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1. Resumen



La angiogénesis se define como el proceso de desarrollo de nuevos vasos sanguineos
a partir de los pre-existentes, siendo un proceso esencial para el crecimiento y
desarrollo tumoral. Se distinguen dos tipos, fisiologica y patoldgica, diferenciados por
los vasos sanguineos que las inducen. Es controlada por factores pro-/anti-
angiogénicos, el cambio hacia el fenotipo tumoral acontece al sobrepasar el umbral
entre pro- y anti-angiogénicos (denominado “cambio angiogénico”). El factor pro-
angiogénico méas importante es el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF),
en especial el VEGF-Asgs, el cual es capaz de unirse a tres receptores (VEGFR-1/-2 y-
3) y a dos co-receptores (Neuropilina-1 y-2) localizados en la superficie de las células

endoteliales vasculares.

El linfoma no Hodgkin (LNH) es la neoplasia hematolégica mas frecuente y quinta
causa de muerte por cancer en el mundo, mas del 90% tiene origen en linfocitos B y
existen cada vez mas evidencias que el proceso de la angiogénesis tumoral juega un
rol muy importante en su desarrollo. Por lo cual, el disefio de agentes capaces de
inhibir las cascadas de sefalizacion de dichos factores o receptores, representan
prometedoras estrategias anti-angiogiogénicas para LNH. Uno de estos inhibidores
anti-angiogénicos desarrollados es el AcMo anti-VEGF-A;¢5, Bevacizumab, capaz de

inhibir la unién VEGF-VEGFR-2 neutralizando su actividad biolégica.

Si bien los AcMo han sido ampliamente utilizados en la medicina del cancer, son
moléculas que por su gran tamafio poseen una lenta depuracién sanguinea y de
tejidos no blanco, asociadas a una alta captacion hepatica mediada por la interaccién
de los receptores Fc sobre los hepatocitos (disminuyendo la sensibilidad para
imagenes de metastasis hepaticas que es un sitio comun de diseminacién tumoral);
limitando sus aplicaciones. Esto ha llevado al desarrollo de otras moléculas de menor
tamafio para incrementar su cinética de eliminacién, como lo son los fragmentos de
union al antigeno (Fabs) de los AcMo. Estos Ultimos representan adecuados
candidatos como agentes de imagen, debido a que presentan una rdpida depuracion

sanguinea y de tejidos no blanco, asociada a que no son secuestrados por el higado.

De esta forma en el presente trabajo se pretenden estudiar innovadoras estrategias de
marcacion de los fragmentos de unién a antigeno (Fabs) del AcMo Bevacizumab tanto
con tecnecio-99m (**"Tc) como con Cianina-7 (Cy7). La eleccién de emplear *"Tc
para la radiomarcacion radica principalmente en que es el radionucleido mas
empleado en Medicina Nuclear, de bajo costo y fécil accesibilidad. Por otro lado,
debido a las propiedades de fluorescencia en el infrarrojo cercano que posee la Cy7,

representa un adecuado candidato para ser empleado en Imagenologia éptica.



2. Objetivos



2.1. Objetivo general

El presente trabajo, tiene como objetivo general el desarrollo y el disefio in-vivo de
un potencial agente de imagen molecular, basado en la marcacion con *™Tc o con
Cianina (Cy7) del fragmento de unién al antigeno (Fab) del anticuerpo monoclonal
Bevacizumab, para su uso en el diagnéstico de los procesos angiogénicos
tumorales asociados a LNH.

2.2. Objetivos especificos

1. Obtencion de los Fragmentos Fabs a partir del AcMo Bevacizumab mediante el

empleo de la enzima papaina.

2. Realizacién de las derivatizaciones de los Fragmentos Fabs con el agente

guelante bifuncional hidrazinonicotinoato de succinimidilo (HYNIC).

3. Marcacion de los Fragmentos Fabs seleccionados con %"Tc para

Imagenologia.

4. Marcacion de los Fragmentos Fabs con Cy7-NHS éster para imagenologia por

fluorescencia.

5. Evaluacion fisicoquimica de diferentes pardmetros para optimizar las
marcaciones con *"Tc asi como la metodologia de control de calidad de las

moléculas marcadas obtenidas.

6. Estudio de la estabilidad fisicoquimica y biol6gica por presencia del

radionucleido **™Tc en los Fabs.

7. Ensayos bioldgicos in-vitro que permitan analizar la conservacion de la

actividad biologica, la cinética y su efecto deseado.

8. Ensayos biolégicos in-vivo que permitan analizar la conservacion de la

actividad biologica, la cinética y su efecto deseado.



3. Introduccion



3.1. Cancer

El cancer es una enfermedad genética caracterizada por un crecimiento tisular
producido por una proliferacién continua de células, que sufren modificaciones para

adquirir capacidades especiales y asi lograr la invasion y destrucciéon de otros tejidos

[1].

Las células benignas son células que crecen localmente y no poseen la capacidad de
propagarse; en cambio en una célula tumoral, a medida que el ciclo celular avanza, las
mutaciones recibidas comienzan a producir la inactivacibn de genes supresores
tumorales, ademas son capaces de activar oncogenes, como también desactivar
mecanismos de reparacion de ADN. Esto conlleva a que la célula pierda su
estabilidad, y asi genere la capacidad de lograr su propia vascularizacion y la

capacidad de realizar metéastasis.

A nivel mundial esta enfermedad es una de las principales causas de muerte,
registrando en el afio 2012 alrededor de 14 millones de nuevos casos y para el afio
2015 ocasionara 8.8 millones de muertes. A raiz de esto se estima que el cancer
aumentard a 22 millones de nuevos casos, lo que equivale a un 70% en las proximas 2
décadas [2].

Segun datos obtenidos de la Comision Honoraria de lucha contra el Cancer (CHLCC),
en el Uruguay, los porcentajes de incidencia y mortalidad de los distintos tipos de

cancer en hombres y mujeres se distribuyen de la siguiente manera: (ver Tabla 1y 2)

3],
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Tabla 1: Tasa de incidencia y mortalidad de los principales tipos de cancer ordenados por mayor incidencia en

poblacién Uruguaya de hombres. Tasas ajustadas en por edad a la poblacién mundial estandar expresada en casos

por 100000 [3].

MORTALIDAD

INCIDENCIA

HOMBRES

PROSTATA
PULMON
VEAGA
RINON
ESTOMAGO
PANCREAS
ESOFAGO

COLO-BECTO
LINFOMA NO HODGKIN
CAVIDAD ORAL ¥ FARINGE

TODOSLOSSMOS
PRIMARID DESC

500

Tabla 2: Tasa de incidencia y mortalidad de los principales tipos de cancer ordenados por mayor incidencia en

poblacién Uruguaya de mujeres. Tasas ajustadas en por edad a la poblacion mundial estandar expresada en casos por

100000 [3].

MORTALIDAD

INCIDENCIA

MUJERES

MAMA
COLO-RECTO
CUELLO DE UTERD
TIRDIDES

PULMON

CUERPO DE UTERO
OVARIO

LINFOMA NO HODGKIN

TODOSLOSSMOS

PRAMARIODESC,

400

400
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Muchas de las cusas del cancer no han sido identificadas aun, pero existen varias que
si se conocen, entre ellas se encuentran: factores intrinsecos como la herencia, la
dieta y las hormonas, etc; pero varios estudios cientificos apuntan también a factores
extrinsecos: como productos quimicos (por ejemplo, el cigarrillo), radiacion, virus o
bacterias. Muchas veces el desarrollo de la enfermedad esta dado por uno o varios de
estos factores lo cual hace mucho més complejo su estudio [1].

Se pueden diferenciar distintas etapas en el desarrollo del cancer:

1. Iniciacion: la cual comienza con la alteracién del control de la proliferacion celular a
causa de una falla o mutacibn que es capaz de ocasionar activaciones o
supresiones de los genes que controlan la proliferacién, la diferenciacion, el
crecimiento, la muerte celular, entre muchos otros genes; lo que lleva a un
crecimiento de la masa tumoral.

2. Promocién: comienza la formacién de los vasos sanguineos tumorales los cuales
se desarrollan de la vasculatura pre-existente mediante precursores endoteliales
gue estimulan o inhiben el proceso denominado “angiogénesis tumoral”’; proceso
gue es de suma importancia para el posterior crecimiento del tumor.

3. Progresion tumoral: continban las mutaciones genéticas y/o epigenéticas
desencadenando un aumento en la malignidad de las células tumorales,
adquiriendo la capacidad de invasion a tejidos adyacentes o la diseminacion a
tejidos mas lejanos en un proceso denominado “metastasis”. Este proceso
comprende varias etapas entre ellas: pérdida del contacto célula-célula, adquisicion
de movilidad vy vialidad en el torrente sanguineo, capacidad de extravasacion y
generacién de nuevos ambientes tumorales (nichos) para el crecimiento tumoral
[4-6].

3.1.1. Clasificacion

El cancer no tiene un Unico sitio de inicio, ni las mismas caracteristicas en todos los
tumores y en las células, es por esto que se utiliza una clasificaciébn segun su sitio y

tipo celular en [7]:

Carcinomas: es el tipo mas comun de cancer que comienzan en la piel o en tejidos
gue revisten o cubren los 6rganos internos.
Sarcomas: cancer que se origina en los tejidos soportes del cuerpo como en hueso,

cartilago, grasa, musculo, vasos sanguineos u otro tejido conjuntivo.
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Linfomas y mielomas: comienza en las células del sistema inmunitario y ganglios

linfaticos.

Leucemias: surge en el tejido que se forma la sangre en las células sanguineas
inmaduras, como la médula 6sea, esto produce grandes cantidades de células
sanguineas anormales que entran al torrente sanguineo.

Leucemias:
Algunos carcinomas

comunes: Torrente sanguineo

Pulmén Linfomas:

S Nodulos linfaticos
eno (mujeres
o Sistema linfatico

Algunos sarcomas
: comunes:

(hombres) ey

Musculo

Figura 1: llustracion de los diferentes tipos de cancer y sus principales sitios de inicio [1].

3.2. Linfoma

El linfoma es un tipo de cancer que comienza y compromete a las células del sistema
linfatico. Dicho sistema forma parte del sistema inmunolégico el cual es el encargado

de combatir las infecciones y enfermedades del organismo [8].

El linfoma es capaz de iniciarse casi en cualquier sitio del organismo debido a que el
sistema linfatico se encuentra distribuido por todo el cuerpo, incluyendo los nédulos,

intestino asociado al tejido linfatico, piel y riflones, entre otros.

Generalmente el fenotipo de célula infectada comprenden a las células del tipo B o del

tipo T y también, aungque no tan frecuentemente, al tipo celular natural killer (NK).
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Existen dos tipos de linfomas: el linfoma de Hodgkin (LH) y el linfoma no Hodgkin

(LNH) los cuales pueden iniciar tanto en nifios como en adultos [8].

Datos en Estados Unidos del nimero de nuevos casos de LH fue de 2.6 por 100.000
hombres y mujeres por afio; y el nimero de muertes fue de 0.3 por 100.000 hombres y
mujeres por afio. Mientras que el numero de nuevos casos de LNH fue de 19.5 por
100.000 hombres y mujeres por afio. EI nUmero de muertes ocurridas fue de 5.9 por

100.000 hombres y mujeres por afio, basandose en las defunciones de 2010-2014 [1].

En Uruguay las estadisticas para el periodo 2007 - 2011 indicaron que la incidencia de
LNH en hombres es de 9,99 con una tasa de mortalidad del 5.23 y del 6.74 de
incidencia en mujeres con una tasa de mortalidad del 2.93. Tasas ajustadas por edad
a la poblacién mundial estandar expresada en casos x 100000 [3]. Ver tablas 1y 2.

3.2.1. Clasificacion de Organizacion Mundial de la Salud de los
LHYy LNH

En la Tabla 3 se observa la distinta clasificacion tanto de LH como de LNH [9].

Tabla 3: Clasificacion de los LH y LNH y sus frecuencias de incidencia [9].

Linfoma de Hodgkin Linfoma no Hodgkin
LH Clasico (90-95% de los casos) Neoplasias de precursores linfoides
e Esclerosis nodular  (70-80% en
adolescentes y 40-50% en menores de e Linfoma linfoblastico T (15-20%)
10 afios) e Linfoma linfoblastico B (3%)

e Celularidad Mixta (10-15 % en
adolescentes y 30-35% en menores)

e Deplecion linfocitica (poco frecuente en
pediatria)

e Rico en linfocitos (poco frecuente en
pediatria)

Nodular de predominio linfocitico (5-10% de | Neoplasias de células B maduras

los casos) e Linfoma de Burkitt (35-40%)
e Linfoma difuso de células grandes B
(15-20%)

e Linfoma de células B mediastino
primario (1-2%)

Neoplasias de células T maduras
e Linfoma anaplasico de células
grandes, ALK positivo (15-20%)
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3.2.2. Etapas, categorias y patogénesis del LNH.

Las distintas etapas se pueden describir como [10]:

e Etapa I: con afectacion de un grupo de ganglios linfaticos

e Etapa Il: con afectacion de dos o mas grupos de ganglios linfaticos del mismo
lado del diafragma (un muasculo delgado debajo de los pulmones)

e Etapa lll: con afectacién de grupos de ganglios linfaticos a ambos lados del
diafragma

e Etapa IV: con afectacion de uno o mas 6rganos aparte de los ganglios linfaticos

y posible afectacién de los ganglios linfaticos.

Diafragma

N N \)

Etapa | Etapa ll Etapa lll Etapa IV

Enfermedad Dos 0 mds Dos o mds regiones Enfermedad extendida;
localizada; una sola regiones de de ganglios varios 9rganos, con o
regién de garglios ganglics linfisicos linfiticos por sin afectacién de los
linfiticos o un solo en el mismo lade arriba y por abajo ganglios linfiticos
drgano del diafragma del diafragma

Figura 2: llustracion de las etapas del LNH segun su ubicacion en el cuerpo humano [10].

Estas distintas etapas del LNH se pueden sub-dividir en 4 categorias, segun los
sintomas en cada caso:
e Categoria A: no hay presencia de fiebre, dolor, sudoracion ni pérdida de
peso.
e Categoria B: hay presencia de fiebre, dolor, sudoracion excesiva y
perdida de peso.
e Categoria X: hay presencia de masa tumoral formada por la
acumulacion de linfocitos.
e Categoria E: comienzan afectarse zonas cercanas a los ganglios; como

tejidos proximos, u érganos cercanos.
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En la patogénesis de los diferentes LNH existen varios factores que podrian estar
involucrados, muchas de sus causas estan aun sin conocer pero se podrian asociar a

varias razones [11]:

e Exposicion prolongada a productos quimicos como pesticidas,
solventes, herbicidas, postuladas como sustancias carcinogénicas.

e Enfermedades genéticas hereditarias, como el sindrome de Wiskott-
Aldrich

e Varias enfermedades virales, como el VIH

¢ Algunas enfermedades autoinmunes se han relacionado con el LNH,
como la enfermedad de Sjogren, LES, tiroiditis de Hashimoto y artritis

reumatoide.

3.2.3. LNH de células B

Los LNH de células B representan aproximadamente el 85% de todos los LNH [9,11].

Se ha visto que en este tipo de LNH se producen transformaciones neoplasicas en los
linfocitos B, involucrando genes como los de la diferenciacion celular, apoptosis y

genes del crecimiento, entre otros.

Las células normales para lograr tener una proliferacion celular continua deben de
tener los mecanismos de replicacion siempre expresados, proceso que lleva a la
formacién de cromosomas en metafase, el intercambio de la informacion, conexiones
entre cromatidas homodlogas y la formacién de nuevas células. Pero muchas veces
suceden ciertos tipos de translocaciones a nivel genético de los cromosomas que
pueden generar dafios severos dependiendo del cromosoma afectado y del gen que
se expresa en la diferenciacion de la célula y en los mecanismos de apoptosis o
muerte celular. En la formacion de los linfomas existen translocaciones que tienen un
impacto importante en su generacion y una de las translocaciones que mas se ha
estudiado es la t(14,18) q(32,21) la cual provoca la yuxtaposicion del gen bcl-2 con el
segmento de unién de la cadena pesada de Ig; con la consecuente sobre-expresion de
la proteina bcl-2. Esta proteina induce un patron de proliferacion policlonal de células
B maduras evitando la muerte celular por apoptosis y debido a la translocacion se

genera su sobre-expresion [12].
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Existen marcadores especificos sobre la superficie de las células B como los antigeno
CD-20, CD-19, CD-22 (CD: en inglés cluster differenciation) y las Inmunoglobulinas
(lg) de superficie. Estas Ig presentan su region variable mutada, generando un unico
isotipo, con lo cual su proliferacion monoclonal conserva los antigenos especificos de
superficie de su precursor, siendo una caracteristica distintiva de las diferentes
entidades.

3.2.4. Diagnostico LNH

Para un diagnostico de LNH se debe realizar una biopsia de una muestra de ganglio

linfatico u érgano afectado. El analisis correcto incluye [13]:

¢ Un andlisis microscépico para describir la forma celular (pequefias, grandes,
hendidas, redondeadas, etc.), la forma del nucleo, la presencia de nucléolos,
citoplasma y existencia de mitosis.

e Una inmunotipificacién, para identificar a la poblacion monoclonal y
caracterizarla como de células B (CD19, CD20, CD22) o de células T (CD2,
CD3, CD7).

e Un andlisis citogenético, para examinan las células para ver si hay anomalias

cromosomicas.

También existen otros mecanismos de identificacibn como sobreexpresion de
proteinas, inmunotifipicaciones utilizando anticuerpos especificos que logran
caracterizar el tipo de linfoma entre otras. Es importante logar especificar y logar un
buen diagnéstico del linfoma ya que esto nos permitiria determinar el tratamiento mas

adecuado para la situacion correspondiente [14].

Existen métodos radiolégicos para lograr el diagnéstico de la enfermedad algunos de

ellos incluyen:

e Tomografia computarizada con contraste (TAC), la cual presenta una adecuada
definicion para localizar sitios anatomicos, pero presenta una desventaja ya
que no es capaz de distinguir entre malignidad y benignidad.

e Oftro estudio que se utiliza mucho es la Tomografia por Emisién de Positrones
(PET por sus siglas en inglés), ya que demostré una mejor exactitud a la hora
del diagnéstico si lo comparamos con otros estudios imagenoldgicos
tradicionales. Es capaz de evaluar el compromiso de determinados sitios como

medula 6sea y bazo con més exactitud, pero no permite cuantificar el tamafio
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tumoral o determinar la cantidad exacta de areas anatdmicas comprometidas.
De forma més reciente se estan utilizando los métodos de PET/CT ya que
permite una estadificacion, un seguimiento y una evaluacion a la respuesta del
tratamiento a los pacientes [15,16].

3.2.5. Tratamiento

Para asignar el adecuado tratamiento a un paciente se debe considerar [9,14]:

a) el subtipo histoldgico del linfoma,

b) la presencia de factores prondsticos adversos y la edad del paciente,

c) el estado funcional, y

d) la presencia de co-morbilidades.

La meta del tratamiento es lograr la “recision completa” lo que significa eliminar todo
indicio de enfermedad. En general, la gquimioterapia y la radioterapia son las dos
formas principales de tratamiento, en ciertos subtipos de LNH se pueden incluir
tratamientos con trasplantes de células madres. Muchos investigadores en todas

partes del mundo siguen evaluando e investigando muchas otras nuevas terapias [9].

En la Tabla 4 se muestra algunos farmacos empleados para el tratamiento del LNH.
Muchos de estos farmacos son utilizados en combinacion entre ellos o a otras
modalidades de terapia para mejorar el tratamiento de los distintos tipos de linfomas.
Sin embargo es aun mas extensa la busqueda por parte de los investigadores clinicos
para encontrar nuevas técnicas y nuevos farmacos que ayuden a aumentar la

efectividad de los mismos y de crear nuevos farmacos para los distintos tratamientos.
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Tabla 4: Algunos farmacos utilizados para tratamientos del LNH [10].

