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1 Resumen

La presente tesis de maestria en Quimica fue desarrollada en el Area

Radiofarmacia del Centro de Investigaciones Nucleares, Facultad de Ciencias.

El proyecto consisti6 en el desarrollo de un potencial radiofarmaco terapéutico
77Lu-DOTA -anti-CD20 para el tratamiento del Linfoma No-Hodgkin (LNH)

en base al radiois6topo Lutecio 177 (177Lu).

El LNH comprende un 5% de todas las neoplasias y causa aproximadamente el

3.4% de todas las muertes por céncer.

El anticuerpo monoclonal Rituximab® reconoce al antigeno de superficie CD20
de los linfocitos B. Este anticuerpo se utiliza en el tratamiento del LNH CD20
positivo. Actualmente, ademas del Rituximab® se encuentra aprobado por la
FDA el uso del anticuerpo anti-CD20 asociado con emisores beta (1311, 20Y), los

cuales potencian su efecto e incrementan su efectividad terapéutica.

Para el desarrollo del 177Lu-DOTA -anti-CD20 se derivatiz6 el anticuerpo con el
ligante bifuncional DOTA vy se estudiaron y optimizaron las condiciones para
su conjugacion. Posteriormente el conjugado se marcé con 77Lu y se realizaron
estudios quimicos y biol6gicos de modo de corroborar la integridad biolégica
del anticuerpo marcado asi como su estabilidad. Se realizaron estudios de
dosimetria interna y de simulacién Monte Carlo de forma de poder obtener un
perfil dosimétrico del radiofdrmaco, ademdas de poder inferir potenciales

aplicaciones dependiendo de la geometria y tamafio tumoral.
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El 177Lu-DOTA-anti-CD20 se obtuvo en forma rdpida y sencilla, el
radioconjugado resulté ser estable tanto in vitro como in vivo manteniendo sus
propiedades quimicas y biolégicas, con un perfil dosimétrico adecuado para su

potencial utilizacion en clinica.
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2 Introduccién

2.1 Linfoma

Los linfomas (enfermedades linfoproliferativas) son un grupo heterogéneo de
enfermedades malignas que comparten la caracteristica de ser el resultado de
una o mds mutaciones somaticas en un linfocito progenitor. La progenie de la
célula afectada generalmente tiene el fenotipo de célula B o T y también, aunque
no tan frecuente, de células NK (natural killer). Cualquier sitio del sistema
linfatico puede ser la localizaciéon primaria donde se origina la enfermedad,
incluyendo los nédulos, intestino asociado al tejido linfatico, piel y rifiones. Los
6rganos como la tiroides, pulmén, hueso, cerebro o génadas pueden estar
involucrados tanto como metastasis desde los sitios linfaticos, o como

manifestaciones primarias extranodulares de la enfermedad.

Por convencién, las enfermedades linfociticas que involucran principalmente a
la médula (y la sangre) son llamadas “leucemias linfoides”, mientras que las
originadas en cualquier otro tejido linfoide son llamadas “linfomas”. En el caso
de las leucemias, los sitios linfaticos pueden estar involucrados como sitios
secundarios, mientras que en los linfomas la médula es la que se relaciona como

sitio secundario.

La incidencia del linfoma ha aumentado en los dltimos anos, tanto en hombres
como en mujeres. El Linfoma No-Hodgkin (LNH) comprende un 5% de todas
las neoplasias y causa aproximadamente el 3.4% de todas las muertes por

cancer [1]. En el afio 2005 se estimaron més de 56000 casos nuevos y 19200

8
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muertes por LNH en Estados Unidos. El1 LNH es el sexto diagndstico mas
frecuente en hombres norteamericanos y el quinto en mujeres norteamericanas,
con un riesgo de vida de uno cada 66 hombres y uno cada 88 mujeres [2]. Entre
el afio 1998 y el 2002 la tasa de incidencia fue de aproximadamente 19 por
100000 personas por afio. En nuestro pais, en el afio 2000 fallecieron por esta

enfermedad 90 hombres y 80 mujeres [3].

2.1.1 Clasificacion

Realizar una clasificacién de estas enfermedades ha sido dificil, en el afio 2001
la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) publicé una clasificacién que es
ampliamente aceptada. En esta clasificacion se identifican tres grandes

categorias basadas en caracteristicas morfoldgicas:
+ Neoplasias de células B
« Neoplasias de células T y NK (natural killer)
- Linfoma de Hodgkin
Las dos primeras categorias luego fueron reclasificadas en dos subgrupos:
« neoplasias de precursores
« neoplasias maduras y diferenciadas.

Esta clasificacién no toma en cuenta el resultado clinico ni el grado histolégico.
Reconoce que cada enfermedad tiene caracteristicas clinicas distintivas y
responde a un tratamiento que puede correlacionarse con el grado histolégico y

con patrones de expresiéon génica. Reconoce también, que muchas de las
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enfermedades que describe son heterogéneas y probablemente incluyen 2 o mas
enfermedades que no pueden ser identificadas con los datos actuales. Dicha
clasificacion esté abierta a incorporar nuevos datos en la medida que estos estén

disponibles.

Previamente, en 1994 fue propuesta una clasificacion europeo-americana
(REAL) por el Grupo Internacional de Estudios de Linfoma. Este grupo también
distingui6 tres categorias de linfomas que incluyen a las células B, T y linfoma
de Hodgkin. Los linfomas fueron definidos segtin su morfologia, inmunologia y
genéticas. Muchos linfomas fueron asociados con diferentes presentaciones
clinicas y algunos casos que no ajustaban en estas categorias no se incluyeron en

la clasificacion.

Dentro de esta clasificaciéon hay subclasificaciones que dividen a los grupos de

células By T en:
« Linfomas de células precursoras (inmaduras)
« Linfomas de células periféricas (maduras)

En 1974 Kiel realiz6 una clasificaciéon para el LNH que introdujo la idea de
grados en funcion de la agresividad clinica de cada linfoma. Esta clasificacion
fue actualizada en 1988 separando los neoplasmas de células B de las neoplasias
de células T. La misma ha sido ampliamente utilizada sobre todo en Europa.

Tanto para las de células B como para las de células T se dividen en:
« Grado Bajo

+ Grado Alto

10
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Una clasificacién tradicionalmente utilizada que surgi¢ también en los afios 70s

(working formulation) divide los LNH en:

Grado bajo: Linfocitico pequefio, Folicular de células pequenas

hendidas, Folicular mixto de células pequenas hendidas y grandes.

Grado intermedio: Folicular de células grandes, Difuso de células
pequefias hendidas, Difuso mixto de células pequefias y grandes,

Difuso de células grandes.

Grado alto: Difuso de células grandes, Inmunoblastico, Linfobléstico,

Células pequenas hendidas.

La clasificacion de Ann Arbor (1971) surgi6é originalmente para el linfoma de

Hodgkin pero también es utilizada para el LNH. Clasifica los linfomas segan

los 6rganos afectados en cuatro estadios:

Estadio I. Afectacién de una tnica region ganglionar (I) o de un

tnico sitio u 6rgano extraganglionar (I-E)

Estadio II. Afectacion de dos o mas regiones ganglionares en el
mismo lado del diafragma (II) o afectacion localizada de un sitio
extraganglionar u 6rgano (II-E) y una o mas regiones ganglionares

en el mismo lado del diafragma.

Estadio III. Afectacion de regiones linfaticas ganglionares a ambos
lados del diafragma (III), que pueden estar acompafiadas por
afectacion localizada de un sitio u érgano extraganglionar (III-E) o

esplénica (III-S) o de ambas (I1I-ES)

11
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« Estadio IV. Afectacién difusa o diseminada de uno o mas érganos
extraganglionares distantes, con o sin afectacién asociada de los

ganglios linfaticos.

A su vez, todos los estadios se subclasifican para indicar ausencia o presencia

de sintomas|4].

En 1993, se propuso un modelo para asignar un prondstico a los pacientes con
LNH agresivo bajo tratamiento con quimioterapia con doxorubicin, llamado
Indice Pronéstico Internacional (IPI) [5][6]. Este modelo utiliza datos clinicos

como indicadores de factores de riesgo [7]:
- Estadio de la enfermedad (III o IV)
« Nivel sérico de lactato deshidrogenasa (LDH)
« Numero de sitios extranodulares afectados (>1)
« Estado del paciente (escala ECOG: >2)

« Edad del paciente (>60 afios)

2.2 LNH de células B

Los linfomas No-Hodgkin de células B representan la mayoria de los mismos,
aproximadamente el 88% [8]. Derivan de la transformacién neoplasica del
linfocito B en cualquier estadio de su diferenciacién. Los genes involucrados en
la diferenciacion celular, la apoptosis y el crecimiento, son los responsables de

este proceso.

12
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Para mantener la proliferacion celular, el material genético estad
permanentemente en replicacion y entrelazamiento. Este proceso comprende la
replicacion del ADN, la formacién de cromosomas durante la metafase, el
intercambio de material genético y la conexién en dos nuevas cromatides
homologas que formardn nuevas células. Una traslocacion puede dafiar de
forma significativa, dependiendo de qué gen especifico haya sido afectado, la
diferenciacion celular y la apoptosis. Si bien deben ocurrir posteriormente
diferentes eventos moleculares para que una poblacion de células B se
transforme en neoplasica, los eventos moleculares primarios contintian siendo
los mas relevantes. Las traslocaciones en los loci de los cromosomas tienen un
impacto importante en la génesis del linfoma. Una de las traslocaciones mejor
estudiadas es la t(14,18) (q32,q21) que provoca la yuxtaposiciéon del gene bcl-2
con el segmento de unién de la cadena pesada de Ig, con la consecuente sobre-
expresion de la proteina bcl-2. La sobre-expresion de esta proteina evita la
muerte celular por apoptosis e induce un patrén de proliferacion policlonal de
células B maduras. Esta traslocacion es caracteristica del linfoma folicular, si

bien puede encontrarse en otros tipos de linfomas [9].

