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RESUMEN

El cancer de prostata (CP) es uno de los canceres solidos mas cominmente diagnosticados
en el hombre. EI mismo constituye la quinta causa principal de mortalidad por cancer a
nivel mundial, representando un problema de salud publica. Esta patologia se caracteriza
por tener una evolucion y sintomatologia muy heterogénea, pudiendo presentar una
amplia gama de comportamientos bioldgicos. Para poder establecer el tratamiento mas
adecuado en cada caso, es de suma importancia estadificar con precision esta patologia.
De aqui surge la necesidad de contar con métodos diagnosticos especificos para cada

estadio.

La tomografia por emision de positrones (PET) es una modalidad de imagenologia
molecular que permite obtener informacion funcional y metabdlica de los distintos
organos Yy tejidos del cuerpo, a partir de la obtencion de imagenes tridimensionales. Esta
técnica ofrece una herramienta cuantitativa Gtil para la caracterizacion in vivo de la
biologia tumoral, y por ello juega un rol muy importante en el diagnostico de CP. Para
poder realizar un diagndstico preciso, la imagenologia molecular por PET/CT debe
ajustarse especificamente a la biologia tumoral y al estadio evolutivo del paciente. La
[*!C]colina ([*'C]COL) ha sido uno de los radiofarmacos mas utilizados estos ultimos
afios, como referencia para la deteccion y evaluacion del CP en la clinica. Sin embargo,
el diagndstico de esta patologia con dicho radiofarmaco presenta varias desventajas,

basadas fundamentalmente en su baja sensibilidad.

En tal sentido, el presente trabajo tiene por objetivo el desarrollo quimico y
caracterizacion fisicoquimica y bioldgica de nuevos radiotrazadores PET que contribuyan
al diagnostico del CP, asi como a la evaluacién de la agresividad y la progresion del
mismo por imagenologia molecular, tomando como patrén de referencia el radiofarmaco
[1!C]COL.

La sarcosina es un aminoacido que ha sido identificado como un metabolito diferencial
que se ve ampliamente incrementado durante la progresion del CP. Se ha demostrado que
dicho incremento se relaciona con el aumento de la agresividad tumoral y se debe a la
sobreexpresion de la enzima Glicina N-metiltransferasa (GNMT). En consecuencia, la
identificacion de ligandos de la GNMT para su posterior marcacion con radionucleidos
PET, constituiria una nueva herramienta para el diagnéstico de esta patologia por

imagenologia molecular.



Esta enzima cataliza la metilacion de glicina para formar sarcosina empleando S-adenosil
metionina (SAM) como sustrato donador del grupo metilo. Habiendo identificado esta
molécula se plantearon los siguientes objetivos especificos: sintesis de SAM a partir de
S-adenosil homocisteina (SAH), optimizacion de la sintesis de [*!C]SAM mediante
reacciones de marcacion de N-metilacion con C, desarrollo del control de calidad del
nuevo agente, evaluacion fisicoquimica e in vitro de [*'C]SAM seguido de su
caracterizacion bioldgica ex vivo e in vivo, asi como la evaluacion de otros intermediarios

metabolicos como potenciales moléculas de interes.

Con la finalidad de estudiar la reactividad quimica del par SAH-SAM se realizaron
ensayos de metilacion en “frio”. Se logré optimizar un método quimico para la sintesis
de [*!C]JSAM, que permiti6 obtener el compuesto como mezcla diastereomérica. No fue
posible separar los diasteredmeros mediante el sistema de HPLC semi-preparativo del

moddulo de sintesis.

La caracterizacion fisicoquimica e in vitro de [**C]SAM aportd elementos para predecir
el comportamiento in vivo del compuesto y asi poder continuar con la etapa de evaluacion

bioldgica del mismo.

La evaluacion bioldgica de [*!C]SAM se llevd a cabo empleando dos modelos de raton,
uno sano y otro portador de tumor xenografico de CP humano, mediante estudios ex vivo
de biodistribucidn e in vivo por imagenologia molecular PET/CT. Los estudios realizados
utilizando el modelo tumoral con [**C]SAM permitieron determinar que la concentracion
de actividad obtenida a nivel del tumor fue significativamente mayor que la del musculo
usado como 6rgano de referencia, a todos los tiempos analizados. Los estudios
comparativos PET/CT con [Y!C]JCOL, mostraron una captacion tumoral in vivo de

[1!C]SAM significativamente mayor que la obtenida para el radiofarmaco de referencia.

Se realizaron estudios dosimétricos del nuevo compuesto desarrollado, a partir de los
cuales se pudo concluir que el nivel de dosis efectiva asociada a la irradiacion en un
estudio con [*!C]SAM habilita su uso en pacientes, al ser del orden de otros radiofarmacos

en uso clinico.

Los resultados anteriormente descriptos permitieron continuar con la redaccion de un
protocolo clinico piloto a fin de evaluar la potencial utilidad de [*'C]SAM en el

diagnostico de CP. Actualmente, el ensayo clinico planteado se encuentra en ejecucion.



Con el fin de obtener otros potenciales radiotrazadores, se tomaron en consideracion
intermediarios metabdlicos relacionados con la ruta bioquimica de la sarcosina. Se
selecciond a la metionina, considerando su rol como molécula precursora en la biosintesis
de SAM. En tal sentido, los estudios PET/CT comparativos entre [*!CJMET y [*!C]COL
permitieron evaluar la captacion tumoral especifica de ambos radiofarmacos en el modelo

murino de tumor xenografico de CP humano.

Por otro lado, se evaluaron potenciales ligandos de la enzima GNMT, basados en
moléculas derivadas de SAM marcadas con radionucleidos PET. Mediante estudios in
silico se pudo obtener informacidn estructural Util para el desarrollo de estos agentes. Los
estudios de docking permitieron estudiar y establecer el modo de unién entre GNMT y
los ligandos en estudio (SAM y derivados). Mientras que, mediante estudios de dinamica

molecular se evaluo la estabilidad en el tiempo de los complejos mas prometedores.



1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. Céancer de prostata

El cancer se puede definir como un grupo de enfermedades caracterizado por el
crecimiento descontrolado y la propagacion de células anormales que pueden
comprometer el funcionamiento normal del tejido involucrado. Esta patologia
habitualmente puede ser causada tanto por factores externos (tabaco, agentes quimicos,
radiaciones, e infecciones) como por factores internos (mutaciones heredadas, hormonas,
condiciones inmunoldgicas, y mutaciones que pueden ocurrir como consecuencia del

propio metabolismo), lo cual en la mayoria de los casos es muy dificil de determinar [1].

En particular, el cancer de prostata (CP) se origina cuando las células prostaticas
comienzan a crecer sin control. Los factores de riesgo que estan fuertemente asociados
con la probabilidad de que un hombre padezca CP son la edad, los antecedentes familiares
y el grupo étnico. La edad constituye el factor de riesgo mas importante, la mayoria de
los casos clinicamente diagnosticados de CP se dan en hombres mayores de 60 afios. Es
poco comun que el CP afecte a los hombres menores de 40 afios, pero la probabilidad de
padecerlo aumenta rapidamente después de los 50 afios [1-3].

Por otro lado, hay que tener en cuenta los antecedentes familiares, un hombre con una
historia familiar de CP presenta riesgos significativamente mayores de padecerlo. En el
entorno de un 25% de los hombres diagnosticados con CP tienen antecedentes familiares
de la enfermedad, lo cual sugiere que en algunos casos puede haber un factor hereditario
0 genético [4]. El nivel de riesgo ademas esta asociado al grado de parentesco y a la edad
en la cual fue diagnosticado el CP en los familiares afectados. EI mismo es mayor cuando
el familiar involucrado es de primer grado y cuanto mas joven haya sido diagnosticado
[1-2].

La relevancia de los factores étnicos en el riesgo de sufrir CP ha sido extensamente
estudiada, por su importancia respecto de la etiologia de este cancer. Los hombres
afrodescendientes presentan mayor riesgo de padecer CP que los hombres de otras razas.
En EEUU el riesgo en la poblacién afrodescendiente es 1.6 veces mayor en relacién a la
poblacion blanca. Las menores tasas de incidencia ocurren en los hombres asiaticos. Las

razones de estas diferencias raciales y étnicas aun no estan claramente definidas [2-3].

Desde hace varios afios en Uruguay el CP es el mas frecuente entre los hombres,

superando al cancer de pulmoén. Ademas, es el tercero mas frecuente considerando ambos
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sexos, luego del cancer de mama y el cancer colorrectal. Su incidencia en Uruguay es
59.9/100.000, constituyendo la segunda causa de mortalidad (19.9/100.000) por céncer
en el hombre [2]. A nivel mundial, es el segundo cancer mas cominmente diagnosticado

en los hombres y constituye la quinta causa de muerte por cancer [5].

El problema del cancer es uno de los desafios sanitarios méas relevantes de esta época
debido, en gran parte, al envejecimiento de la poblacion. Como consecuencia del avance
en la prevencion y tratamiento de las enfermedades infecciosas, asi como de las mejoras
generales en la calidad de vida, la expectativa de vida ha tenido un aumento sustantivo.
Esto dio lugar a que surgiera un nuevo perfil epidemioldgico en el cual las enfermedades
cronicas y degenerativas, especialmente las patologias cardiovasculares y el cancer,
constituyeran las primeras causas de muerte [6]. Ademas de esto, en particular para el CP,
el incremento en su incidencia también esta relacionado con el uso de nuevas estrategias
de screening y diagnostico precoz. Teniendo en consideracion lo anterior, el CP es un
problema mayor de salud publica en Uruguay y en el mundo, generando una gran carga

de morbi-mortalidad asi como impactos socio-econdémicos relevantes [2].

