptidos marcados con
%™T¢ han mostrado la posibilidad de que la presencia de coligandos polidentados como
la tricina puede no ser suficiente para suprimir interacciones entre el tecnecio y las
cadenas del lado donante de los aminoécidos vecinos.

Tradicionalmente se asume que dos tricinas estan unidas al tecnecio ademas del HYNIC
(de hecho, hay evidencias que fundamentan ésto en algunos casos), pero la
espectrometria de masas del conjugado Péptido-tecnecio en la cual hay una histidina
vecina sugiere que en esos casos s6lo una tricina esté presente. Esto lleva a la hipdtesis
de que una histidina vecina podria tener un papel de apoyo en la unién al tecnecio,
desplazando asi a una tricina de la esfera de coordinacion.

Desde sus inicios, el HYNIC como ligando bifuncional para el marcado de
biomoléculas con **™Tc, ha sido excepcionalmente eficiente y ha traido varios usos, con
muchas aplicaciones y perfeccionamiento en su uso.?°

Técnicas de marcado
Existen tres técnicas de marcado para biomoléculas, descritas a continuacion:

Marcado directo
El marcado directo generalmente usa un agente reductor como el SnCl, para convertir
el enlace disulfido en tioles libres, los cuales se unen fuertemente al tecnecio. Este
ensayo es facil de llevar a cabo, pero se aplica sélo a anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos debido a que muchas moléculas pequefias no tienen ningun enlace
disulfuro, o en muchos casos el enlace disulfuro es demasiado critico para mantener sus
propiedades biolégicas al ser reducido.’

Pre-Marcado

El pre-marcado o quelato preformado implica la formacién del quelato **™Tc-BFC, y la
conjugacion del quelato **™Tc-BFC a una biomolécula en una etapa separada. Este
enfoque ha sido utilizado con éxito en el marcado de los anticuerpos y fragmentos de
éstos con P™Tc.

En dicho enfoque, la quimica estd mejor definida, y la biomolécula blanco no esta
expuesta a duras condiciones en la etapa de quelacion. Para fines de investigacion, este
enfoque es muy Util, sin embargo, los multiples pasos de radiosintesis son demasiado
complejos y consumen mucho tiempo para su uso en la rutina clinica, lo que lo hace
muy dificultoso para el desarrollo de una formulacion de un kit.*

Post-Marcado

En el post-marcado o marcado indirecto, un BFC primero se une a la biomolécula para
formar BFC-BM conjugado. Una vez que el conjugado BFC-BM se prepara, el
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radiomarcado se lleva a cabo mediante la reduccion directa de ®™TcO4 en presencia de
una cantidad suficiente del conjugado BFC-BM, o por intercambio de ligando con un
complejo **™Tc intermediario. Este enfoque combina la facilidad de la marcacién
directa con una quimica bien definida del quelato preformado. Este es el enfoque mas
practico para la formulacion de kit y para el desarrollo de productos comerciales.*” En
este trabajo, se utiliza el post-marcado utilizando como BFCs, el HYNIC y el DAP.

Técnicas de Imagenologia molecular con radionucleidos
Centellografia de la mama

La imagenologia molecular con radionucleidos tiene un rol central. Las gamma cdmaras
estandar han mostrado la habilidad para diferenciar las lesiones malignas de las
benignas, pero no tienen la resolucién suficiente para detectar lesiones pequefias.?
Varios disenos especializados de gamma camaras han sido implementados, probados y
han demostrado un incremento sustancial en la sensibilidad de deteccidn para lesiones
de tamafio menores a 1 centimetro.”®

Algunas técnicas de imagen de la mama utilizan pequefias gamma camaras que tienen
como origen una técnica antigua denominada gammagrafia. Esta técnica utilizaba
gamma camaras convencionales para imagen, mediante la captacion de un
radiofarmaco, el ®™Tc sestamibi, en los tumores de mama, y fue evaluado extensamente
a mediados de la década de 1990. Si bien los resultados mostraban una buena
sensibilidad y especificidad global, se encontrd que la técnica tenia baja sensibilidad
para la deteccion de pequefios tumores de mama. Su sensibilidad fue solo de
aproximadamente 50% para los tumores menores de 15 mm de didmetro. Uno de los
principales factores que limitaban la resolucion de las imagenes adquiridas con gamma
camaras convencionales fue el gran espacio muerto en el borde de la camara que
requeria que el paciente fuese fotografiado con la cAmara colocada lateralmente. Esta
posicion, aumentd la distancia entre el pecho y la cdmara, y resulto en una considerable
pérdida de resolucion.