Las células B presentan en su superficie marcadores especificos de linaje B como
el CD20, CD19, CD22 y las Ig de superficie. La region variable de la Ig se
encuentra mutada frecuentemente, presentando un isotipo tunico. La
proliferacién monoclonal conserva antigenos especificos de superficie de su

precursor, siendo una caracteristica distintiva de las diferentes entidades.

13
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Muchos factores pueden estar involucrados en la patogénesis de los LNH. Las

causas aun son desconocidas pero se asocian a varias razones [1]:

« Exposicion prolongada a productos quimicos como pesticidas,

solventes, herbicidas, postuladas como sustancias carcinogénicas.

« Enfermedades genéticas hereditarias, como el sindrome de Wiskott-

Aldrich
« 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 reumatoidea.

2.2.1 Manifestaciones clinicas en LNH

Las adenopatias son la forma de presentacién maés frecuente en el linfoma.
Corresponden a un agrandamiento no doloroso de los ganglios, de consistencia
elastica, en las regiones cervicales, supraclaviculares, axilares o inguinales.
También puede presentarse como una linfadenopatia generalizada. La
presencia de adenopatias no dolorosas en el cuello, axila o ingle son hallazgos
frecuentes en los estadios iniciales del linfoma No-Hodgkin. A medida que
progresa la enfermedad, los pacientes desarrollan sintomas sistémicos, como
fatiga, pérdida de peso, fiebre, sudoracién nocturna y signos especificos

dependiendo de la localizacién de la enfermedad y los 6rganos comprometidos.

14
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2.2.2 Diagnéstico de LNH

El diagnostico de LNH se realiza basicamente a través de la biopsia. Se debe
conseguir una muestra adecuada de tejido ya que la certeza diagnostica mejora
con las biopsias de mayor tamafio [10]. Cuando se establece el diagnéstico de
linfoma en la muestra primaria (ganglio u érgano afectado) debe realizarse la

biopsia de medula 6sea para estadificaciéon de la enfermedad.

El andlisis histopatologico correcto requiere de una evaluaciéon microscopica,
citogenética, técnicas de hibridaciéon in situ (FISH), técnicas moleculares y

correlaciéon con los datos clinicos [10].

El examen microscopico es un primer paso fundamental ya que deben
describirse la forma celular (pequefias, grandes, hendidas, redondeadas, etc.), la
forma del nucleo, la presencia de nucleolos, citoplasma y existencia de mitosis.
El segundo paso es la inmunotipificacién, de forma de poder identificar a la
poblacién monoclonal y caracterizarla como de células B (CD19, CD20, CD22) o
de células T (CD2, CD3, CD7). Una vez establecido el diagnéstico de linfoma,
serdn necesarias otras inmunotipificaciones con anticuerpos especificos para

caracterizar el linfoma (folicular, manto, etc.)

La correcta clasificacion del linfoma determinara la utilizacién del tratamiento
mas adecuado al mismo.

2.2.3 Evaluacién radiolégica

La evaluaciéon radiologica del LNH es utilizada para estadificar la enfermedad

segln la clasificacion de Ann Arbor. Siempre se debe obtener una radiografia

15
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de térax y ademas puede utilizarse ecografia de abdomen que revela la
presencia de hepato o esplenomegalia, ascitis o linfadenopatias
retroperitoneales. Sin embargo, el estudio radiolégico mas importante es la
tomografia computarizada con contraste (TAC) ya que presenta mejor
definicién para localizar sitios anatémicos si bien tiene desventaja en cuanto a la
estatificacion tumoral por su dificultad para distinguir la benignidad de la

malignidad.

La Tomografia por Emision de Positrones (del inglés: PET) ha demostrado
mejorar la exactitud en la deteccion del LNH comparada con los
procedimientos imagenologicos tradicionales. Permite evaluar el compromiso
de determinados sitios como medula 6sea y bazo con més exactitud, pero no
permite cuantificar el tamafio tumoral o determinar la cantidad exacta de areas
anatomicas comprometidas. Por esta razéon el estudio PET siempre se debe
comparar con la TAC para evitar sesgos de interpretacion de las imédgenes [11].
Mas recientemente, los hibridos PET/CT se han convertido en la modalidad de
imagen para la estadificacién inicial, seguimiento y evaluacién de la respuesta

al tratamiento en pacientes con linfoma[12][13].

2.2.4 Tratamiento

Los estadios tempranos de LNH asintomatico son muy poco frecuentes,
comprenden menos del 10% de los pacientes y pueden ser tratados con
radioterapia. Los estadios avanzados son tratados con una variedad de
regimenes de quimioterapia o inmunoterapia, entre ellos ciclofosfamida,

fluradabina y rituximab. Las tasas de respuesta inicial son generalmente entre

16
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50% y 70 % con cualquiera de estos tratamientos. La combinacién de drogas
como el COP (ciclofosfamida, vincristine y prednisona), CHOP (ciclofosfamida,
doxorubicin, vincristine y prednisona) o CHOP-Rituximab, dan como resultado
una muy alta respuesta (70%-100%). Aunque la tasa de respuesta inicial de
cualquiera de estos tratamientos es muy buena, la mayoria de los pacientes
presentan reincidencia, la cual se caracteriza por una menor tasa de respuesta a
los tratamientos anteriormente mencionados y transformaciéon en tipos
histolégicos mas agresivos con la consecuente dificultad en el curso clinico del
paciente. En estos casos la enfermedad se considera incurable con

quimioterapia convencional.

El uso de la radioterapia para el tratamiento del cancer tiene las siguientes

modalidades.
« Irradiacion externa.
« Fuentes implantadas.
+ Administracion sistémica.

La Radioinmunoterapia (RIT) se define como el tratamiento en el cual el efecto
citotoxico de las radiaciones ionizantes (radionucleidos) llega al tumor a través

de anticuerpos que se unen especificamente al mismo.

DeNardo y col. han publicado varios trabajos sobre el uso de RIT en el linfoma
No-Hodgkin utilizando un anticuerpo monoclonal anti-células B marcado con
el radionucleido 131 con el cual se obtuvieron 6ptimos resultados en el 50% de

los pacientes tratados [14 -19]. También fueron realizados estudios utilizando

17
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WY, y asi se ha visto que tanto el 131 como el ?°Y son radionucleidos emisores
beta adecuados para el uso en radioinmunoterapia. En el afio 2002 la FDA
(Food and Drug Administration) aprob6 el uso del °Y-ibritumomab tiuxetan
(Zevalin; IDEC Pharmaceuticals Corp., San Diego, CA), el primer anticuerpo
radiomarcado para tratamiento de cancer. Actualmente se encuentran
aprobados para uso en humanos dos agentes radioinmunoterapéuticos; ambos
utilizan el anticuerpo monoclonal anti-CD20 pero marcado con dos diferentes
emisores beta: 131[-anti-CD20 (Bexxar) e Y-anti-CD20 (Zevalin), mostrando
tasas de respuesta de entre 68% y 83% y remision completa en 33% de pacientes

con LNH en recaida o refractarios a otros tratamientos [20].

El tratamiento con Bexxar consiste en la administracién secuencial, primero de
una dosis de anticuerpo frio (tositumomab, anticuerpo murino) para mejorar la
tijaciéon especifica posterior del radiomarcado al tumor [21][22], seguida de la
dosis de 13I-tositumomab. El tratamiento también cuenta con un estudio
dosimétrico inicial que permite calcular la dosis terapéutica especifica para cada
paciente, de forma de administrar una dosis corporal total no mayor a 75 cGy
en pacientes con recuentos plaquetarios mayores a 150.000. En el caso del
tratamiento con Zevalin, se utiliza el anticuerpo quimérico Rituximab como
predosis fria y el "ln- ibritumomab tiuxetan (IgG murino) para la toma de
imagenes con fines dosimétricos. Esto se debe a que el °Y es emisor beta puro
por lo que no se pueden obtener imagenes centellograficas con el mismo, y es

por esto entonces que se usa el "In que es emisor gamma lo que permite

18



Tesis de Maestria en Quimica B.C. Paola Audicio.

evaluar la captaciéon y cinética del trazador asi como el calculo de la dosis

terapéutica especifica para cada paciente.

Los estudios preclinicos y clinicos han demostrado que una predosis con
anticuerpo frio optimiza la posterior biodistribucién del anticuerpo marcado
[23][24]. EI anticuerpo frio se une a linfocitos B maduros de la circulacion, los
cuales son eliminados[25][26], asi como también a células que presentan
receptores para la fraccion Fc en todo el reticulo endotelial (ej.: bazo). De esta
manera, este anticuerpo frio pre-administrado bloquea la posterior unién del
anticuerpo marcado a estos sitios, y por lo tanto mejora la biodistribucién del
anticuerpo marcado, aumentando la captacion por parte del tumor y
disminuyéndola en los 6rganos sanos[27][28]. También ha sido estudiado el

188Re-anti-CD20 como otro posible radiofarmaco terapéutico para LNH[29][30].

2.3 Anticuerpo anti-CD20

El anticuerpo anti-CD20 (Rituximab®) es un anticuerpo monoclonal quimérico
murino/humano IgG kappa que se une especificamente al antigeno CD20, y
tiene un peso molecular de aproximadamente 145 KDa. La region variable que
reconoce especificamente al antigeno CD20 es de origen murino mientras que la
fracciéon constante (Fc) es humana. La utilizacién de anticuerpos humanizados
minimiza la probabilidad de una respuesta inmune, y por lo tanto de formacion
de anticuerpos anti-anticuerpos murino, permitiendo asi que el anticuerpo
pueda ser administrado en sucesivas ocasiones ademas de de mejorar la

farmacocinética del mismo.
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El antigeno CD20 es una proteina transmembrana de aproximadamente 35 kD
que se encuentra localizada en la superficie de los linfocitos pre-B y B maduros
[31][32]. Se expresa en el 90% de los LNH por células B, pero no se encuentra en
células germinales hematopoyeticas, en células proB, en células plasméticas ni
en ningdn otro tejido normal[54]. El CD20, ademas, esta unido de forma estable
a la superficie celular, por lo que es poco probable encontrarlo de forma libre en
la circulacién sanguinea; y por otro lado el mismo tiene internalizacion limitada

al unirse al anticuerpo[33].