El CP clinicamente se puede definir como una enfermedad heterogénea desde el punto de
vista de su evolucion y sintomatologia. Se caracteriza generalmente, por presentar una
historia natural larga, que puede llevar muchos afios, en comparacién con otro tipo de
tumores solidos. Ademas, durante las diferentes etapas de su desarrollo puede mostrar un
amplio espectro de comportamientos biol6gicos que van desde canceres indolentes de
bajo grado, hasta tumores agresivos que se pueden extender localmente e incluso generar
metastasis Oseas. Los diferentes CP varian ampliamente en cuanto a su tasa de
crecimiento, su agresividad y su tendencia a generar metastasis. La biologia de esta
enfermedad durante la progresion evoluciona desde un carcinoma indolente de
crecimiento lento, bien diferenciado, andrégeno-dependiente, hacia un tumor andrégeno
independiente cada vez mas indiferenciado y agresivo [2,7-9]. En base a esta gran
variabilidad inter-pacientes, algunos hombres podran padecer una enfermedad agresiva,
que experimente progresion, incluso a pesar de tratamientos primarios, mientras que otros
experimentaran una patologia que no afecte su vida normal [9]. Esto plantea importantes

desafios relacionados con el diagndstico, tratamiento y seguimiento éptimo del paciente.

Como fue mencionado anteriormente, el CP puede presentar diferentes etapas durante el
proceso de evolucion de la enfermedad. Sin embargo, la estadificacion del mismo puede
ser compleja debido a que existen varios sistemas de clasificacion y los mismos pueden
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utilizarse solos 0 en combinacion. Lo mas util puede ser describir el CP segun su estadio
clinico, en una de las siguientes etapas: localizado (sin extension fuera de la cépsula
prostatica), localmente avanzado (con invasion extracapsular o de vesiculas seminales) o
diseminado (con invasion linfatica, metastasis o tumor primario fijo que invade
estructuras adyacentes distintas de las vesiculas seminales). El prondstico para el caso de
pacientes con enfermedad metastdsica avanzada es pobre, presentando un 30% de
sobrevida a los cinco afios posteriores al diagnostico. En contraste, para el caso del CP
localizado, la tasa de sobrevida a los cinco afios es del 90%. Esta cifra se reduce levemente

a (70-80)% para la enfermedad localmente avanzada [3].

Por otro lado, existen otros tipos de clasificaciones del CP que evalian de forma mas
detallada el estadio de la patologia. Dentro de estos se encuentra el sistema TNM. El
mismo tiene en consideracion para la estadificacion tumoral: el tamafio y ubicacién del
tumor (T), el compromiso de los ganglios linfaticos regionales (N) y la presencia de
metastasis (M). Los resultados de cada parametro se combinan para determinar el estadio
del CP [10].

Por otro lado, existe el sistema de estadificacion de Gleason el cual clasifica al CP segln
su grado histopatoldgico. EI mismo se basa en la apariencia microscopica que presentan
las células cancerosas en comparacion con las células sanas (grado de diferenciacion entre
las mismas). Los tumores menos agresivos, por lo general, tienen un aspecto mas
semejante al del tejido sano. Los tumores que son mas agresivos y por ende, con mayor
probabilidad de crecer y diseminarse, presentan un aspecto mas indiferenciado con
respecto al tejido sano. El patélogo observa como se disponen las células cancerosas en

la prostata y asigna una puntuacion [11].

Por ultimo se encuentra la clasificacion del CP segln el riesgo, denominado sistema de
D’ Amico. Los pacientes diagnosticados con CP localizado o localmente avanzado pueden
dividirse en subgrupos de riesgo en funcion de los valores anteriormente mencionados de
T de la clasificacion TNM y de Gleason, ademés de considerar el valor del Antigeno

Prostatico Especifico (PSA) en sangre, segin se muestra a continuacion [3]:

- Bajoriesgo: PSA < 10 ng/mL, Gleason < 6 y estadio clinico T1-2a.
- Riesgo intermedio: PSA entre 10-20 ng/mL, Gleason = 7 o estadio clinico T2b.
- Alto riesgo: PSA > 20 ng/mL, Gleason > 8 o estadio clinico T2c-3a.
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Para poder establecer el tratamiento méas adecuado en cada caso, es muy importante
estadificar con precision el CP. A pesar de la gran variedad de los sistemas de
clasificacion definidos para esta enfermedad, todavia existe controversia en cuanto al
significado de los exdmenes de deteccion, para cada estadio de la misma. Hoy en dia se
ha visto que estos examenes diagnosticos pueden llegar a ser poco especificos, e incluso
en algunos casos, llevar a la toma de decisiones terapéuticas incorrectas. Este es el caso
del andlisis de PSA en sangre, ampliamente difundido en los dltimos afios. Existe
polémica acerca de su uso para la deteccion del CP en pacientes que no presentan
sintomas. Por un lado, es util para detectar la patologia en etapa inicial, lo cual ayuda a
que muchos hombres reciban el tratamiento adecuado antes de que el cancer se disemine.
Por otra parte, la variacion de los niveles de PSA puede estar asociada con afecciones no
cancerigenas, como lo es la hiperplasia benigna de prostata y las infecciones del tracto
urinario, ademas de aquellos casos de CP inocuos que nunca amenazarian contra la vida
de un paciente. Ademas, no es capaz de distinguir si un cancer es localizado o se encuentra
diseminado. Como consecuencia, esta determinacion podria implicar que un paciente se
someta a cirugias y otros tratamientos, que posiblemente no sean necesarios y que puedan
afectar gravemente su calidad de vida. En suma, con los examenes paraclinicos hoy
disponibles no es facil predecir qué tumores creceran y se diseminaran rapidamente y

cuales no creceran o lo haran lentamente [12].

Por otro lado, los tratamientos disponibles para el CP en etapas tempranas (enfermedad
localizada y localmente avanzada), van desde la vigilancia activa, hasta tratamientos
radicales como lo son la prostatectomia o la radioterapia, asi como la terapia de privacion
de androgenos [13]. Estas terapias pueden presentar efectos secundarios que afectan la
calidad de vida del paciente, e incluso un niamero considerable de casos experimentan
recaida bioquimica post-tratamiento. En consecuencia, el contar con nuevos métodos
diagndsticos méas especificos para la enfermedad, y que permitan la deteccion y
estadificaciéon de forma precisa es de suma relevancia para poder definir el tratamiento

oportuno en cada caso [14-15].
1.2. Imagenologia molecular — Tomografia por emision de positrones (PET)

La imagenologia molecular se puede definir como una tecnologia emergente que permite
la caracterizacion y medicion de los procesos biologicos in vivo a nivele celular y
molecular, empleando técnicas de imagen. Presenta la habilidad potencial de optimizar la
deteccidn de enfermedades en su fase inicial de desarrollo. Esta técnica permite investigar
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las anormalidades moleculares que constituyen la base de una enfermedad, y no solo los

efectos finales relacionados a dichas alteraciones moleculares [16-17].

El PET es una modalidad de imagenologia molecular minimamente invasiva, que permite
obtener informacion funcional y metabodlica de los 6rganos y tejidos del cuerpo, a partir
de la obtencién de imégenes tridimensionales. Esta técnica de imagen ofrece una
herramienta cuantitativa para el estudio de los procesos fisioldgicos, bioquimicos,
farmacologicos y patologicos, permitiendo de esta manera la evaluacion y el diagndéstico

de diversas patologias [16,18].

Los estudios imagenoldgicos en general proveen informacion diagnéstica basandose en
el patron de distribucion de la actividad en el organismo tras la administracion de un
radiofarmaco de diagndstico. Este ultimo, generalmente esta constituido por una molécula
orgénica 0 un compuesto inorganico que presenta afinidad por el blanco molecular,
acoplado a un atomo radioactivo (radionucleido). Es recomendable que los radiofarmacos
de diagnostico presenten un periodo de semidesintegracion corto, pero compatible con el
tiempo requerido para su sintesis y control, asi como para la adquisicion del estudio. Esto
se cumple en el caso de la técnica PET, la cual requiere del empleo de radiofarmacos que
contengan radionucleidos emisores de positrones (radionucleidos PET). Este tipo de
radionucleidos al decaer emiten positrones, los cuales tras ser emitidos pierden su energia
por colisiones atravesando una corta distancia en el medio hasta que alcanzan el reposo.
En este momento es que se combinan con su antiparticula, el electrén, produciéndose el
fendmeno de aniquilacién con emision de dos rayos gama de 511 keV cada uno en sentido
opuesto (180° entre si) (figura 1a). Es importante destacar que los radiofarmacos PET se
utilizan en concentraciones trazas (de micro a picomolar), por lo que permiten evaluar los
procesos bioldgicos sin perturbar los sistemas, ni ejercer efectos farmacol6gicos
apreciables.

Una vez preparado el radiofarmaco, es administrado al paciente generalmente por via
intravenosa. Luego que el radiotrazador se distribuye en el organismo, la radiacion
emitida desde los distintos Organos y tejidos es detectada externamente al paciente
mediante un equipo detector denominado camara PET. Este dispositivo basa su
funcionamiento en la deteccion en coincidencia de los dos fotones de aniquilacion de 511
keV que se producen como resultado del proceso de aniquilacion descripto. La camara
consta de una cantidad variable de detectores de centelleo montados en una configuracion

circular y el paciente es colocado en el centro de este arreglo de detectores. Cada detector
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opera en coincidencia con otro colocado en posicion opuesta, de esta manera solo son
contados los pulsos que llegan simultdneamente a los dos detectores situados a 180° entre
si. La energia absorbida por los detectores es re-emitida como luz visible y es detectada
por tubos fotomultiplicadores. La sefial luminosa es convertida en corriente eléctrica, la
cual es proporcional a la energia del foton incidente. Los eventos registrados son
reconstruidos en iméagenes tridimensionales que representan la distribucion espacial del

radiofarmaco en el organismo (figura 1b) [16-19].

(a) (b) PETecen Detector
Positron emitting isotope WiE
511 KeV
annihilation
photon
i\
Positron
D
511 KeV P—— Positron
annihilation 3 elelﬁtr'on
collision
photan Gamma rays created

Figura 1. (a). Aniquilacion del positron y el electron produciendo dos fotones de 511 keV
emitidos cada uno en sentido opuesto; (b). Deteccién en coincidencia de los dos fotones de 511

keV por el arreglo de detectores de la camara PET.