Durante los ultimos 5-7 afios se han logrado progresos importantes en el desarrollo de
pequefias gamma camaras compactas basadas en matrices policristalinos de yoduro de
cesio 0 yoduro de sodio, o, alternativamente, que utilizan materiales semiconductores,
como el zinc teluro de cadmio (CZT). Estos detectores pequefios superan una de las
principales limitaciones de los sistemas convencionales para la formacion de imagenes
de mama mediante la reduccion del espacio muerto en el borde del campo de vista
desde el detector de 8-10 cm hacia abajo a 5-8 mm. El tamafio compacto y la falta de
espacio muerto, permite que estos detectores puedan ser utilizados en una geometria
similar a la mamografia convencional.’

SPECT

Los péptidos se han marcado con radionucleidos, fluoréforos, y otros marcadores de

imagen molecular. Uno de los radionucleidos cominmente empleados para su uso en la

SPECT es el ®™Tc debido a sus propiedades nucleares y disponibilidad.**

Existen basicamente tres razones por las cuales el SPECT es atractivo comparado a las

imagenes planares.

1. Enuna iméagen planar, la actividad fuera del 6rgano de interés se superpone a éste,
reduciendo el contraste visible. En cambio, en una imagen transversal reconstruida,

22



la distribucion de actividad en el 6rgano se aprecia en forma separada de la actividad
de fondo circundante, de modo que el contraste mejora significativamente.

2. Debido a que las imagenes tomograficas contienen informacidn sobre la distribucion
de actividad en el interior del cuerpo, esencialmente tendremos datos
tridimensionales. En muchas ocasiones, la observacion de iméagenes
tridimensionales puede ayudar a ilustrar la relacion existente entre diferentes
estructuras y realmente mejorar la interpretacion del estudio.

3. Si se corrigen varias fuentes de error, las imagenes de SPECT realmente pueden
representar la distribucion de actividad en el cuerpo en cantidad de actividad por
unidad de volumen. Esta cuantificacion absoluta puede ser de utilidad para medir
parametros funcionales y también para estimar la dosis absorbida de radiacion en un
6rgano especifico o en un tumor.*

PET-CT

PET es un método imagenoldgico no invasivo que explota el decaimiento fisico de los
is6topos que emiten positrones, como los isGtopos de oxigeno, carbono, nitrdgeno y
fldor.”

Varios radiotrazadores han sido utilizados en aplicaciones oncolégicas del PET. *®F-
Fluordeoxiglucosa (*®F-FDG) es el méas com(nmente usado en la préctica clinica.”®

La captacion intracelular de *®F-FDG est4 incrementada en la mayoria de los distintos
tipos de cancer cuando se lo compara con la captacion en la mayoria de los tejidos
normales, reflejando el elevado consumo de glucosa en las células tumorales, debido a
la sobreexpresion de las proteinas transportadoras de glucosa (GLUT) en la superficie
celular y/o niveles incrementados de hexoquinasa activa. La captacion de FDG del
tumor es variable, segun el 6rgano de origen, pero también de un tipo de tumor a otro.
El grado de captacion puede ser expresado por analisis semicuantitativos, utilizando el
controversial valor de captacion estandarizado (SUV), cuidadosamente y principalmente
usado para evaluar la respuesta al tratamiento. Aunque *®F-FDG puede ser usado como
un indicador de la localizacion del tumor, no es especifico para el tumor y algunos
procesos benignos pueden captar '®F-FDG, especialmente cambios infecciosos o
inflamatorios (por ej.. post-operatorio) y ciertas condiciones benignas (por ej.:
Sarcoidosis).