Figural Estructura molecular del anticuerpo anti-CD20 (www.drugbank.ca)
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MTTPRNSVNGTFPAEPMKGPIAMQSGPKPLFRRMSSLVGPTQSFFMRESKTL
GAVQIMNGLFHIALGGLLMIPAGIYAPICVIVWYPLWGGIMYIISGSLLAATE
KNSRKCLVKGKMIMNSLSLFA AISGMILSIMDILNIKISHFLKMESLNFIRAHT
PYINTYNCEPANPSEKNSPSTQYCYSIQSLFLGILSVMLIFAFFQELVIAGIVENE
WKRTCSRPKSNIVLLSAEEKKEQTIEIKEEVVGLTETSSQPKNEEDIEIIPIQEEE
EEETETNFPEPPQDQESSPIENDSSP

Figura 2 Secuencia del antigeno CD20 (http:/ /www.drugbank.ca/drugs/DB00073#target_1)

Figura 3 Expresién del antigeno CD20 (http:/ /www.rsc.org/images/steve_mather_tcm18-

104080.pdf) Stephen ] Mather, Barts and the London, Queen Mary, University of London..

El antigeno CD20 esta involucrado en la regulacién de las primeras etapas de la
activacion y diferenciacion del ciclo celular y se han reportado trabajos donde
se presume que también puede funcionar como un canal de los iones de calcio
[35]. Luego de su enlace al CD20, el anticuerpo provoca un aumento de las
concentraciones intracelulares de calcio, fosforilacién de la tirosina intracelular

y activacion de la protein-kinasa C.
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La especificidad dirigida del anticuerpo monoclonal anti-CD20 ha quedado
demostrada en un gran ntmero de estudios in vitro. Tiene una afinidad
aparente (ICsp) de aproximadamente 8,0 nM [34]. Mientras el dominio Fab del
anticuerpo se une al epitope del antigeno CD20, el dominio Fc recluta células
efectoras inmunes para mediar en la lisis de las células B, in vitro. Ademas, este
anticuerpo demostré inducir apoptosis en las lineas celulares humanas CD20

positivas.

Se han documentado tres mecanismos de accién in vitro de este anticuerpo

[36][37][38].
« Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (CCDA)

« Citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) a través de su
unién al factor de complemento humano Clq, una vez que este

anticuerpo ya se fij6 al antigeno CD20 en la superficie de las células

B [38].

+ Induccién directa de apoptosis

2.4 Radiofarmacos terapéuticos

Los radiofarmacos terapéuticos estdn constituidos por moléculas disefiadas
para transportar dosis terapéuticas de radiaciéon ionizante a sitios especificos del
organismo. La radioterapia sistémica ha sido utilizada por décadas,
comenzando en el tratamiento de enfermedades tiroideas. Los principales

obstaculos en radioterapia sistémica son, la disponibilidad de un radionucleido
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adecuado y el mecanismo para ubicar dicho radionucleido en el tejido de

interés.

La administracion sistémica de radiofdrmacos permite la aplicacion de
tratamientos en tumores diseminados o metastasicos. El radiofdrmaco ideal
debe localizarse en altas concentraciones en el sitio de interés de tal forma de
poder depositar una dosis citotoxica efectiva de radiaciéon en las células
tumorales; debe tener también una rapida depuracion del torrente sanguineo y

de otros 6rganos y tejidos normales a fin de minimizar su efecto sobre ellos.

La radiaciéon ionizante puede dafiar el ADN de varias formas distintas,
incluyendo la induccién de puntos de mutacién o aberraciones cromosémicas,
lo que conlleva a la muerte celular [39]. Por otro lado, la radiacién ionizante
también puede actuar y producir dafio en membranas y organelos e iniciar
sefiales de apoptosis [40]. Por lo tanto las células irradiadas pueden morir por
mitosis, apoptosis, necrosis y/o muerte metabdlica. Se ha encontrado que la

apoptosis es una via muy importante de muerte celular en los linfomas[41][42].

La acumulacién del radiotrazador en el tejido tumoral depende de la
localizacion del ligando que se une al blanco especifico (receptor, antigeno, etc.)
con alta afinidad y especificidad. La alta especificidad con la que se une al
blanco especifico tiene como resultado la unién a membrana y puede dar lugar

a internalizacién y distribucién selectiva del radiotrazador.

Al disefar un radiofdarmaco se deben tener ciertas consideraciones importantes
para que el mismo cumpla con su objetivo, ya sea con fines diagndsticos o

terapéuticos:
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+ Interacciones biol6gicas

Los radiofarmacos pueden tener diversas interacciones bioldgicas en la
circulacién sanguinea. Entre ellas: unién al blanco especifico, unién a proteinas,
y reacciones quimicas entre el radiofarmaco e iones metélicos (Ca*?, Fe*3, etc) o
“ . ” . z s . . .,
quelantes “nativos” (aminodacidos, transferrina, etc.). Mientras que la unién a
blancos especificos es necesaria, la unién a proteinas es determinante y tiene
importante impacto en el tiempo de retenciéon sanguinea y en la relacién tumor-
background. Las reacciones quimicas in vivo son la principal fuente de toxicidad

radiactiva [43].
« Consideraciones farmacocinéticas

Para un radiofdrmaco de diagnéstico, la primera consideracién a tener en
cuenta es que la molécula marcada sea capaz de dar una alta relacién tumor-
background en un corto periodo de tiempo. Es por ello que se espera que el
radiofarmaco tenga un periodo de residencia en sangre corto y por lo tanto, una
rapida depuracién sanguinea para minimizar la irradiacion de tejido sano. Por
otro lado, también es necesario que permanezca el tiempo suficiente como para
llegar al sitio de interés y acumularse alli. Uno de los desafios asociados a los
anticuerpos marcados para obtencion de imédgenes es que tengan una cinética
adecuada para alcanzar el sitio de interés, unirse a su blanco especifico
rdpidamente de forma de maximizar la actividad en ese sitio y una cinética
adecuada para depurarse de la circulaciéon sanguinea. Por otro lado, el
radiofarmaco debe tener una rapida eliminacion renal para evitar acumulacién
en el tracto gastrointestinal, la cual puede dificultar la visualizacion de sitios de
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interés en el abdomen. Esto dltimo, es particularmente importante para los
radiofdrmacos terapéuticos ya que la excrecién hepato-biliar generalmente
conlleva a una acumulacién elevada en el tracto gastrointestinal y por lo tanto a

una elevada irradiacién de tejido sano como el higado [43].
« Radionucleido adecuado

Actualmente se utilizan una serie de distintos radionucleidos para marcar
anticuerpos con fines terapéuticos (Tabla 1). Muchos de estos radionucleidos
emiten particulas [, las cuales representan la principal fuente terapéutica de
estos isotopos. Estas particulas son especialmente ttiles en radioterapia dirigida
debido a su relativo amplio rango de alcance en tejidos por lo cual se ven
afectadas no solo las células tumorales directamente unidas al anticuerpo sino

también células tumorales no unidas al mismo.

También se han estudiado anticuerpos marcados con emisores alfa, como el

211At y el 212Bi, pero su aplicacion debe ser loco-regional. [44][45]

Los radionucleidos utilizados en radioterapia dirigida se pueden dividir en dos

grupos basados en sus caracteristicas quimicas: halégenos (Ej: 13l) vy

radiometales (Ej: °°Y, ¢7Cu, 186Re, 18Re, 177Lu).

Generalmente los halégenos, 1311, se unen al anticuerpo facilmente y de forma
directa a través de la técnica de Iodogen (Pierce, Rockford, IL) o de Cloramina
T, mientras que los radionucleidos metalicos requieren generalmente del uso de

agentes quelantes como DTPA o DOTA.
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Los radionucleidos metalicos son de particular interés para el desarrollo de
radiofdrmacos terapéuticos debido a su amplio rango de propiedades nucleares
(tipo de radiacién y periodo de semidesintegracién) y debido a su quimica de

coordinacion.

El Lutecio 177 (17Lu) es un lantdnido ([Xe] 4f145d16s?) producido en reactores
nucleares. Una forma de producciéon involucra la irradiaciéon de 7Lu en un
reactor, a través de lo cual se obtiene 177Lu con un alto rendimiento, buena
actividad especifica y a un bajo costo. Otra forma de produccién del 177Lu es por
reaccion nuclear indirecta, a través de la irradiaciéon de 176Yb. La aplicacién de
una u otra reaccion depende del flujo neutrénico del reactor en el que se
produzca. El 77Lu se caracteriza por tener un periodo de semidesintegracion
de 6.75 dias, 3 tipos de emision beta de distintas energias (12%= 0.176 MeV,
9%=0.384 MeV y 79%= 0.497 MeV) y dos tipos de emision gamma (6.4%= 113
keV y 11%= 208 keV) (Figura 4)[46]. Su emision gama permite adquirir
imagenes, mientras que su emision beta de casi 0.5 MeV permite utilizarlo en
terapia con un rango de penetracién en tejidos de 0.28 mm. Presenta diversas
ventajas en comparacion con otros radionucleidos actualmente utilizados para
terapia (0Y, 1311, 188Re), como ser: baja penetracion en tejidos, baja dosis en
6rganos no blanco, presencia de radiacion gamma de baja energia y baja

abundancia, y adecuada vida media.
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Periodo de Radiacion Energia  Penetracién en
Radioisétopo
semidesintegracién(h) emitida (KeV) tejido (mm)
Beta, 610
131] 193 0.4
Gamma 362
0y 64 Beta 2250 25
Beta 1074
186Re 89 0.9
Gamma 137
Beta 2118
188Re 17 2.4
Gamma 155
Beta 500
177Lu 158.4 0.28
Gamma 208

Tabla1 Caracteristicas de los radionucleidos actualmente utilizados en terapia.
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Figura 4 Espectro de emision del 177Lu (http:/ /www.nndc.bnl.gov/useroutput/177lu_mird.html)

2.4.1 Estrategias de marcacion de anticuerpos

Los anticuerpos pueden ser marcados directamente en un tinico paso, a través
de la formaciéon de una unién covalente o un enlace de coordinacién entre el
radionucleido y un atomo del esqueleto carbonado. Este tipo de marcacion,
donde se forma una unién covalente de fuerza considerable, es posible

principalmente con los &tomos no metalicos, como los hal6genos (1311).