El PET generalmente se utiliza en combinacion con la Tomografia Computarizada (CT),
empleando tomografos hibridos PET/CT. De esta manera se puede obtener informacién
anatémica y funcional de forma simultanea. EI CT aporta imégenes detalladas de la
ubicacién exacta, el tamafio y la forma del tejido enfermo, mientras que el PET brinda
datos metabdlicos y funcionales de este tejido. De esta forma se puede obtener mayor

informacién con un unico estudio [17].

Los radiofarmacos PET presentan determinadas caracteristicas como lo son su corto
periodo de semidesintegracion y su elevada energia de emision debida al proceso de
aniquilacion. En base a ello, para su produccion y control de calidad es necesario contar
con una infraestructura especial que disponga de determinados elementos tecnologicos,

los cuales se pasan a detallar, (figura 2) [20-21]:

- El ciclotrén es un acelerador de particulas que se emplea para la produccion de los
radionucleidos PET. EI mismo esta constituido por una cdmara de alto vacio en la que
mediante un campo magnético paralelo al eje del cilindro y un sistema de radiofrecuencia
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para generar un campo eléctrico alternante, se aceleran particulas como protones y
deuterones, a energias muy elevadas. Estas particulas son producidas mediante una fuente
de iones situada en el centro de la cavidad. Cuando estas particulas han adquirido
suficiente energia (10 a 20 MeV en aplicaciones médicas) su trayectoria es desviada para
que choquen con los blancos, en los que tienen lugar las reacciones nucleares que llevan
a la obtencion de los radionucleidos PET. El ciclotron debe encontrarse dentro de una
sala especial blindada por paredes de concreto de gran espesor, que constituye el bunker
del ciclotron. Existen ademas ciclotrones autoblindados, para los cuales no es necesaria

dicha sala.

- Los modulos de sintesis constituyen el lugar fisico donde se van a desarrollar los
procesos quimicos que permiten que el radionucleido PET se una a la molécula de interés,
generando de este modo los radiofarmacos. El funcionamiento de estos mddulos es
automatizado, operado mediante un software, evitando la manipulacion directa por parte
del operador. Esto permite que las reacciones de sintesis se lleven a cabo de forma répida
lo que es de suma importancia al trabajar con radionucleidos de corto periodo de
semidesintegracion. Ademas, los procesos se desarrollan de forma controlada, lo que
aumenta la eficacia y el rendimiento de los mismos. Estos modulos deben ubicarse dentro
de lo que se denominan celdas calientes debido a la elevada energia de emisién de los
rayos gama de aniquilacion. Las celdas calientes son cabinas de flujo laminar que
garantizan por un lado, la proteccion microbioldgica del radiofarmaco al presentar un
sistema de acondicionamiento de aire (en cuanto a niUmero de particulas, temperatura y
humedad) en su interior. Y por otro lado, la proteccion radiolégica del operador al estar

constituidas por puertas, paredes y ventanas de plomo.

- Los controles de calidad fisicoquimico y microbiol6gico son esenciales para verificar
las especificaciones establecidas para cada radiofarmaco. Una vez que culmina el proceso
productivo, se envia una muestra del radiofarmaco a control de calidad para analizar
diferentes parametros radioquimicos, fisicoquimicos y farmacéuticos. Si el compuesto
cumple con todas las especificaciones establecidas el lote es liberado y esta apto para ser

administrado en pacientes.

15



[ Radiofarmacia - Area blanca ]

[ Celda caliente ]

—

) - 3 Radiofarmaco
Radionucleido
[Control de Calidad ]
Realizacion de ensayos Radioquimicos, 3 Administracion al
Fisicoquimicos y Farmacéuticos. paciente y tiempo de
v biodistribucion

| Camara PET/CT |!

Adquisicion de
imagen

Figura 2. Esquema de los componentes tecnolégicos involucrados en el proceso productivo y la

aplicacion clinica de un radiofarmaco PET.
1.3. Radiofarmacos PET para el CP

La gran heterogeneidad que presenta el CP inter-paciente determina que su evaluacion
por imagenologia PET sea altamente desafiante. La imagenologia molecular juega un rol
muy importante en esta patologia ya que a través del estudio de la biologia tumoral
permite determinar varios aspectos tales como: la localizacion y caracterizacion del tumor
primario, si existe invasién extra capsular, evaluar y monitorear las terapias locales para
la enfermedad confinada a la glandula, planificar la radioterapia, entre otros. Para poder
realizar un diagnéstico preciso, la imagenologia molecular por PET/CT debe ajustarse
especificamente a la biologia tumoral y al estadio evolutivo del paciente [22].
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Al dia de hoy, varios radiotrazadores han sido o estan siendo investigados y desarrollados
con el fin de evaluar por iméagenes PET/CT el CP. Dentro de los que se encuentran en uso
clinico se incluyen: [*®F]fluorodesoxiglucosa (analogo de glucosa, [*®F]FDG), [*®F] y
[*C]colina ([*!C]COL), [!C]acetato, [®F]fluoruro de sodio ([*®F]NaF), agentes dirigidos
al antigeno prostatico especifico de membrana marcados con ®%Ga ([®Ga]PSMA). Otros
radiotrazadores actualmente estan en etapas de desarrollo clinico o preclinico, como lo
son: [®F]PSMA, [®F]FDHT (analogo de andrégenos, 16-B-[*®F]-fluoro-5-a-
dihidrotestosterona), [*®F]JFACBC (analogo de L-leucina, anti-1-amino-3-[*8F]-
fluorociclobutano-1-acido carboxilico) y analogos de bombesina [14,23]. A continuacién

se pasan a describir los que se encuentran en uso clinico.

La [*®F]FDG por ser un analogo de la glucosa, permite analizar el metabolismo de la
misma en las diferentes enfermedades. Su uso para el diagndstico de CP ha sido
ampliamente estudiado, ya que constituye el radiotrazador mas empleado en el
diagndstico de pacientes con patologias oncoldgicas. Sin embargo, los resultados
obtenidos no han sido promisorios. Esto probablemente esta relacionado con varios
factores. Por un lado, la limitada tasa de sensibilidad y especificidad que presenta la
[*®F]FDG para lesiones de CP, que oscilan entre 31y 61%, respectivamente [23]. Por otro
lado, la intensa excrecidn urinaria del radiofarmaco, que genera alta actividad en uréteres
y vejiga, dificultando la distincion de los ganglios linfaticos o la recurrencia local.
Ademas, requiere del uso de técnicas de reconstruccion de imagenes mas antiguas, que

conducen a artefactos en la pelvis, interfiriendo con el anélisis [8].

El [*®F]NaF es utilizado en la practica clinica para la deteccion de enfermedades 6seas.
En este caso, permite el diagnostico de las metastasis dseas que se generan en estadios
avanzados del CP. ElI mecanismo de accion de este radiotrazador se basa en la
quimisorcion por intercambio i6nico del ion *8F con los grupos hidroxilos de los cristales
de hidroxiapatita del hueso para formar la fluoroapatita. Esta ultima se deposita
preferentemente en las superficies 6seas sometidas a una mayor tasa de recambio, lo que
explica la captacion en las lesiones Oseas. La sensibilidad y especificidad que presenta el
[*®F]NaF para la exploracion Osea de rutina es de 82 y 57%, respectivamente [23].

La captacion de [!C]acetato esta relacionada con la biosintesis de lipidos, proceso que se
encuentra aumentado en las celulas tumorales. El acetato es un precursor natural de los
acidos grasos que se convierte in vivo en acetil-CoA, el cual se incorpora en el colesterol
y los acidos grasos. Por lo tanto, este radiofarmaco actia como biomarcador indirecto de
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la sintesis de los acidos grasos. El [*'C]acetato no se ha probado en grandes poblaciones
de pacientes con CP [24]. No obstante, los estudios realizados han permitido evaluar su
aplicacion en esta patologia. Por un lado, se pudo definir que este compuesto presenta
una sensibilidad y especificidad de aproximadamente 62 y 80%, respectivamente, siendo
mas util para la deteccion del CP avanzado recurrente. Sin embargo, en base a otro estudio
se determind que la intensidad de la absorcion del [*Clacetato en el tejido tumoral esta
relacionado con el valor de PSA en sangre. La tasa de deteccion es del 59% para valores
de PSA > 3 ng/mL, decayendo bruscamente a 4% para valores de PSA < 3ng/mL. Ademas
se ha visto que este compuesto no es un marcador especifico de cancer, sino que también
tiende a acumularse en el tejido prostatico normal e hiperplasico. Estos resultados
justifican el hecho de que el [*'C]acetato no haya sido tan ampliamente utilizado en la
practica clinica para el diagnostico del CP, en comparacion con los radiofarmacos de
colina [8,23].

La [*'C]COL ha sido el radiofarmaco mas utilizado, estos Gltimos afios, como referencia
para la deteccion y evaluacién del CP en la clinica. Este compuesto presenta alta afinidad
por los tejidos neoplésicos debido a que actlla como sustrato en la biosintesis de la
fosfatidilcolina, principal fosfolipido de las membranas celulares. La absorcion de la
[1!C]COL estda mediada por un transportador especifico que se encuentra en mayor
proporcion en las células tumorales. Ademas, su captacion estda aumentada en estas
células por la sobreexpresion de la enzima colina quinasa, de la cual la colina es sustrato.
El estudio PET con [*C]COL no esta recomendado para la deteccion primaria de un CP,
ni para su estadificacion inicial, debido a su limitada sensibilidad y especificidad. En
pacientes con valores de PSA bajos o cinéticas lentas de dicho parametro, la sensibilidad
del radiofarmaco es limitada. Debido a ello, en algunos casos la [**C]COL no tiene la
capacidad de diferenciar entre un CP primario y una hiperplasia benigna de préstata o una
prostatitis cronica [15,24]. La aplicacion clinica de [''C]JCOL se centra en la re-
estadificacion del CP en aquellos pacientes que sufren recaida bioquimica, definida en
base a la presencia de valores elevados de PSA, luego de un tratamiento radical. Este
interés alcanza relevancia clinica cuando los métodos de diagndstico por imagen
convencionales son negativos o no concluyentes en la localizaciéon de la recaida. La
ausencia de tejido prostatico permite detectar mejor las recurrencias locales y las
metastasis. Sin embargo, la tasa de deteccion de la [**C]JCOL depende de los niveles de

PSA, mostrando cifras de 44% cuando el valor de PSA < 1 ng/mL y de 89% con valores
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de PSA > 5 ng/mL. Esto podria explicar la relativamente alta tasa de resultados falsos
negativos que presenta cuando se realiza el estudio con valores bajos de PSA. En resumen,
este marcador no es aplicable en pacientes que presentan un valor absoluto de PSA < 1
ng/mL [23-25].