Farmacos que dafian el ADN
bendamustina (Treanda®)
carboplatino (Paraplatin®)
carmustina (BCNU, BiICNU")
clorambucil (Leukeran®)
cisplatino (Platinol®)
ciclofostamida (Cytoxan®)
dacarbazina (DTIC, DTIC-Dome®)
ifosfamida (Ifex®)

melfalin (Alkeran®)
procarbazina (Matulane®)

[ TS T T T & T O T & B O T & I &

Antibiéticos antitumorales
doxorrubicina (Adriamycin®)
idarrubicina (Idamycin®)
mitoxantrona (Novantrone®)

o oo

Antimetabolitos

cladribina (Leustatin®)

citarabina (citosina arabinosida,
ara-C; Gytosar-U")

fludarabina (Fludara®™)

gemcitabina (Gemzar®)

nelarabina (Arranon®)

metotrexato (Rheumatrex®, Trexall®)

6-tioguanina (Thioguanine Tabloid”)

o o

O oo

o]

3.3. Angiogénesis

Farmaco inhibidor del proteosoma
o bortezomib (Velcade®)

Inhibidor de enzimas reparadoras
del ADN

#

¢ etoposido (Etopophos®, VePesid®,
VP-16)

Farmacos gue previenen la division

celular blogueando la mitosis

¢ paclitaxel (Abraxane®, Onxol®, Taxol")

¢ vinblastina (Velban®)

¢ vincristina (Oncovin®)

Hormonas que pueden destruir

los linfocitos

> dexametasona (Decadron”®)

metilprednisolona (Medrol®)
prednisona

O 00

Inmunoterapia

rituximab (Rituxan®)
itrio-90-ibritumomab tiuxetan
(Zevalin®)

Inhibidor de la histona deacetilasa
o vorinostat (Zolinza®)

Retinoide

o bexaroteno (Targretin®)

[

8]

Para que una célula tenga un funcionamiento adecuado que le permita crecer y
sobrevivir, debe de tener un aporte constante de nutrientes y oxigeno los cuales son
proporcionados por el sistema sanguineo.

Como la difusion de oxigeno a través de los tejidos se encuentra limitada entre 100-
200 um, es necesario el desarrollo de un sistema vascular preciso que logre asegurar
gue todas la células se encuentren dentro de la distancia necesaria para el suministro
de oxigeno. Este sistema vascular ademas de lograr remover los desperdicios
metabdlicos, es capaz de también suministrar el oxigeno y los nutrientes que son

necesarios para los tejidos y 6rganos distantes del organismo [17-19].

Para lograr el crecimiento endotelial vascular existen distintos procesos relacionados

los cuales incluyen:

1. La linfoangiogénesis o formacién de nuevos vasos linfaticos,
2. La arteriogénesis o formacion de nuevas arterias, y
3. La vasculogénesis o formacion de novo de vasos sanguineos, la cual

ocurre en la embriogénesis (etapa del desarrollo temprano del embrién), donde
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se da la formacion de novo de vasos sanguineos a partir de células

precursoras endoteliales (angioblastos), que luego se asocian para formar los

vasos sanguineos primitivos. Estos vasos sanguineos primitivos son los que

posteriormente se diferencian, brotan y se ramifican a partir de los vasos

sanguineos pre-existentes en un proceso denominado “angiogénesis” [20].

El proceso de angiogénesis se refiere a la formacién de nuevos vasos sanguineos a

partir de la vasculatura pre-existente. ES un proceso muy complejo, que esti

controlado por diferentes factores que logran la estimulacién o la inhibicion de la

formacién de vasos sanguineos segun las necesidades locales. [17,19].

Se ha logrado diferenciar dos tipos de angiogénesis: la fisiol6gica y la patolégica, que

estan diferenciadas por los vasos sanguineos que las inducen:

Angiogénesis _fisiologica: la estructura y funcionamiento de Ila

vasculatura se encuentra ordenada y con una jerarquia adecuada. Los
vasos sanguineos poseen una estructura normal o basica que costa de
un lumen central recubierto de células endoteliales rodeadas por una
membrana basal. La red vascular se remodela por medio de recortes,
ampliaciones y ramificaciones de la vasculatura segun las necesidades
locales. Segun el tipo de vaso, esta estructura basica puede estar
rodeada por células de soporte, células de mdasculo liso y matriz
extracelular. Esta estructura produce la formacién de un sistema muy
vascularizado con el consecuente suministro de todos los nutrientes y
oxigeno necesarios a los tejidos sanos. Ocurre durante la
embriogénesis donde se da el crecimiento de vascular, y continda luego
del nacimiento durante el desarrollo temprano posnatal; también ayuda
a reparar los tejidos dafiados esté involucrado en la menstruacion de la
mujer y en la formacion de la placenta luego de la fertilizacion, ademas
este proceso es capaz de proporcionar sefiales morfolégicas y es
fundamental para la formacion del hueso endocondral y el crecimiento
del esqueleto [21-23].

Angiogénesis tumoral: el tumor depende de la generacién de una

extensa red de vasos sanguineos para crecer y sobrevivir ya que al
aumentar su tamarfio el suministro normal de nutrientes se ve afectado.

También el desarrollo de los vasos le aporta al tumor la capacidad de
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generar metastasis y de desarrollarse en otras partes del organismo.

Esto conduce a un progresién maligna de los tumores.

Los tumores con un didmetro inferior a 2 mm, son estructuras pequefas y latentes o
también llamadas durmientes, ya que reciben nutrientes Unicamente por simple
difusion. Pero a medida que el tumor aumenta de tamafio y logran desarrollarse
comienzan a ser dependiente de la vasculatura existente en el huésped y ademas de

la propia generacién de sus vasos sanguineos [21].

En la figura 3 se muestran todas las etapas de la progresion tumoral en la cuales la

angiogeénesis esta implicada.

Crecimiento Invasion Micrometastasts Metastasls

(Tumor (Activacion (Tumor (Intravasacion  (Diseminacion (Anglogénesis
avascular) angiogénica)  vascularizado) de células en 0rganos secundaria)
tumorales) distantes)

A

Etapas en las cuales la angiogénesis esta implicada en la progresion tumoral

Figura 3. Etapas en que la angiogénesis esta implicada en la progresion tumoral [24].

La estructura y funcion de los vasos tumorales es muy diferente a la de un vaso
normal ya que tienen una forma irregular, estan dilatados y tienen un didmetro
desigual, son sinuosos, contienen fugas y estan propensos a hemorragias, estan
recubiertos de forma imperfecta de células endoteliales (CEs) las cuales poseen una
mayor permeabilidad y una mayor cantidad de aberturas, no se organizan en vénulas,
arteriolas y capilares definidos, en vez de esto adquieren las caracteristicas de todos
los tipos de vasos y presentan una expresion andémala de antigenos de superficie
celular en las células endoteliales [23,25] .Esto genera un flujo sanguineo irregular que
también es llevado a cabo por la sobreexpresion del factor crecimiento endotelial
vascular (VEGF).

En la figura 4 se muestra esquematicamente la comparacion de la vasculatura en

células normales y tumorales.
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Vasculatura normal Vasculatura tumoral anomala

Factores de maduracion Factores de aecimiento (VEGF)

Sin factores Integrinas Menos
de crecimiento otlulas
CHulas Con fugas  de soporte
Hermético de soporte . *

Figura 4: Comparacion de la vasculatrura en células normales y tumorales [24].

El desarrollo de la angiogénesis es gobernado por un balance entre la produccion y
liberacion de factores pro-angiogenicos o factores que estimulan el desarrollo, y de
factores anti-angiogenicos o factores que inhiben el desarrollo de la angiogénesis. En
los tumores este balance es destruido y se inicia el crecimiento tumoral en lugares y

tiempos indefinidos [25,26].

Los factores pro-angiogenicos son los encargados de estimular y mantener una
regulacion positiva del desarrollo de la angiogénesis y se pueden clasificar en dos
diferentes grupos:

1) factores especificos, son liberados por varios tipos celulares, y se unen de forma
especifica a los receptores de las células endoteliales;

2) factores inespecificos, se unen a las células endoteliales como también células que
infiltran el tumor, que incluyen las células endoteliales, fibroblastos, células musculares

lisas, plaquetas, células inflamatorias y células tumorales [27].

En la siguiente tabla se encuentran de manera resumida algunas moléculas que
actian como factores pro-angiogenicos junto con sus mecanismos de accibn mas

importantes.
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Tabla 5. Moléculas que inducen el proceso de angiogénesis tumoral y sus mecanismos de accion [28].

Moléculas involucradas en la angiogénesis tumoral

Factores pro-angiogénicos

Mecanismo de accién

Familia del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF)

Estimula la proliferacion, motilidad e interaccion
de células endoteliales (CE), interfiriendo en la
permeabilidad vascular. Reclutamiento de
células del sistema inmune promotoras del
crecimiento tumoral y de la angiogénesis.

VEGF-C, -D

Estimulan la linfoangiogénesis tumoral.

PIGF

Induce la angiogénesis tumoral

Angiopoietina (Ang)/Tie2

Tie2 es sobreexpresada en diversos
carcinomas. Induce la migracién de CE, actia
en el remodelamiento y maduracion de la red
vascular tumoral.

Factor de crecimiento de fibroblastos 1y 2

Actdan en el remodelamiento de la matriz

(FGF-1y -2) extracelular y en la proliferacion y migracion de
las CE. Es sobreexpresada en diversos tipos
tumorales.

PDGF/PDGFR Mitégeno y quimioatrayente de pericitos,

fibroblastos u otras células mesenquimales,
regula la angiogénesis indirectamente a través
de la induccion del VEGF.

TGF-alfa/beta

Estimula la produccién de la matriz extracelular
y expresion de integrinas y de VEGF; modula la
proliferacién y migracion de CE; participa en la
formacion de los tubos capilares; interfiere en la
estabilizacion de los vasos sanguineos y en la
interaccién CE-pericito.

TNF-a Estimula la angiogénesis y diferenciacion
celular.
COX-2 Estimula la angiogénesis y la vasodilatacién via

Tromboxano A2; regula la apoptosis.

Delta-like ligant 4 (DDL4)/via de Notch

Sobrexpresado en vasos sanguineos
tumorales. Su inhibicion compromete a la
vascularizacién y crecimiento tumoral.

Efrinas (Eph)

Sobrexpresadas en linajes de tumor mamario
metastasico; ejercen un papel importante en la
formacién de vasos sanguineos.

Endotelina (ET-1)

Sobreexpresa la expresion de VEGF por
estabilizacion de HIF-1; interfiere con la
secrecion de proteasas por las células
tumorales.

Oxido nitrico sintasa (NOS)

Estimula la angiogénesis y vasodilatacion.

Citocinas/quimiocinas

Papel pleiotrépico en la angiogénesis

Integrinas

Afectan la motilidad, mecano-transduccion y
proliferacién celular, interfiriendo con un amplio
espectro de procesos angiogénicos.
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VE-caderinas Estabilizan las uniones de CE en las paredes
de los vasos; aumentan la sobrevida de CE por
la transmisién de una sefial anti-apoptotica de

VEGFs.

Activadores de plasminégeno Remodelacion de la matriz extracelular;
liberacion de la activacion de factores de
crecimiento.

MMPs Degradan proteinas de la matriz extracelular y

activan factores pro-angiogénicos; interfieren
en la migracion de CE y en el remodelamiento
de la red vascular.

Entre todas las moléculas podemos resaltar el rol del VEGF como el factor pro-
angiogénico mas importante que también esta involucrado en la vasculogenesis y en

la linfoangiogenesis [29-32].

El factor VEGF proviene de una familia de glicoproteinas que incluyen a los diferentes
tipos como al VEGF-A,-B,-C,-D y E y al factor de crecimiento placentario PIGF. En el
humano, el gen del VEGF-A, es el factor mejor estudiado y el que se encuentra mas
involucrado en la angiogénesis. EI VEGF -C y -D estdn mas involucrados en el
desarrollo del sistema linfatico pero contribuyen también con la formacion de
angiogénesis al incrementar la permeabilidad vascular. El PIGF se encuentra

expresado en los tumores y parece ser capaz de potenciar la actividad del VEGF-A.

Los factores anti-angiogenicos son producidos tanto por las células normales como por
las tumorales y son capaces de inhibir el proceso de angiogénesis. Muchos son
proteinas y moléculas pequefias algunas de ellas se resumen en la siguiente tabla
[33-36].

Tabla 6. Resumen de los factores anti-angiogenicos mas importantes del proceso angiogénico [28].

Inhibidores end6genos de la angiogénesis

Inhibidor Blanco angiogénico Funcién

Endostatina VEGFR, integrina a5(31 Actla en diversas vias
asociadas a la
sobrevivencia y migracion
de células endoteliales.
Induce la apoptosis de CE.

Angiostatina Angiomotina, Supresor de la
angiogénesis tumoral,
Integrina av3, ATP actuando en varias vias de
sintasa sefializacion celular.
TSP-1 MMP-9, CD36, Inhibicién de diversas vias

intracelulares. Inhibe la
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Integrina av33 migracién, crecimiento,
adhesion y sobrevivencia
de CE. Inhibe proteasas
asociadas a la matriz
extracelular.

Fragmento de MMP-2 que MMP-2 Supresor de la
contiene el dominio angiogénesis
hemopexina C-terminal

IL-12 VEGF, MMP-9 Imunomodulatorio,
antitumoral y
antimetastéasica.

Arrestina Integrina a1i31 Inhibicién de la migracion,

proliferacién de células
endoteliales e induce
apoptosis de CE/tumorales.

Tumstatina Integrina av33 y avi31 Inhibe la sintesis proteica.
Atenua la proliferacion de
CE.

Canstatina Integrina av33 y avi31 Inhibe migracién e induce la
apoptosis dependiente de
CD95 en CE.

Endorepelina Integrina a231 Inhibe la migracion celular
via desorganizacion del
citoesqueleto de actina 'y de
adhesiones focales.

El proceso de angiogénesis es muy complejo e involucra una serie de diferentes
células, componentes solubles y factores de la matriz extracelular. Se pueden

diferenciar diferentes etapas que conducen a la neo-vascularizacion tumoral [28,37]:

1. Activacién de la sefalizacibn angiogénica a través de la interaccion
entre el factor angiogénico (FGF o VEGF) y su receptor (0 FGFR o VEGFR) en

las células endoteliales presentes en el microambiente tumoral.

2. Secrecion de proteasas (enzimas proteoliticas) y subsecuente
degradacion de la membrana basal de las células endoteliales, por ejemplo,
por miembros de la familia de las metaloproteinasas de la matriz (MMPSs),
particularmente la MMP-2 y la MMP-9.

3. Las MMPs degradan el colageno y otros componentes de la matriz
extracelular, interrumpiendo la barrera de la membrana basal (angiopoyetina-2,

un antagonista natural del receptor Tie-2), permitiendo de esta forma a que las




células endoteliales migren, proliferen y se ensamblen en tubos, a partir de los

vasos pre-existentes hacia el estimulo angiogénico.

4, Moléculas de adhesién celular vascular contribuyen a la migracién de
las células endoteliales mediante interacciones célula-matriz extracelular. Un
importante mediador es la integrina avB3, un receptor para proteinas que
contienen Arg-Gly-Asp (RGD) tales como la fibronectina, la cual es expresada
a bajos niveles en vasos sanguineos quiescentes. La expresion de la integrina
avB3 es inducida siguiente a la exposicion de factores pro-angiogénicos,
preferencialmente sobre la superficie de las células endoteliales de los nuevos

vasos formados.

5. Luego de la migracion y proliferacion, las células endoteliales se
ensamblan en tubos con un lumen prominente. La formacién de dicho lumen
podria ser dependiente de E-Selectina, una glicoproteina transmembrana de
adhesion celular.

6. Los nuevos tubos nacientes se interconectan y forman una red primaria
vascular.
7. Después de la formaciéon de vasos sanguineos pequefios, ocurre un

remodelamiento para la formacion de los vasos sanguineos mayores. Una
importante etapa en la produccién de los vasos sanguineos maduros es el
reclutamiento de células mesenquimales y su consiguiente diferenciacién a
células de musculo liso (pericitos), las cudles se piensa que son capaces de
estabilizar la nueva vasculatura formada, de regular la contraccion y dilatacién
de los vasos sanguineos, proporcionando resistencia y permitiendo la
regulacion de la perfusién de los vasos y la consiguiente formacion de la

membrana basal vascular;

8. Los pericitos se unen gradualmente al plexo endotelial recientemente
formado, conduciendo de esta forma a la cobertura progresiva del arbol
vascular. Durante este periodo, ocurre una regresion de aquellos capilares no
recubiertos por pericitos, la cual cesa luego de la adquisicién de la cubierta de
pericitos. Esta es la ultima fase de formacion de vasos sanguineos,

caracterizada por pasos de remodelamiento en los cuales los vasos no
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protegidos regresan y los vasos cubiertos por pericitos se estabilizan y son

menos propensos a la desestabilizacion y regresion.

9. Por dltimo, una vez que los vasos sanguineos han sido establecidos, las
células endoteliales son sometidas a cambios tejido-especificos para generar

vasos sanguineos distintos funcionalmente.

Multiple targets in angiogenesis
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Figura 5. llustracion de las etapas del proceso de angiogénesis [38].

3.3.1. Activacion o switch de la angiogénesis

Como se ha visto para el proceso de angiogénesis se necesitan de varios factores
tanto para su desarrollo como para su inhibicion. En 1996, Hanahan y Folkman
propusieron que existia una especie de activacion o encendido angiogénico que
generaba un balance positivo hacia la estimulacion de los factores pro-angiogenicos,
para generar la angiogénesis tumoral [39].

Cuando el tumor se encuentra en “off’ se dice que esta en una etapa quiescente o
durmiente y como ya se ha mencionado su didmetro es de alrededor de 0,2-3nm.
Cuando pasa a la etapa de “on” ocurre el rapido crecimiento tumoral, debido a la
iniciacion de la angiogénesis tumoral, esta etapa se encuentra influenciada tanto por

factores del microambiente tumoral, como mutaciones en genes supresores de
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tumores (Ej: p53) y en protoocogenes (Bcl-2, K-ras, H-ras, C-myc, etc) capaces de

aumentar la expresion de los factores pro-angiogenicos especialmente el VEGF [40].

Dos etapas se pueden diferenciar en el proceso de angiogénesis tumoral, las cuales
estan separadas por el “switch" angiogénico recién mencionado dependiendo del tipo

tumoral y de su microambiente:

1. La primera etapa, denominada fase avascular. Esta caracterizada por la

proliferaciébn continua de células neoplasicas, las cuales reclutan oxigeno y
nutrientes a partir de los tejidos y capilares que las rodean. Cuando alcanzan
un diametro de 1-2 mm, sus recursos no son suficientes, por lo que comienzan
a producirse procesos de mitosis y muerte celular programada (por apoptosis)
a tasas similares, manteniendo un estado durmiente. Por lo tanto, para que un
tumor crezca y se desarrollen metastasis se debe producir una nueva
vasculatura. Solo algunos tumores durmientes son capaces de entrar a la
segunda fase [41].

2. La segunda etapa, o fase vascular, es caracterizada por un crecimiento
tumoral de tipo exponencial, desarrollandose de esta formando clones
agresivos y provocando que algunas células tumorales se ubiquen por fuera
del limite de difusién del oxigeno, convirtiéndose en tejidos hipoxicos, requisito
fundamental para el desarrollo tumoral, ya que dichas condiciones hipéxicas
inducen a respuestas compensatorias dentro del tumor. En especial, se activan
cascadas de sefializacion por medio de la actividad quinasa Src, que induciran
al aumento de la expresion del factor inducible por hipoxia, el HIF-1a [42]. El
HIF-1a induce la expresion de factores pro-angiogénicos, tales como: el VEGF
[43], el bFGF [44], el PDGF vy la sintetasa de 6xido nitrico [45], inclinando la
balanza a favor de los factores pro-angiogénicos, proceso conocido con el

nombre de “cambio angiogénico [46].
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Figura 6. El “cambio angiogénico”. El cambio angiogénico es un paso discreto en el desarrollo tumoral que

puede ocurrir en diferentes etapas de la via de progresién tumoral, en funciéon de la naturaleza del tumor y su
microambiente. La mayoria de los tumores comienzan a crecer como nédulos (durmientes) avasculares (A)
hasta que llegan a un nivel de equilibrio entre células proliferantes y apoptéticas. La iniciacién de la
angiogénesis, o del “cambio angiogénico”, tiene que ocurrir para garantizar el crecimiento exponencial del
tumor. El cambio comienza con el destacamento perivascular y la dilatacién de los vasos (B), seguido de la
brotacion angiogénica (C), la formacion y maduracién de nuevos vasos sanguineos, y el reclutamiento de
células perivasculares (D). La formacién de vasos sanguineos continuar4 mientras el tumor crezca, y los
vasos sanguineos se alimenten especificamente de las areas hipdxicas y necréticas del tumor para

proporcionarle los nutrientes y oxigeno esenciales (E) [47].