La diferencia mas fundamental con respecto a otras técnicas imagenoldgicas es que el
PET evalla caracteristicas funcionales y metaboélicas pero la introduccion de sistemas
hibridos de algunos afios atrds ha conducido a un mejoramiento importante en la
practica. La combinacion de CT y PET en la misma maquina resulté en examinaciones
mejores y mas rapidas, incrementando la aceptacion y el confort del paciente, debido a
una correccion de atenuacion mas eficiente y una mejor localizacion anatémica de
captacion normal y anormal.?®

En este trabajo, se va a marcar el péptido KCCYSL con *™Tc, utilizando HYNIC y
DAP como agentes bifuncionales, la molécula obtenida, *™Tc-DAP-KCCYSL-HYNIC,
es un potencial agente imagenoldgico para los tipos de cancer de mama que tienen
sobreexpresion de HER-2.
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MATERIALES

Se emplearon los siguientes reactivos y materiales:

Nitrégeno gaseoso de alta pureza (AGA); Tricina (sigma); SnCl,.2H,O (J. T. Baker);
H,O bidestilada; HYNIC (SoluLink); HCI (36,5-38,0% J. T. Baker); NaCl (Fluka-
Garantie); Acetato de sodio (Riedel-deHaen); Seroalbimina bovina (BSA) (Sigma);
Acetona (Merck); EtOH (BioPak), Amoniaco (Merck); MEK, MeOH; ACN; PBS;
ITLC-SG gPaII Corporation); Whatman 1 y 3 MM (Whatman International Ltd);
Generador **Mo-*"Tc (TecnoNuclear), 1-Octanol, lineas celulares A431 y H125.

Los estudios de Biodistribucion e iméagenes se realizaron con ratones hembras CD1
sanos y con adenocarcinoma mamario espontaneo (6 meses de edad y peso 40 gramos
aproximadamente).

Se emplearon los siguientes equipos:

HPLC (Varian 5000 Liquid Cromatograph, integrador 4290 Varian, Detector ORTEC),
Calibrador de dosis Capintec CRC7, Contador de centelleo sélido de pozo: detector de
cristal de Nal(TI) de 3”x3” asociado a un analizador monocanal ORTEC), Gamma
camara (Sopha camara, DXR rectangular) del, Centro de Medicina Nuclear, Hospital de
Clinicas.

METODOLOGIA

Radiofarmaco: *™Tc-HYNIC-DAP-GSG-KCCYSL

Se desarrollé un juego de reactivos (Kit) constituido por 2 viales:
Vial A: Tricina (8 mg), SnCl,.2H,0 (10 mg)
Vial B: DAP-KCCYSL-HYNIC (2 mg) previamente conjugado.

Formulacién del Vial A

En dos viales distintos se pesan 8 mg de Tricina 'y 10 mg de SnCl,.2H,0

Se solubiliza la Tricina en 0.8 ml de agua.

Se determina el pH de la solucién de Tricina (debe estar en 4.5) y se desplaza el oxigeno
de la misma con corriente de nitrogeno.

Se adiciona 0.05 ml de HCI 2.0 M para acidificar la solucion.

En el otro vial se solubiliza el SnCl,.2H,0 en 0.5 ml de HCI 2.0 M y 0.05 ml de esta
solucion se incorporan al vial que contiene la solucién de Tricina.

Se ajusta el volumen total de la solucién a 1 ml con NaCl 0.9%.

Esta formulacion surgié como resultado de la optimizacion de las cantidades de Tricina
y SnCl,.2H,0 a fin de obtener una alta PRQ.
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Conjugacion de DAP-KCCYSL-HYNIC (Vial B)

La conjugacion de DAP-KCCYSL-HYNIC, se realiz6 por reaccion en fase solida en la
Universidad de Missouri, EE.UU.

Almacenamiento del conjugado HYNIC-DAP-KCCYSL
En solucion a 4°C
Marcacién con *"Tc del conjugado HYNIC-DAP-KCCYSL

La marcacién con *™Tc del conjugado DAP-KCCYSL-HYNIC se realiza tal como se
describe a continuacion:

Técnica de Marcado

Se reconstituye el Vial A con 10 ml de NaCl 0.9%
Se afiaden 16 pl al vial DAP-KCCYSL-HYNIC.
Se agrega **™TcOy, 1-3 mCi (no més de 1 ml).