En el caso de los radionucleidos metélicos, solo se puede utilizar el método de

marcacién directa con unos pocos radionucleidos, como por ejemplo el #mTc.

La mayoria entonces de los radionucleidos metélicos solo pueden unirse a las
proteinas a través de un agente quelante que forme complejos de coordinaciéon.
Los agentes quelantes bifuncionales contienen un grupo reactivo a partir del
cual se unen al anticuerpo y por otro lado forman complejos estables (“cores”)

con iones metalicos.
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Figura 5 Agente quelante bifuncional DOTA

El &cido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano -N,N°,N”,N""" tetraacético (DOTA) es
un agente quelante caracterizado por una estructura ciclica de 12 4tomos que
contiene un anillo quelante y 4 grupos acéticos carboxilicos (Figura 5). La
formacion de derivados a partir de sus atomos de C o N producen un agente
quelante bifuncional capaz de unirse a proteinas y a radionucleidos metalicos
formando complejos fuertes y estables con indice de coordinaciéon 8. Uno de los
métodos de derivatizaciéon del DOTA consiste en introducir una modificacion
en uno de sus grupos carboxilo a fin de formar un espaciador que pueda luego
ser unido a una proteina [47]. La estabilidad de los complejos formados entre

iones metélicos y DOTA ha sido muy estudiada [48 - 65].
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2.5 Dosimetria y Farmacocinética

Existen marcadas diferencias farmacocinéticas en la aplicacion de un
determinado radiofdrmaco. Por ejemplo, para los anticuerpos monoclonales se
encuentran diferencias entre especies, individuos, anticuerpos, radionucleidos,

modos de administracién y cantidades administradas.

Es de gran importancia la correcta estimacion de la dosis absorbida en un
paciente tanto en el tejido blanco como en los tejidos adyacentes luego de la
administraciéon de un radiofdrmaco. Esta dosis de radiacién absorbida sera el
producto de los factores dependientes del tiempo (biocinéticos) por aquellos
que son independientes del tiempo como el tipo y energia de emision del
radionucleido. Para poder evaluar los parametros dependientes del tiempo, es
necesario realizar célculos sobre bases individualizadas o personalizadas. Para
ello se estudian modelos farmacocinéticos que sean lo mas cercano a la realidad.

Estos modelos se dividen por lo general en tres tipos:
« Empiricos o de integracién directa
« Analiticos o andlisis de regresiéon “minimos cuadrados”
« Compartimentales 0 modelo compartimental

El intercambio de farmacos entre tejidos sigue generalmente una cinética de
primer orden, es decir, la velocidad de intercambio es proporcional a la
concentraciéon de un solo compuesto. Por lo tanto las curvas de actividad vs

tiempo se ajustan a una funcién exponencial.
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2.5.1 Modelos Empiricos

A través de la obtencion de una serie de medidas de concentracion del
radionucleido en diferentes tejidos u 6rganos y graficandolos en funcién del
tiempo post-administracién, se obtiene una curva que puede ser caracterizada
como un modelo farmacocinético empirico debido a que es una descripciéon
matematica de la distribucion del radionucleido incorporado cuya informacion
derivé de la medicién directa. Este método tiene su mayor aplicacién en el
desarrollo de nuevos radiofdarmacos, especialmente durante su evaluacion

biol6gica en animales.

El area bajo la curva actividad vs tiempo puede ser evaluada por métodos de
integracion numérica simples y obtener la actividad acumulada, un pardmetro

biocinético necesario para el calculo de dosis absorbida.

La extrapolacion de los datos de los animales a humanos no es una ciencia
exacta, pero algunas veces se pueden introducir factores de peso para
correlacionar tales datos. La extrapolacion puede convertir el porcentaje de
dosis depositada por 6rgano en animal a porcentaje de dosis por érgano en el
humano. Esto se consigue al corregir la fracciéon de peso que representa el

6rgano respecto al tamafio corporal en ambas especies.

2.5.2 Modelos Analiticos

Los datos biolégicos obtenidos pueden ajustarse a una funcién analitica,

también conocida como “funcion de distribucion”. En el modelo analitico queda
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implicito que la curva de actividad en funcion del tiempo puede ser ajustada a

una funcién dependiente del tiempo.

2.5.3 Modelos compartimentales

En este modelo, el sistema biolégico es tratado como compartimentos
interconectados como un ensamble de unidades fisicas y quimicas idénticas.
Cada ensamble es una entidad anatémica identificable, una entidad fisiol6gica

identificable o una entidad fisica identificable.
Los factores que determinan la cantidad de dosis absorbida por un 6rgano son:

« Los pardmetros biolégicos (modelo biocinético) que describen la
captacion, distribucién, retencién y liberacion del radiofarmaco en el

6rgano en particular y en el cuerpo en general.
« Laenergia emitida que es absorbida en el blanco.
« Lafracciéon de energia emitida que es absorbida en el blanco.

En el ano 1968, el Medical Internal Dose Comittee de la Sociedad de Medicina
Nuclear de Nueva York (MIRD) adopt6 esta metodologia [61][62][63][64]. Si se
describe la funcién con que varia la actividad a lo largo del tiempo en un cierto
6rgano o region, las contribuciones de esta actividad a la dosis total se pueden
expresar por la Actividad Acumulada (Ai) en un érgano o region del organismo

(p), entonces la dosis total viene dada por:
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t
A=[Ag @ dt [MBq. 5]
0

La actividad Ap (t) se ve afectada por factores tales como: cantidad inicial
suministrada en el sitio de captacion y cinética de captacion y eliminacién del

radiofarmaco usado.

El tiempo de residencia T se define como:

r=-°  [n]

siendo Ap la actividad inicial.

Es importante determinar la actividad acumulada en el 6rgano desde su
entrada hasta su completa eliminacion del sistema, ya sea por decaimiento o

por algiin mecanismo de depuracion biolégica.

Existen muchos mecanismos de eliminacién por los que los radionucleidos se
depuran de un 6rgano dado. Si ademas del decaimiento, consideramos un
mecanismo de eliminacién biolégica cuya cinética es proporcional a la actividad
presente, entonces para este sistema monocompartimental, donde la constante

de eliminacién es Avio podemos escribir la expresion siguiente:

A (t) = A . e_(/lbio + s )t
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Entonces definimos una constante de decaimiento efectiva Aet:
Aet = Atis + Abio

El periodo de semidesintegracion efectivo sera:

T TfisTbio
T +T

fis bio

Con frecuencia el modelo monocompartimental es insuficiente para describir la
cinética. Por ello, en la mayoria de los casos en radiofarmacia se considera un

modelo bicompartimental abierto con dosis tnica intravascular.

Con la intencién de simplificar los calculos dosimétricos en la rutina clinica, se
modificé la metodologia MIRD, de modo de proporcionar toda la informacién

fisica de una forma mas sencilla. De la ecuacién general de la dosis tenemos:
_ A _
D(kﬁh)ZHLZA gc-h)= A > A® (kh)

Siendo A; la energia promedio emitidas por unidad de actividad acumulada y
®; las fracciones especificas absorbidas que dependen de las propiedades de la
emision.

La tnica variable que contiene la informacién bioldgica en esta féormula es la
actividad acumulada An. Como hemos dicho, se puede determinar
experimentalmente o determinar a través de modelos farmacocinéticos para el
compuesto de interés. Para incluir la informacion fisica y de la geometria

restante se ha definido el Factor S:
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Sk-h)=YA (kﬁh){M(;y@}

De este modo la ecuacién general se reduce a:

D(k-h)=A, Skk-h) [Gy

En el caso de varios 6rganos:
D(K)= Y AS(kh)

El Factor S incorpora la masa del 6rgano asi como la geometria. La
aproximacion se efecttia tomando el modelo anatémico del hombre estandar de
70 Kg y han sido calculados de manera analoga a lo realizado con las fracciones
absorbidas. Algunos detalles del fantoma han sido modificados para hacerlo un
modelo mas realista. En caso de 6rganos huecos, como vejiga y el tracto

gastrointestinal, se diferenci6 entre las paredes y su contenido.

La generacion de tablas de Factores S ha simplificado enormemente la
dosimetria clinica, ahorrando la laboriosa preparacion de tablas de constantes A

y de las fracciones absorbidas .