3.3.2. Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

El VEGF fue identificado por primera vez en 1983 por Harold F. Dvorak aunque en
ese momento no se sabia bien cual era su mecanismo accién, sino que fue afios mas
tarde, en 1996, por Napoleone Ferrara y colaboradores que lograron descifrar el rol
crucial del VEGF en el proceso de angiogénesis, ya sea en la patolégica como en la

fisiologica [24].

Hoy en dia el VEGF y sus receptores se reconocen como el principal sistema
regulador de las células endoteliales vasculares y de la formacién de vasos

sanguineos [48].
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Como se menciono anteriormente pertenece a la familia de glicoproteinas que incluyen
al VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y VEGF-E y el factor de crecimiento de
placenta PIGF [49,50]. (Figura 7)
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Figura 7. Familia de factores VEGF y sus receptores [48].
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La union del VEGF a su receptor esta mediada por el homodimero (dos subunidades
idénticas) a través de la union del nucleo de la proteina; la modulacion de la actividad
del VEGF esté dada por la union a heparina, que resulta en una mayor eficiencia de la
actividad de quinasa y a carbohidratos en la superficie celular, con los dominios que se
extienden a partir del ndcleo del VEGF, los cuales son de distintos tamafos
dependiendo de la isoforma de esta proteina [51].

En la figura 8 se representa la estructura tridimensional del VEGF.




3.3.3. Actividades bioldgicas del VEGF en la angiogénesis

El VEGF actla en varias etapas del proceso de angiogénesis descripto anteriormente
[53-58].

. Media la secrecién y activacion de enzimas que se encuentran
involucradas en la degradacién de la matriz extracelular. Actia sobre las
células endoteliales (CE), induce la expresién del activador del plasminégeno y
sus inhibidores, del receptor urokinasa, de las metaloproteinasas de la matriz
intersticial (colagenasa y gelatinasa A); mientras disminuye los niveles de los
inhibidores tisulares de las metaloproteinasas 1y 2.

. Actlia como un factor de supervivencia para las CEs a través de la
inhibicion de la apoptosis. Esta accién estd mediada por las proteinas
antiapoptéticas Bcl-2 y Bcl-Al, la regulacién de la ruta fosfatidilinositol 3-
qguinasa/Akt, incrementando la fosforalizacién de la quinasa de adhesion focal y
la estimulacion de la produccion de 6xido nitrico (NO) y prostaglandina 12

. Es esencial para la movilizacion de los precursores de las CEs
derivados de la médula 6sea.

. Posee un rol importante en la de su propia migracion a los sitios de
angiogénesis.

. Otras acciones del VEGF incluyen el incremento de la permeabilidad
vascular, la inhibicion de la diferenciacién de las células dendriticas, la
regulacién del transporte de hexosas dentro de las CEs, la induccion del factor

tisular y la induccién de la migracion de monacitos.

3.3.4. Expresion génica del VEGF y su regulacién

Se detallan algunas de los factores mas importantes en la expresion genética del
VEGF [59].

1. Tensién de oxigeno: la expresion del ARNm para el VEGF es inducida por la
exposicion prolongada a la baja tension de oxigeno, y esta baja tension es
inducida por el factor inducible de hipoxia 1 (HIF-1).

2. Factores de crecimiento: EGF, TGF-a y -B, KGF (factor de crecimiento derivado
de queratinocitos), IGF-1 (factor de crecimiento insulinico tipo 1), FGF y PDGF.
Todos estos factores producen un marcado incremento de la expresion del

ARNm del VEGF, demostrando que la liberacion paracrina o endocrina de



estos factores coopera con la hipoxia local en la regulacién de la liberacién del
VEGF en el microambiente.

3. Citosinas inflamatorias: IL-1a y B, PGE-2 e IL-6. La IL-1a, PGE-2 e IL-6 inducen
la expresion de VEGF en varios tipos celulares (incluyendo a fibroblastos
sinoviales) y La IL-1a induce la expresion de VEGF en células de musculo liso;
esto sugiere que el VEGF podria mediar la angiogénesis y permeabilidad en
las enfermedades de origen inflamatorio.

4. A oncogenes activados: Por ejemplo Ras, asi como p53 mutado, llevan al
incremento de la expresion de VEGF.

Varios de los factores de regulacion son resumidos en la figura 9.

-

(MMP tPA, UPA, UPAr eNOS, etc.)

Figura 9. Factores que regulan la expresion del ARNm del VEGF [24].

3.3.5. Factor de crecimiento endotelial vascular-A (VEGF-A)

En el humano el VEGF-A es el factor mas estudiado, su gen se organiza en 8 exones
los cuales se encuentran separados por 7 intrones, el proceso de splicing alternativo
del gen resulta en la generacién de seis isoformas diferentes para el VEGF-A; VEGF-
A1r1, VEGF-Ays, VEGF-Aygs, VEGF-Args, VEGF-Age Y VEGF-Ayg, (Ver figura 10)
siendo los respectivos nimeros el aminoacido correspondiente en el sitios de clivaje.
Se encuentra localizado en el cromosoma 6p21.3. Es una glicoproteina homodimérica,
de union a heparina de 34-42 KDa. Todas las isoformas del VEGF-A aumentan la
permeabilidad vascular, estimulan la proliferacion y migracion de CEs, generan
sefiales de supervivencia y anti-senescencia a dichas células dan neuroproteccion en

desoOrdenes isquémicos entre otras funciones [59,60].

La forma predominante en es la isoforma VEGF-Aiss, Se encuentra cargada

positivamente y se une a heparina como mencionamos anteriormente, principalmente
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es secretada, pero gran parte continda unida a la superficie celular de la matriz
extracelular. Se une al receptor VEGFR-2 y su afinidad a esta union se encuentra
incrementada hasta 10 veces por la union a la neuropilina 1 (NRP-1).

En tejidos normales, se han encontrado altos niveles del ARNm del VEGF en
pulmones, rifiones, corazéon y glandulas adrenales de adultos; menores niveles de

VEGF-A se hallan en el higado, bazo y mucosa gastrica.

- - 557 - T - - R [ - - S - B - -

VEGF-A,,,
VEGF-A_
VEQF-A .
VEQF-A,,.
VEGF A,
VEGF.A_
VEGF-A,,,
VEGF A,

VEGF-8,,,
vEar.a,

VECFC | < R R R ANy
; R LIRS

N
VEGF-O 2= TN

L

Figura 10. Estructura génica de VEGF-A, -B, -C y -D. El gen del VEGF-A consiste en ocho exones que dan
lugar a siete isoformas de 121, 145, 148, 165, 183, 189 y 206 aminoacidos a través de splicing alternativo.
Una isoforma adicional del VEGF-A con 110 aminoacidos resulta a partir de la escisién proteolitica. El VEGF-
B existe como dos isoformas de 167 y 186 aminoacidos. El VEGF-C y el -D son liberados proteoliticamente a
partir de su respectiva pro-proteina. Todos los miembros de la familia del VEGF comparten un dominio VEGF
homologo altamente conservado, codificado por los exones 1

al 5 [61].

3.3.6. Receptores del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGFR)

Para que se produzca el proceso angiogénico se necesita de una serie de
sefalizaciones producidas por las uniones que poseen una alta afinidad de los
factores a sus receptores, en este caso el factor VEGF se debe unir a su receptor
tirosin kinasa que se encuentra sobre la superficie de las células endoteliales

vasculares y en células derivadas de la medula 6sea en circulacion [60].

Todas la formas que se conocen del VEGF nombradas anteriormente son capaces de
unirse a los 3 receptores denominados VEGFR-1 (también conocido como Flt-1),
VEGFR-2 (KDR o Flk-1) y/o VEGFR-3 (Flt-4). Poseen sobre la superficie extracelular
siete dominios que son homadlogos a los de las inmunoglobulinas, uno de los dominios
se encuentra en la parte transmembrana, otro dominio es yuxtatransmembral, un

dominio de sefializacion tirosin quinasa intracelular. Los dominios dos y tres estan
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involucrados en la unién al ligando y las regiones del cuarto al séptimo estan

involucradas en la dimerizacion del receptor [59].

Tal como ocurre con otros receptores tirosin quinasa, estos se dimerizan y
experimentan una trans-autofosforilacion que desencadenan una cascada de sefales
capaces de fosforilar distintas proteinas, como la proteina kinasa-C (PKC), fosfolipasa
C-gamma (PLC-y), fosfatidilinositol 3-cinasa (PI13K), sintasa de oxido nitrico endotelial
(eNOS) y el blanco de rapamicina en mamiferos (MTOR), regulando mecanismos
involucrados en angiogénesis, activados por el VEGF.
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Figura 11. La familia de receptores VEGF. Los tres receptores tirosina quinasa VEGFR-1 (flt-1), VEGFR-2 (KDR/flk-1) y
VEGFR-3 (flt-4) poseen siete dominios parecidos a inmunoglobulinas, una region transmembrana y un dominio tirosina
quinasa consenso que esta interrumpido por un dominio de insercion a quinasas. Los receptores accesorios,
neuropilina 1 y neuropilina 2, no poseen actividad quinasa por ellos mismos pero aumentan la sefializacion del VEGFR-
2 [61].

3.3.7. Receptor del factor de crecimiento endotelial vascular-1
(VEGFR-1)

Este receptor fue uno de los primeros receptores en ser identificados y es el que
posee mayor afinidad por el VEGF [62]. Es una proteina transmembrana de 180kDa,
su ARN puede sufrir splicing alternativo generando una glicoproteina més corta con
seis dominios extracelulares, se encuentra presente en suero y en él es capaz de
regular positivamente y negativamente la unién del VEGF-A y PIGF. También se
encuentra en la superficie celular y es capaz de unirse al VEGF-A,-B y PIGF-1y -2 que
generan toda la cascada de sefializacion de angiogénesis. También podemos

encontrarlo inhibiendo y promoviendo quimiotaxis, actuando como un receptor dual:
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positivamente, como el Flt-1 en la superficie celular, y/o negativamente, como el Flt-1
soluble (sFlt).

Se encuentra expresado principalmente en las ECs, aunque también en células
trofoblasticas, monocitos, células renales mesangiales, células del musculo liso uterino
y en distintos tipos celulares tumorales y su expresion es aumentada por hipoxia via

un mecanismo dependiente de HIF-1.

Las proteinas kinasa activadas por mitogeno (MAPKs) no son activadas por este
receptor y esto genera que no halla proliferacion celular pero si  promueve la
generaciéon de proteasas como la metaloproteasa de matriz extracelular -9 (MMP-9),
las cuales son requeridas para la degradacion de la membrana basal de los vasos

sanguineos en las etapas iniciales de la angiogénesis [37,59, 63-65]

3.3.8. Receptor del factor de crecimiento endotelial vascular-2
(VEGFR-2)

El VEGFR-2 es una glicoproteina de 230 kDa de peso molecular, y su ARNm genera
por splicing dos productos funcionales distintos. La region extracelular de VEGFR-2
estd compuesta por 762 aminoacidos &cidos plegados en siete dominios de
inmunoglobulina, y varios sitios de glicosilacion unidos a nitrégeno. La glicosilacién es
necesaria para la estabilidad del receptor, exposiciéon en la superficie celular e incluso

para su activacion sobre la unién de VEGF [66].

Varios glicanos estan asociados a los receptores de la superficie celular. Entre estos,
el acido sialico (NeuAc) que abarca una gran familia de azlcares, muchas
observaciones sugieren una posible Implicacion de NeuAc en la actividad pro-
angiogénica de VEGFR-2 [66,67].

Este receptor se une a VEGF-A y a formas maduras del VEGF-C y -D. Es el principal
receptor que actla en la angiogénesis dado que es el mayor mediador de los efectos
mitogénicos y del aumento de la permeabilidad vascular, también tiene respuesta de
migracion celular cuando es activado por el VEGF [62,68,69]. EIl VEGFR-2 se
encuentra expresado principalmente en las CEs, ademas de células madre
hematopoyéticas, megacariocitos y células progenitoras retinales. Se cree que el
aumento en su expresibn se deba a un mecanismo post-transcripsional como
mecanismo principal pero ademas su induccion se desencadena bajo condiciones de

hipoxia.
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Su activacion por el VEGF, resulta en la activacion de las MAPKSs por la fosforilacion
de las tirosinas de la via del PI3K-PLC-y-PKC (Figura 12) [62,70,71]

Interesantemente, la activacién del VEGFR-2 aumenta y activa la sintetasa endotelial
de oxido nitrico (eNOS), un mecanismo importante si se toma en cuenta que el 6xido
nitrico juega un papel central en la proliferacion de las CEs vasculares, en la migracion
celular, en la formacién tubular, en el aumento de la permeabilidad vascular, en la

hipotension y en la angiogénesis inducida por el VEGF.

La activacibn de este receptor es suficiente para la activacion de todos aquellos
transductores de sefiales que estan involucrados en la angiogénesis y en la migracién
celular, asi como en la maquinaria angiogénica y en la permeabilidad vascular (Figura
12) [71].

El mecanismo molecular que esta implicado en la actividad pro-angiogenica del
receptor es la unién de proteinas de unién a glicano como la galectina -1 y -3 a

complejos de N-glicanos en el receptor VEGFR-2.

wrlogpmesh angigensd nEYnee

Figura 12. VEGFR-2 y sus mecanismos de accion [72].

3.3.9. Receptor del factor de crecimiento endotelial vascular-3
(VEGFR-3)

Es un receptor tirosina kinasa relativamente estable de superficie celular que se
encuentra altamente glicosilado con un peso molecular aproximado de 180kDa. Su
transcripciébn genera dos diferentes formas que difieren entre si por sus extremos

carboxilo-terminal; la forma predominante en los tejidos, corresponde a un transcrito
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de 5.8 Kb, mientras que la variante alternativa consta de 4.5 Kb [73]. Después de la
biosintesis, la forma glicosilada del VEGFR- 3, es cortada proteoliticamente en el
quinto dominio de Ig, aunque las cadenas resultante permanecen unidas por un enlace
disulfuro. Los ligandos del VEGFR-3 el VEGF-C y VEGF-D estan involucrados en la
linfangiogénesis, al igual que en la angiogénesis y en la migracion célular, a pesar de
que el VEGF-A no se une a este receptor.

Es expresado en las CEs vasculares en las etapas tempranas del desarrollo, mientras
que después de la organogénesis permanece restringido a las CEs linfaticas; también
se puede sobre-expresar tanto en tumores vasculares benignos como malignos de
nifos y adultos. Este receptor se encuentra activado en los capilares sanguineos de
reciente formacion que rodean a los tumores sélidos, siendo importante tanto para la
génesis de la neo-vascularizacion inducida por el tumor, como para el mantenimiento

del recubrimiento de las CEs durante la angiogénesis tumoral [59,60,62,70].

3.3.10. Neuropilina 1 y Neuropilina 2 (NRP-1 y NRP-2)

Las neuropilinas homologas NRP-1 y NRP-2; son co-receptores glicoprotéicos para
VEGFR-1/2, y para VEGFR-3 respectivamente, sin actividad quinasa, que se
encuentran en la superficie celular, son capaces de wunirse a las

colapsinas/semaforinas proteinas implicadas en la sefializacion para la guia neuronal.

Ambas son capaces de unirse a VEGF-Asg5 con distintas afinidades; siendo la NRP-1
capaz de unirse a VEGF-B, PIGF y VEGF-E, mientras que la NRP-2 se une a VEGF-
A5 Yy VEGF-C [59,62,74,75].

Son expresadas en muchos tipos de células no endoteliales tales como células de
musculo liso, neuronas, células epiteliales y células inmunes; y se piensa que las
NRPs estan implicadas en la regulaciéon de la migracién de estos tipos distintos de

células.

La NRP-1 de 130-135 KDa contiene solo una cola intracitoplasmica corta y se sabe
gue es capaz de incrementar la unién del VEGF-Azss con el VEGFR-2, actuando a
manera de co-receptor [76]. Por si misma, la NRP-1 puede mediar la sefializacion que
resulta en migracion celular y supervivencia de las CEs, aunque no su proliferacion. Al
igual que el VEGFR-2, la NRP-1 se encuentra particularmente expresada en algunas
células tumorales, ademas de las CEs vasculares, probablemente estimulando el

crecimiento y la migracion de la célula tumoral [59].
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Figura 13: Representacion de los receptores de Neuropilinas y sus sitios de unién al VEGF [76].

3.4. Anticuerpo monoclonal humanizado Bevacizumab

Hace mas de una década, en 1993, se logr6 el desarrollo de la humanizacion del
anticuerpo comercial Avastin o Bevacizumab, murino anti-VEGF Mab A.4.6.1 a través
de técnicas avanzadas de ingenieria genética, de modo que el anticuerpo resultante
conserva la especificidad de la molécula original, siendo 93 % humano y 7 %
proveniente del anticuerpo murino [77]. Este anticuerpo humanizado al igual que el
murino es capaz de unirse y neutralizar todas las isoformas del VEGF-A en especial a
la isoforma 165, con una alta afinidad (Kd = entre 1,1 y 0,8 nmol/L respectivamente) y
sus fragmentos proteoliticos bioactivos logrando una inhibicion maxima del crecimiento

del tumor humano.

Su vida media es de 17-21 dias [78], posee 214 aminoacidos y tiene un peso
molecular aproximado de 149.KDa. El epitope de unién de Bevacizumab se ha
definido por el andlisis de la estructura cristalina de un complejo Fab (Fraccion variable
del anticuerpo) ligando. Las propiedades y farmacocinética del anticuerpo estudiadas

en varias especies son consistentes con el anticuerpo monoclonal humanizado [79].

Figura 13. Representacion de la molécula de Bevacizumab. Los dominios de unién humano y murino estan mostrados

en verde y morado, respectivamente [24].
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Una vez formado el complejo anticuerpo-VEGF, este impide y bloquea la unién a sus
receptores, flt-1 y KDR, sobre la superficie de las CEs, neutralizando la actividad
biol6gica del VEGF y provocando la reduccion de la vascularizacién de los tumores
[80].
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Figura 14. Mecanismo de accién del Bevacizumab [80].

Se encuentran en curso varios ensayos clinicos que utilizan inhibidores del VEGF en

una gran variedad de neoplasias malignas [79].

En 1997, Genentech inici6 ensayos clinicos de fase | con Bevacizumab y fase Il. Los
estudios de fase | mostraron que la administracion del anticuerpo como agente Unico
era relativamente no toxica y que afiadir regimenes de quimioterapia estandar no
altera significativamente la asociacién de toxicidades. En 1998, se comenzaron los
estudios de Fase Il con Bevacizumab en diferentes tipos de tumores, ya sea como un
solo agente o en combinacién con quimioterapia. La combinacién del anticuerpo con
guimioterapia a base de fluoropirimidinas (5-florouracilo, leuvocorin e irinotecan) se
estudié por primera vez en la linea de cancer colorrectal metastasico y el cancer de
pulmén de células no pequefias de estadio lllb / IV (NSCLC). Los resultados de
eficacia mas alentadores fueron vistos cuando se combind Bevacizumab con
guimioterapia en el cancer colorrectal y de células no pequefas y cuando se usa como
un solo agente en el cancer de células renales resultando en un incremento del tiempo
de progresion y de la supervivencia [79-81]. El Bevacizumab fue aprobado por
primera vez en la FDA (Food and Drug Administration) en el afio 2004 para el
tratamiento del cancer de colon avanzado y ha sido aprobado para cancer de pulmén
avanzado (2006), rifién y cerebro (glioblastoma) (2009). También fue aprobado para el

cancer de mama metastésico en 2008 bajo el programa de aprobacién acelerada. Bajo
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este programa un medicamento puede ser aprobado en base a los resultados de los
datos clinicos que sugieren que el farmaco tiene un beneficio clinico importante. Sin

embargo, se necesita informacion adicional para confirmar los datos [82].