Se incuba por 30 minutos a 75°C.

Controles

Se realizaron distintos controles cromatogréaficos, descritos a continuacion (Tabla 1),
con el fin de identificar y cuantificar las impurezas radioquimicas: %°°™Tc-Tricina + %
¥mTcO, libre, y % de *™Tc0,.H,0.

Pero no se encontrd ningdn modelo adecuado, porque ninguno logro separar los
distintos componentes de la mezcla correctamente, comparado con el HPLC.

Tabla 2. Distintos sistemas cromatoaraficos nara ™" Tc-HYNIC-DAP-GSG-KCCYSL

Fase estacionaria Fase movil

ITLC-SG NaCl 0,9%

ITLC-SG impregnada en BSA | EtOH:NH3:H,0 (2:1:5)
ITLC-SG ACN 50%

Al mismo tiempo, se analiz6 por HPLC (High Performance Liquid Chromatography) el
péptido marcado, " Tc-HYNIC-DAP-GSG-KCCYSL, y pertecneciato libre, se utilizd
una columna corta para deteccién gamma. Para ello se realizd un programa isocratico
con buffer fosfato 0.01M, pH 7.0 y flujo 1 ml/min, empleando columna de exclusion
molecular.

Ensayos de Biodistribucion

Se realizaron estudios de biodistribucién a los 30 minutos (n=1) en ratones hembras
CD1 con adenocarcinoma mamario espontaneo y a 30 min. (n=3), 1 hora (n=3) , 2 horas
(n=3) y 4 horas (n=3) en ratones sanos segun el siguiente procedimiento.

Se administra ®™Tc-HYNIC-DAP-GSG-KCCYSL por via intravenosa con una
actividad de aproximadamente 200 pCi.
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Se sacrifican los animales por dislocacion cervical una vez transcurrido el tiempo de
distribucion: 30 minutos, 1 hora, 2 horas y 4 horas, para ratones hembra CD1 sanos y 30
min. para ratones hembra CD1 con adenocarcinoma mamario.

Inmediatamente se extraen los 6rganos de interés, se pesan y se mide la actividad de los
mismos en detector de centelleo solido.

Se calcula el % de actividad por 6rgano y por gramo.

n = NUmero de ratones

Determinacion del Log P

Los valores de Log P del péptido marcado, **"Tc-HYNIC-DAP-GSG-KCCYSL fueron
determinados de acuerdo al siguiente procedimiento:

Aproximadamente 100000 cpm del péptido purificado fue diluido en cantidades iguales
(1.0 ml) de PBS (pH 7.4) y 1-Octanol, y la mezcla bifésica resultante se agité durante 1
minuto. Ambas fases fueron separadas por centrifugacién durante 10 min. y se tomaron
alicuotas de 0.2 ml de cada fase, las cuales fueron medidas en un contador gamma.

El coeficiente de particién se expresa como el Logaritmo del valor del coeficiente de
cpm de la fase 1-octanol sobre cpm en la fase PBS. Se tomaron 3 muestras de cada fase,
y se trabajé con el promedio.’

Ensayo de Unidn in vitro

Se realizo el ensayo de union segun el siguiente protocolo:

Aproximadamente 100000 cpm del marcado se ponen en 0,5 ml de medio de cultivo,
junto con 10° células en 0,2 ml de medio de cultivo (todo por 3).

El estudio se realizé a los 15 min., 30 min., 1 hora, 2 horas y 3 horas, utilizando lineas
celulares A431 y H125.

Iméagenes

Se realizaron estudios imagenologicos en gamma cadmara del Centro de Medicina
Nuclear, Hospital de Clinicas. Las imagenes fueron tomadas a las 2 horas (n=3)
postinyeccion en ratones hembras CD1 con adenocarcinoma mamario espontaneo segin
el siguiente procedimiento:

El péptido marcado se administré al ratén por via intravenosa con una actividad de
aproximadamente 200 uCi.

Luego de un periodo de tiempo de 2h, se anestesio a los ratones para inmovilizarlos.