El programa de computacién MIRDOSE se desarroll6 para realizar el célculo de
dosis a 6rganos en medicina nuclear. El c6digo se renombré OLINDA (Organ
Level Internal Dose Assessment) [65] para distinguirlo de las actividades del

MIRD y para integrar el nombre dentro de un nuevo sistema unificado de
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evaluacion de la dosis interna y externa. Este programa contiene la informacion
del esquema de decaimiento de 59 radionucleidos y calcula cada vez los
Factores S a partir de las fracciones absorbidas y constantes A;. El usuario solo
debe proporcionar la actividad acumulada (tiempo de residencia) para que el
programa entregue la dosis absorbida en veinticinco érganos blanco. Debido a
que el programa estd disefiado para una estimaciéon de la dosis absorbida
basdndose en un modelo humano especifico, la dosis puede diferir
apreciablemente de las estimaciones. Ademds se debe tener presente que los
resultados dependen de la exactitud con que se determinan los parametros

biolégicos, especificamente la actividad acumulada en los 6rganos fuente.

El programa también calcula los Factores S para modelos que representan nifios
y mujeres adultas. También es posible hacer aproximaciones de la dosis
estimada para otros 6rganos distintos de los estdindares considerados, mediante
las fracciones absorbidas para variedad de formas geométricas que pueden ser

usadas como aproximaciones de los érganos.
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3 Objetivo

Sintetizar el conjugado DOTA-anti-CD20 y analizar las propiedades que
resultan de dicha conjugacién y su marcacién con 77Lu en comparacion con el
monoclonal nativo, a fin de evaluar su potencial aplicacién en humanos para el

tratamiento del Linfoma no Hodgkin.
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4 Materiales y Métodos

4.1 Materiales

Anticuerpo anti-CD20 (Rituximab®, Roche); 177LuCls (MURR); acido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-N,N*,N"”",N""" tetraacetico (DOTA, = Macrocyclics); N-
hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS, Pierce); 1-Etil-3-[3-dimetilaminopropil]
carbodiimida cloridato (EDC, Pierce); H2O purificada (mili Q); NaOH (J.T.
Baker); HCI (36.5-38.0%, ].T.Baker); NaCl (Fluka-Garantie); EtOH (BioPak);
Amoniaco (Merck); Acetato de sodio (Riedel-deHaen); Acetato de amonio
(J.T.Baker); Acetonitrilo (ACN, J.T.Baker); &cido trifluoroacetico (TFA,
J.T.Baker); &cido gentisico (Aldrich); seroalbumina bovina (BSA, Sigma); ITLC-
SG (Pall Corporation); Watman 3MM (Whatman International Ltd), Columna

PD 10 Sephadex G-25 (Pharmacia) ; TRIS (Sigma); MgCl> (Mallinkdrodt).

4.2 Equipos

Detector de centelleo sélido Nal(Tl) (ORTEC); Calibrador de dosis (CAPINTEC
CRC7); Espectrofotémetro (Shimazdu, modelo UV 1603); Contador Gama
automatico (Compac 120 Picker, USA); Centrifuga refrigerada (IEC-Centra 8);
espectrometro de masa (4800 MALDI TOF/TOF, abi sciex); HPLC (Varian 5000
Liquid Cromatograph, Integrador 4290 Varian); Detector gama y UV; Columna

Agilent de separacién de proteinas de 25 cm; Gamma cdmara (Sopha cdmara).
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4.3 Preparacion del precursor de DOTA activado.

Como primer paso se prepar6 un precursor, el éster de DOTA N-
Hidroxisulfosuccinimida (DOTA-Ossu) el cual se utilizé luego para conjugar al
anticuerpo a través de los residuos lisina del mismo. Este paso se bas6 en la
técnica de sintesis reportada por Lewis y co. [52]. Para esto se incubaron 128
pumol de DOTA, 128 pmol de sulfo-NHS en 960 pl de agua purificada y libre de

metales y 12.8 umol de EDC, durante 45 min a 4°C.

4.4 Eliminacion de metales del anti-CD20 (Rituximab)

Previo a la etapa de conjugacién del anti-CD20 (Rituximab), la purificacién del
mismo es de suma importancia ya que es necesario trabajar en condiciones
libres de cualquier metal. La eliminacién de la presencia de posibles trazas
metalicas y excipientes en la solucién de anticuerpo monoclonal anti-CD20 se

realizé purificando el mismo por columna PD10, con buffer de elusién

Bicarbonato de sodio 0.1 M pH 8.5.

4.5 Conjugacion del anti-CD20 con DOTA- Ossu

El conjugado anti-CD20-DOTA-Ossu se prepar6 incubando 5 mg (0.1 pmol) del
anticuerpo previamente purificado, con 235 pl (2.98 pmol) de la mezcla de
reaccion de DOTA activado. Se ajust6é el pH de la solucién entre 7.5-8.5 con
NaOH 0.1M y se incub¢ la reaccién durante 18 - 24 hs a 4°C con agitacion.
Posteriormente se purificé por cromatografia de exclusiéon molecular (columna
PD-10) con buffer acetato de amonio 0.25M pH 7 como eluyente, colectando

fracciones de 0,5 ml. Estas fracciones se controlaron midiendo su absorbancia
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(Abs) a 280 nm, determinando asi la concentraciéon proteica de cada una de

ellas.

4.6 Marcacion del conjugado

La marcacion con 77Lu se llevé a cabo por incubaciéon del conjugado con

177LuCls en presencia de acido gentisico y a pH 5.5.

A 0.5 mg del anticuerpo activado se le agregaron 100 ul de acido gentisico (10
mg/ml) y 55.5 - 185.0 MBq de 77LuCl; en HCl 0.1N incubdndose a 37°C por 30
min. Se control6 el rendimiento de marcado y luego se purificé tanto por gel
tiltracion en PD10 (Sephadex G25) recolectando fracciones de 0.5 ml y
utilizando como buffer de elucién acetato de amonio 0.25 M pH 7, como por
HPLC utilizando buffer fosfato 0,2 M, flujo de 0,7mL/min, en columna Agilent
de 25 cm y midiendo su actividad con un detector gama on line.

4.7 Estudios de estabilidad

4.7.1 Estudio de estabilidad del conjugado

Se estudi6 la estabilidad del conjugado DOTA-anti-CD20 a 2 temperaturas
distintas de almacenamiento (-20°C y 4°C) y durante diferentes periodos de
tiempo, a través de su marcacién con 77Lu y sus correspondientes controles

tisicoquimicos.

A su vez se realiz6 también el control del DOTA-anti-CD20 almacenado a 4°C
por espectrometria de masa, pudiéndose determinar asi el numero de

moléculas de DOTA unidas por molécula de anticuerpo.
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4.7.2 Estudio de estabilidad del marcado

Se estudi6 la estabilidad del 77Lu-DOTA-anti-CD20 a temperatura ambiente
durante diferentes periodos de tiempo, asi como su estabilidad en suero
humano y suero fisiolégico (NaCl 0.9%). Para ello se incubé el 77Lu-DOTA-
anti-CD20 en NaCl 0.9% y en suero humano en una relaciéon 1/10 (10 -15.5
MBq/ml) a 37°C. Se realizaron controles a los 30 min, 1, 24, 48 y 72 hs post

incubacidn.

Los mismos se efectuaron a través de cromatografia de capa fina, utilizando 3
sistemas: ITLC-SG embebida en BSA 5%, ITLC-SG y Whatman 3MM como
soportes y EtOH:NH3:H>O (2:1:5), acetato de sodio 14% y H20:ACN (50:50) con

TFA al 0.1% como fases méviles respectivamente.

Control Fase estacionaria Fase movil Rf Molécula
0 Lu(OH)s
EtOH:NH:OH:H-O
1 ITLC-SG-BSA 0.4-0.8 177Lu-anti-CD20
(2:1:5)
1 177Lu- libre

0 177 u-anti-CD20
2 ITLC-SG Acetato de sodio 14%

0.9-1.0 177Lu- libre

H>O:ACN(50:50) con 0 177Lu-anti-CD20
3 W 3MM

TFA al 0.1% 0.7 177Lu- libre

Tabla 2 Sistemas de cromatografia de capa fina
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4.8 Controles Bioldgicos

4.8.1 Estudios de Inmunoafinidad

Las metodologias empleadas se basan en los trabajos de Oliver y col.

[721[73][74][75].

4.8.1.1 Preparacion de extractos de membrana

La extraccién y concentracion de membranas plasmaticas a partir de leucocitos
ricos en antigeno CD20 se realiz6 a través de muestras obtenidas de filtros de
transfusion plaquetaria. Para ello se extrajo el contenido de los filtros con buffer
Tris-Mg 25mM (buffer de ensayo) procediéndose posteriormente al
procesamiento del mismo segtn el siguiente protocolo desarrollado localmente:
homogeneizacion a maxima velocidad seguida de centrifugacion a 500 xg
durante 10 minutos a 4°C y conservacion del sobrenadante obtenido. Repeticion
de dicha secuencia 2 veces mas juntdndose entonces los 3 obtenidos y
centrifugandose a 40.000 xg durante 50 minutos a 4°C. El pellet final obtenido
se resuspende en 1 mL de buffer de ensayo, evaludndose su concentraciéon
proteica a través de la medida de Abs a 280 nm de una alicuota del mismo. Con
este dato, se realiza una dilucién de manera tal que su concentracién proteica
final sea de aproximadamente 10 mg/mL. El extracto de membranas asi
obtenido se fracciona y se almacena a -70°C para ser usado posteriormente en
distintos estudios de bioespecificidad a lo largo del tiempo, debido a que estas
preparaciones han demostrado una excelente reproducibilidad y estabilidad de

mas de 6 meses a -70°C .
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4.8.1.2 Ensayo de Maxima Capacidad de Union (MCU)

Estos ensayos se utilizan para estudiar la capacidad de unién del anticuerpo
radiomarcado a su antigeno especifico, asi como la competencia con el mismo

anticuerpo no marcado (frio).