3.5. Angiogénesis y Bevacizumab en LNH

Una angiogénesis sostenida es esencial para el desarrollo de tumores sélidos, liquidos
y para el desarrollo de metastasis. Es por ello que la interrupcion de las vias de
sefalizacién que rigen la vascularizaciéon tumoral proporciona una potencial estrategia

para frustrar la progresion del cancer [85].

Considerando todo lo anterior, se sabe que el VEGF es un factor paracrino derivado
de los tumores, dénde su expresion es necesaria para la entrega de oxigeno y
nutrientes para el crecimiento tumoral, por lo cual su bloqueo ha sido clave para el

desarrollo de las denominadas estrategias anti-antigénicas.

En todos los tipos de LNH se ha observado el proceso de angiogénesis, debido al gran
incremento de la expresion de los factores que regulan dicho proceso. El aumento de
factores angiogénicos conlleva al desarrollo de la angiogénesis y esto se relaciona con
la malignidad, agresividad y subtipos de LNH [83-86].

Se observo en estudios realizados en pacientes con LNH que se encontraban en
etapas avanzadas o en las primeras o segundas recidiva, que al tratarlos con
Bevacizumab, presentaron respuestas parciales y en un 14 % de ellos la enfermedad
se estabilizé. A su vez se confirmo que la expresion del VEGF y del VEGFR-1 se limita
a las células malignas, mientras que el VEGFR-2 se expresa predominantemente en
las células endoteliales de los LNH; observando que la concentracién plasméatica de

VEGF se reduce durante el tratamiento con Bevacizumab [86].

3.6. Utilizaciéon de fragmentos de anticuerpos

La investigacion comprende el estudio de variadas aplicaciones que se ajusten
econdmicamente y cientificamente al objetivo deseado, es por esto que se debe
internalizar en la comprension y utilizacion de nuevas técnicas que permitan el posible

desarrollo de los objetivos.

La utilizacién de los anticuerpos produce una amplia gama de efectos no deseados e
innecesarios mediados por sus fragmentos constantes (Fc), una solucion para

liberarse de los Fc es el empleo de los fragmentos de union al antigeno (Fab) [87].
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Otro de los inconvenientes del empleo de los anticuerpos como agentes terapéuticos o
de diagndsticos es la falla al suministro, dado que varios de los tumores sélidos tienen
barreras fisicas sustanciales que impiden la penetracién de los anticuerpos al centro
tumoral y los efectos para los cuales han sido disefiados se ven disminuidos. También
se sabe que los tiempos de vida media de los anticuerpos en el organismo van de los
17 a 25 dias, esta prolongada vida media esta mediada por la interaccion de los Fc
con el receptor Fc neonatal (FCRn), y esto dificulta la utilizacion de los anticuerpos
como marcadores de diagnosticos dado a que reduce el contraste de imagen; por lo
cual una solucion a ello seria el empleo de un agente que sea eliminado rdpidamente

de la circulacion a través del rifdn.

Tomando en cuenta lo anterior, los fragmentos de unién al antigeno de anticuerpos
monoclonales brindan la oportunidad de nuevas posibilidades terapéuticas y
diagnosticas debido a que poseen procesos de produccién mas simples y de altos

rendimientos.

El fragmento de union al antigeno (fragmento Fab) se compone de un dominio variable
constante y una de cada una de las cadenas pesada y ligera.

El proceso de fragmentacién de anticuerpos se lleva a cabo mediante agentes
reductores y proteasas que digieren o escinden porciones de algunas partes de la
estructura de la proteina inmunoglobulina (IgG). Uno de las proteasas mas
comunmente utilizadas es la papaina. Cuando las moléculas de IgG se incuban con
papaina en presencia de un agente reductor, uno 0 mas enlaces peptidicos en la
region bisagra se dividen, produciendo tres fragmentos de tamafio similar: dos

fragmentos Fab y un fragmento Fc [87-89].
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Figura 15. Representacion esquematica de las diferentes formas de anticuerpos que muestra la molécula de IgG

clasica junto con fragmentos de anticuerpo generados a partir de estos [88].

El empleo de fragmentos mas pequefios permite una penetracion mas profunda con la
misma afinidad del anticuerpo. También son Utiles en la formacion de imagenes y en el
diagnostico o terapia del cancer. Los que han sido disefiados para ser multiméricos

son utiles cuando se dirigen a multiples antigenos asociados a enfermedades [90].
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Algunas de las muchas ventajas que se obtienen al utilizar los fragmentos de los

anticuerpos se pueden resumir como [88]:
¢ Reduccion de las interacciones de unién no especifica Fc.
e Capacidad para controlar las uniones Fc-proteina.
e Penetracion mas eficiente en los tejidos.
¢ Sensibilidad potencialmente mayor en la deteccion de antigenos.

¢ Eliminacion de la inmunogenicidad de la regién Fc en los estudios de union

antigeno-anticuerpo.

e Sistema mas simple para el estudio de la base estructural para el

reconocimiento inmune.

¢ Inmunogenicidad por debajo de la del anticuerpo intacto para los experimentos

in-vivo.

e Sistemas de produccion mas simples. La produccion de fragmentos de
anticuerpos es posible con sistemas microbianos tales como E. coli y
levaduras, que se traduce en un menor costo de los productos y una mayor

aplicacion de los beneficios de estas moléculas terapéuticas.

Mayor tasa de depuracién a partir del suero y los tejidos.

Durante las ultimas tres décadas se han disefiado fragmentos de union a antigenos
mas pequefios, inicialmente por protedlisis y posteriormente por ingenieria genética

para producir fragmentos mono o multivalentes [91].

Los agentes Fab son la clase mas antigua de anticuerpos monoclonales, esta clase de
fragmentos también es la mas utilizada y la mas exitosa y gracias a ello que existen

tres aprobados por la FDA para aplicaciones clinicas.

1. Abciximab ReoPro, Centocor (Johnson & Johnson) es un Fab de un
anticuerpo quimérico contra la glicoproteina plaquetaria Ilb / llla, aprobada
en 1994 como un complemento para prevenir la trombosis durante el
cateterismo de la arteria coronaria para el infarto de miocardio con elevacion
del ST.

2. Ranibizumab (Lucentis, Genentech) es un Fab humanizado dirigido contra el

factor de crecimiento vascular endotelial A, aprobado en 2006 para la el
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tratamiento de la neovascularizacion (himeda) en la degeneracion macular

relacionada con la edad.

3. Certolizumab pegol (UCB) es un pegilado anti-TNFa Fab aprobado en 2008

para el tratamiento de la enfermedad de Crohn.

Existen pocas comparaciones directas entre fragmentos y anticuerpos de tamafo
completo, pero los datos disponibles sugieren que Certolizumab pegol no es
intrinsecamente mas seguro o mas eficaz que otros anticuerpos anti-TNFa. También
se espera que el Bevacizumab se aproxime mas a la eficacia de Ranibizumab en
forma significativa y con un menor gasto. Otros comparaciones requerirdn datos
adicionales para moléculas en desarrollo temprano, por ejemplo, anti-CD20 SMIPs
TRU-015 o SBI-087 que pueden competir con Rituximab y Ofatumumab, y CAB0O51, un
anticuerpo anti-Her2 / un nuevo anticuerpo "miniaturizado" que puede competir con

Trastuzumab.

Los Fabs y las moléculas "3G" incluyendo "nanobodies"”, "minibodies" y "unibodies", y
las diversas moléculas bi- y tri- especificas, estan comenzando a desarrollarse
clinicamente y la ingenieria molecular sin duda tiene mayores ambiciones por segur
investigando en este desarrollo. Asi, la promesa de la terapia de fragmentos de

anticuerpos permanece, aln no completa, pero en constante ascenso.

3.7. Imagenologia Molecular

La Imagenologia molecular se define como la visualizacion, caracterizacion y medida
de procesos biolégicos a nivel molecular y celular en seres humanos u otros seres

vivientes [92].

La Imagenologia molecular es una herramienta mas a la hora de la realizacion de
exadmenes médicos que nos permite la deteccion de variadas anormalidades
moleculares que constituyen a la enfermedad, en especial a las enfermedades
relacionadas al area de oncologia y neurologia. Es capaz de caracterizar, obtener
informacion morfolégica, estructural, metabdlica y funcional de procesos biolégicos de
los seres vivos a nivel celular mediante la utilizacion de imagenes. Es una técnica poco
invasiva que tiene como objetivo el diagnéstico temprano en fases iniciales de la
enfermedad, siendo un punto a favor a la hora de los tratamientos oncologicos. Esta
técnica en investigacion se ha puesto cada vez mas en manifiesto y es ampliamente

empleada en Medicina Nuclear.
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En medicina nuclear se emplean sustancias radiactivas en cantidades trazas,
permitiendo la obtencién de una variada informacion anatomica y funcional, necesaria
para generar un diagnostico y un tratamiento adecuado de las enfermedades. A su vez
se utiliza la interaccién de radiacion electromagnética con los tejidos y fluidos. Algunas
de las técnicas que suelen utilizarse son: tomografia computada, resonancia
magneética nuclear, rayos X, radiaciones gamma en centellografia y técnicas aln mas
recientes como la tomografia por emision de positrones (PET) y tomografia computada
por emision de simple proton (SPECT) [93,94]. En el correr del tiempo se han ido
implementando nuevas técnicas con diferentes propiedades fisicas, de resolucion y
sensibilidad las cuales incluyen la Imagenologia 6ptica.

La tomografia por emision de positrones acoplada a la tomografia computada
(PET/CT) es una técnica no invasiva utilizada en medicina nuclear, brindando
informacion relevante de las distintas patologias. La imagen se basa en la radiacién
emitida por un trazador radiactivo que es emisor de positrones el cual ha sido
incorporado al paciente. Consta de tres componentes principales: el ciclotron (donde
se aceleran particulas y se producen los radionucleidos), los mddulos de sintesis
ubicados dentro de celdas blindadas (donde se producen los radiofarmacos); y las
camaras PET/CT (donde se adquieren y procesan las imagenes de tomografia por

emision de positrones (PET) y tomografia computada (CT, que utiliza rayos X) [96].

La tomografia computada por emision de simple proton (SPECT) es un equipo
desarrollado para la deteccion de la radiacibon gamma emitida por el radiotrazador
utilizado en la administracion al paciente, captura las imagenes que se crean al rotar
las gamma camaras alrededor del paciente y asi obtener y analizar los datos que se
obtienen de la emisién del fotén Unico en forma de rayo gamma. La imagen obtenida

puede ser presentada en cualquier plano 2D, 3D [95-97].
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Figura 16: Esquema de un dispositivo de SPECT [105].

Estas técnicas tienen variadas aplicaciones oncoldgicas, cardiol6gicas y neurolégicas
y mas del 90 % de los pacientes la utilizan ya que en los pacientes oncolégicos
permite distinguir entre tumores benignos y malignos, dado que muchas veces existen
dudas en la anatomia y en los resultados de las biopsias, que dificultan la correcta
identificacion. Permite identificar un tumor primario desconocido en pacientes con
enfermedad metastasico y establecer el grado de malignidad de un tumor. También
nos indica el estadio (extensién) de la enfermedad al diagnéstico y en la recaida
(reestadificacion). Evalla la existencia de enfermedad recurrente o residual. Establece
la topografia de las lesiones metastasico en pacientes con niveles elevados o en
ascenso de marcadores tumorales. Evalla la respuesta a la terapia oncoldgica y la
planificacidn de la radioterapia. Ademas, el PET/CT tiene importantes indicaciones en
neurologia, vinculadas con el diagnéstico de enfermedades neurodegenerativas
(demencias), trastornos del movimiento y epilepsia. Asimismo, dentro de las
aplicaciones en cardiologia destacamos el estudio de viabilidad y perfusiébn miocéardica

en situaciones clinicas concretas [98].

Gracias a esta nueva generacion de técnicas mas precisas e innovadoras, utilizadas
en medicina nuclear el investigador se ha visto en una constante bisqueda de nuevos
agentes de imagen, radiotrazadores o radiofarmacos que sean sensibles y especificos

y que puedan ayudar a los pacientes, tanto en diagnostico como en terapia.
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3.8. Radiofarmacos

Un radiofarmaco es una sustancia quimica, con caracteristicas farmacoldgicas apto
para ser administrado a seres humanos para fines diagndsticos y /o terapéuticos. Esta
compuesto por una molécula radioactiva o radiois6topo el cual emite radiacién que nos
permite ver la distribucion y detectar al radiofarmaco que se encuentra unida a una
molécula organica o inorganica o a macromoléculas como anticuerpos monoclonales
o los fragmentos derivados de estos. Esta uUltima es la encargada de transportar el
radiois6topo a los organos, tejidos o células especificos, definiendo asi una ruta
metabdlica para su posterior analisis [99,100].

El radiofarmaco puede clasificarse segun su uso en el area clinica, en radiofarmaco de

diagndstico y/ de terapia [99].

En general puede encontrarse constituido por cuatro partes; la molécula blanco, un
linker o también llamado espaciador, un agente quelante bifuncional (AQB) y el

radioisétopo.

Una molécula blanco debe ser capaz de unirse a su ligando con muy alta afinidad y
especificidad, para que se pueda lograr la selectiva absorcién del radiofarmaco.
Muchas moléculas incluyen anticuerpos monoclonales, fragmentos de los anticuerpos,
pequefios péptidos o ligandos no peptidicos los cuales han demostrado una gran
capacidad para este fin. El linker es una molécula que se encarga de modificar la
farmacocinética del compuesto resultante para que pueda incorporarse correctamente

y que no pierda sus caracteristicas farmacolégicas.

Figura 16. Imagen de la composicion de un radiofarmaco, incluyendo la molécula, el linker, el AQB, el radiois6topo,

y a su receptor o ligando.

El uso, almacenamiento, procedimientos e instalaciones para la correcta produccion
de un radiofarmaco estan sujetas a la autorizacion de las autoridades nacionales y
0 regionales de cada pais y es muy importante que se deban cumplir. También
antes de ser utilizado para uso clinico de rutina debe de demostrar su inocuidad en

el paciente y el beneficio que ofrece en el tratamiento. Este proceso esta
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estrictamente regulado por la Food and Drug Administration (FDA) en los Estados

Unidos y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) en Europa [101].

La distribucién radiofarmacéutica in-vivo nos proporciona una variedad de imagenes
que corresponden a la morfologia funcional de los 6rganos especificos de estudio,
en una forma no invasiva, y es de principal importancia a la hora del diagnéstico de
muchas enfermedades comunes que estan asociadas a funcionamiento incorrecto
de los érganos asi como también en la deteccion de distintos tipos de canceres
[102].

Para diagnéstico se utilizan los radiois6topos que emiten rayos gamma penetrantes
y son detectados por camaras SPECT / PET. La radiacion emitida por el isétopo
usado para la formacion de imagenes en general desaparece completamente
después de 1 dia a través de la desintegracion radiactiva del propio isotopo y a
través de la excrecién normal del cuerpo. Los is6topos que se utilizan con mas
frecuencia para la formacion de imagenes en diagnostico son: #"Tc, %I, 13, 2047,
ny ¥F [103].

El tecnecio-99m es el radionuclido mas utilizado en Medicina Nuclear en todo el
mundo, con alrededor de 76.000 escaneres por dia, que abarca aproximadamente
el 85 % de todos los estudios de SPECT en Medicina Nuclear [104].

Para terapia se utilizan radiois6topos que emiten particulas de corto alcance (alfa o
beta) debido a la capacidad que tiene de perder toda su energia a distancias muy
cortas, causando asi muchos dafios locales (como la destruccion celular). Los
isétopos utilizados en terapia no desaparecen rapidamente como los utilizados en
diagndéstico sino que permanecen mas tiempo en el cuerpo ya que se necesita
aumentar la eficacia del tratamiento, pero esto sigue siendo limitado a varios dias.

Los is6topos terapéuticos mas comunes son: 1, °v, *¥8Rh y "Lu [103].

Cada vez es mas el uso de la medicina nuclear en el mundo y es por esto que cada
vez se estd en constante busqueda de nuevos radiofarmacos que nos permitan
ayudar en la elaboracion de diagnosticos tempranos; y de terapias dirigidas

especificas, que ayuden a comprender e investigar la salud y enfermedad humana.
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3.8.1. Radiofarmacos de *™Tc¢

Los radiofarmacos que utilizan al isotopo **"Tc se pueden dividirse en tres
generaciones [105];

e Primera generacién: Los radiofarmacos son preparados mediante kits que
contienen al ligando, al agente reductor y al buffer necesario para ajustar el
pH de la solucion. Son utilizados principalmente para la distribucion
biol6gica en el organismo y son los mayormente comercializados.

e Segunda generacion: son utilizados como vectores especificos es decir
estan disefiados para logara la unidn especifica al receptor para el cual el
ligando fue disefiado. Deben ser preparados con agentes quelantes
bifuncionales que unan al ligando y a su marcador radiactivo.

e Tercera generacion: en este caso el radiofarmaco consta de la molécula
biologia unida a su isotopo radiactivo sin necesidad de quelantes. La
eliminacion de este tipo de radiofarmaco esta condicionada por el tipo de
eliminacion de la propia molécula biolégica.

El tecnecio (Tc) es un elemento quimico del grupo 7 de los metales de transicion,
puede presentar 8 estados de oxidacion desde el + 7 al -1, debido a que puede ubicar
a sus electrones en las capas 4d y 5s. El estado de oxidacién junto con su estabilidad
van a depender principalmente del ligando al que se encuentre unido, encontrandolo

mas habitualmente en los estados de oxidacion +4 y +7.

Es el primer elemento quimico que se obtuvo de manera artificial, y su peso atémico
depende del isotopo que se ha generado. También puede obtenerse por fisibn en un

reactor nuclear o por la accién de los neutrones sobre el 99Molibdeno (**Mo).

99

Mo
3 decay,
T12=66h 99mr
~ transition, 73,5, = 6.01 h
99 )
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99
12 = 211100y x_Ru

| 99m

Figura 17: Esquema de generacion del *™Tc a partir de **Mo y su semidesintegracién en *Tc y *Ru.
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El **"Tc es el radionucleido que més se utiliza en medicina nuclear dado que tiene un
periodo de vida media relativamente corto, de 6,04 horas. Se administra a pacientes a
bajas concentraciones, emite una radiacion gamma monocroméatica de 140KeV de
energia y es de facil obtencion mediante el generador de **Mo-**"Tc. Dicho generador
esta basado en la adsorcién del radionucleido padre Mo en una columna de alimina,
mientras que el *"Tc se obtiene por decaimiento del *Mo. El **"Tc se obtiene en
forma de *"TcO,4 (en estado de oxidacion +7) perteneciato, por elucion de la columna
con una solucién salina. El " TcO, (+7) se produce en forma estéril, apirogena v libre
de portador, que puede ser utilizada de forma inmediata tanto para la marcacion como
en la administracion, evitando de esta forma las impurezas generadas por la
desintegracion de ®™Tc a **Tc que tiene un periodo de semi-desintegracién de 2.13 x
10° afios [107].

Saline T #"Tc0,”

charge _ in saline
. TPOAce!
0

Porous glass disc
Adsorbent : | (s = B TR e P =5
[aluminium oxide with ; ) =
Mo0,2) | N ' SRR DR

R -

Lead shielding

Figura 18.Generador “°Mo-*"Tc [106].

Los diferentes estados de oxidacion del **"Tc pueden lograse mediante la utilizacién
de agentes reductores como el HCI concentrado, Acido Ascorbico y Cloruro de estafio
entre otros. El mas utilizado en la practica para la elaboracion de los radiofarmaco de
Tc es el ion estannso Sn?* ya que presenta un abaja toxicidad y se logran elevados
rendimientos de marcacion. El uso de estos agentes se debe a que el perteneciato
obtenido por elucién se encuentra en estado de oxidacién + 7, lo que lo hace poco
reactivo. Al cambiar su estado de oxidacion logramos un compuesto que logra

interaccionar mas facilmente con el agente quelante.