Se obtuvo la imagen con gamma cdmara y se proceso.
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RESULTADOS

Realizacion del Vial A

Se observa que la disminucion de SnCl,.2H,O genera aumento de las cantidades de
9mTcO, libre y la disminucién de Tricina genera un aumento de las cantidades de
99m

TCOz.HzO.
Se probaron diferentes relaciones de Tricina/SnCl,.2H,0 y la mejor relacion se obtuvo
con 8 mg de Tricina y 10 mg de SnCl,.2H,0 y una actividad de marcado de 7,1 mCi.

Controles

Los sistemas cromatograficos en papel utilizados no fueron Utiles para medir la pureza
radioquimica del péptido marcado, ya que no coinciden con el HPLC.

También se utiliz6 HPLC, con deteccidbn gamma, para poder separar los componentes
de la mezcla, obteniendo la molécula marcada de interés, con una alta pureza
radioquimica, como se observa en la figura 7.2, donde se obtuvo un solo pico
correspondiente al péptido radiomarcado, *™Tc-HYNIC-DAP-GSG-KCCYSL, y no se
observa ni Oxido de tecnecio ni Pertecneciato. En la figura 7.1, se observa el
pertecneciato libre, que sale antes que el péptido radiomarcado en el HPLC.
Discriminando perfectamente entre pertecneciato libre y pertecneciato unido al péptido.

Tabla 3. Sistema cromatografico 1

Sistema cromatografico

Fase estacionaria Fase movil % de Tricina + % de Oxido de % de Compuesto
Pertecneciato tecnecio marcado
ITLC-SG NaCl 0,9% 42
ITLC-SG ACN 50% 25
33
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Tabla 4. Sistema cromatogréfico 2

Sistema cromatografico
Fase estacionaria Fase movil % de Tricina+ | % de Oxido % de Compuesto
Pertecneciato | de tecnecio marcado (PRQ)
ITLC-SG NaCl 0,9% 4
ITLC-SG EtOH:NH3:H,0 43
(2:1:5)
53

Tabla 5. Sistema cromatografico 3

Sistema cromatografico
Fase estacionaria Fase movil % de Tricina + | % de Oxido % de Compuesto
Pertecneciato | de tecnecio marcado (PRQ)
ITLC-SG NaCl 0,9% 5
ITLC-SG ACN 50% 62
33

Tabla 6. Sistema cromatografico 4

Sistema cromatografico

Fase estacionaria Fase movil % de Tricina+ | % de Oxido % de Compuesto
Pertecneciato | de tecnecio marcado (PRQ)
ITLC-SG NaCl 0,9% 3
ITLC-SG EtOH:NH3:H,0 38
embebida en BSA (2:1:5)
59
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Figura 7.1: HPLC, deteccion gamma del TcOy.

Ta

Figura 7.2: HPLC, deteccién gamma del Péptido marcado, *™Tc-HYNIC-DAP-GSG-KCCYSL.

29



Ensayos de Biodistribucion

Se realizaron ensayos de biodistribucion en ratones hembra CD1 sanos a los 30 min., a
1 hora, 2 horas y 4 horas, y a los 30 min. en ratones hembra CD1 con adenocarcinoma
mamario.
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Figura 8. Biodistribuciones a los 30 min., 1 hora, 2 horas y 4 horas en ratones hembra CD1 sanos.

En las biodistribuciones a distintas horas en ratones hembra CD1 sanos, se observo que
la mayor captacion del radiofarmaco fue en los rifiones, y en los demas drganos la
captacion fue baja, como se observa en la figura 8.

Tabla 2. Biodistribucién a los 30 minutos en ratones hembra CD1 con adenocarcinoma mamario

esponténeo.