Por otro lado, al realizarse estudios con [*!C]COL a menudo surgen problemas en la
interpretacion de las imagenes. Esto se puede deber al metabolismo oxidativo indeseado
que sufre la [*XC]COL en el organismo, que produce metabolitos radioactivos. Estos
metabolitos no responden al mismo proceso de distribucion ni de captacion que el
radiotrazador original y por ende pueden generar actividad de fondo que interfiere en las

imagenes [26].

El PSMA es una proteina transmembrana presente principalmente en los tejidos
prostaticos. La expresion de esta proteina estd aumentada en una variedad de tumores
malignos, pero su concentracion es mas elevada en el CP. Casi todos los adenocarcinomas
de la préstata muestran sobreexpresion de PSMA en la mayoria de las lesiones, tanto
primarias como metastasicas. En los dltimos afios, diferentes grupos han reportado
resultados prometedores con respecto a la aplicacion clinica del PET/CT empleando
ligandos del PSMA marcados con ®Ga y *8F. En la mayoria de los trabajos, se evalug el
uso de [*8Ga]PSMA para la localizacion del CP en recaida bioquimica. En este caso, se
pudo concluir que el uso de este radiofarmaco esta recomendado especialmente en
pacientes gque presentas valores bajos de PSA entre 0.2 y 10 ng/mL para identificar el sitio
de recurrencia y potencialmente guiar la terapia. Se observaron sensibilidades mas altas
en pacientes con cinéticas lentas de PSA. A partir de estos resultados se puede deducir
que el [®Ga]PSMA presenta propiedades mas favorables que [*C]JCOL para la

evaluacion de pacientes con CP recurrente y bajos valores de PSA [15,27-28].

En resumen, se siguen realizando mdltiples investigaciones con el fin de contar con
nuevos trazadores PET que aporten al diagndstico del CP, que permitan mejorar la
sensibilidad y especificidad de deteccion tanto para estadios primarios de la enfermedad

como para el cancer recurrente.
1.4. Rol de la S-adenosil metionina (SAM o AdoMet) en el CP

La sarcosina (N-metilglicina) es un derivado de aminoacido que actiia como intermediario
y subproducto en la sintesis y degradacion de la glicina. Las enzimas involucradas en

estos procesos son la sarcosina deshidrogenasa que metaboliza la sarcosina produciendo
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glicina, y la glicina N-metiltransferasa (GNMT) que genera sarcosina a partir de la glicina
(figura 3).

o Glicina N-metiltransferasa o)
- H
N L N
OH - H3C OH

. Sarcosina deshidrogenasa
Glicina

Sarcosina
Figura 3. Transformacion enzimatica reversible de glicina a sarcosina.

Este metabolito ademas, esta involucrado en el metabolismo de la colina. Naturalmente
se encuentra en los muasculos y otros tejidos del cuerpo. La sarcosina se forma a partir de
laingesta de colina y del metabolismo de la metionina, y se degrada rapidamente a glicina.
Esta Gltima, ademas de desempefiar un papel muy importante como componente de las
proteinas, se encuentra involucrada en diversos procesos fisiologicos como principal
fuente metabolica de componentes celulares como lo son el glutation, la creatina, las
purinas y la serina. La concentracion de sarcosina en el suero sanguineo de sujetos
normales se encuentra a niveles micromolares, mientras que en orina no es detectada [29-
30].

A partir de un estudio que evaluo el perfil de mas de 1126 metabolitos en muestras clinicas
de tejido, orina y plasma de pacientes con CP, se pudo identificar a la sarcosina como un
metabolito diferencial que se ve ampliamente incrementado durante la progresion del CP
a metastasis. En el caso de pacientes con enfermedad confinada a la glandula, este

metabolito pudo ser detectado mediante un procedimiento no invasivo en orina.

Este trabajo a su vez, permitié demostrar que los niveles de sarcosina se encontraban
aumentados en lineas celulares de CP humano invasivo, en relacion a células epiteliales
prostaticas benignas. Ademas, se vio que la disminucién de la enzima GNMT en las lineas
celulares de CP resultaba en una reduccion significativa de la invasion del cancer, con la
disminucion concomitante de los niveles intracelulares de sarcosina. Por otro lado, se
estudio el efecto del aumento de los niveles de sarcosina en un medio de células epiteliales
prostaticas benignas. Para ello se realizaron dos ensayos, en uno se adiciond sarcosina
exogena al medio mencionado y en el otro se inhibio la sarcosina deshidrogenasa. Como
resultado, se pudo demostrar que al incrementar los niveles de sarcosina en las céelulas

estudiadas se inducia un fenotipo invasivo. En base a esto, la sarcosina y sus enzimas
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reguladoras parecen tener un rol importante como intermediarios metabdlicos en la

invasion y agresividad de las células cancerigenas de CP [31].

Por otro lado, estudios reportados demostraron que la GNMT se encontraba expresada en
mayor proporcion en varias lineas celulares de CP (PC3, LNCaP), en comparacion con
células epiteliales prostaticas normales. Este grupo ademas evalué el efecto de inhibir la
expresion de la GNMT en cultivos de CP y se obtuvo como resultado una inhibicion en
la proliferacion celular e induccién de la apoptosis en dichos cultivos. Por otra parte, se
realizaron estudios clinicos que permitieron determinar que la expresion de GNMT
citoplasmatica se correlaciona con un mayor grado de agresividad tumoral (dado por
mayores valores de Gleason y de T). Los pacientes que presentaron mayor expresion
citoplasmatica de la enzima, mostraron tasas de supervivencia significativamente
menores que los pacientes con baja expresion. Esto justifica la hipotesis de que el
incremento de los niveles de sarcosina en determinados estadios del CP esta relacionado
de forma directa con la sobreexpresion de la GNMT [32].

Varios trabajos evaluaron los niveles de esta enzima en diferentes procesos neoplésicos
y demostraron que esta enzima esta implicada en los mismos. Por ejemplo, se estudi6 la
expresion de la GNMT en tejidos de carcinoma hepatocelular humano y se encontré que
el nivel de expresion estaba disminuido, al igual que en lineas celulares de esta patologia
[33]. Por otro lado, se determinaron los niveles intracelulares de GNMT en muestras de
tejido de cancer de mama y se obtuvieron valores significativamente mayores en relacion
a los generados para tejidos mamarios normales. Ademas, se evalué la GNMT en tumores
benignos (displasias proliferativas y fibroadenomas) y los valores se encontraron dentro

del rango normal [34].

En resumen, dado el rol de la GNMT vy de la sarcosina en la progresion y agresividad del
CP, la identificacion de potenciales ligandos de la GNMT asi como de intermediarios
metabdlicos relacionados con la sarcosina para su posterior marcacién con radionucleidos
PET, constituiria una nueva herramienta para el diagnostico de esta patologia por
imagenologia molecular PET. Asimismo, estas observaciones abren el camino para el
futuro desarrollo de farmacos anticancerigenos basados en la capacidad de antagonizar la
GNMT.

En este sentido la SAM ha sido identificada como ligando natural de la GNMT. La misma

actla como sustrato de la enzima interviniendo en la transferencia del grupo metilo,
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reaccion de N-metilacion catalizada por la misma. Esta molécula posee en su estructura
un grupo metilo, unido a un dtomo de azufre, que es quimicamente reactivo (figura 4) lo
que permite su donacién hacia el grupo amino de la glicina, generando de esta manera, la
sarcosina. Por lo tanto, teniendo en consideracion tanto la relacion natural existente entre
la SAM y la GNMT asi como el rol de esta enzima en el CP, se plantea marcar este
metabolito con 'C. Esto permitiria contar con un nuevo radiotrazador que aporte al
diagnéstico y la estadificacion del CP por imagenologia molecular, en particular en

estadios agresivos de la enfermedad.

H,N
N N N
NH </ ‘ /)
2 N N
S
o) /

Figura 4. Estructura quimica de SAM

Cabe destacar que la SAM es un cofactor natural involucrado en una gran variedad de
procesos bioquimicos, incluidas las reacciones de transmetilacion [35-36]. Es el principal
donador bioldgico de grupos metilo, por lo que in vivo interacciona con una gran
diversidad de enzimas [37]. En el organismo, estos grupos metilo pueden transferirse a
proteinas, lipidos, ADN, ARN y metabolitos de bajo peso molecular [38-39]. Debido a
ello, la SAM marcada con *C podria ser Gtil ademas para evaluar la actividad de
transmetilacion en diferentes procesos tumorales, ain en aquellos en los cuales no esté
involucrada la GNMT.

1.5. Objetivos

El presente trabajo tiene por objetivo el desarrollo quimico y caracterizacion
fisicoquimica y bioldgica de nuevos radiofdrmacos PET que contribuyan al diagnostico
del cancer de prostata, asi como a la evaluacion de la agresividad y la progresion del
mismo por imagenologia molecular, tomando como patrén de referencia el radiofarmaco
['C]COL.
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Para alcanzar el objetivo general propuesto se plantearon los siguientes objetivos

especificos:
- Sintesis de SAM

Sintesis de SAM a partir de S-adenosil homocisteina (SAH) con la finalidad de estudiar
la reactividad quimica del par SAH-SAM vy asi poder determinar las mejores condiciones
para la sintesis de [*!C]SAM.