Se evalta entonces la capacidad de unién maxima (Bo) de una cantidad fija del
anticuerpo marcado (trazador) a concentraciones crecientes del extracto de
membranas restando en cada caso la unién inespecifica (UNE) del mismo
mediante la competencia con el mismo anticuerpo frio en una concentracién

entre 10.000 a 100.000 veces mayor que la del trazador.
Para este estudio entonces se procedi6 de la siguiente manera:

Primero se bloquearon todos los tubos con BSA al 10%. Luego, en los tubos
destinados al andlisis del Bo se agregaron 50 uL de buffer Tris Mg 25mM (buffer
de ensayo) en tanto que en los tubos destinados a analizar la unién no especifica
(UNE) se agregaron 5pL (50 pg) del anti-CD20 frio. Se prepararon varias
diluciones distintas del concentrado de antigenos CD20 con buffer de ensayo y
se distribuyeron 200 uL en los tubos correspondientes a cada concentracién. A
continuacién en cada tubo se agregaron 10 uL (0.5 - 0.15 pg) de 77Lu-DOTA-
anti-CD20 con un nivel de actividad de entre 20.000 y 30.000 cpm por tubo, se
agitaron suavemente y se dejaron incubando a 4°C durante 24 hs. Pasado este
tiempo de incubacién se adicionaron 2 mL por tubo de PBS-SAB (buffer fosfato
0.05M, 0.16% NaCl, 0.2% seroalbumina bovina) y se dejaron incubando durante
30 minutos méas a 4°C. Una vez transcurrido este tiempo se centrifugaron

durante 50 min a 2500 xg y se aspird y descarto el sobrenadante de cada uno de
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ellos. Por dltimo entonces se midio6 la actividad del pellet formado en cada tubo

en contador de pozo automatico.

A partir de los resultados obtenidos se calcul6 el valor de la MCU por regresiéon
lineal graficando el inverso de la unién especifica (Bo - UNE) en funcién del
inverso del volumen de la solucién de antigeno original presente en la dilucién
utilizada. El inverso del término independiente de la ecuacién de la recta
resultante corresponde a la unién a concentracién infinita del antigeno y por lo

tanto al valor de la maxima capacidad de unién de ese trazador (MCU).

4.8.1.3 Ensayos de inhibicion o competencia

Este ensayo se utiliza para conocer la afinidad del ligando frio (en nuestro caso

el anti-CD20) por su blanco molecular (en nuestro caso el antigeno CD20).

Por lo tanto estos ensayos de inhibicién estudian la capacidad de competencia
entre niveles crecientes de ligando frio y una cantidad fija del ligando
radiomarcado por los sitios de unién de una cantidad constante del extracto de

membranas que contiene su blanco molecular especifico en alta concentracion.

Para este estudio de inhibicién se incubaron en nuestro caso, una cantidad
constante del antigeno CD20 con una cantidad también constante del
anticuerpo anti-CD20 radiomarcado y con diferentes concentraciones del

mismo anticuerpo frio.

Ademas se analizé la unién no especifica (UNE) del mencionado trazador
mediante la competencia con el mismo anticuerpo frio en exceso de masa (entre

10.000 a 100.000 veces mayor que la del trazador).
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Para este estudio entonces se procedi6 de la siguiente manera:

Se bloquearon todos los tubos con 50 pL. de BSA al 10% en cada uno de ellos.
Luego se distribuyeron 50 pL de buffer Tris-Mg 25 mM solo en los tubos
destinados a analizar la uniéon maxima (Bo) y 5 pL (50 ug) del anti-CD20 no
marcado o frio en exceso de masa solo en los tubos destinados a analizar la

UNE.

A continuacién se distribuyeron en todos los tubos 100 pL (6mg/mL) del
concentrado de membranas debidamente homogeneizado y en la dilucion

adecuada para este anélisis, la cual se determiné a partir del ensayo de MCU.

Por altimo se agregaron en todos los tubos 50 pL del trazador con un nivel de
actividad entre 100.000 a 150.000 cpm por tubo, se agitaron suavemente y se
dejaron incubando a 4°C durante 24 hs. Pasado este tiempo se adicionaron 2 mL
por tubo de PBS-SAB (buffer fosfato 0.06M, 0.16% NaCl, 0.2% seroalbumina
bovina) y se dejaron incubando durante 30 minutos mas a 4°C. Una vez
transcurrido este tiempo se centrifugaron durante 50 min a 2500 xg y se aspird y
descart6 el sobrenadante de cada uno de ellos. Por dltimo entonces se midi6 la

actividad del pellet formado en cada tubo en contador de pozo automatico.

A partir de los resultados obtenidos se calcul6é el valor de ICsp que, por
definicién, representa la concentraciéon de ligando no marcado (frio) que es
capaz de inhibir (por competencia) el 50% de la unién maxima del ligando
radiomarcado (trazador) a su sitio especifico de reconocimiento y su andlisis
nos permite estudiar la afinidad del ligando en uso ya que la ICsy se

corresponde con el inverso de la Kas. Para el calculo de este parametro de ICso
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se utiliz6 el programa matematico Origin.

4.8.2 Estudios de biodistribucion

Se realizaron estudios de biodistribucion a distintos tiempos post-inyeccién (4,
16, 24 y 120 hs). Para ello se usaron ratones machos CD1 normales de entre 27.5
y 32.5 grs (n=3), inyectados por via intravenosa con 1.5 - 18.5 MBq de 7’Lu-
DOTA-anti-CD20. Por otro lado, se realizaron estudios de biodistribucién con
administracion previa de distintas dosis de anticuerpo frio. Para esto, se
inyectaron por via intravenosa 150 mg/m? 250 mg/m? 500 mg/m? y
1000mg/m? de anticuerpo frio en ratones machos CD1 normales de entre 20 - 27
grs (n=3). Pasadas 3 hs se les inyect6 entre 3.7-8.8 MBq de 77Lu-DOTA-anti-

CD20 y a las 16h post- inyeccion fueron sacrificados.

En todos los casos los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical,
inmediatamente se extrajeron los érganos de interés, se pesaron y se midi6 la

actividad de cada uno de ellos en un contador de centelleo sélido.

Todos los estudios con animales de experimentacion fueron realizados

siguiendo las normas de la Comisién Honoraria de Experimentaciéon Animal

(CHEA).

4.9 Evaluacion dosimétrica

4.9.1 Simulacion Monte Carlo

Los estudios dosimétricos se realizaron utilizando el software PENELOPE de

simulaciéon Monte Carlo [53] considerandose un tumor esférico de 0,25 cm de
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radio. Sobre este modelo se plantearon dos situaciones, una donde el 177Lu-anti-
CD20 se encontraba distribuido homogéneamente en todo el tumor, y otra
donde el 77Lu-anti-CD20 se encontraba distribuido homogéneamente pero solo
sobre la superficie del tumor. La simulacién fue basada en la muestra PENCYL
provista con la distribucién 2003 de PENELOPE, la cual fue adaptada para
adoptar una simétrica esférica del tumor. Se introdujo también una
distribucién de energias del rayo primario de electrones, de acuerdo con los
datos de decaimiento [46]. La simulacion fue llevada a cabo sobre una
infraestructura de cluster de procesadores Pentium IV de 3.0MHz, cada uno con

107 particulas primarias, lo cual implica tipicamente 3x10° s del tiempo de CPU.

Las rutinas incluidas en el paquete PENELOPE generan emisiones randémicas
de electrones-fotones, en estructuras de materiales complejos consistentes de
cualquier nimero de distintas regiones homogéneas (cuerpos) de diferente
composicién. El cédigo permite a los usuarios escribir su propio programa de
simulacién, con geometria y scanning arbitrarios. El programa principal, que es
provisto por el usuario, tiene que controlar la evolucién de la simulacién y
mantener el puntaje de las cantidades relevantes. La simulaciéon de transporte
de fotones sigue el procedimiento usual, por ejemplo: todos los eventos de
interaccion en la historia de un fotén son simulados en sucesos cronolégicos. La
simulaciéon de electrones y positrones es llevada a cabo por medio de un
algoritmo mixto. Colisiones individuales eldsticas duras, inelasticas duras, y
emisiones bremsstrahlung son simuladas de una forma detallada, por medio de

un muestreo randémico desde las correspondientes secciones diferenciales. Este
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procedimiento asegura resultados de simulacién confiables, mientras que

ahorra tiempo de CPU.

Con el fin de generar graficos de distribucién de dosis en un volumen de tumor
y alrededores, la energia depositada fue integrada en un volumen de radio

constante.

4.9.2 Dosimetria Interna

A partir de los datos obtenidos en las biodistribuciones se estimaron las dosis
absorbidas para los diferentes 6rganos del ratén por unidad de actividad
inyectada del radiofdrmaco 177Lu-DOTA-anti-CD20, mediante el esquema
MIRD, donde la dosis se determina como el producto entre el tiempo de
residencia de cada 6rgano fuente y los factores S para todas las combinaciones

6rgano fuente-blanco posibles.

Para la extrapolacion de los datos de animales a humanos se utilizan

comdinmente los siguientes métodos:
« Uso directo de datos de animales
«  Escalacién por masa
«  Escalacion por tiempo

Las investigaciones realizadas sobre los métodos de extrapolacién no son
concluyentes en cuanto a qué método particular es mejor. En este trabajo se
utilizé el método de extrapolacion directa de los datos del ratén. En este se
considera que el comportamiento biocinético humano es similar al observado

en el modelo animal, de modo que los tiempos de residencia determinados para
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los diferentes o6rganos del raton se consideran iguales a los tiempos de

residencia de los 6rganos equivalentes en humanos.