%Act/g 1,21 15,71 0,63 17,34 6,76 33,82 1,96
Organo | Sangre | Higado | Corazén | Pulmones | Bazo Rifiones Tiroides
%Act/g 0,19 0,37 1,28 1,29 0,66 114,08 0,71
Organo | Musculo | Huesos | Estémago | Intestinos | Tumor | Orina + Vejiga | Carcasa

En la biodistribucion de ratones hembra CD1 con adenocarcinoma mamario espontaneo
a los 30 minutos, se observo que, la relacion Tumor/Musculo fue alta, 3,47 y la relacion
Tumor/Sangre fue baja 0,54. Como indica la tabla 2, en higado y pulmones se observa
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una alta captacion del radiofarmaco, en el primer caso es debido a que el radiofarmaco
se elimina por el higado y en el segundo puede ser a causa de una metéastasis. En los
6rganos no blanco, la captacion fue baja, exceptuando en vejiga, orina y rifiones, que
fue muy alta, ya que el radiofarmaco se excreta por esa via.

Determinacién de Log P

Debido a que la lipofilicidad del péptido radiomarcado puede afectar la captacion del
tumor en el ratén, se determiné el valor de Log P del péptido **™Tc-HYNIC-DAP-GSG-
HYNIC.

El valor de Log P para *™Tc-HYNIC-DAP-GSG-KCCYSL fue el siguiente:

Log P =-0,83259629 + 0,08871255

Dicho valor negativo indica que el péptido es hidrofilico.

Ensayos de unién in vitro
Se estudid la interaccion del péptido radiomarcado con el ErbB-2 sobre expresado en las

células de carcinoma mamario para determinar si dicho péptido conserva la afinidad de
union para HER-2.

KCCYSL cells A431
4000
3500
3000 I
2500
2000 —7F
B KCCYSLcells A431
1500 -~
1000 -
500 -
O T T T T T T T T T T T T
15 30 1h 2h 3h
min min

Fig. 9: Ensayo de union con lineas celulares A431.
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KCCYSL cells H125
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Fig. 10: Ensayo de union con lineas celulares H125.

En las figuras 9 y 10 se observa que, el péptido radiomarcado conserva la afinidad de
union con el receptor HER-2 sobre expresado en las células de cancer de mama. La
union del péptido radiomarcado a las células de la linea A431, incrementa hasta 1 hora,
donde encuentra su pico maximo, indicando la saturacion de unién del péptido a dichas
células y luego disminuye gradualmente (Fig.: 9). La unién del péptido radiomarcado a
las células de la linea H125, comienza con un pico, disminuyendo gradualmente hasta 2
horas para luego aumentar a las 3 horas, en donde encuentra su pico maximo, indicando
la saturacion de union del péptido a las celulas (Fig.: 10).
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Imagenes

Iméagen de ratén hembra CD1 con adenocarcinoma mamario espontaneo tomada a las 2
horas post inyeccion. La actividad inyectada fue de 300 uCi.

Figura 11: Raton hembra CD1 con adenocarcinoma mamario espontaneo tomada a las 2 horas post
inyeccion. La flecha indica la localizacion del tumor.

En la figura 11 se puede observar la imagen del raton con adenocarcinoma mamario
espontaneo, como indica la flecha. El radiofarmaco presenta ademas una alta captacion
renal.
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DISCUSION

El diagnostico temprano y una correcta estadificacion del cancer de mama, es de suma
importancia en la evolucion posterior de la enfermedad. Determinar si una paciente
posee cancer de mama con sobre expresion de HER-2, es lo que establecerd, en parte, la
gravedad de la patologia y el tratamiento a seguir.

Actualmente las técnicas que se utilizan para identificar los niveles de expresién de
HER2, FISH e inmunohistoquimica, entre otras, requieren la realizacién de una biopsia.
La incorporacion de un nuevo radiofarmaco que permita conocer in vivo el estado
clinico de estas pacientes podria significar una gran ventaja en cuanto seria un método
no invasivo y mas rapido de realizar.

En dicho estudio se presenta el péptido KCCYSL, que se une al dominio extracelular
del receptor HER-2 que se sobre expresa en las células de cancer de mama HER-2
positivo, como potencial agente de iméagen in vivo usando el radionucleido *™Tc.°

Con respecto al marcado de HYNIC-DPA-GSG-KCCYSL, se optimizaron las
cantidades de reactivos para obtener el *™Tc-HYNIC-DAP-GSG-KCCYSL con una
alta pureza radioquimica (PQR) mayor al 90%, confirmado por la Cromatografia liquida
de alta performance (HPLC), ya que los distintos sistemas cromatograficos no fueron
buenos, en cuanto que no coinciden con el HPLC.