- Estrategias de marcacion de las moléculas seleccionadas con radionucleidos

emisores de positrones - Sintesis de [\!C]SAM

Optimizacion de la sintesis y el control de calidad de [*!C]SAM mediante reacciones de
marcacion de N-metilacion con C. Este tipo de marcaciones implican la adicion del
radionucleido a la molécula de interés mediante reacciones de metilacion usando
[1!C]CHsl o [**C]CH3OTf como agentes metilantes.

- Evaluacion de otros intermediarios metabdlicos como potenciales moléculas de

interés.

Predecir mediante métodos in silico el modo y la afinidad de union entre laenzima GNMT
y compuestos derivados de la SAM, para evaluar su utilidad como potenciales agentes

diagnosticos de CP.
- Evaluacion fisicoquimica y biolégica mediante estudios in vitro e in vivo

Evaluacion fisicoquimica del nuevo radiotrazador ([*!C]SAM), incluyendo: estudio de
estabilidad en formulacién final y en plasma, determinacion de la lipofilicidad y del

porcentaje de unién a proteinas plasmaticas.

La evaluacién in vitro del compuesto comprende ensayos de unién e internalizacion

celular en cultivos de CP humano.

La caracterizacion bioldgica ex vivo e in vivo involucra estudios en ratones sanos y en un
modelo murino de tumor xenografico de CP. Estos estudios incluyen: biodistribuciones
con las que se evalla la cinética de distribucion biologica, las vias de eliminacion y la
captacion por organo, e imagenologia molecular PET/CT para estudiar la distribucion del

compuesto en el organismo y la captacion tumoral.
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2. CAPITULO I: Sintesis de SAM, radiosintesis y control de calidad de [*!C]SAM
2.1. Introduccion

Las reacciones de marcacion se pueden definir como reacciones quimicas que permiten
incorporar un radionucleido a una molécula deseada. En la quimica PET se trabaja con
compuestos radioactivos de corto periodo de semidesintegracion (por ejemplo: ti, 1C
20.4 minutos y t1, 18F 109.8 minutos) y de alta energia, por lo que lograr trabajar de forma
efectiva y segura constituye una prioridad. En este caso, la quimica organica tradicional
(de mesada) no es factible. Para evitar altas dosis de irradiacion del personal es necesario
que las reacciones se realicen en mddulos de sintesis alojados en celdas calientes
blindadas. Ademaés, el desarrollo de métodos sintéticos rapidos para la introduccion de
los radionucléidos PET a las moléculas, es todo un desafio. Los radiofarmacos tienen que
ser sintetizados, purificados, formulados y analizados dentro de un periodo de tiempo
corto (unos pocos periodos de semidesintegracion del radionucleido involucrado, figura
5), para asegurar que la actividad sea suficiente para administrar al paciente y realizar el
estudio PET. Las marcaciones con 'C y F se desarrollan a través de reacciones de
quimica organica. Aunqgue lo ideal es que la reaccion de marcacion se de en un solo paso
de alto rendimiento, en algunos casos es necesario proteger otros grupos reactivos de la
molécula o realizar el marcado a través de grupos prostéticos. Luego de la marcacion, la
mezcla de reaccion debe purificarse para aislar el compuesto radiomarcado del precursor
y otras posibles impurezas. Luego el producto requiere de un paso de formulacién para
ajustar la isotonicidad y el pH de la solucion inyectable final. Por Gltimo es esterilizado,

por filtracion por membrana, para obtener un compuesto de calidad farmacéutica.

Produccion del radionucleido Fin de
\ . irradiacion
Preparacion del
/ agente de marcacion
Reaccion de marcacion <3, 1C
Purificacion
Formulacion Fin de
l sintesis
1( 1 tl 2 HC
Analisis Liberacion
Estudio PET del lote

Figura 5. Esquema del proceso de preparacion de radiofarmacos de *'C.
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Las marcaciones con 'C presentan una gran ventaja debido a que el carbono es uno de
los principales constituyentes en la mayoria de las moléculas de importancia bioldgica.
Esto permite el marcado isotdpico que da como resultado un radiotrazador que presenta
la misma estructura quimica que la molécula no marcada. Esto es muy favorable ya que,
si al introducir el radionucleido PET al compuesto de interés se modifica su estructura,
pueden verse modificadas sus propiedades bioldgicas asi como su afinidad por el blanco

molecular.

La produccion de *'C se da a nivel del ciclotron mediante la reaccion nuclear “N(p,a)''C.
La misma consiste en el bombardeo de N, (g) 99% (impurificado con 02) con protones,
que resulta en la obtencién del radionucleido 'C bajo la especie quimica CO, y la

emisién de una particula alfa.

Dentro de las estrategias de marcacion disponibles para la obtencién de radiofarmacos
PET con !C, se cuenta con reacciones de metilacion, para las cuales se utiliza [*!C]CHal
o [MC]CH3;OTf como agentes metilantes. Estas reacciones constituyen el método mas
ampliamente utilizado para la introduccion de C en las moléculas de interés. Existen
dos métodos para la obtencion del [*'*C]CHsl, método por via “hlimeda” o método “en
fase gaseosa” (figura 6). El primero se basa en la reduccion del [*C]CO; a [**C]CH3OH
por LiAlH4, seguido del tratamiento con HI. En el método "en fase gaseosa” el [**C]CO;
es reducido a [**C]CH. mediante hidrogenacion catalitica con niquel. Luego, el [**C]CHa4
producido es convertido en [*C]CHsl al entrar en contacto con Iz (g). El [*!C]CHsl
generado por cualquiera de los dos métodos puede actuar directamente como agente

metilante o puede ser convertido en [*'C]CH3sOTf mediante la reaccion con AgOTH.

- Sintesis de [ 1C]CH3I: método por via "humeda"

LiAIH, HI
[''cjco, —— [!'CJCH;0H — ['!C]CH;I

- Sintesis de [”C]CH3I: método "en fase gaseosa"
11 Ni/H, 11 L 11
[('C]ICO, —» [''C][CH; — [ 'C]CH;l

- Sintesis de [''C]CH;OTf

AgOTf
[''C]CH;l —— [!IC]CH,OTf

Figura 6. Preparacion de [*!C]CHsl y [1!C]CHsOTf.
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El uso de [*C]JCHsOTf en las reacciones de metilacion presenta varias ventajas en
relacion al [*!C]CHsl, debido a que el primero es mucho mas reactivo. Esto genera que
las metilaciones se puedan realizar usando temperaturas de reaccion mas bajas, cantidades
mas pequefias de precursor y tiempos de reaccion mas cortos, obteniéndose mayores
rendimientos. Ademas, el [*C]CHsOTf es menos volatil que el [**C]CHal por lo tanto es
més facilmente atrapado en pequefios volimenes de disolvente. Sin embargo, la alta
reactividad de este agente puede dar lugar a la formacion de otras impurezas radiactivas.

Cabe destacar que el CO2, gas presente en el aire, puede competir con el [11C]CO2 durante
los procesos mencionados, disminuyendo las actividades especificas alcanzadas. Por lo
tanto, se deben tomar precauciones para eliminar el aire de los médulos de sintesis y de
las soluciones empleadas. Por otro lado, al trabajar con [Y!C]JCHsOTf es importante
eliminar la humedad del medio de reaccidn para evitar la hidrolisis, que da como resultado

la formacion de la impureza [*!C]CH3sOH reduciendo los rendimientos de sintesis.

Una gran cantidad de radiofarmacos han sido obtenidos mediante reacciones de N-, O- y
S-metilacion por contener grupos nucleofilicos en su estructura. Estas reacciones pueden
llevarse a cabo en solucidn o en fase solida. Cuando las metilaciones se llevan a cabo en
solucion, generalmente se emplean disolventes organicos apréticos polares como
dimetilsulfoxido (DMSO), dimetilformamida (DMF), acetona y acetonitrilo, para atrapar
el agente metilante gaseoso. En algunos casos, es necesario una base para desprotonar el
precursor y favorecer la reaccion de marcacion. Las bases mas cominmente utilizadas
son K>COs, NaOH y NaH. En general, el precursor se disuelve en el disolvente
seleccionado, en presencia o0 no de una base y el agente metilante es burbujeado a través
de la solucion. En el caso de las metilaciones en fase sélida, el precursor se encuentra
absorbido sobre un soporte sélido, como puede ser el loop de inyeccion del cromatdgrafo
liquido de alta eficiencia (HPLC) o un cartucho de extraccion en fase solida (SPE) y el
agente metilante es transferido a través de dicho soporte donde ocurre la reaccion. Este
método posee varias ventajas ya que es un proceso simple, rapido y no genera pérdida
significativa de la radioactividad. Las reacciones en fase solida usualmente utilizan
cartuchos SPE descartables los cuales son cargados con una solucion que contiene el

precursor deseado Y si es necesario una base [16,40].

Como se menciono previamente, para llevar a cabo los métodos sintéticos de forma rapida
y evitar altas dosis de irradiacion del personal, las reacciones de marcacion se realizan en
modulos de sintesis automatizados. Para el caso de las marcaciones con *C se puede
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utilizar el moédulo TRACERIab® FX C Pro, el cual presenta la posibilidad de funcionar
de forma automatizada con programas preestablecidos para cada proceso (figura 7). A su
vez, dicho moédulo puede ser comandado por el operador a través de una computadora

conectada al mismo [41].

Figura 7. M6dulo de sintesis TRACERIab® FX C Pro.

El médulo de sintesis TRACERIab® FX C Pro esta constituido por un hardware que
consiste en la unidad de sintesis y una computadora asociada a ella, ademas de un
software que esta disefiado para operar dicha unidad de sintesis en los dos modos

mencionados: automatico y manual, segun sea el caso.