Una vez obtenida la solucion, se deben controlar las especies reducidas que se

obtiene del ®™Tc, como son: la especie TcO," que se encuentra a pH inferiores a 1.2;
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al elevarse el pH se une a un grupo OH" estabilizandose, mientras que a valores

superiores a 2 se forma la molécula neutra TcO,".

Por lo cual en la mayoria de las preparaciones con *"Tc, en el preparado final pueden

estar presentes por lo menos tres especies radiactivas:

e ®"Tc libre bajo la forma de **"TcO,, que no ha sido reducido por el agente

reductor empleado.

« ®"T¢ reducido que no reaccioné con el agente ligando y se encuentra como
gngCOz.HzO.

» Compuesto de interés marcado con *™Tc.

Los radiofarmacos de tecnecio una vez que han sido incorporados al organismo por el

sistema vascular, tienen tres etapas de eliminacion:

¢ Una eliminacion rapida, donde el ion que se encuentra en los tejidos pasa
al fluido intersticial. Se encuentra afectada por la concentracion de los iones
que estan presentes en dicho fluido y por la presién osmotica que se ejerce
entre la entrada del ion desde el tejido al fluido.

e Una eliminacion intermedia, en esta eliminacién intervienen los sistemas
glandulares que eliminan al ion perteneciato del tejido por un bombeo iénico
dependiendo de la concentracion de dicho ion que se encuentre en su
interior.

¢ Una eliminacion lenta o eliminacién renal, en la cual interviene la tasa de

excrecion urinaria y la filtracion glomerular del i6n **™TcOy,.

Por esta razén se deben disefar estrategias de marcado que aseguren la correcta
formulacion del compuesto para poder ser administrado y utilizado como un adecuado

radiotrazador para el diagndstico de enfermedades [107-109].

3.8.2. Marcacion utilizando el is6topo *™Tc

Para realizar la correcta marcacién con el isotopo de *"Tc a la molécula dirigida
contra su blanco especifico, se han descripto una serie de diferentes enfoques entre

los cuales podemos distinguir [110]:

- Enfoque integrado: utiliza un quelante no natural, se utiliza una fraccién de la

molécula que es removida para ser reemplazada por este metal. Algunas
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consecuencias mas directas que se pueden presentar son que se pierda
afinidad por su receptor, que se produzcan alteraciones en el tamafio y en la
conformacion de la molécula. Algunos ejemplos que son el cambio de un

enlace C-C por enlaces del metal con O, N o S [111].

- Uso de agentes guelantes bifuncionales (AQB): en este caso se utiliza el AQB,
una molécula que es capaz de unirse a la molécula y de coordinar al metal. Se
puede utilizar un linker o espaciador para casos en los que el sitio bio-activo de

la molécula y sus propiedades farmacocinéticas no se desee modificar.

- Enfoque hibrido: Se utiliza un secuencia de tres péptidos para quelar al metal
ya que los péptidos Gly,Gly,Gly; Cys,Gly,Gly; Gly,Cys,Cys o Cys,Gly,Cys
presentan un grupo de atomos donadores de electrones. La estructura de los

péptidos se puede encontrar de forma lineal o ciclica.

La utilizacién de una de estas técnicas se ve reflejada en el estudio que se quiere
realizar y en la disponibilidad de material para poder ser realizada. El uso de los
agentes quelantes hoy en dia es una de las técnicas mas utilizadas a la hora de
sintetizar radiofarmacos de diagndsticos ya que nos brinda buenas caracteristicas

fisicas y quimicas que son aptas para ser utilizados [110-112].
3.8.3. HYNIC: Agente quelante bifuncional

El hidrazinonicotinamida o mejor conocido como HYNIC es un quelante bifuncional
gue posee un grupo hidracina altamente reactivo y con una quimica de conjugacion
altamente eficaz para la marcacion de biomoleculas con la utilizacion del isotopo *™Tc

para la obtencion de imagenes moleculares.

Mas alla de la utilizaciéon con tecnecio el agente tiene una variada versatilidad para el
desarrollo de mejoras en su eficacia para la utilizacién en disefios que permiten la
mejora de especificidad del sitio, en la disponibilidad de bloques de construccion de
aminoacidos, de grupos protectores mejorados y ademas posee una variada seleccion

de co-ligandos.

También tiene como ventaja que los productos resultantes son relativamente

hidrofilicos y esto favorece su rapida depuracion [113].

Posee algunas desventajas a la hora de su utilizacion como el desconocimiento de la

estructura exacta de las especies formadas, los complejos resultantes suelen ser
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negativamente cargados y no pueden atravesar barreras biolégicas como la barrera

hematoencefélica [114-117].

La conjugacion de la molécula de HYNIC a biomoleculas se basa en la formacion de
un enlace amida que se forma con un éster activado de HYNIC con un amina presente
de la biomolecula. Si la conjugacion en moléculas peptidicas el conjugado es mediante
acople directo.
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Figura 19: Representacion de distintas estructuras para los radioconjugados formados utilizando tricina como

coligando.

La molécula es capaz de coordinar al metal a través del atomo de N del anillo de
piridina y/o atomo de N del grupo hidracina, pero ademas se requiere la utilizacion de

co-ligandos para lograr completar la esfera de coordinacion del metal.

Para ello se utilizan diferentes co-ligandos y uno de los més utilizados para la
conjugacion con tecnecio en la tricina, ya que el sistema tricina-HYNIC posee una gran
cinética de etiquetado. Sin embargo se ha observado en soluciones diluidas su
estabilidad es relativamente baja. Por estas razones se han disefiado otros co-
ligandos como el EDDA que genera menor cantidad de complejos con una mayor

estabilidad pero en contraparte tiene una eficiencia de marcacion menor [118,119].
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Figura 20. Co-ligandos mas utilizados para la marcacién de HYNIC con *"Tc: a) Tricina; b) EDDA; c)

derivado hidrosoluble de trifenilfosfina; d) acido nicotinico [119].
3.9. Imagenologia Optica

La Imagenologia Gptica es una técnica que se basa en la utilizacion de luz para formar
imagenes e interrogar funciones celulares y moleculares en el cuerpo con vida, asi
como en tejidos de animales y en plantas. La informacién que logra obtener se basa
en la composicién del tejido en estudio y de los procesos biomoleculares que estén
ocurriendo en él. Las imagenes se producen mediante el uso de fotones de luz con

longitudes de onda que van desde el ultravioleta cercano al infrarrojo [121].

Para generar el contraste en la imagen se suelen utilizar:
¢ Agentes exdgenos que nos dan la sefial como, tintas o sondas de imagen.
¢ Agentes enddgenos que poseen en su estructura moléculas 6pticas como el
NADH, hemoglobina, colagenos, etc.
e Genes informadores que nos permiten la identificacion correcta de la

imagen.

Algunas técnicas de imagen 6ptica que se pueden encontrar son:

¢ Imagen de fluorescencia con uso de luz cercana al infrarrojo (700-900nm):
esta técnica implica la excitacién de un fluorocromo por una fuente de luz de longitud
de onda inferior, y la luz emitida o luz de excitacién es detectada a una longitud de
onda superior. Esta luz es captada por una camara con dispositivo de carga acoplada
(CCD) de alta sensibilidad.

En la actualidad hay dos fluoroforos aprobados por la FDA para su aplicacion

clinica: indocianina verde (ICG) y el azul de metileno.
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e La tomografia 6ptica difusa (DOT) se basa en el uso de la luz difusa que
penetra en los tejidos con multiples proyecciones y produce imagenes tomograficas.
Utiliza formaciones de laseres y detectores en multiples configuraciones geométricas
alrededor del objeto. Puede proporcionar informacién cuantitativa acerca de la
absorcion de la luz, la dispersion de luz, y la captacion de agentes de contraste de
fluorescencia

¢ La espectroscopia optica difusa (DOS) combina la luz cercana al infrarrojo de
multifrecuencia con intensidad modulada y onda continua y asi cuantifica la absorcion
del tejido. El espectro de dispersion va desde los 650 hasta 1000nm.Permite el analisis
cuantitativo de las concentraciones cromoforas de oxihemoglobina, deoxihemoglobina,
metahemoglobina, agua y lipidos en los tejidos.

¢ El microscopio confocal es un método de microscopia Optica en el que las
estructuras en el plano enfocado son visibles y las que estan fuera del plano enfocado
estan suprimidas. Permite la coleccion de conjuntos de datos de imagenes
microscopicas tridimensionales y tiene varias ventajas como la capacidad de controlar
la profundidad del campo, la posibilidad de eliminar la informacion proporcionada por
la imagen desenfocada la cual degrada la imagen y la capacidad de obtener secciones
Opticas consecutivas en especimenes gruesos. Otras de las técnicas que podemos
encontrar son: Dispersion Raman Coherente, Imagen ponderada en superficie,

Deteccion de phase-array, Imagen multifoténica y Microscopia intravital.

Este tipo de técnicas se ha incrementado en los udltimos afios ya que posee la
habilidad de identificar in-vivo caracteristicas moleculares de los tumores que son de
gran importancia a la hora de la comprension del proceso tumoral, con la ventaja de no
perturbar el medio biol6gico, por su facil utilizacibn asi como también por la
caracteristica de ser un proceso menos invasivo para el paciente y con muy buenos

resultados.

3.9.1. Sulfo-Cyanine7 NHS-ester (Cy7) 0 ICG

La Cyanina7-NHS-éster (Cy7) es un colorante fluorescente que pertenece a la familia
de cianinas de tintes sintéticos de polimetina. Tiene un maximo de absorbancia de 747
nm y un maximo de emisién de 776 nm. Es utilizado en técnicas de marcacion de
biomoléculas para su empleo en imagenologia Optica. Entre sus caracteristicas estan
su pequeiio tamafio, buena solubilidad acuosa e insensibilidad al pH que ronde entre 3

y 10. Es muy utilizada en marcacion de agentes especificos para imagen tumoral, ya
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gue tiene la propiedad de que no es afectada por la autofluorescencia del tejido, por lo
gue es un buen candidato para ser empleado para marcado fluorescentre de péptidos
y anticuerpos [122.123].
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Figura 21: Espectro de absorcion y emision del fluorocromo Cy7, con sus picos de absorcion a 747 y de emision a
776 nm [123].

56



4. Materiales y Métodos



4.1. Obtencién de Fragmentos Fab’s del Anticuerpo
Bevacizumab (Avastin®)

Para la obtencion de Fragmentos Fab del Bevacizumab se llevaron a cabo 2
etapas.

a) Primera etapa — Digestion del Bevacizumab empleando la enzima papaina,
enzima proteolitica que provoca la ruptura de multiples enlaces, en este caso
es empleada para esccindir el anticuerpo por la region bisagra para producir los
fragmentos Fc y Fab del Bevacizumab.

El anticuerpo  monoclonal Bevacizumab (Avastin®; 25 mg/mL) producido por
Genetech, Inc., fue proporcionado por laboratorios Roche del Uruguay,

Para llevar a cabo la fragmentacion se emplearon dos viales. Un vial conteniendo el
anticuerpo Bevacizumab (5 mg, 250 uL) que fue disuelto a un volumen final de 500 uL
con Buffer de Digestion (10 mM EDTA, 80 mM L-Cisteina-HCI, pH 7). El otro vial
conteniendo la enzima Papaina (relacién 1:10, 0.5 mg de Papaina, Sigma-Aldrich)
disuelta en 500 ul de Buffer de digestion.

Ambos viales se juntaron y la mezcla de reaccién fue incubada a 37 °C, a 225 rpm por
durante 24 h.

Pasado el respectivo tiempo, la mezcla de reaccion fue centrifugada a 200 xg por 10
min, descartando el pellet y conservando el sobrenadante. Este procedimiento se

realiz6 3 veces.

Posteriormente el sobrenadante obtenido se transfiri6 a un Amicon Ultra 0.5 mL
centrifugal filters de 30 KDa y se centrifugd a 4500 g durante 10 min. El concentrado
obtenido fue disuelto a 500 ul en buffer fosfato salino (PBS, pH 7), este procedimiento

se realizd 3 veces.

Por dltimo se midio la Absorbancia para determinar la concentracion de la solucién
obtenida utilizando un coeficiente de extincion molar de 1.45; con la siguiente férmula:

Proteina (mg/mL) = Abs,g,. Factor de dilucion/ E,gg

b) Segunda etapa - Purificacion y afinidad de la digestion, la cual se realizé
empleando una columna de Proteina A Agarosa (Thermo Fisher) equilibrada
con PBS pH 7.

58



Los fragmentos Fab’s obtenidos fueron recolectados y se determind su concentracion
midiendo su respectiva Absorbancia a 280 nm de la misma forma que fuese descrita

anteriormente.

-‘ \ / —=y
Papain Proten A
Resvn Rvsm
lgG k ]] 2Fab
[150kDa) l‘aDkDal (50kDa each)

Figura 22: Pasos de la fragmentaciéon de anticuerpos empleando papaina [124].

4.2. Controles de proceso y de calidad de los fragmentos

Controles de proceso: Se llevd a cabo una electroforesis en gel de poliacrilamida

(SDS-PAGE al 10 % en condiciones no reductoras y reductoras) [125].

Para ello se deben prepararan dos geles; el gel concentrador y el gel separador. Para
preparar los genes se mezclan todos los componentes exceptuando el TEMED y el
APS 10%, los cuales se agregan al final dado que son los responsables de la

gelificacion.
Tabla 7. Cantidades de los componentes a para la preparacion del gel al 10 %
Gel
SDS
%Poro H,Opp) Archilamida/ Buffer 1o concentrador Gel separador
(i

(ml) (ml) Bis (ml) (ml)
(ml) TEMED APS | TEMED | APS

10 0.4 3.3 2.5 0.1 10 50 5 25

Una vez solidificado el gel separador se coloca el gel concentrador encima y se espera

que solidifique de igual forma que el anterior.

Posteriormente se siembran las muestras preparadas con el buffer de corrida en los
carriles y se comienza la corrida a 140 V y 4 mA (amperaje constante). Una vez
transcurrido el tiempo de corrida se desarma el casette y se coloca a teiir el gel en

solucion de Azul de Comassie R-250 durante toda la noche a temperatura ambiente y
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con agitacion suave. Finalmente se lava el gel con decolorante a 37°C durante 3-4 hs

y se registran los resultados fotograficamente.

Controles de calidad: se realizan los siguientes controles de calidad a los
fragmentos obtenidos:
a. Analisis por espectrometria de masa (MALDI TOF/TOF, Abi Sciex) de
adquisicion lineal.
b. HPLC (High Performance Liquid Chomatography) utilizando una columna TSK-
GEL 63000 SWXL 7.8 mm x 30 cm (TOSOHAAS), modo isocratico, buffer fosfato
0,05 M, pH 7.4, flujo 1 mL/min, equipado con detectores UV y Nal(Ti).

4.3. Conjugacion HYNIC- Fab's (Bevacizumab)

El HYNIC utilizado para llevar a cabo la conjugacién fue sintetizado en nuestro
laboratorio por el grupo del Dr. Pablo Cabral, Dr. Wiliams Porcal y la Msc. Ma.

Fernanda Garcia.

La conjugacion de Suc-HYNIC-Fab’s (Bevacizumab) comprende la etapa de
derivatizacion y posteriormente la purificacion del conjugado, de esta forma se retira el

exceso de HYNIC que pudiera haber permanecido.

La derivatizacion fue iniciada por adicion de 16 uL de NaHCO; 1M a la solucién de
Fab's (Bevacizumab) previamente purificados (3 mg de Fab’s aproximadamente).
Posteriormente se les adicionaron 0.33 pumol Suc-HYNIC en 7.1 yL de DMSO (J. T.
Baker). La mezcla fue incubada a 18 - 25 °C durante 30 minutos y oscuridad, pH 8.

El conjugado fue purificado del HYNIC libre por cromatografia de exclusion molecular
en una columna Sephadex G-25 (PD-10, Amersham Biosciences) con buffer acetato
de sodio, 0.15 M, pH 6.4. Se recolectaron 10 fracciones de 1 mL vy se realiz6 una
dilucién 1/20 de cada fraccién con el buffer acetato de sodio. Se midié la Absorbancia
de las diluciones 1/20 para determinar la concentracion de la muestra (E280 = 1.45).
Se juntan en el mismo vial a aquellas fracciones (no diluidas) que haya presentado la

mayor concentracion de proteina.

Se controla la calidad de la conjugaciéon HYNIC-Fab’s (Bevacizumab) por HPLC y
MALDI-TOF.
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4.4, Marcacion con *™Tc de HYNIC-Fab (Bevacizumab) y

controles de calidad

La marcacion del conjugado con *™Tc se realizé6 mediante dos etapas.

a)

b)

La primer etapa consistid en preparar una solucion de 9 mg de Tricina (N-
[Tris(hidroximetil)-metil]glicina, Sigma) y 10 mg de SnCl,.2H,O (J. T. Baker),
pH=4.5. Para ello los 9 mg de Tricina se disolvieron en 0.8 mL de agua y se
ajusté el pH a 4.5-5 con 0,05 mL de HCI 2.0 M. En un segundo vial, se
disolvieron los 10 mg de SnCl,.2H,O en 0.5 mL de HCI 2.0 M y se tomaron
0.05 mL de esta solucibn para adicionarla al vial que contiene la Tricina
disuelta.

En una segunda etapa, para llevar a cabo la marcacion con *"Tc, se ajusto el
volumen del vial que contiene la mezcla Tricina/SnCl,, hasta un volumen de 10
mL con NaCl 0.9 %. Posteriormente, se adicionaron 12 pL de la solucién
anterior a la solucién de HYNIC-Fab (Bevacizumab), y esta solucion se le
adicion6 Na**"TcO, (Generador de “Mo-*"Tc, Tecno Nuclear) hasta un
volumen no mayor de 1 mL y con una actividad maxima de 185 MBq
aproximadamente medida utilizando un Calibrador de Dosis Capintec CRC7,
contador de centelleo solido con un cristal 3’x 3” de Nal(Tl) asociado a un
analizador multicanal ORTEC. La mezcla se incub6 a temperatura ambiente
durante 30 min. Todos los solventes empleados fueron previamente purgados

con N, gas.

La pureza radioquimica del conjugado marcado fue cuantificada mediante el empleo

de una columna PD-10, equilibrada y eluida con NaCl 0.9 %, a un flujo de 1.0 mL/min.

El eluato fue colectado de a fracciones de 1 mL y su radioactividad fue controlada en

el calibrador de dosis mencionado anteriormente.

A su vez la pureza radioquimica fue verificada por tres sistemas cromatograficos

diferentes, para lograr identificar todas las impurezas radioquimicas presentes.

Los sistemas cromatograficos utilizados se detallan en la Tabla 8.
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Tabla 8. Controles cromatogréficos del ™ Tc-HYNIC-Bevacizumab

Control Fase estacionaria Fase movil Rf Molécula
0.0 M Tc-HYNIC-Fab’s(Bevacizumab) y
#MTc0,.H,0
1 ITLC-SG NaCl 0.9%
1.0 M Te-tricing, ™ TcO4
M Tc-HYNIC-Fab’s(Bevacizumab),
#MT0,.H,0 y ¥ Te-tricina
2 Watmann 1 MEK 0.0
1.0 ¥ Tco,
3 ITLC-SG impregnada en | EtOH-NH3-H20 0.0 99mTc02.H20
BSA (2:1:5)
99mTc-HYNIC-
Fab’s(Bevacizumab),
0.8-1.0
99mTec-tricinay 99mTcO4-

También, la pureza radioquimica fue analizada mediante HPLC utilizando una columna
TSK-GEL 63000 SWXL 7.8 mm x 30 cm (TOSOHAAS), modo isocratico, buffer fosfato
0,05 M, pH 7.4, flujo 1 mL/min, equipado con detectores UV y Nal(Ti).