El *™Tc-HYNIC-DAP-GSG-KCCYSL es hidrofilico, segtn su valor negativo de Log
P. Esto es importante debido a que la lipofilicidad del péptido radiomarcado puede
afectar el patron de biodistribucion del radiofarmaco, afectando asi la captacion por
parte del tumor y la captacion en 6rganos no blanco.

Se estudio la interaccion del péptido radiomarcado con el HER-2 sobre expresado en las
células de carcinoma mamario de la linea celular A431 y H125 para determinar si dicho
péptido conserva la afinidad de union para HER-2. De los ensayos de union a celulas se
verifica la afinidad del radiofarmaco por el receptor HER-2.

La estabilidad in vivo se comprobé con la realizacion de estudios de biodistribucion con
ratones hembra CD1 sanos, en los cuales se observo una rapida depuracidén sanguinea,
con eliminacion renal y ausencia de captacidn apreciable en otros 6rganos. Este patrén
de eliminacion es compatible con un agente de imégen ya que permitiria una evaluacion
de cuerpo entero del paciente obteniendo muy buen contrate.

En la biodistribucién en ratones con adenocarcinoma mamario, se observo la captacion
del radiofarmaco a nivel renal. Esta union no especifica del péptido a los rifiones ocurre
a menudo in vivo y la composicion en aminoacidos del péptido podria potenciar dicha
retencion. La lisina cargada positivamente, asi como las dos cisteinas que conforman el
péptido probablemente contribuyan a una prolongada retencién renal de la
radioactividad.™® Los altos niveles de retencion de la radioactividad en los rifiones,
puede ser atribuida a la degradacion del radiofarmaco, producido por la degradacion
lisosomal del péptido con largo tiempo de residencia dentro de las células renales y bajo
aclaramiento del lisosoma.'® En higado y pulmones la captacion del radiofarmaco fue
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alta, en el primer caso es debido a que el radiofarmaco se elimina por el higado y en el
segundo puede ser a causa de una metastasis. En el resto de los 6rganos no blanco, la
captacion fue baja. La relacién Tumor/Sangre fue adecuada segun bibliografia. La alta
relacion Tumor/Musculo, indica una buena captacion del radiofarmaco por el tumor y
por tanto una buena afinidad por el receptor.

En las imagenes centellograficas se observa una alta captacion tumoral con un perfil de
captacion similar a las biodistribuciones. La alta captacion tumoral alienta a realizar
estudios posteriores de modo de poder realizar una caracterizacioén del estatus HER-2
por técnicas de anatomia patolégica estandares y la comparacion con las imagenes
centellogréficas obtenidas.

CONCLUSION

De acuerdo a los resultado obtenidos en el presente trabajo se concluye que, el **™Tc-
HYNIC-DAP-GSG-KCCYSL, se obtuvo con una muy buena pureza radioquimica,
pudiéndose controlar de forma réapida y sencilla. La imagen realizada 2 horas post
inyeccion presentd buena captacion a nivel tumoral.

Por lo tanto, el ™ Tc-HYNIC-DAP-GSG-KCCYSL es un potencial radiofarmaco para
deteccidn de cancer de mama con sobreexpresion de HER2.

Los pasos posteriores que le siguen a esta investigacion seran comparar estos resultados
con los resultados de las técnicas clésicas de deteccion de HER2/neu.

Existe un gran namero de métodos disponibles para la deteccion y medicién de la sobre
expresion de HER2/neu; unos se basan en la sobreexpresion de la proteina, con el uso
de inmunohistoquimica, y otros evaluan la amplificacion del gen con diferentes
técnicas, como son: la FISH, la CISH y la PCR en tiempo real.?” Pero todas requieren la
realizacion de una biopsia y consumen gran cantidad de tiempo. Por lo tanto, el
descubrimiento de un potencial radiofarmaco que permita conocer in vivo el estado
clinico de las pacientes podria significar una gran ventaja, ya que seria un método no
invasivo, teniendo en cuenta la baja dosis de radiacion que éste recibe y la rapidez del
estudio.
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