En la figura 8 se puede visualizar un diagrama esquematico del software que controla el
maodulo de sintesis. En el mismo se indica en que parte fisica del médulo se dan los
procesos que involucran componentes gaseosos y los que involucran componentes
liquidos. En la zona gaseosa se llevan a cabo las reacciones descriptas anteriormente que
permiten obtener el agente metilante, ya sea [**C]CHal o [*'C]CH3OTf. La zona liquida
comienza a partir del reactor, lugar donde se van a dar las reacciones de metilacién en
solucidn. En el caso de las reacciones en fase sélida se realiza un by-pass para evitar el
pasaje del agente metilante por el reactor, y lograr que el mismo pase directamente por el
soporte que contiene absorbido el precursor. En esta zona se llevan a cabo ademas, los
procesos de purificacion y formulacion del compuesto radiactivo obtenido. Para los

procesos de purificacién el médulo incluye un sistema de HPLC semi-preparativo.
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Figura 8. Diagrama esquematico del software que controla y asiste al mddulo TRACERIab® FX

C Pro. Zona (a). Opera con componentes gaseosos; Zona (b). Opera con componentes liquidos.

Al finalizar cada proceso de sintesis, el médulo TRACERIab® FX C Pro brinda al
operador un reporte de sintesis conteniendo los parametros del proceso de produccion
incluyendo graficos, asi como los parametros operativos del mddulo. Dicho reporte, a su

vez, puede ser visualizado durante el proceso productivo.

El presente trabajo se centré en el desarrollo y la optimizacion de la sintesis de [1!C]SAM.
Actualmente, el nico método reportado para la obtencion de [*!C]SAM se basa en un
proceso enzimatico, que simula la biosintesis de este compuesto en el organismo. Ishiwata
y sus colegas describen dicha sintesis utilizando [*'C]metionina ([*!C]MET), ATP y
extracto de higado de rata como fuente de la enzima L-metionina S-adenosil transferasa.
Este proceso se desarrolla en dos etapas, la primera consiste en la sintesis de [*!C]MET
utilizando [**C]CHsl y L-homocisteina tiolactona como precursor. La segunda es el paso
enzimatico, que implica la incubacion de [*!C]MET con ATP y el extracto de higado,
seguido de la purificacion del producto [42]. Este método presenta varias limitaciones,
entre ellas: a) la necesidad de preparar el extracto como fuente de la enzima a partir de
higado de rata; b) dos etapas de sintesis (primero la produccion de [*C]MET, para
posteriormente realizar la reaccion enzimatica); c) el tedioso aislamiento del producto que
implica diversas técnicas para desnaturalizar y precipitar las proteinas del extracto, asi

como la purificacion y formulacion del producto final [43-44].
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Hasta este momento, no se habia descrito ningin método directo para la sintesis de
[1!C]SAM. En este trabajo, se desarroll6 un método quimico para el marcado de SAM
con IC, a través de una sintesis en un sélo paso. Este proceso se basé en la S-metilacion
directa de la SAH para obtener el producto deseado. El *C fue incorporado a la molécula
bajo la forma de ['C]CHs a nivel del tomo de S de la estructura de la SAH. Las
marcaciones se llevaron a cabo empleando el médulo TRACERIab® FX C Pro descripto.
Previamente, con la finalidad de estudiar la reactividad quimica del par SAH-SAM se
evaluaron varias condiciones de metilacion de la SAH con CHsl y CH3OTf. Estos ensayos
fueron una guia para poder determinar las mejores condiciones de la sintesis de
[*Y22C]SAM (figura 9). Ademas, se optimizaron los procesos necesarios para llevar a cabo

el control de calidad fisicoquimico y microbioldgico de [*!C]SAM.

H,N
N \N N
4 4
NH, <Njf;/) NH, <N | A

0 [2CICH,1/ ['V12CICH;0TE 1o ® 0
) - 20
0 / —
3

HO  OH
(a) (b)

Figura 9. Sintesis y radiosintesis de [*V*2C]SAM. (a). Precursor SAH; (b). Producto
[11/120]SAM.

2.2. Parte experimental
2.2.1. Materiales y equipos

Los reactivos y disolventes utilizados fueron de calidad analitica (Merck, Sigma-Aldrich,
Carlo Erba, Dorwil) y se usaron sin purificacion adicional. El [1!C]CO, empleado en las
reacciones de marcacion fue producido en un ciclotron PET Trace® 16.5 MeV (GE
Healthcare). Para dicha produccidn se utilizé un blanco de alto rendimiento conteniendo
una mezcla de N2 y 1.0% O (Praxair o Airliquide). Las radiosintesis se desarrollaron en
un médulo TRACERIab® FX C Pro (GE Healthcare). El avance de las reacciones y la
pureza de los productos se evaluaron por HPLC, empleando un equipo Shimadzu UFLC
equipado con detectores de arreglo de diodos y gamma en serie. La columna de HPLC
analitica utilizada fue una EC 250/4.6 mm Nucleodur 100-5 C18ec (Macherey-Nagel).
Los estandares de SAM vy de precursor (SAH) empleados para la sintesis y el control de

calidad, fueron adquiridos en Sigma-Aldrich. Las columnas de HPLC semi-preparativo
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ensayadas en la purificacion del producto radiactivo fueron: una VP 250/10 mm Nucleosil
100-5 C18 (Macherey-Nagel), una VP 125/10 mm Nucleodur 5 pm C18 (Macherey-
Nagel), una VP 250/16 mm Nucleosil 100-7 C18 (Macherey-Nagel), una 250/10 mm
Luna 5 um C18 (Phenomenex), una 50/3 mm Synergi 4 um (Phenomenex) y una 100/10
mm SemiPrep RP-18e (Chromolith). Se emplearon cartuchos de extraccion en fase solida
Strata XC-SPE (Phenomenex) para la purificacion del producto final. Los filtros
esterilizantes de 0.22 pum se compraron a Waters. El analisis de etanol y solventes
residuales se realizd mediante el uso de un cromatografo de gases (GC, Shimadzu GC-
2010 Plus) equipado con un detector FID. La columna de GC analitica era una DB-WAX
de 30 m de longitud, 0.53 mm de diametro y con un grosor de pelicula de 1.00 mm
(Agilent). Para las determinaciones de actividad se emplearon una cdmara de ionizacion
(Capintec® CRC 25R, CRC 25 PET) y un espectrometro de centelleo sélido con cristal
de Nal (TI) de 3 x 3 pulgadas de pozo acoplado a un sistema analizador multicanal
ORTEC®. Para la determinacion de endotoxinas bacterianas se utilizé el equipo portatil
Endosafe-PTS (Charles River Laboratories, inc.)

2.2.2. Métodos
2.2.2.1. Sintesis de SAM

Técnica 1. La sintesis se realizo segun las técnicas de preparacion de SAM reportadas
por Deshpande et al. [43] y por Senthilkumar et al. [44]. En base a ello, se disolvieron 10
mg de SAH (26 pmol) en 500 pL de &cido trifluoroacético (TFA) con agitacion magnética
y la solucidn se enfri6 a -10 °C. Una vez alcanzada dicha temperatura se agregaron 4 pL
de 4cido sulfurico concentrado (73 pumol), luego 4 uL de ioduro de metilo (64 umol) y la
mezcla de reaccién se mantuvo a -10 °C por un periodo de 2 horas. Posteriormente, se
adicionaron otros 4 pL de ioduro de metilo (64 umol) y se comenz6 a elevar la
temperatura de reaccion hasta alcanzar temperatura ambiente. La reaccion se dejo con
agitacion magnética, a temperatura ambiente, hasta el dia siguiente. El avance de la
reaccion se siguié por HPLC analitico empleando las siguientes condiciones: columna
analitica C18, buffer acetato de sodio 0.1 M pH 4.5 (A) y acetonitrilo (B) como
disolventes, gradiente: 0-7 min: 4.2% B, 7-13 min: de 4.2 a 50% B, 13-20 min: 50% B,
un flujo total de 1.5 mL/min y un detector de arreglo de diodos (UV, A=260 nm), (método
1)[45]. El tiempo de retencion del precursor (SAH) fue de 10.7 minutos y el del estandar
de SAM de 3.5 minutos.
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Técnica 2. La sintesis fue realizada en base a la técnica de obtencion de SAM descripta
por Matos et al. [38]. Para ello, 10 mg de SAH (26 umol) fueron disueltos en 283 uL de
acido férmico 99% con agitacion magnetica. Luego se adicionaron 333 uL de ioduro de
metilo (5.4 mmol) a la solucidn y la mezcla de reaccion se dejo agitando a temperatura
ambiente, protegida de la luz durante un periodo de 5 dias. El avance de la reaccién fue
seguido por HPLC analitico utilizando las condiciones descriptas en la técnica 1 (método
1).

Técnica 3. La sintesis se baso en la técnica reportada en el articulo citado en la técnica 2
[38]. Para la misma se disolvié 1 mg de SAH (2,6 pmol) en 200 pL de &cido férmico y
se agregaron 200 pL de DMF. Luego se adicionaron 16,2 pL de ioduro de metilo (0,26
mmol) y la mezcla de reaccion se incubd a 40 °C por 1 hora, con agitacion magnética.
Posteriormente, se aumentd la temperatura de reaccion a 80 °C y se mantuvo con agitacion
durante 1 hora. Finalmente la reaccion fue sometida a 100 °C por otra hora. El
seguimiento de la reaccion se llevé a cabo por el método de HPLC descripto en la técnica
1 (método 1).

Técnica 4. La sintesis se llevo a cabo segln la técnica de preparacion de analogos de
SAM reportada por Stecher et al. ®. En base a la misma, se disolvieron 2.5 mg de SAH
(6.5 pmol) en 500 pL de acido férmico 99% con agitacion magnética. Luego se
adicionaron a la solucion 5.2 mg de triflato de plata (AgOTf) (20 umol) y 24.3 pL de
ioduro de metilo (0.4 mmol) con agitacion magnética. La reaccion se llevd a cabo a dos
temperaturas: temperatura ambiente durante 4 horas y 40 °C durante 1 hora. Las
reacciones fueron seguidas por HPLC analitico utilizando las condiciones descriptas en

la técnica 1 (método 1).