4.5. Estabilidad de **"Tc-HYNIC-Fab (Bevacizumab)

La integridad de **™Tc-HYNIC-Fab (Bevacizumab) fue analizado por medio de la
incubacién en NaCl 0.9% y en suero a 37°C. Las mezclas de reaccién fueron

analizadas por HPLC hasta 4 h.
4.6. Ensayo de competencia con L-Cisteina

La estabilidad radioquimica del **"Tc-HYNIC-Fab (Bevacizumab) fue analizado
mediante un ensayo de competencia, descripto por Hnatowich et al [126]. El ensayo
se realizd mediante la incubacion de 90 pL (3.7 MBq) de *"Tc-HYNIC-Fab
(Bevacizumab) con 10 pL de L-Cisteina 1 y 10 mM (Sigma-Aldrich, USA), cuyas
concentraciones finales en la solucién resultaron de 0.1 y 1 mM de L-Cisteina,
respectivamente. Todas las mezclas de reaccion fueron incubadas a 37°C y

analizadas por HPLC hasta 4h.
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4.7. Cultivo y crecimiento de lalinea celular Toledo

La linea celular humana Toledo se origina a partir de Linfoma difuso de células
grandes (DLCL), subtipo de Linfoma no Hodgkin (LNH). La misma fue adquirida de la
American Type Culture Collection (ATCC). El medio base que se utilizé para esta linea
celular fue RPMI-1640 (ATCC), para hacer que el medio de crecimiento sea completo
se le agregd al medio Suero Fetal Bovino (SFB) inactivado a una concentracion final
de 10 % y 2 mM de L-glutamina. El cultivo fue incubado a 37°C con 5% de CO,.

4.8. Conjugacion de Fab (Bevacizumab) con isotiocianato de

fluoresceina (FITC)

La reaccion de conjugacion de FITC con los Fab (Bevacizumab) (FITC-Fab
(Bevacizumab)) se llevé a cabo empleando una relaciéon molar 10:1 (pH 9), durante 1
hora a temperatura ambiente y oscuridad. El exceso de FITC sin reaccionar fue
removido mediante centrifugaciéon usando Amicon ULTRA 30k a 14000 rpm por 10

minutos.

Posteriormente fue calculada la concentracibn de proteina en mg/mL segun la

siguiente férmula:

MQg/mL proteina = AbS2g0 - (AbS492 X 0, 35)/ 1.4

Los moles de proteina y de FITC fueron calculados segun la siguiente formula:
moles proteina= MG/ML proteina/ 1.5 x 10°

moles rire = Absag, / 0.69 x10°

Por dltimo se calculé la relacion FITC: proteina (F:P) segun la siguiente féormula:

F:P = moles grc/ moles proteina-
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4.9. Andlisis por citometria de flujo en la linea celular Toledo
con FITC-Fab (Bevacizumab)

Luego de la disgregacion de las células Toledo, éstas fueron lavadas tres
veces en PBS (5 min, 600xg), bloqueadas con PBS-BSA 3% por al menos 1 h. Luego
fueron nuevamente lavadas e incubadas con 2 pg of FITC:Fab (Bevacizumab) en
PBS-BSA 1 %. Luego de 1 h de incubacién en oscuridad, las células fueron lavadas
tres veces con PBS (5 min, 600xg) y los datos fueron adquiridos empleando el
citometro de flujo FACSCALIBUR® (BD Biosciences, San José, CA, USA). Los
controles empleados fueron los siguientes: sélo células y control FITC-isotipo (2ug
para cada ensayo) para determinar los niveles de auto-fluorescencia o de reacciones

inespecificas.

4.10. Modelo animal e induccién tumoral con lalinea celular
Toledo

Fueron utilizados ratones machos Balb/c y hembras Balb/c Nude, de 8-10
semanas (20-24 g), los cuales fueron obtenidos del bioterio animal de la Universidad
de la Republica Oriental del Uruguay y del bioterio central de la Facultad de Medicina-
USP.

Para llevar a cabo la induccion tumoral en ratones Balb/c Nude, se les inyecté de
forma subcutanea las células Toledo a una concentracién 0.5x10’ (con una viabilidad
de por lo menos 95%). Todos los procedimientos fueron realizados segun los
principios éticos del Colegio Brasilero de experimentacion animal y aprobado por el
comité de ética de la Facultad de Medicina de San Pablo (protocolo aprobado namero
279/12). Los ratones fueron mantenidos con agua y comida ad libitum durante todo el
tiempo de experimentacion, en un ambiente de temperatura y humedad controlado.
Todos los procedimientos que involucran animales fueron aprobados por el Comisién

Honoraria de Experimentacion Animal local.
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4.11. Ensayos biolégicos in- vivo de biodistribucién con *"Tc-
HYNIC-Fab (Bevacizumab)

La evaluacion bioldgica in-vivo del *™Tc-HYNIC-Fab (Bevacizumab) fue realizada por
estudios de biodistribucién en ratones machos Balb/c y hembras Balb/c Nude
previamente inoculados con células Toledo. Animales (n=5 por grupo) fueron
inyectados por la vena de la cola con aproximadamente 7.4 MBq del **"Tc-HYNIC-Fab
(Bevacizumab) purificado y sacrificados por dislocacién cervical luego de 2, 6 y 24 h.
Los tejidos seleccionados (tumor, corazén, higado, pulmones, tiroides, rifiones,
estdbmago, bazo, tracto gastrointestinal y vejiga) fueron extirpados, enjuagados de la
sangre residual, pesados y sus radiactividad medida en un detector de Nal(TI)
anteriormente mencionado. La sangre y orina fueron también colectados y medidos en
el contador gamma. La actividad de los 6rganos o tejidos y tumoral fue expresada
como porcentaje de actividad (% Act) y como porcentaje de actividad por gramo de
tejido (% Act/g). Para el analisis estadistico se utilizo test de t de Student para datos
no apareados, se eligio un nivel de 95% de confianza para determinar diferencias
significativas entre los compuestos, con un p < 0.05.

4.12. Estudios imagenoldgicos

Las estudios de iméagenes SPECT/CT fueron realizados por inyeccion de 148-370
MBg/mg de *"Tc-HYNIC-Fab (Bevacizumab) por la vena de la cola en ratones
machos Balb/c y hembras Balb/c Nude previamente inoculados con células Toledo.
Luego de 0.5, 2 y 6 h post-inyeccion, los animales (n = 3 por tiempo) fueron
anestesiados con una mezcla de gases (aire y 1-1.5% de isoflurano) y sometidos a
imagenes SPECT/CT. Las imagenes fueron adquiridos a 0.5, 2y 6 h luego de la
inyeccién del conjugado marcado en un equipo Triumph micro SPECT/CT (Gama
Medica), utilizando dos cristales de ioduro de sodio en combinaciéon con un colimador
multi-pinhole de 1 mm de apertura y un radio de rotacion de 5.5 cm, 64 proyecciones
con > 9Kctps en todos los animales, seguido de la adquisicion CT. Todas las
im&genes adquiridas se analizaron por Amide con los mismos parametros de umbrales
(75%) para la interpretacion de los datos y fueron reconstruidas con un filtro de

correccion OSEM seguido de la generacion Amira DICOM [127].
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4.13. Conjugacion de Fab’s (Bevacizumab) con Cianina 7-NHS
éster (Cy7 NHS-éster)

Una solucion de 2 mg/mL de Fab’s (Bevacizumab) fueron disueltos en 0.5 mL de NacCl
0.15 M y centrifugados a 14.000g por 10 min at 4 °C con Amicon Ultra 0.5 mL
centrifugal filter 20K MWCO (Sigma-Aldrich). Posteriormente, el buffer fue sustituido
por NaHCO; 0.1 M (pH 8.3) y esta solucion conteniendo el Fab fue mezclado con una
solucion de Cy7 NHS-éster disuelto en dimetilsulfoxido (DMSO). La reaccion fue
llevada a cabo durante 2 horas en oscuridad. Para remover el Cy7-NHS libre, la
mezcla fue centrifugada a 14.000g por 10 min a 4 °C usando un Amicon Ultra 0.5 mL
centrifugal filter 20K MWCO (Sigma-Aldrich) y luego al conjugado se le reemplazé el
buffer con PBS.

Posteriormente fue calculada la concentracién de proteina en mg/mL segun la

siguiente férmula:

La relacién de Cy7:Fab en el conjugado final fue calculada segun la siguiente férmula:
Cy7/ Fab = (Abs747 x PM) / mg/mL proteina X € cy7
PM: Pero Molecular del Fab

€ oy7 : Coeficiente de extincion del Cy7 a Absz47 = 210000 cm™M™*

4.14. Imagenes fluorescentes in-vivo en LNH con Cy7-Fab’s

(Bevacizumab)

Las imagenes in-vivo fluorescentes en ratones Nude portadores de LNH con
Cy7-Fab (Bevacizumab) fueron realizadas para evaluar la distribuciéon tumoral. Las
imagenes fueron adquiridas a 0.5, 2, 6, 24, 48 y 72 h luego de la inyeccién de de Cy7-
Fab(Bevacizumab) (100 ug/100 uL por la vena de la cola) empleando el equipo IVIS
Spectrum charge-coupled-device camera system (Xenogen Corp., Alameda, CA, USA)
y se analizaron las imagenes mediante el empleo del Software Living Image 4.3.1. Las
imagenes fueron adquiridas empleando filtros a 745 nm y 800 nm para excitacion y

emision respectivamente.
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5. Resultados



5.1.0btencidén de los fragmentos Fab del Bevacizumab

Para comprobar la efectiva digestion se realizé el andlisis por electroforesis en
gel de poliacrilamida en condiciones reductoras y no reductoras. En la Figura 23 se
observdé la presencia de una Unica banda en condiciones no reductoras
correspondiente al anticuerpo Bevacizumab (carril 1, 150 kDa aproximadamente). A
su vez se observo tanto en los carriles 2 y 3 la presencia también de una Unica banda
correspondiente a los Fragmentos Fab obtenidos de los anticuerpos Bevacizumab y
Tocilizumab con un peso molecular aproximado de 50 KDa. Por otro lado, en
condiciones reductoras (carriles 7, 8 y 9), en el caso del Bevacizumab (carril 7) se
apreciaron todas las bandas correspondientes a un anticuerpo reducido. A su vez, en
estas mismas condiciones empleando los Fab de Bevacizumab (carril 8) y Tocilizumab
(carril 9) Unicamente se apreciaron dos bandas correspondientes a los pesos

moleculares de 50 y 25 kDa.

215KDa

120KDa

84 KDa

60 KDa

39.2KDa

28 KDa

18.3KDa

Figura 23: Andlisis por SDS-PAGE al 10% en condiciones no reductoras y reductoras.
M: Marcador de peso molecular; Carriles: 1) Bevacizumab, 2) Fab (Bevacizumab), 3) Fab (Tocilizumab), 7)
Bevacizumab, 8) Fab (Bevacizumab), 9)Fab (Tocilizumab).

A su vez la efectiva digestion fue analizada mediante un estudio por MALDI-
TOF/TOF determinando que la relacion m/z del Fab(Bevacizumab) puro fue de
47072.5 Da (Figura 24).
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Figura 24: Resultado obtenido del Espectro de masa para el Fragmento (Bevacizumab).

Por dltimo se analizaron los Fragmentos obtenidos mediante HPLC obteniendo un

tiempo de retencién de 8.38 min (Figura 25).

200 pan Rt: 838 m Uv_H

100

o
0,00 z,00 4,00 &,00 &,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00  min

Figura 25: Analisis por HPLC de Fab (Bevacizumab).

5.2.Conjugacion HYNIC-Fab(Bevacizumab)

En la reaccién de conjugacién los grupos g-amino de los residuos de lisina de los
fragmentos Fab’s del anticuerpo, reaccionan con el C carboxilico del éster del HYNIC,

gue es altamente electrofilico, desplazando los fragmentos grupo succinimida.

Con el fin de separar el conjugado HYNIC-Fab(Bevacizumab) del HYNIC libre, se
realizo la purificacion por columna PD-10 recogiendo las eluciones de 4 y 5 mL, y asi

recuperando mas del 90% de la cantidad del Fragmento inicial conjugado (Figura 26).
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Figura 26: Conjugacion HYNIC-Fab's (Bevacizumab) purificado por PD10. Los picos de absorbancia corresponden a

las fracciones de 4y 5 mL.

La derivatizacion se control6 por MALDI TOF/TOF (Figura 27). La relacion m/z de
HYNIC-Fab (Bevacizumab) para (MH)" fue 47173.5 Da, resultando entre 1-2

moléculas de HYNIC por molécula de Fab.

471735

Figura 27: Espectro de masa obtenido para el conjugado HYNIC-Fab (Bevacizumab).

Por dltimo la derivatizacion se controlé por HPLC logrando un tiempo de retencion de
8,35 min, Figura 28.
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Figura 28: Andlisis por HPLC del conjugado HYNYC-Fab (Bevacizumab).

5.3.Marcacion con  *"™Tc  del conjugado  HYNIC-
Fab(Bevacizumab)

La conjugacion de los fragmentos Fab's del Bevacizumab con HYNIC se realiz6 de
forma rapida, sencilla y eficiente. El conjugado HYNIC-Fab (Bevacizumab) fue
marcado con *"Tc a temperatura ambiente con una actividad especifica de 89.50 +
2.83 MBg/mg con una eficiencia de marcacion previa a la purificacién. Las posibles
impurezas *™Tc-Tricina, ™ TcO, libre y ®"Tc0O,.H,0 fueron determinadas por PD-10,
ITLCy HPLC.

El andlisis por PD-10 mostré que *"Tc-HYNIC-Fab (Bevacizumab) eluye de la
columna a un volumen de retencién de 4-5 mL, mientras que el *™TcO, libre y *"Tc-

Tricina resultan en un pico a 8-9 mL (Figura 29).
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Figura 29: Cromatografia de exclusién molecular de *™Tc-HYNIC-Fab(Bevacizumab), con un volumen de retencion de
4-5 ml y de 8-9 ml para 99mTc04-.

El analisis por ITLC empleando una relacion de 9 mg de Tricina / 10 mg de Sn reveld
que ®"Tc-HYNIC-Fab (Bevacizumab) presenta una pureza radioquimica del 90% a los

30 min post marcacion (Tabla 9).
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Tabla 9: Porcentaje de pureza radioquimica del marcado *"Tc-HYNIC-Fab (Bevacizumab) por andlisis de ITLC.

Kit

Tricina/Estafio

9/10
99mTcO4- (%) 0%
99mTc-Tricina 0%
(%)
99mTcO2.H20 0%
(%)
PRQ (%) 90%

En el sistema de HPLC, los radiocromatogramas revelaron un valor de R, de 11.83 y
8,28 min para ®"TcO, y *"Tc-HYNIC-Fab (Bevacizumab), respectivamente (Figura
30). Se observo que el pico de radioactividad para *™Tc-HYNIC-Fab (Bevacizumab)
obtenido a 8,28 min se superpone con el grafico UV (280 nm; 8,35 min) (Figura 30).

Al Rt: 8,35 m Uv_a

z,0
0,0
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 min
3,009ces *1000 Rt: 828 m Chi|
2,00
Rt: 11.83 m

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 min

Figura 30: Abajo: Perfil obtenido por HPLC para 99mTc-HYNIC-Fab (Bevacizumab), con un tiempo de retencion de
8,28 minutos. Arriba: Perfil obtenido para HYNIC-Fab (Bevacizumab) con un Rt de 8.35 m.

5.4. Estudios de estabilidad in vitro de *™Tc-HYNIC-Fab

(Bevacizumab)

Los estudios de estabilidad radioquimica de %™Tc-HYNIC-Fab(Bevacizumab)
revelaron que el marcado fue estable por al menos 3 h en NaCl 0.9% y a 37°C,
mostrando una pequefia variacion de la integridad del complejo de solo un 8% a las 4
h mientras que en suero se observaron modificaciones de la estabilidad de

aproximadamente un 5 % (Tabla 10).



Para evaluar la cinética de “™Tc-HYNIC-Fab(Bevacizumab) en condiciones
fisiolégicas, se llevd a cabo un estudio de competencia por medio de la incubacion del
conjugado marcado en distintas concentraciones de L-Cisteina. Se observaron
inestabilidades del complejo marcado aproximadamente de 7 y 17% luego de 4 h de
incubacion con 0.1 y 1 mM de L-Cisteina, respectivamente. Como control, todas las
incubaciones se realizaron simultdneamente comparando con la incubacién en NacCl
0.9% a 37°C (Tabla 10).

Los datos de la Tabla 10 indican que *"Tc-HYNIC-Fab (Bevacizumab) se mantiene
estable tanto en condiciones salinas como en suero, revelando sefales de
degradacion Unicamente al incubarse el complejo en cantidades importantes (gran
exceso) del ligando competidor. Se sabe que la L-Cisteina es un ligando muy potente

y que puede formar complejos muy estables con el *"Tc.

Tabla 10: Estabilidad radioquimica in vitro de *™Tc-HYNIC-Fab(Bevacizumab) en 0,9% NaCl, suero, 0.1y 1 mM de L-
Cisteina a 37°C. Las medidas de HPLC fueron obtenidas con una columnaTSK-GEL 63000 SWXL 7.8 mm x 30 cm
(TOSOHAAS), modo isocratico, buffer fosfato 0,05 M, pH 7.4, flujo 1 mL/min,, equipado con detectores de absorbancia
UV y de centelleo Nal(TI).

Tiempo (h) %PRQ NaCl 0,9% | %PRQ 1 mM L- | %PRQ 0.1 mM | %PRQ Suero a 37°C
a 37°C Cisteina a 37°C L-Cisteina a 37°C

0 99,50 + 3,08 - - -

1 98,33+ 2,34 93,52 + 3,96 96,12 + 3,32 98,58 + 2,40

2 94,63 £ 3,44 92,39+4,51 92,63 £ 5,68 97,21 + 4,84

3 93,55+ 3,22 92,12 +£ 3,12 92,51+ 3,14 94,85 + 3,27

4 91,05+ 5,19 82,81+ 1,02 92,08 £ 1,56 94,17 + 5,58
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5.5. Conjugacion de Fab’s (Bevacizumab) con isotiocianato de

fluoresceina (FITC)

La concentracién de proteina en mg/mL obtenida fue de 1.38 mg/mL. A su vez la

relacion de moles grc/ moles proteing = 6.37

5.6. Analisis por Citometria de flujo en la linea celular Toledo
con FITC-Fab’s(Bevacizumab)

En las figuras 31 y 32 se observan los histogramas respectivos de los analisis por
citometria de flujo tanto de las células sin permeabilizar (Figura 31) como
permeabilizadas con Tween (Figura 32) empleando FITC-Fab(Bevacizumab). Se logré
observar el aumento de la capacidad de union de FITC-Fab(Bevacizumab) al VEGF al
ser permeabilizadas las células en comparacién a las células sin permeabilizar;
verificando de esta forma que dicha linea celular podria ser un adecuado modelo para
la induccién de tumores de LNH; asi como también para lograr analizar el proceso de

la angiogénesis tumoral en LNH asociado a la sobreexpresiéon del VEGF.
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Figura 31: Grafico obtenido del clittmetro de las células sin proceso de permeabilizacion.

74



] Nombre Pablacion
Ll O Fab-Rituzumab 3150
Fab-Bevaciz. 4712
g solo celulas 5954
- 1 | Cel.Perm. 5003
B 0 Fab-Tociliz 5300
B ]
=]
& Bl "H
] ‘ |
1;0'_ }
o] £
1:1‘0 1|:|= 1|:|-l 13‘5
FIT-C

Figura 32: Grafico obtenido de citometro de las células permeabilizadas.

En la figura 33 se observa graficadas las medias geométricas de las células sin
permeabilizar vs. células permeabilizadas, notdndose un significativo aumento de la
media geometria al estar presente el FITC-Fab(Bev) con las células permeabilizadas;
demostrando la efectiva unién del compuesto al factor VEGF que se encuentra a nivel

citoplasmatico.
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Figura 33: Grafico de la media geometrica de las celulas toledo sin permeabilizar y permeabilizadas para

Fab(Bevacizumab)-FITC.

5.7. Estudios de biodistribucion en ratones Balb/c nude
normales y portadores de LNH inducidos.

Los detalles de los estudios farmacocinéticos en ratones Nude normales y portadores

de tumores inducidos mediante inoculacion de la linea celular Toledo se encuentran

detallados en las figuras 34 y 35.