El calculo de dosis absorbida en humanos (hombre adulto) fue realizado
mediante el software Organ Level Internal Dose Assessment Code (OLINDA),

utilizando los factores de conversion de dosis que alli se presentan.
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5 Resultados y Discusion

5.1 Activacion de DOTA y conjugacion con anti-CD20

La reaccién de activaciéon de DOTA consiste en un paso simple, a través de la
incubacion de cantidades equimolares de DOTA con EDC y sulfo-NHS para la
formacion del éster de DOTA N-hidroxisulfosuccinimida. Esta activacion
permite posteriormente unir el DOTA al anticuerpo a través de la formacién de
un enlace amida entre el grupo carboxilo del DOTA activado y los grupos e-
amino de los residuos lisina del anticuerpo, a un pH =7.5-8.5. Las Figuras 6y 7
muestran el esquema de reacciéon de unién del DOTA a una proteina, en este

caso el anticuerpo anti-CD20.

El resultado de este proceso fue evaluado por (MaldiTof-MS) espectrometria de
masa. Se observa un pico con relacion masa/carga (m/z) de 146436
correspondiente al anti-CD20 (Figura 8), mientras que para el anticuerpo
conjugado a DOTA la relacién m/z fue de 148818 (Figura 9). El cociente entre la
diferencia de masa de ambos y el peso molecular de DOTA (417 g/mol)
representa la cantidad promedio de moléculas de DOTA unidas al anti-CD20,
siendo la misma entre 5 y 6 moléculas de DOTA por molécula de anti-CD20.

Este resultado es comparable a los encontrados por otros métodos de

conjugacion de DOTA a anti-CD20 [55].
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5.2 Marcacion del conjugado con 177Lu

El rendimiento de marcacion del DOTA-anti-CD20 optimizado fue de 77+2%
con una actividad especifica de aproximadamente 7.5 mCi/mg (278 MBq/mg),
si bien este valor depende de variables tales como calidad del precursor DOTA,
la cantidad de anticuerpo y de la concentracién de actividad de 77Lu utilizadas
en cada experimento. El rendimiento obtenido en nuestro caso siempre fue
menor al reportado por varios autores para anticuerpos marcados a través de
DOTA con otros radionucleidos asi como con 77/Lu. En estos reportes, el
rendimiento siempre superé el 81% alcanzando en algunos casos un
rendimiento mayor al 99% pero con una actividad especifica menor. El valor de
actividad especifica para los radiofarmacos terapéuticos es crucial ya que al
disminuir esta, disminuye la captacién tumoral del radiofarmaco debido a que
el anticuerpo frio compite por el antigeno CD20 desplazando al radioconjugado
de su unién [55][56][57]. El resultado obtenido por el método aqui estudiado
exige la realizaciéon de purificacién rigurosa para continuar con la utilizacion
del 77Lu-DOTA-anti-CD20, ya que al ser un radiofdrmaco terapéutico requiere
pureza radioquimica elevada (>95%). Esto se logré ya que luego de la
purificaciéon el marcado alcanzé una pureza radioquimica compatible con su
uso en tratamiento clinico, siendo la misma mayor a 97%. El perfil de

purificacion por PD10 se muestra en la Figura 10 .

El volumen de elucién del 77Lu-DOTA-anti-CD20 fue de 4 mL, mientras que

para el 77Lu fue de 7 mL.
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Figura1l0  Perfil de purificacion del 77Lu-DOTA- anti-CD20

Se realizaron controles por HPLC del conjugado DOTA-anti-CD20 previo a su
marcacion, utilizando un detector UV (Figura 11) donde se observan dos picos
con tiempo de retenciéon de 2.69 y 4.03 min respectivamente. Al realizar HPLC
del marcado utilizando deteccion gamma (Figura 12) se observa un pico
importante con tiempo de retenciéon de 4.55 minutos y un pico menor con
tiempo de 2.94 minutos. Se estima que el pico mayor (4.5 minutos) corresponde
al 177Lu-DOTA-anti-CD20 mientras que el otro pico podria ser agregados de
anticuerpo presente en la solucién que también reaccionaria con el DOTA pero

es marcado en menor proporcion.
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5.3 Estudios de Estabilidad

5.3.1 Estabilidad del conjugado DOTA-anti-CD20

La estabilidad del conjugado se estudi6 a través de andlisis fisicoquimicos y
biolégicos. El conjugado result6é estable durante al menos 5 meses, evaluado a
través de espectrometria de masa, pureza radioquimica del marcado y ensayos

de inmunoafinidad.

Los resultados de espectrometria de masa realizados inmediatamente después
de derivatizado y posteriormente a los 5 meses, muestran que se mantienen

unidas entre 4 y 5 moléculas de DOTA por molécula de anticuerpo.

La estabilidad del conjugado, evaluada a través de distintas marcaciones con
177Lu a lo largo del tiempo, mostré que el conjugado es estable por al menos 5
meses, sin diferencias apreciables relacionadas a la temperatura de

almacenamiento (4°C o -20°C) durante los primeros 3 meses (Figura 13).

La estabilidad evaluada a través de los ensayos de afinidad detallados en la
seccion 4.8.1, mostraron que el conjugado DOTA-anti-CD20 mantiene su

actividad biolégica.

Los resultados de estabilidad obtenidos demuestran que el método de
conjugacion es adecuado para la produccién de DOTA-anti-CD20 estable en el
tiempo y de facil almacenamiento, lo cual lo hace apropiado para el uso
rutinario. Esto también posibilitaria la formulaciéon de un juego de reactivos

(Kit) el cual facilitaria su aplicacién clinica.
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Figural3  Rendimiento de marcado del DOTA-anti-CD20 en funcién del tiempo transcurrido

desde la preparacién del conjugado.

5.3.2 Estabilidad del marcado

La estabilidad del marcado se evalu6 a las 2, 24, 48 y 72 hs post-marcacion,
observandose que el mismo permaneci6é estable durante el periodo de tiempo

analizado.

Al evaluar su estabilidad en NaCl 0.9% y suero humano se observé que hasta
un 95% del mismo permanecia incambiado en ambos casos por al menos 72 hs
post incubacién (Figura 14). Esto evidencia que el marcado es estable en
condiciones fisiologicas, un aspecto importante que permite continuar con la
evaluacion biolégica del mismo. Algunos reportes muestran que la estabilidad
de algunos anticuerpos conjugados con DOTA, y marcados con diferentes

radionucleidos, tienen una estabilidad menor en suero humano [56].

57



Tesis de Maestria en Quimica B.C. Paola Audicio.

120
100 jﬂi ; ; i
80
60 -
40 1
20 -
0 T

0 10 20 30 40 50 60 70 80

horas

+ Buffer eluciéon = NaCl 0,9% a Suero Humano

% Act

Figural4  Estabilidad del 77Lu-DOTA-anti-CD20 incubado post purificaciéon, en buffer de elucién,

en NaCl 0,9% y en suero humano.

5.4 Estudios de inmunoafinidad

Estos estudios mostraron que la unién especifica (UE) del 77Lu-DOTA-anti-
CD20 a la preparacion del extracto de antigenos de membrana aumenta en
funcion de la concentracion de extracto utilizada, alcanzando sus méaximos
valores para una concentracion total de proteina de 12mg/mlL, lo cual
demuestra la especificidad biolégica de esta interaccion (Figura 15). El valor de
MCU calculado como se describié en la metodologia por grafico de regresion

lineal, fue de 35+5 % (Figura 16).
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Figural5  Union del 777Lu-DOTA-anti-CD20 en funcién de la concentraciéon de extracto de
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Figural6  Grafico del inverso de la Unién especifica vs el inverso del volumen de CD20 utilizado, a

partir del cual se calcul6 el valor de MCU
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La inhibicién de la unién especifica del 177Lu-DOTA-anti-CD20 al extracto de

antigenos de membrana (a una concentracién de 6mg/ml) alcanzé un 78.9 +

2.1% para una concentracion de 2.2 pM de anti-CD20 frio (Figura 17). El valor

de ICsp obtenido a partir de estos estudios de competencia fue de 9.0 + 2.8 nM

(Figura 18). Estos resultados revelan que el anti-CD20 conserva su integridad

biolégica y una alta afinidad por su antigeno luego de la conjugaciéon y

marcacion del mismo con 177Lu.
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Inhibicién de la unién del 177Lu-DOTA-anti-CD20 a extracto de membrana de leucocitos

en funcién de la concentracion de anti-CD20 frio
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Figura1l8  Grafico para célculo de ICso

5.5 Estudios de Biodistribucion

Se realizaron estudios de biodistribucién en ratones CD1 machos normales
cuyos resultados se muestran en las Figuras 19 y 20. Se observé una alta
captacion y acumulacién hepética (17.8 + 0.2%, 24.7 £ 0.6% y 41.0+ 6.2% a las 4,
16 y 24 hs respectivamente) y una eliminacién urinaria que alcanzé 25% a las 24
hs (11.6 £ 0.5%, 5.1 £ 0.1% y 25 £ 5.2% a las 4, 16 y 24hs respectivamente). No se
observ6 captacion apreciable en otros 6rganos. La eliminaciéon urinaria se
explica por la metabolizacion del anticuerpo marcado, lo cual permite la
tiltraciéon glomerular de fragmentos pequefios del anticuerpo que estan unidos

al radionucleido. Se observé una baja captacion a nivel del rifion. Como es
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sabido, el 177Lu presenta una alta toxicidad renal [58] debido a su reabsorcion a
este nivel. En algunos casos es necesaria la co-administraciéon de aminodacidos
que disminuyan la misma. En este caso se da una rapida eliminacién y baja
captacion renal, lo cual disminuye el tiempo de residencia en el rifién lo que
conlleva a que las dosis en este 6rgano sean compatibles con su aplicacion in

100.

Por otro lado, la baja captacion observada en hueso (<1.9 % Act/g) es indicador
de la estabilidad del marcado in vivo, ya que se ha demostrado la afinidad del

177Lu libre por el tejido 6seo [60][56].

La Figura 21 muestra una imagen centellografica realizada en una rata, 4hs post
administracion de 7.4 MBq de 77Lu-DOTA-anti-CD20. Se observa la alta

captacion del conjugado en higado.