Técnica 5. Se disolvieron 2.5 mg de SAH (6.5 pmol) en 500 pL de DMF. Se adicionaron
a la solucion 6.7 mg de AgOTf (20 umol) y 16.4 mg de Tris-(pentafluorofenil)-borano
(32.5 pumol). Luego se agregaron 200 pL més de DMF con el fin de arrastrar el sélido que
quedd en las paredes del balén de reaccion. Por Gltimo se adicionaron 24.3 pL de ioduro
de metilo (0.39 mmol) y la mezcla de reaccion se dejoé con agitacion a temperatura
ambiente, protegida de la luz, durante toda la noche. El seguimiento de la reaccién se

realizé por el método de HPLC descripto en la técnica 1 (método 1).
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2.2.2.2. Sintesis de [*'C]SAM

Las reacciones de marcacion se llevaron a cabo en el modulo automatizado de sintesis
TRACERIab® FX C Pro. Los precursores radioactivos secundarios [*C]JCHsl y
[1!C]CHsOTf se produjeron de acuerdo al método descrito por Buccino et al. [46].
Brevemente, el proceso de sintesis comenzé con la produccion de [*!C]CO2 en el ciclotron
mediante la reaccion nuclear “N(p, a)!'C. El [*1C]CO; producido fue enviado al modulo
de sintesis, donde fue atrapado y purificado, para luego ser reducido a [**C]CH4 mediante
hidrogenacion catalitica. Posteriormente, el [*'C]JCH4 se transformd en [*'C]CHsl al
reaccionar con lx(s) en un circuito de recirculacion. El [*C]CHsl generado puede actuar
directamente como agente metilante o puede ser convertido en [*!C]CH3;OTf mediante la
reaccion con AgOTT. EI [1'C]CH3sl o [**C]CH3OTf se burbujearon finalmente en el reactor
cargado con el disolvente de reaccién y el precursor. La disolucion del agente metilante
en la solucién del precursor se llevd a cabo a diferentes temperaturas dependiendo de los
puntos de fusion de los disolventes empleados, en este caso de (-10 a 15) °C.

Se llevaron a cabo una serie de sintesis hasta reactor variando las condiciones de
marcacion del precursor (SAH). Dentro de las pruebas realizadas se utilizaron diferentes
cantidades de precursor (1, 305 mg) y se variaron los disolventes (TFA 400 uL + H2SO4
4 uL, &cido férmico: DMF (400 pL; 1:1) o acido formico (400 uL)). La solucion del
precursor se mezcld vigorosamente usando un agitador vortex y la mezcla se cargé en el
reactor. A continuacion, el agente metilante fue burbujeado en la solucién del precursor.
En estas pruebas se ensayaron [*'1C]CHzl, [1!C]CHsl con AgOTf (2.5 mg) y [*!C]CHsOTf
como agentes metilantes. Luego, la mezcla de reaccion se llevo a diferentes temperaturas
(40, 60, 80, 100 o 120 °C) variando los tiempos de reaccion (1, 5, 10 o 30 minutos).
Posteriormente, la mezcla de reaccion se enfrio a 40 °C, se diluyd con la fase movil
analitica A (600 pL) y una muestra del crudo de reaccion fue analizada por HPLC
analitico. Las condiciones de HPLC utilizadas fueron las siguientes: columna analitica
C18, buffer acetato de sodio 0.1 M pH 4.5 (A) y acetonitrilo (B) como disolventes,
gradiente: 0-7 min: 2% B, 7-13 min: de 2 a 50% B, 13-25 min: 50% B, flujo total de 1.0
mL/min, detectores de arreglo de diodos (UV, A=260 nm) y centelleo sélido (gamma) en
serie, (método 2). El tiempo de retencion del precursor (SAH) fue de 14.4 minutos y el
del producto ([**C]SAM) de 5.4 minutos.

Ademas, se realizaron una serie de blancos de reaccién hasta reactor. Para los mismos se
empled [*'C]CH3l y [*C]CH3OTf como agentes metilantes y se vari6 el disolvente (acido
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formico: DMF (400 pL; 1:1), acido férmico (400 uL) y DMF: NaOH 3 M (400 uL; 1:1).
La reaccion se desarrollé a diferentes temperaturas (60 0 80 °C) durante 1, 5 0 10 minutos.
Las reacciones fueron controladas por HPLC analitico utilizando las condiciones

previamente descriptas (método 2).

Una vez obtenido el producto de interés ([*!C]SAM) con una pureza radioquimica
adecuada, el crudo proveniente del reactor fue purificado por HPLC semi-preparativo.
Luego de la marcacion, la mezcla de reaccion se enfrié a 40°C, se diluy6 por la adicion
de fase movil del HPLC semi-preparativo (1 mL), y posteriormente se transfirié al loop
de inyeccion de 5 ml. La inyeccion del crudo de reaccion al sistema de HPLC semi-
preparativo se control6 mediante un detector de fluido automatico.

Para determinar las condiciones Optimas de HPLC semi-preparativo se ensayaron
diferentes sistemas variando las condiciones de columna, fase mdvil y flujo total. Para
determinar el tiempo de retencion de SAM se emple6 un estandar del compuesto en frio.
Deteccién: UV (A=254 nm).

Optimizadas las condiciones de HPLC semi-preparativo se procedid con la etapa de
purificacion de la sintesis. La fraccion conteniendo [*C]SAM fue recogida y diluida en
40 mL de agua para inyeccion. La solucidn resultante se purificé mediante columna Strata
XC-SPE de extraccion en fase solida (pre-activada con 1 mL de etanol absoluto seguido
de 1 mL de buffer acetato de sodio 0.1 M pH 4.5). Previo a la elucion la columna se lavo
con 3 mL de agua para inyeccion. El producto de interés atrapado fue eluido con 4 mL de
una solucion de NazHPO4 0.1 M pH 8.5: EtOH (9:1). Para la formulacion se emplearon
6 mL de NaCl 0.9% y la solucion final fue transferida a un vial estéril a través de una
membrana esterilizante de 0.22 um. El volumen total de la solucion del radiofarmaco fue
de 10 mL.

2.2.2.3. Control de calidad de [**C]SAM

El aspecto de la solucidn final fue chequeado por inspeccién visual y el pH determinado
usando un pH-metro previamente calibrado. Los solventes residuales (acetona, etanol y
acetonitrilo) fueron analizados por GC de acuerdo a lo establecido en la USP, Capitulo
General <467> [47]. Las purezas quimica y radioquimica de [*!C]SAM fueron
determinadas mediante HPLC analitico. Se emplearon las siguientes condiciones:
columna analitica C18, buffer acetato de amonio 50 mM pH 5.4 con 1% TFA (A) y
acetonitrilo (B) como disolventes, gradiente: 0-15 min: 0% B, 15-20 min: de 0 a 100% B,
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20-25 min: 100% B, un flujo total de 2.0 mL/min y detectores UV (arreglo de diodos,
A=260 nm) y gamma (centelleo sélido) en serie (método 3) [48]. El tiempo de retencion
del precursor (SAH) fue de 17.4 minutos. El tiempo de retencion de cada uno de los
isdmeros de [*C]JSAM fue: [*C](S,S)-SAM 10.8 minutos y [*'C](R,S)-SAM 11.8
minutos. La pureza radioquimica fue calculada considerando el porcentaje de area bajo
la curva de los dos isomeros de [*'C]SAM en relacion a la actividad total. La identidad
radioquimica fue determinada por comparacion de los tiempos de retencién del producto
marcado con el del correspondiente estandar de referencia (en frio). La actividad
especifica fue determinada considerando la actividad correspondiente al isémero
[11C](S,S)-SAM al término de la sintesis y la masa de dicho compuesto en frio. La pureza
radionucleidica fue determinada en base al espectro gamma de la muestra y la identidad
radionucleidica por medida del periodo de semidesintegracion. La esterilidad vy
concentracion de endotoxinas bacterianas se determinaron de acuerdo a lo establecido en
los Capitulos Generales <71> [49] y <85> [50] de la USP, respectivamente. El test de
endotoxinas bacterianas se realiz6 mediante el ensayo de Lisado de Amebocitos del
Limulus (test de LAL) [51].

2.3. Resultados y discusién
2.3.1. Sintesis de SAM

Con el fin de estudiar la reactividad quimica del par SAH-SAM Yy asi poder determinar
las mejores condiciones para la sintesis de SAM “en frio”, se llevaron a cabo diferentes

reacciones de metilacion variando las condiciones de sintesis (figura 9).

Como metodologia de seguimiento de las reacciones se seleccion6 el HPLC con deteccién
UV y gamma de los productos (HPLC acoplado a detectores de arreglo de diodos y
centelleo solido en serie). En base a esto, en una primera instancia se puso a punto un
sistema de HPLC analitico que permitiera la deteccion y cuantificacion del estandar de
SAM, asi como la de su precursor (SAH), de modo de poder evaluar la identidad y pureza

quimica del compuesto una vez sintetizado.

Durante este proceso se llevaron a cabo varios analisis de los estandares mencionados en
el HPLC analitico, variando en cada uno de ellos un parametro, hasta encontrar las
condiciones méas adecuadas para caracterizar los tiempos de retencion de los diferentes
productos, lograr resolucion adecuada de los compuestos y obtener picos simétricos. Los

parametros ensayados fueron los siguientes: relacién porcentual de los componentes de
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la fase movil, flujo de la fase mdvil, volumen de inyeccidn, concentracion de los

estandares y longitud de onda del detector UV-VIS.

Finalmente, se obtuvo un sistema adecuado para la determinacion de la pureza e identidad
quimica y radioquimica de los compuestos en estudio, constituido por las condiciones

descriptas en el método 1 de la parte experimental.