También se detalla el estudio de las relaciones 6rgano blanco/6rgano no blanco

(tumor/sangre, tumor/musculo) en la figura 36.
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Figura 34. Biodistribucién en ratones Balb/C normales. (n=5, %A/g + DS).
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Figura 35: Biodistribucion en ratones Balb/C portadores de LNH. (n=5, %Act/g + DS).
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Figura 36: Relacion tumor/sangre, tumor/musculo en ratones Balb/C portadores de LNH.

En la Tabla 11 se detallan los valores obtenidos de los estudios farmacocinéticos
aplicados a ratones sanos y portadores de LNH.
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Tabla 11: Estudios farmacocinéticos de *™

Tc-HYNIC-Fab(Bevacizumab) utilizando ratones Balb/C normales y
portadores de tumores inducido a 2, 6 y 24 h p.i. Los valores fueron expresados como %Act por gramo (0 %Act) (media

+ SD, n=5).

Ratones Balb/C normales Ratones Balb/C nude con tumor inducido

Tejidos 2h 6 h 24 h 2h 6 h 24 h

Porcentaje de dosis inyectada/gramo (%Act/g)*

Sangre 0.69+0.09 0.74+0.20 0.80+0.46 7.01+0.63 3.26+1.10 1.77+0.64
Higado 1.35+0.03 0.91+0.14 0.75+0.21 4.21+0.33 3.24+0.95 3.85+1.38
Corazon 1.04+0.10 1.01+0.14 0.61+1.01 2.69+0.86 1.27+0.29 1.51+0.53
Pulmones 1.84+0.06 1.41+0.52 1.76+0.63 3.16+1.16 1.88+0.56 2.37+1.63
Bazo 0.75+0.13 0.47+0.25 1.31+0.23 3.44+0.30 2.47+0.65 1.11+0.71
Rifiones 4.48+0.08 3.92+0.63 2.72+0.50 6.06+20.97 | 6.90+£19.36 3.09+5.79
Tiroides 1.47+0.43 0.56+0.12 1.39+0.79 2.04+1.24 1.22+0.35 2.25+0.86
Musculo 1.06+0.52 1.10+0.31 0.40+0.68 0.71+0.09 0.28+0.07 0.62+0.58
Hueso 1.79+0.96 2.11+0.44 1.14+0.47 1.59+0.33 0.83+0.30 0.97+0.06
Estomago 1.19+0.26 0.84+0.18 0.70+0.46 2.73+0.79 4.87+3.00 1.09+0.07
TI 1.72+0.27 1.91+0.51 1.56+0.40 2.33+0.69 3.49+1.40 0.74+1.00
Tumor - - - 1.43+0.49 4.90+1.30
2.44+0.72

Porcentaje de dosis inyectada (%Act)*

Intestino 2.76x0.72 2.72+0.40 2.45+0.63 4.16%1.90 3.60+1.53 2.84+1.99

Orina 88.73+0.63 | 87.27+0.48 | 90.60+2.22 | 68.78+2.60 | 76.60+8.20 | 82.28+1.56

Relacion de absorcion de tumor/ tejido normal*

Tumor/Sangre - - - 0.35 0.44 2.77

Tumor/Musculo - - - 3.42 5.13 7.88

* Datos presentados como %Act/g (0 %Act) + desviacion estandar (DS) (n=5). TI=Tracto intestinal.

De los resultados de la tabla 11 podemos observar una elevada retencion de *"Tc-
HYNIC-Fab(Bevacizumab) a nivel de los rifiones, sugiriendo que este radiotrazador
posee un metabolismo renal. La radioactividad en los rifiones de ratones portadores de
tumores fue de 6.06 £ 20.97 %Act/g, 6.90£19.36 %Act/g y 3.09 £ 5.79 %Act/lga 2,6 y
24 h, respectivamente. En el higado, la absorcion a los mismos tiempo fue 4.21 + 0.33
%Act/g, 3.24 + 0.95 y 3.85 + 1.38 %Act/g, respectivamente. Estos datos estan
acompafados por el bajo porcentaje de dosis inyectada en el intestino y alto
porcentaje de dosis inyectada a nivel de la orina. A 2 h p.i.,, 68.78 + 2.60 %Act de
9¥MTc-HYNIC-Fab(Bevacizumab) ha sido excretada en la orina y 4.16 + 1.90 %Act
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detectada en los intestinos, en ratones portadores de tumores (n=5). Los valores de la

orina incluyen el %Act a partir de la orina colectada y también la obtenida en la vejiga.

Se observo a nivel tumoral una elevada retencién de *™Tc-HYNIC-Fab(Bevacizumab).
A 2 h luego de la inyeccion, la absorcion a nivel tumoral fue de 2.44 + 0.72 %Act/g
seguido por 1.43 + 0.49 %Act/g a 6 h'y 490 £ 1.30 %Act/g a 24 h luego de su
inyeccién. Ademas se observaron relaciones tumor vs. Misculo de 3.42,5.13y 7.88 a

2, 6y 24 h, respectivamente.

5.8. Imagenes PSPECT/CT de *™Tc-HYNIC-Fab(Bevacizumab)

Los datos de las biodistribuciones fueron corroborados por la evaluacién del
radioconjugado mediante la adquisicion de imagenes. Las imagenes fueron realizadas
a 0.5, 2y 6 h p.i. de 35-55 MBq de **"Tc-HYNIC-Fab(Bevacizumab) por la vena de la
cola.

A pesar de una intensa actividad detectada a nivel del térax, se observé una
significativa captacion a nivel tumoral (sefialado con la fecha). La visualizacion de
captacion tumoral comienza desde 0.3 h, logrando su maxima visualizacién a 2 h p.i, y

a 6 h p.i. comienza su depuracion, visualizdndose una intensa captacion renal.
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Figura 37. Imagen USPECT/CT de **"Tc-HYNIC-Fab(Bevacizumab) (colimador HRES con 1,4 mm, 127x127 mm
campo de vision trans-axial, 64 proyecciones con > 9Kctps) en ratones Balb/C normales y portadores de LNH inducido

a 0.5 h post-inyeccién de *"Tc-HYNIC-Fab(Bevacizumab).
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Figura 38. Imagen USPECT/CT de *™Tc-HYNIC-Fab(Bevacizumab) (colimador HRES con 1,4 mm, 127x127 mm

campo de vision trans-axial, 64 proyecciones con > 9Kctps) en ratones Balb/C normales y portadores de LNH inducido

a 2 h post-inyeccion de *™Tc-HYNIC-Fab(Bevacizumab).
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Figura 39. Imagen USPECT/CT de *"Tc-HYNIC-Fab(Bevacizumab) (colimador HRES con 1,4 mm, 127x127 mm
campo de vision trans-axial, 64 proyecciones con > 9Kctps) en ratones Balb/C normales y portadores de LNH inducido
a 6 h post-inyeccién de *"Tc-HYNIC-Fab(Bevacizumab).

5.9. Conjugacién de Fab’s(Bevacizumab) con Cianina 7-NHS
ester (Cy7 NHS-ester)

La concentracion de proteina en mg/mL obtenida fue de 1.25 mg/mL. A su vez la

relacion de Cy7: Fab(Bevacizumab) fue de 2.25.

5.10. Imégenes fluorescentes in-vivo en LNH con Cy7-Fab

(Bevacizumab)

Los datos de las imagenes por fluorescencia de Cy7-Fab(Bevacizumab) se muestran
en la Figura 40. Las imagenes fueron realizadas a 0.5, 2, 24, 48 y 72 h p.i. de 100
ug/100 uL de Cy7-Fab(Bevacizumab), revelando una clara fluorescencia a nivel
tumoral y a nivel de los linfonodos axilares hasta 72 h p.i. Dicha fluorescencia a nivel

axilar de Cy7-Fab(Bevacizumab) fue verificada al realizar la imagen ex-vivo.
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Figura 40. Iméagenes iVis (IVIS Spectrum In Vivo ImagingSystem, Perkin Elmer) en ratones Balb/C nude portadores de
tumores de LNH inducido a los 0.5, 2, 6, 24, 48 y 72 h, con Cy7-Fab(Bevacizumab) y de los linfonodos axilares a 72 h.

Abajo a la derecha, se observa la imagen de los linfonodos axilares ex-vivo.



6. Discusion



La inhibicidn del proceso de angiogénesis se ha puesto en practica como una técnica
clave para inhibir el crecimiento tumoral y detener el posible desarrollo de metastasis.
Una de las posibles estrategias anti-angiogénicas representa la inactivacién de la
union de los VEGFs a sus receptores utilizando anticuerpos monoclonales disefiados
especificamente contra estos, dado que se ha demostrado que estos factores juegan

un rol central en la promocion de la angiogénesis tanto fisiolégica como tumoral.

Uno de los anticuerpos monoclonales utilizados en las mencionadas estrategias anti-
angiogénicas es el anticuerpo Bevacizumab, el cual es capaz de unirse a dichos
factores. EI VEGF es ampliamente expresado en la mayoria de los tumores de tipo
sélido y actualmente se ha encontrado que se sobre expresa también en tumores
liguidos, como es el caso del LNH, relacionando su elevada expresion a un mal
pronédstico. Debido a que los fragmentos de unién al antigeno de los anticuerpos
monoclonales (fragmentos Fab) poseen adecuadas caracteristicas para estudios
diagndéstico, nos hemos centrado en su empleo dado que representan un excelente
blanco para el desarrollo de nuevos agentes de imagen para diagnéstico y terapia del
cancer. La posibilidad de visualizar el status y realizar un screening in vivo del VEGF,
podria contribuir a la caracterizacion de su expresion como también al estudio de la

progresion tumoral.

De esta forma la marcacion de los fragmentos Fab tanto con un emisor gamma (como
el **™Tc) como con un emisor de fluorescencia (como el Cy7), se podrian emplear
como método de diagnéstico para evaluar la localizacion de la lesibn como su

extension, asi como también para el seguimiento de pacientes con LNH.

Para llevar a cabo los estudios planteados, primariamente se procedié a realizar la
fragmentacion del AcMo Bevacizumab empleando la enzima papaina, con su posterior
purificacion mediante el empleo de una columna de proteina A. Se logré verificar
mediante SDS al 10 % como por HPLC la presencia de los Fab obtenidos de forma
pura, con un peso molecular aproximado de 50 kDa. Posteriormente se realiz6 su
derivatizacion para su posterior marcacion; es muy importante en la marcacion de
moléculas blanco con radionucleidos metalicos que retengan la actividad biolégica de
la biomolécula. El grupo 6-hidrazinonicotinil, conocido como HYNIC, es uno de los
agente quelantes bifuncionales (AQB) mas utilizados y es por ello que los fragmentos
Fab purificados fueron derivatizados con dicho agente. Se control6 la conjugacion
mediante espectrometria de masa y HPLC, confirmando la efectiva derivatizacion de
los Fab y esto nos permitié estimar el nimero de moléculas de AQB por Fab. Al

evaluar los pesos moleculares, se obtuvo una relacion Fab(Bevacizumab):HYNIC de
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aproximadamente 1:1. Estos resultados significan una adecuada conjugacion por parte

del Fab al AQB, lo que posibilitaria obtener adecuadas actividades especificas.

La amplia mayoria de los radiofarmacos que estan clinicamente disponibles en
Medicina Nuclear son complejos de *"Tc debido a las favorables caracteristicas
fisicoquimicas de este radionucleido. Ademas, el **"Tc es facilmente disponible y a

bajos costos a partir de generadores de **Mo-*"Tc.

Las marcaciones de los fragmentos conjugados con *"Tc se desarrollaron de forma
rapida y sencilla, presentado altas purezas radioquimicas, segun se pudo evaluar por
distintos sistemas cromatograficos; HPLC, ITLC-SG, Watmann 1 mm e ITLC-SG
impregnada en BSA. Complementariamente los resultados obtenidos por HPLC
revelaron un marcado estable, no presentando una afectacion de la integridad del Fab

ni la presencia de agregados proteicos.

La estabilidad in-vitro del fragmento radiomarcado evaluado mostraron altos niveles de
pureza en todas las condiciones estudiadas. El estudio realizado con el agente de
competencia L-Cisteina reveld una disminucion de la estabilidad aproximadamente de
un 17 % a 4 h para concentraciones de 1 mM, mientras que a concentraciones de 0,1
mM se observé un leve cambio del 7 % de la pureza radioquimica. Estos resultados
son esperados debido a que la L-Cisteina es un agente de competencia que a altas
concentraciones resulta un competidor muy potente por el radionucleido *"Tc

formando complejos muy estables con el mismo.

Para comprobar la capacidad relativa de union al VEGF de los fragmentos Fab del
Bevacizumab se realiz6 un ensayo por citometria de flujo empleando la linea celular
humana de LNH (Toledo). En dicho estudio se logré verificar la efectiva expresion y
unién por parte de los fragmentos Fab del Bevacizumab al VEGF a nivel
citoplasmético expresado por las células Toledo. Este ensayo nos verific6 que la
induccién tumoral con dicha linea celular podria ser un adecuado modelo para

comprobar la expresion de VEGF asociado a LNH.

Posteriormente, se realizaron estudios para determinar el perfil farmacocinética del
Fab(Bevacizumab) radiomarcado mediante la realizacion de ensayos de
biodistribucién en ratones Balb/C normales y portadores de LNH inducido a 2, 6 y 24 h.
En las biodistribuciones se logré observar que posiblemente las pequefas diferencias
significativas de la absorcion de *™Tc-HYNIC-Fab(Bevacizumab) entre los ratones
normales y portadores de tumores inducidos en todos los 6rganos analizados, podria

deberse a la induccién tumoral empleando ciclofosfamida 24 h previo a la incoulacion
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de las células. Sin embargo, tanto en los ratones normales como portadores de
tumores, se observd una rapida depuracion sanguinea, con eliminacion renal
principalmente, y ausencia de captacion apreciable en otros érganos. La eliminacion
renal, se puede explicar en base a que los productos de metabolizacion de los Fab
(con un peso molecular aproximado de 50 kDa) pueden ser filtrados por el glomérulo
renal unido al radionucleido. Los datos de la biodistribucion de los ratones portadores
de tumores inducidos presentaron a nivel tumoral una elevada retenciéon de *™Tc-
HYNIC-Fab(Bevacizumab). Dos horas luego de la inyeccién, la absorcion a nivel
tumoral fue de 2.44 + 0.72 %Act/g seguido por 1.43 + 0.49 %Act/g y 4.90 + 1.30
%Act/g a 6 y 24 h, respectivamente. Ademas se apreciaron adecuadas relaciones
tumor vs. musculo, las cuales nos permitirian pensar en la realizacion de imagenes a
partir de 2 h posterior a la inyeccién del compuesto marcado. Estos estudios de
biodistribucién fueron corroborados mediante la realizacién de imagenes uSPEC/CT

revelando una significativa eliminacién renal como retencién a nivel tumoral.

La conjugaciéon del fragmento Fab del Bevacizumab con Cy7, se realiz6 de forma
rapida y sencilla, obteniendo un adecuado rendimiento de conjugacién que se

encuentra dentro del rango esperado para dichos compuestos y proteinas.

La imagen en el iVIS obtenidas en ratones con LNH inducidos verificaron, al igual que
el ensayo de biodistribucion e imagenes USPEC/CT empleando un emisor gamma, la
eliminacion renal del compuesto marcado como también la retencion a nivel tumoral.
Dicha retencion fue verificada hasta 72 h posterior a su inyeccion tanto a nivel tumoral
como a nivel de los linfonodos axilares. Dicha captacion a nivel de los linfonodos se
podria deber a que es un lugar de muy alta probabilidad de migracién de células

tumoral para su posterior diseminacién hacia otros sitios.

Esta nueva sonda fluorescente se puede usar para guiar la extirpacion quirargica de
tumores. Debemos tener en cuenta que la fluorescencia de Cy7 podria ser atenuada
por los tejidos interpuestos entre el detector y el tumor, pero durante la escision
quirdrgica esos tejidos se eliminarian. Seria interesante como una perspectiva tener un
agente hibrido del Fab (Bevacizumab), radiactivo y fluorescente, para combinar las

fortalezas de ambas modalidades.
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7. Conclusiones



En el presente trabajo se desarrollé una estrategia simple y efectiva para la obtencién
y marcacion de los fragmentos de unién al antigeno (Fab) con **Tc o con Cy7 y para

su evaluacion quimica y biolégica.

El **™Tc-HYNIC-Fab(Bevacizumab) fue obtenido con altas purezas permaneciendo
estable durante todo el tiempo de observacion. EI mismo pudo ser facilmente y
rapidamente controlado por diferentes sistemas cromatograficos. Las imagenes
realizadas permitieron una adecuada visualizacion a nivel tumoral a partir de las 0.5 h

p.i hasta 6 h.

Las imagenes en el iVIS obtenidas mediante el empleo de Cy7-Fab(Bevacizumab)
fueron similares con las imagenes WSPEC/CT, pero empleando el fragmento
fluorescente se logroé visualizar la captacion tumoral como la migracion de las células

tumorales a los linfonodos axilares hasta 72 h.

Por lo cual, tanto *™Tc-HYNIC-Fab(Bevacizumab) como Cy7-Fab(Bevacizumab)
podrian convertirse en potenciales agentes de imagen para la evaluacion de la
expresion del factor de crecimiento endotelial vascular en LNH de forma no invasiva,
como también podrian contribuir a la decisibn de seguir o no con los tratamientos
quimioterapéuticos o radioterapéuticos dados el alto costo que el uso de éstos
conllevan. Tanto %™Tc-HYNIC-Fab(Bevacizumab) como Cy7-Fab(Bevacizumab)
podrian ser vistos como herramientas clinicas para la realizacion de estudios de
screening del VEGF en tumores que podrian responder a la quimioterapia asociada al

uso de Bevacizumab.

87



8. Referencias bibliograficas

1. Naturaleza del cancer del Instituto Nacional del Cancer.

http://www.cancer.gov/espanol/cancer/naturaleza

2. Datos y cifras del Cancer de febrero 2017 por la Organizacion Mundial de la
Salud. http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/es/

3. Registro Nacional del Cancer, Comisién Honoraria de Lucha contra el Cancer.

4. Folkman J.; Heymach J.; Kalluri R. Tumor angiogenesis. 7th edition Hamilton.
Ontario; B.C. Decker. 2006; 157-191.

5- Carmeliet P.; Jain R.K. Angiogenesis in cancer and other diseases. Nature
2000; 407:249-57.

6- Carmeliet P. Angiogenesis in health and disease. Nat Med. 2003; 9:653-60.)

7- Pelengaris S.; et al. The Molecular Biology of Cancer. 2006; 1th edition.

Australia: University of Warwick )

8- Department of Health and Human Services. National Institute of Health.

National Institute of Cancer.

9- Sanchez de Toledo Codina J.; Sabado Alvarez C. Linfoma de Hodgkin y no
Hodgkin. Pediatria integral 2016 XX (6) 300-400 Universidad Autonoma de

Barcelona.

10- Linfoma no Hodgkin. Sociedad de lucha contra la Leucemia y el Linfoma 2014,
1-53.

11- A clinical evaluation of the International Lymphoma Study Group classification

of Non-Hodgkin's Lymphoma. The Non-Hodgkin's Lymphoma Classification Project.

Blood. 1997; 89:3909.

12-Lichtman, A.M., Beutler, E., Seligsohn, U., Kaushansky, K., Kipps,T. Willimas
hematology 7th Ed. MacGraw-Hill Medical, 2006

13- Australian Institute of health and welfare and austrlaasian association of cancer
regitries. Cancer in Australia. Canberra: Australian Institute of Health and welfare,
2003.

88



14-Jaffe ES, Harris NL, Stein H, Vardiman JW, editors. World Helath Organization
Classification of tumor. Pathology and genetics of Tumor of Haematopoietic and
Lumphoid Tissues. IARC PRESS: Lyon 2001.

15-Najjar, R. Hustinx, G. Jerusalem, G. Fillet, P. Rigo. Positron Emission
Tomography (PET) for Staging Low-Grade Non-Hodgkin's Lymphomas (NHL
Cancer Biotherapy & Radiopharmaceuticals. 2001; 16(4): 297-304.