O4h

o%Act/g

Figura1l9  Resultado biodistribuciones a las 4, 16, 24 y 120 hs (% Act./g)
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Figura20  Resultado biodistribuciones a las 4, 16, 24 y 120 hs (% Act.)

Figura 21

Imagen de rata 4hs post administracion de 77Lu-DOTA-anti-CD20

B.C. Paola Audicio.
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En el estudio aqui presentado se observa que la depuracién sanguinea tiene una

cinética bi-exponencial, comportamiento que se ha demostrado para muchos
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anticuerpos monoclonales. Algunos reportes demuestran que la cinética de
eliminacién es dependiente de la dosis administrada, siguiendo una cinética
mono-exponencial al administrar en ratas una dosis menor de 1mg. En este
estudio se utilizaron ratones, y la dosis administrada fue de aproximadamente
0,5 mg, dosis para la cual ya se observa una cinética bi-exponencial (Figura
22)[66][67]. Esto se debe fundamentalmente a que hay saturacién del sistema

microsomal hepatico.

45
40
35 ~
30 1
25 1
20 ~
15 ~
10 ~

%Act/g

0 T T T T T !
50 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (h)

Figura22  %Act/g en sangre vs tiempo de biodistribucion.

Los resultados de las biodistribuciones del 177Lu-DOTA-anti-CD20 a las 16hs
con administracién previa de diferentes dosis de anti-CD20 frio se muestran en

la Figura 23 .

Alli se aprecia una clara disminucién en la captaciéon hepatica a partir de la

administracion de 150 mg/m? de anti-CD20 frio, observandose el minimo de
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captacion al administrar 250 mg/m?, dosis que es la que se administra a
pacientes en la practica clinica [59], llegando a ser 50% menor que la captacion

sin dosis previa.

También se observa un incremento en la eliminacién urinaria, mientras que la

depuracion sanguinea permanece relativamente constante (Figura 23).

La utilizacién en la préctica clinica de dosis previa de anticuerpo frio tiene como
objetivo bloquear las células CD20-positivas de la circulacion sanguinea y del
bazo, de forma de mejorar la biodistribuciéon y por lo tanto aumentar la
captacion del radiomarcado en el tumor. Sin embargo, en los datos de
biodistribuciones realizadas no se observa diferencia en bazo antes y después
del bloqueo. Esto puede explicarse en base a que el anti-CD20 reconoce el
antigeno CD20 humano y por lo tanto puede no tener especificidad por el
antigeno murino. Es asi que las diferencias observadas en la biodistribucion del
177Lu-DOTA-anti-CD20 con dosis previa de anticuerpo frio pueden deberse a
una saturacion de los 6rganos metabodlicos y excretores. El higado aumenta la
velocidad de metabolizacion del anticuerpo favoreciendo asi su eliminacién por

via urinaria.
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Dosis de anticuerpo frio (mg/m?)

Organo 0 150 250 500 1000
SANGRE 28+02 17+0.7 44+24 2508 28%23
HIGADO 369+x6.6 200+x18 143+23 17435 26513
CORAZON 05%01 04%£01 0402 0703 0401
PULMON 09+01 08+02 1501 17x09 14£05
BAZO 06+01 0301 04£01 0600 04x0.1
RINON 1.7+0.7 1805 27+x14 22+x03 18%02
TIROIDES 04+01 0300 02+£01 0403 0302
MUSCULO 03+£01 02%£01 02+00 0201 03%0.1
HUESO 01+00 0100 02%x01 0200 0101
ESTOMAGO 0.7+04 08%02 1505 0904 14%1.0
S.Urinario  23.7+23 32926 284+38 29145 43.0%19

T.INTEST. 5.6%£36 148+31 129+43 18156 11.7+4.0

Tabla 3 Resultados de biodistribuciones de 16hs con dosis previa de anti-CD20 frio, expresados
en %Act.
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Figura23 % Actividad en funcion de la dosis de anti-CD20 frio para higado, sangre y sistema

urinario (n=3)

5.6 Dosimetria

La simulacién por Monte Carlo se llevé a cabo considerando una masa tumoral
esférica de 0.25 cm de radio y al 77Lu-DOTA-anti-CD20 distribuido
uniformemente en todo el tumor. Este estudio mostr6é que el 80% de la dosis fue
depositada en el tumor mientras que solo un 20% fue depositado en el tejido
sano (Figura 24). La energia media de la emisién beta del 77Lu (161 keV) es mas
baja que la energia beta de los radionucleidos actualmente utilizados en la
radioinmunoterapia del Linfoma no Hodgkin (13I= 191keV, Y= 699keV).
Algunos reportes muestran que con una baja energia se obtiene una relacién de
dosis tumor/tejido sano mas favorable [68], por lo que se presume que el 77Lu
seria mds apropiado que el B y el Y para tratamiento. Ademads, en

comparacion con el 3], la menor abundancia de la emisién gamma hace que
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esta contribuya menos a la dosis total. El estudio aqui descrito mostré también
que para el modelo tumoral disefiado, el 77Lu fue mas apropiado porque

produjo menos efecto sobre el tejido normal adyacente al tumor.

6e+06-

5e+06-

‘04 06 08 1
Radio (cm)

Figura24  Dosis depositada en un tumor esférico de 0.25cm de radio estimado a través de
simulacién Monte Carlo, considerando el 177Lu-DOTA-anti-CD20 distribuido homogéneamente

en todo el tumor.

En el segundo estudio realizado de simulaciéon Monte Carlo, donde el 177Lu-
DOTA-anti-CD20 se encontraba uniformemente distribuido en la superficie del
tumor (situacion que seria la mas desfavorable), se observé que una buena parte

de la dosis (45%) atin fue depositada en el tejido tumoral (Figura 25).
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6e+06-
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Figura25  Dosis depositada en un tumor de 0,25 cm de radio a través de simulacién Monte Carlo,

considerando el 177Lu-DOTA-anti-CD20 distribuido en la superficie del tumor.

5.7 Dosimetria Interna

Los resultados del célculo de dosimetria interna revelaron mayor deposicion
de dosis en rifiones, vejiga e higado, lo cual es compatible con lo que se

podia inferir cualitativamente en los estudios de biodistribucién (Tabla 4).

Teniendo en cuenta las diferencias en radiosensibilidad de cada érgano y
considerando que el rifién y la medula 6sea son dos 6rganos altamente
afectados en radioterapia con anti-CD20, se estimaron las actividades

maximas permisibles de ser inyectadas sin producir radiotoxicidad en estos

Organos.
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Organo Blanco Total
Adrenales 1,11E-02
Cerebro 1,87E-05
Vesicula Biliar 1,85E-02
Intestino delgado 8,39E-03
Estémago 4,18E-03
Corazoén 4,63E-03
Rinones 1,12E000
Higado 8,58E-01
Pulmoén 4,03E-03
Mtsculo 5,13E-03
Pancreas 9,31E-03
Medula Osea 4,25E-03
Piel 1,87E-03
Bazo 4,13E-03
Testiculos 9,86E-03
Tiroides 1,92E-04
Vejiga 5,37E000
Cuerpo total 3,48E-02

Tabla 4 Dosis en érganos (mGy/MBq) calculada para un hombre adulto
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Asi, la méxima actividad tolerable que se podria inyectar sin producir toxicidad
en rifiones seria de 6,9 mCi/kg para un hombre de 70 kg de peso, asumiendo
que la méaxima dosis tolerable por el rifién sin producir toxicidad es de 20 Gy.
Procediendo de la misma forma para medula dsea, se obtuvo que la maxima
actividad tolerable a ser inyectada seria de 181,7 mCi/kg, considerando que la
maxima dosis tolerable por la medula 6sea es de 2Gy [69]. Por lo tanto, el

6rgano critico que determinara la dosis a administrar seran los rifiones.

Si considerdramos la maxima dosis corporal tolerable que es de 75 cGy, dosis
utilizada en el tratamiento con Bexxar®, se podria administrar un maximo de

21552 MBq (8.3 mCi/kg).

Los datos utilizados para el célculo dosimétrico se basaron en los estudios
realizados de biodistribucién del 177Lu-DOTA-anti-CD20 en ratones. Dado que
no se ha demostrado que el anticuerpo reconozca el CD20 murino, se podria
suponer que las biodistribuciones en hombre serian ligeramente diferentes, ya
que se observaria mayor captaciéon en bazo, aumentando la dosis depositada en
dicho ¢érgano. Sin embargo, con administracién de dosis previa de anticuerpo
frio la captaciéon en bazo disminuirfa ampliamente [70][71]. Por lo tanto, lo
resultados dosimétricos aqui calculados serian extrapolables al ser humano con

las limitaciones expresadas.
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6 Conclusiones

La técnica utilizada de conjugaciéon del anti-CD20 con DOTA resulté ser un
procedimiento facil, rdpido y con el cual se obtuvo un conjugado estable en el
tiempo. Su modo de almacenamiento sencillo, ya que el mismo puede ser
refrigerado, facilitaria su utilizacién en la préctica clinica rutinaria una vez

formulado como kit para la preparacion del radiofdrmaco.

Los controles utilizados para evaluar su estabilidad son sencillos, rdpidos y

mostraron una alta reproducibilidad y confiabilidad.

Los estudios de inmunoafinidad mostraron que el anticuerpo mantiene su
actividad biolégica, conservando su afinidad por el antigeno CD20 después de

conjugado y marcado.

El método descrito para producciéon de 177Lu-DOTA-anti-CD20 result6 ser una
alternativa adecuada para la produccién del mismo. La pureza radioquimica
luego de purificado es compatible con su potencial aplicacién clinica en el

tratamiento del LNH.

Los estudios dosimétricos confirmaron la hipétesis de que el 7Lu es un
radionucleido apropiado para uso terapéutico, teniendo ventajas sobre los

radionucleidos actualmente utilizados.
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