16-Rodriguez-Vigil, B; Gomez-Leon, N; Pinilla, |, Hernandez-Maraver, D; Coya, J;
Curto, L; Madero,R. PET/CT in lymphoma: Prospective study of enhanced full-dose
PET/CT versus unenhanced low dose PET/CT. J Nucl Med. 2006; 47(10) 1643-48.

17-Carmeliet P.; Jain R.K. Angiogenesis in cancer and other diseases. Nature
2000; 407:249-57.

18-Folkman J. Tumor angiogenesis:therapeutic implications. N Engl J Med.
1971;285:1182-6.

19- Folkman J. Clinical applications of research on angiogenesis. N Engl J Med.
1995;333:1757-1763.

20-Risau W. Mechanism of angiogenesis. Nature. 1997;386:671-4.
21-Carmeliet P. Angiogenesis in health and disease. Nat Med. 2003; 9:653-60.
22-Dvorak HF. Angiogenesis update 2005. Thromb Haemost. 2005; 3: 1835-1842.

23-Dvorak HF, Rons-Whipple A. How tumors make bad blood vessels and stroma.
Am J. Pathol. 2003; 162:1747-1757.

24- Avastin Bevacizumab de www.roche.com./Avastin®

25-Folkman J. Angiogenesis research: from laboratory to clinic. Formu (Geneva)
1999; 93 Suppl 3:59-62.

26-Dvorak HF, Nagy JA, Feng D, Brown LF, Dvorak AM. Vascular permeability
factor/vascular endothelial growth factor and the significance on microvascular

hyperpermeability in angiogenesis. Curr Top Microbiol. Inmunol. 1999; 237:97-132.

27-Rakesh K, Jain Carmeliet, Peter F Carmeliet, Vessels of death or life. Scientifics
American 2001.

89



28-Camacho, X; Cabral, P. “Angiogénesis Tumoral: estrategias diagnésticas y
terapéuticas”. Salud Militar, vol 31, pag 34 - 48, 2012.

29-Dvorak HF, Nagy JA, Feng D, Brown LF, Dvorak AM. Vascular permeability
factor/vascular endothelial growth factor and the significance od microvascular

hyperpermeability in angiogenesis. Curr Top Microbiol. Inmunol. 1999; 237:97-132.

30-Ferrara N. Role of vascular endothelial growth factor in physiologic and

patholgic angiogenesis: therapeutic implications. Semin Oncol. 2002; 29(6):10-14.

31-Brown L.F.; et al. Vascular permeability factor/vascular endothelial growth
factor: a multifunctional angiogenic cytikine. EXS. 1997; 79:233-269.

32-Carmeliet P.; Collen D. Role of vascular endothelial growth factor and vascular
endothelial growth factor receptors in vascular development. Curr Top Microbiol
Inmunol.1999; 237:133-158.

33-Folkman J. Angiogenesis research: from laboratory to clinic. Formu (Geneva)
1999; 93 Suppl 3:59-62.

34-Ruhrberg C. Endogenous inhibitors of angiogenesis. J Cell Sci. 2001;
114:3215-16.

35-O'Reilly M.S.; et al. Angiostatin: a novel angiogenesis inhibitor that mediates
the suppression of metastases by a Lewis Lung carcinoma. Cell. 1997; 88(2):277-
285

36-Singh R.K.; et al. Interferon alpha and beta downregulate the expression of
basic fibroblast growth factor in human carcinomas. Proc.Natl.Acad Sci.1995;
92:4562-4566.

37-Carmeliet P. Angiogenesis in life, disease and medicine. Nature. 2005;
438:932-936.

38- Angiogenes ¢ Podemos Matar de Hambre al Cancer? Lazos contra el Cancer.

http://www.lazoscontraelcancer.com

39-Hanahan D.; Folkman J. Patterns and emerging mechanisms of the angiogenic
switch during tumorigenesis. Cell. 1996; 86:353-64.

40- Folkman J.; et al. Angiogenesis research: guidelines for translation to clinical
application. Thromb Haesmost. 2001; 86:23-33.



41-Fidler 1.J.; Ellis L.M. The implications of angiogenesis to the biology and the
therapy of cancer metastasis. Cell. 1994; 47(79):185-188.

42-Ellis L.M.; et al. Downregulation of vascular endothelial growth factor in human
colon carcinoma cell mice transfected with an antisense expression vector specific
for c-src. J Biol Chem. 1998; 273(2):1052-1057.

43-Folkman J.; Kiogsbrum M. Angiogenesis factors. Science. 1987; 235:442-447.

44- Slavin J. Fibroblast growth factors: At the Herat of angiogenesis. Cell Biology.
1995; 19:431-444.

45- Semenza G.L. Hypoxia-inducible factor-1: master regulation of O2 homeostasis.
Curr Opin Genet Dev. 1998; 8:588-594.

46- Folkman J. Role of angiogenesis in tumor growth and metastasis. Semin.
Oncol. 2002;29:; 15-18.

47-Bergers G and Benjamin LE. Tumorigenesis and the angiogenic switch. Nature
Rev Cancer. 2003; 3:401-409

48-Martinez -Ezquerro y Herrera, Cancerologia 1 2006 : 83-96

49- Shibuya M. Structure and function of VEGF/VEGF-receptor system involved in
angiogenesis. Cell Struct Funct. 2001; 26:25-35

50- Dvorak HF. Angiogenesis update 2005. Thromb Haemost. 2005; 3: 1835-1842.

51-Goodsell D. The molecular perspective: VEGF and angiogenesis. Stem Cells.
2003, 21:118-119.

52-Hoeben A, Landuyt B et al. Vascular endotelial growth factor and angiogenesis.
Pharmacol. Rev. 2004; 56: 549-580

53-Gerber H.P.; Dixit V.; Ferrara N. Vascular endothelial growth factor induces
expression of the antiapoptotic proteins Bcl-2 and Al in vascular endothelial cells. J
Biol Chem. 1998; 273:13313-13316.

54-Gerber H.P.; et al. VEGF regulates endothelial cell survival by the PI3-
kinase/Akt signal transduction pathway. Requirement for FIk-1/KDR activation. J
Biol Chem. 1998; 273:30336-30343.

91



55- Asahara T.; et al. VEGF contributes to postnatal neovascularization by
mobilizing bone marrow-derived endothelial progenitor cells. EMBO J. 1999; 18:
3964-3972.

56-Rousseau S.; Houle F.; Huot J. Integrating the VEGF signals leading to actin-
based maitility in vascular endotelial cells. Physiol. 2001; 280:C11375-C1386.

57-Senger D.R.; et al. Tumor cells secrete a vascular permeability factor that

promotes accumulation of ascites fluid. Science. 1983; 219:983-985.

58-Gabrilocich D.; et al. Vascular endothelial growth factor inhibits the development
of dendritic cells and dramatically affects the differentiation of multiple
hematopoietic lineages in vivo. Blood. 1998; 219:983-985.

59-Ferrara N. Hans-Peter G.LeCounter J. The biology of VGEF and its receptors.
Nature Medicine 9, 2003, 669—-676.

60-Ara, T., DeClerck, Y.A. Interleukin-6 in bone metastasis and cancer
progression. USA EUROPEAN JOURNAL OF CANCER. 2010; 46:1223-1231.

61-Hoeben A, Landuyt B et al. Vascular endotelial growth factor and angiogenesis.
Pharmacol Rev. 2004; 56: 549-580)

62-Folkman J.; Kiogsbrum M. Angiogenesis factors. Science. 1987; 235:442-447.
63- Dvorak HF. Angiogenesis update 2005. Thromb Haemost. 2005; 3: 1835-1842.

64- Shibuya M. Structure and function of VEGF/VEGF-receptor system involved in
angiogenesis. Cell Struct Funct. 2001; 26:25-35

65-Bergers G, Benjamin LE. Tumorigenesis and the angiogenic switch. Nat Rev
Cancer. 2003; 3:401-410.

66- Chiodellil P,Rezzola S,Urbinati C, Federici Signori F, Monti E, Ronca R, Presta
M, Rusnati M.Contribution of vascular endothelial growth factor receptor-2

sialylation to the process of angiogenesis. Oncogene 2017.

67-Partanen T.A.; Paavonen K. Lymphatic versus blood vascular endothelial

growth factors and receptors in humans. Microsc Res Tech. 2001; 55:108-121.

68-Gille H.; et al. Analysis of biological effects and signalling properties of Flt-1
(VEGFR-1) and KDR (VEGFR-2). A reassessment using novel receptor-specific
vascular endothelial growth factor mutants. J Biol Chem. 2001; 276(5): 3222-3230.

92



69- Soker S.; et al. Neuropilin-1 is expressed by endothelial and tumor cells as an
isoform-specific receptor for vascular endothelial growth factor. Cell. 1998; 92: 735-
745.

70-Ferrara N.; Gerber H.P.; LeCounter J. The biology of VEGF and its receptors.
Nat Med. 2003; 9(6): 669-676.

71-Olsson AK; Dimberg A; Kreuger J; Claesson-Welsh L. VEGF receptor signaling-

in control of vascular function. Nature Reviews. Mol Cell Biol. 2006; 7: 359-371.

72-Willet C.G.; et al. Direct evidence that the VEGF-specific antibody bevacizumab
has antivascular effects in human rectal cancer. Nat Med. 2004; 10:145-147.

73-Hainsworth J.; et al. Phase I trial of bevacizumab and erlotinib in patients with
metastatic renal carcinoma (RCC). Proc Am Soc Clin Oncol. 2004; 23:381
(abstr4502).

74-Presta L.G.; et al. Humanization of an anti-vascular endotelial growth factor
monoclonal antibody for the therapy of solid tumors and other disorders. Cancer
Res. 1997; 57:4593-99.

75-World J Gastro enterol 2015 June 21; 21(23): 7065-7073

76- Ferrara N, Hillan KJ, Novotny W. Bevacizumab (Avastin), a humanized anti-
VEGF monoclonal antibody for cancer therapy. Biochem Biophys Res Commun.
2005 Jul 29; 333 (2): 328-335.

77-Sledge G.; et al. A phase Il trial of single-agent rhumab VEGF (recombinant
humanized monoclonal antibody o vascular endothelial cell growth factor) in
patients with relapsed metastati breast cancer. Proc Am Soc Clin Oncol. 2000;
19:3u.

78-Lander R.C.; et al. Phage display derived peptides as therapeutic alternatives to
antibodies. DDT 9. 2004; 525-529.

79-Food and Drug Administration. Avastin (Bevacizumab) information. Department

of Health and Human Services.

80-Zhu Z.; Witte L. Inhibition of tumor growth and metastasis by targeting tumor-
associated angiogenesis with antagonists to the receptors of vascular endothelial
growth factor. Invest New Drugs. 1999; 17: 195-212.

93



81-Pietras R.; Weinberg O. Antiangiogenic Steroids in Human Cancer Therapy.
eCAM. 2005; 2(1): 49-57.

82-Kim K.J.; et al. Inhibition of vascular endothelial growth factor-induced

angiogenesis suppresses tumour growth in vivo. Nature. 1993; 362: 841-844.

83-Fanale M.; Younes A. Monoclonal antibodies in the treatment of non-Hodgkin's

lymphoma. The University of Texas Center, Houston, USA.

84-J.M.LIDDELL. “Production Strategies for Antibody Fragment Therapeutics”
http://www.biopharminternational.com/biopharm/Downstream+Processing/Producti
on-Strategies-for-Antibody-Fragment-Therap/ArticleStandard/Article/detail/601148.
2009

85-Frenken L, van Tuijl E, Bos JW, Muller WH, Verkleij AJ, Verrips CT: ScFv
Verhoeyen ME, van der Logt CP, Beggs TS, Davis PJ. Antibody fragments for
controlled delivery of therapeutic agents. Biochem Soc Trans. 1995; 23:1067-1073.

86- http://absoluteantibody.com/antibody-resources/antibody-engineering/antibody-
fragments/

87-Aron L. ;Tufts N. Bioscience Antibody fragments Hope and hype. University
School of Medicine; Boston, MA USA 2:1, 77-83; January/February 2010.

88- http://absoluteantibody.com/antibody-resources/antibody-engineering/antibody-

fragments

89- Curso basico de metodologia de radiois6topos. Modelos Bioldgicos en

Investigacién, Docencia y Control de Farmacos” CIN Facultad de Ciencias UdelaR.

90- Phelps M.E. PET: the merging of biology and imaging into molecular imaging.
Journal of Nuclear Medicine and Biology. 2000; 41(4):661-681.

91-Meikle S.R.; et al. Small animal SPECT and its place in the matrix of molecular
imaging technologies. Physics Medicine and Biology. 2005; 50(22):R45-R61.

92-Dobrucki L.W.; et al. Approaches to multimodality imaging of angiogenesis. J
Nucl Med. 2010; 51(Suppl 1):66S-79S.

93-Morrison A.R.; Sinusas A.J. Advances in radionuclide imaging in myocardial
biology. J Nucl Med. 2010; 17(1):116-34.

94



94- Camacho. X ; Angiogénesis Tumoral: Desarrollo de radiofarmacos para terapia

y diagnéstico. Facultad de Medicina. Universidad de la Republica. 2013. 60-65.
95- Boleaga .B.Imagenologia molecular anales de radiologia. Mexico 2004-2.63-64.
96- Centro Uruguayo de Imagenologia Molecular. http://cudim.org/pet-ct/

97-Kowalski R.; Falen S. Radiopharmaceuticals in Nuclear Medicine segunda
edicion American Pharmacists Association. 2004.

98- RADIOPHARMACEUTICALS Final text for addition to The International
Pharmacopoeia (November 2008)

99-(Radiofarmacos para el manejo eficaz del cancer en funcién del costo. Boletin
del OIEA 55-4/Diciembre de 2014 (www.iaea.org).

100- Curso béasico de Metodologia de Radioisotopos. Radiofarmacos.

101- Kniess T.; Laube M. ;Wust F.; Pietzsch J. Technetium-99m based Small
Molecule Radiopharmaceuticals and Radiotracers targeting Inflammation and

Infection

102- Casado Solanes S. tecnecio 99m: Radiofarmaco de diagnéstico usado

en la actualidad.

103- H.Spies H.; Pietzch H.J. Stannous Chloride in the preparation of 99mTc

Pharmaceuticals. Technetium 99m Pharmaceuticals. 2007.

104- Mazzi U. Technetium in Medicine. Technetium-99m Pharmaceuticals.
2007; pp 7-58

105- www.nucleus.iaea.org y www.tecnonuclear.com.ar

106- Dilworth J. R.; Parrottb J.S. The biomedical chemistry of technetium

and rhenium. Chem. Soc. Rev. 1998; 27: 43-55.

107- Liu S. The role of coordination chemistry in the development of target-

specific radiopharmaceuticals. Chem. Soc. Rev. 2004; 27: 43-55.

108- Hom R.; Katzenellenbogen J. Technetium-99m-labeled receptor-specific
small-molecule radiopharmaceuticals: recent developments and encouraging
results. Nucl Med Biol. 1997; 24(6):485-98.

95



109- Liu S. Bifunctional coupling agents for radiolabeling of biomolecules and
target specific delivery of metallic radionuclides. Advanced drugs delivery reviews.
2008; 60: 1347-1370.

110- Banerjee S.; Pillai M.R.A.; Ramamoorthy N. Evolution of Tc-99m in
diagnostic radiopharmaceuticals. Semin Nucl Med. 2001; 31:260-277.

111- Jain D. Technetium-99m labeled myocardial perfussion imaging agents.
Semin Nucl Med. 1999; 29:221-236.

112- Meszaros L.K.; et al. Hydrazinonicotinic acid (HYNIC) — Coordination
chemistry and applications in radiopharmaceutical chemistry. Inorganica Chimica
Act. 2010; 363(6):1059-1069.

113- Liu S.; et al. Technetium Complexes of a Hydrazinonicotinamide-
Conjugated Cyclic Peptide and 2-Hydrazinopyridine: Synthesis and
Characterization. Inorg Chem. 1999;38: 1326—1335.

114- Rennen H. J. J. M.; et al. Labeling Proteins with 99mTc via
Hidrazinonicotinamide (HYNIC): Optimization of the Conjugation Reaction. Nucl.
Med.& Biol. 2000, 27: 599-604.

115- Decristéforo C.; et al. 99mTc-HYNIC-[Tyr3]-Octreotide for Imaging
Somatostatin-Receptor-Positive Tumors: Preclinical Evaluation and comparison
with 111In-Octreotide. J Nucl Med. vol. 41, n® 6, pp. 1114-1119.

116- Li Y.C.; et al. Anti-sense oligonucleotide labeled with technetium-99m
using hydrazinonictinamide derivative and N-hydroxysuccinimidyl S-
acetylmercaptoacetyltriglycline: a comparison of radiochemical behaviors and
biological properties. World J Gastroenterol. 2008; 14(14):2235-40.

117- Calzada V, Garcia MF, Alonso-Martinez LM, Camachoc X, Goicochea
E, Ferndndez M, Castillo AX, Diaz-Miqueli A, 1znaga-Escobar N, Montafia RL,
Alonso O, Gambini JP, Cabral P. Fab(nimotuzumab)-HYNIC-99mTc: Antibody
Fragmentation for Molecular Imaging Agents. 2016;16(9):1184-9.

118- Calzada V.; Camacho X,; Garcia F.; Fernandez M,; Brugnini A.;
Chabalgoity A.; Gambini J.P.; Alonso O.; Balter H; Cabral P. Bevacizumab-HYNIC-
99mTc: marcador molecular de angiogénesis tumoral . Year 11, N° 43, January
2009 / Afo 11, N° 43.

96



119- Liu S.; et al. Technetium Complexes of a Hydrazinonicotinamide-
Conjugated Cyclic Peptide and 2-Hydrazinopyridine: Synthesis and
Characterization. Inorg Chem. 1999;38: 1326-1335.

120- SOceti of Nuclear Medicin and Molecular Imagen.

121- Sinusas A.J.; Thomas J.D.; Mills G. The future of molecular imaging.
JACC Cardiovasc Imaging. 2011;4(7):799-806.

122- R.C., Kues, H.A. Absorption and Fluorescence Properties of Cyanine
Dyes.J. Chem. Eng. Data

123. www.lumiprobe.com/p/cy7-nhs-ester (1977), 22: 379-383.
124- www.thermofisher.com. Antibody Fragmentation

125- Laemmeli UK Cleavage of structural proteins during de assembly of the head
of bacteriophage T4.1970.Nature227: 680-185.

126- Hantowich D.J.; et al. Can a Cysteine Challenge Assay Predict the In vivo
Behavior of 99mTc-labeled Antibodies? Nuc Med Biol. 1994;21(8), 1035-1044

127 - Loening A.M.; Gambhir S.S. AMIDE: una herramienta de software libre para
el analisis de imagen multimodalidad médico". Molecular Imaging. 2003; 2 (3):131-
137.

97



Agradecimientos

Especialmente quiero agradecer a mi Padre y familia, por su apoyo constante, por
todo el esfuerzo que pusieron para que esto logre realizarse, por haberme guiado y
acompafado en todos los momentos que los he necesitado.

A Nicolas, por ser mi fiel compafiero en este largo camino, ayudando siempre a que
todo sea mas facil, por su apoyo incondicional y todo su carifio.

A todos mis amigos que han hecho posible la realizacion y finalizacién de mi grado.

A mi tutor, Dr. Pablo Cabral, y mi co-tutora Ms. Ximena Camacho que me dieron la
posibilidad, sin dudar, de realizar este proyecto, por todo su apoyo, confianza,
dedicacion y motivaciéon que han puesto para que culmine esta gran etapa.

A todos mis compafieros de laboratorio con los cuales he aprendido y disfrutado la
realizacion del proyecto.

A todas las instituciones que han contribuido al desarrollo de este proyecto:

- Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica, Uruguay.

- Centro de Investigaciones Nucleares (CIN), Facultad de Ciencias, UdelaR,
Uruguay.

- Espacio Interdisciplinario, Universidad de la Republica, Uruguay.

98