Establecido el sistema de HPLC analitico, se procedio con la evaluacion y seleccion de
las mejores condiciones para la reaccion de metilacion “en frio”. En base a bibliografia
consultada, se pudo concluir que era necesario desarrollar la reaccion de metilacion en un
medio acido, en el cual los grupos amino e hidroxilo reactivos de la SAH se encontraran
protonados. De esta forma no quedaban disponibles para competir con el azufre en la
reaccion de metilacién y se evitaba la formacion de productos secundarios no deseados
[43]. Por lo que, considerando esto ultimo, se realizaron una serie de sintesis variando las
condiciones de: agente metilante, disolvente, cantidad de precursor, temperatura y tiempo

de reaccion, como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Resumen de condiciones de reaccién y pureza del producto para la sintesis de SAM.

Agente Masa de Tiempo de Pureza de
metilante Disolvente precursor | T (°C) | reaccidon . | Entrada
SAM (%) &
(Eq) (mg) (h)
CHsl (2 Eq) TFA/H2S04 10 -10 2 0 1
CHsl (4 EQ) TFA/H,SO4 10 T amb 24 0 2
CHsl (ex) | Acido férmico 10 T amb 120 39.9 3
Acido
CHsl (ex) f6rmico/DME 1 40 1 0 4
Acido
CHsl (&) | t6rmico/DMF 1 80 1 0 S
Acido
CHsl (ex) f6rmico/DME 1 100 1 0 6
CHI/AGOTT | 4 cido formico 2.5 T amb 4 91.4 7
(ex/3 EQ)
CHA/AGOTT | £ cido formico 2.5 40 1 84.9 8
(ex/3 EQ)
CHsl/AgOTf [b]
(ex/3 Eq) DMF 2.5 T amb 2 6.4 9

e L_a pureza de SAM fue determinada por HPLC analitico empleando las condiciones del método
1 descriptas en la parte experimental. P! Con adicién de tris-(pentafluorofenil)-borano (5 Eq).

En primera instancia, se ensay0 la metilacion de la SAH con CHzsl bajo condiciones acidas
generadas por TFA (utilizado como disolvente de la reaccion), y H2SO. concentrado,
siguiendo la técnica 1 descripta en la parte experimental (tabla 1, entradas 1-2). En un

inicio, la mezcla de reaccion se mantuvo a -10 °C por 2 h (tabla 1, entrada 1). Luego, al
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no verificarse avance de la misma por HPLC, se agregé mas agente metilante a la mezcla
de reaccion y se fue aumentando gradualmente la temperatura hasta alcanzar temperatura
ambiente (tabla 1, entrada 2). Al controlar finalmente la reaccion no se observo formacién
del producto deseado SAM, sino que se dio la formacién de otro compuesto que presenta
un tiempo de retencion diferente al del estandar de SAM. En resumen, las condiciones

empleadas en la técnica 1 no permitieron obtener el compuesto esperado.

Posteriormente, se probd la metilacion de la SAH con CHzl como agente metilante bajo
condiciones acidas generadas por acido formico, que se utiliz6 como disolvente. Las
condiciones utilizadas se describen en la técnica 2 de la parte experimental (tabla 1,
entrada 3). Al agregar el CHal a la solucion de SAH en acido férmico se formaron dos
fases liquidas debido a que el &cido y el CHzl no son miscibles, por ello, la reaccion se
llevd a cabo con agitacion vigorosa que asegurara el contacto entre las fases. De esta
forma se mantuvo la reaccion a temperatura ambiente, durante un periodo de 5 dias. Al
controlar el avance de la misma por HPLC se observé la formacién del producto deseado,
a través de un pico con igual tiempo de retencion que el asignado al estdndar de SAM.
Sin embargo, en el cromatograma se presentaron ademas, una serie de picos no esperados
con diversos tiempos de retencion, (pureza de SAM 39.9%). Esto dio la pauta de que el

compuesto de interés se obtuvo de forma impura, en conjunto con otras impurezas.

Esto dltimo, si bien no es lo ideal, no constituiria un impedimento a la hora de la
metilacion “en caliente”, ya que el modulo utilizado para la sintesis cuenta con un sistema
de HPLC semi-preparativo que permite el aislamiento del compuesto de interés. Sin
embargo, se continu6 con la optimizacion de la reaccion de metilacion de la SAH “en
frio”, con el fin de aumentar la pureza de SAM, acercarnos a las condiciones que
normalmente se emplean en las marcaciones con *C y disminuir el tiempo de reaccion,
condicion limitante al trabajar con radionucleidos PET de corto periodo de

semidesintegracion.

En base a lo anterior, se continu6 probando condiciones méas similares a las cominmente
utilizadas en las reacciones de metilacion con 'C. En estos casos, es habitual emplear
menor cantidad de precursor, asi como disolventes organicos aproticos polares (tales
como DMSO, DMF, acetonitrilo) para atrapar el agente metilante gaseoso [16,40]. Por lo
tanto, la cantidad de precursor se redujo a 1 mg y se incorpor6 DMF a la mezcla de
disolventes. En este caso, se utilizd6 CHsl como agente metilante y se fue aumentando
gradualmente la temperatura desde 40 hasta 100 °C, siguiendo la técnica 3 de la parte
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experimental (tabla 1, entradas 4-6). Inicialmente, la mezcla de reaccion se mantuvo a 40
°C, temperatura en la cual no se logré obtener el producto de interés (tabla 1, entrada 4).
Al no verificarse avance de la reaccion, se fue aumentando la temperatura hasta alcanzar
100 °C (tabla 1, entradas 5-6). En este caso, al ir subiendo la temperatura no se observé
formacion significativa del producto deseado, sino que se dio la formacion de otras
impurezas. Por lo anterior, las condiciones empleadas no permitieron obtener el

compuesto de interés.

Continuando con los ensayos, se probo la metilacion de la SAH utilizando CH3OTf como
agente metilante. El uso de este agente presenta ventajas en relacion al CHzl debido a su
mayor reactividad. Generalmente, las reacciones de metilacion con CHsOTf dan
rendimientos mas altos usando tiempos de reaccion mas cortos o temperaturas de reaccion
mas bajas [16,40]. La formacion del CH3OTf se dio “in situ” en el balon de reaccion por
el agregado conjunto de CHzl y AgOTTf. Dicha reaccion se ensay6 en acido férmico a
temperatura ambiente y en paralelo a 40 °C, siguiendo la técnica 4 descripta en la parte
experimental (tabla 1, entradas 7-8). La reaccion se llevd a cabo a dos temperaturas
distintas, en dos balones diferentes, los cuales contenian la misma mezcla de reaccion. Al
controlar el avance de la reaccion que se desarrolld a temperatura ambiente, se fue
observando la formacién del producto de interés SAM. Al cabo de 4 horas la reaccion se
habia desarrollado de forma completa, obteniéndose SAM con una pureza de 91.4%, sin
la presencia significativa de impurezas (tabla 1, entrada 7). Esto se puede observar en la
figura 10b. Por otro lado, la reacciéon que se desarroll6 a 40 °C se mantuvo a dicha
temperatura durante 1 hora. Una vez finalizado el calentamiento se controld el avance de
la reaccidn, observandose gue la misma se habia dado de forma completa ya que no se
observaba producto de partida y se habia dado la formacién del producto SAM con una
pureza de 84.9% (tabla 1, entrada 8) (figura 10c). En base a estos ultimos resultados, se
puede afirmar que con estas condiciones se pudo obtener el producto de interés (SAM)
con una pureza adecuada y a un tiempo de reaccion mas corto que con las técnicas

anteriores.
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Figura 10. Cromatograma HPLC analitico (UV): (a). mezcla de reaccion a tiempo inicial; (b).
mezcla de reaccién luego de 4 horas a temperatura ambiente; (¢). mezcla de reaccion luego de 1
hora a 40 °C.

Finalmente, se evalud la posibilidad de utilizar un &cido de Lewis con el fin de bloquear
los posibles grupos reactivos de la SAH que pudieran competir en la reaccion. Para ello,
se ensayo la marcacién en presencia de tris-(pentafluorofenil)-borano, utilizando CHzOTf
generado “in situ” como agente metilante y DMF como disolvente (técnica 5), (tabla 1,
entrada 9). Inicialmente no se dio disolucién completa de los s6lidos en DMF, por lo que
la reaccion se llevo a cabo bajo forma de suspension, a temperatura ambiente. Al cortar
la reaccion, se controlé el avance de la misma y se observo la formacién del producto
deseado SAM con una pureza del 6.4%, junto con una serie de impurezas con diversos
tiempos de retencién. Esto da la pauta de que el compuesto de interés se obtuvo de forma

impura.

En resumen, aun cuando las condiciones de metilacion empleadas “en frio” son diferentes
que las normalmente utilizadas “en caliente”, los ensayos descriptos permitieron generar
conocimiento Gtil en cuanto a la reactividad del par SAH-SAM. Esto sirvié como guia

para la etapa posterior de marcacion.
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2.3.2. Sintesis de [*'C]SAM

Luego de las pruebas “en frio”, se procedio a evaluar las diferentes condiciones a ensayar
en el proceso de metilacion “en caliente” (marcacion), a fin de obtener el radiotrazador
deseado ([*'C]SAM). Para ello se plantearon una serie de sintesis hasta reactor, lo cual

implica la obtencion del producto sin purificar.

La marcacion del precursor se lleva a cabo en el médulo automatico de sintesis descripto
en la parte experimental. En base a esto, hay que tener en cuenta que las condiciones de
reaccion son muy diferentes a las de la metilacion “en frio”. Por ejemplo, en las
marcaciones con 'C el precursor desmetilado siempre esta presente en exceso molar en
comparacion con el agente metilante, incluso la relacion estequiométrica puede alcanzar
un factor de 10*1 [40]. Las condiciones de presion y temperatura alcanzadas en el reactor
se pueden controlar de forma mas precisa, los que permite reducir los tiempos de reaccion,
parametro critico al trabajar con radionucleidos de corto periodo de semidesintegracion.
Por ello, las mismas condiciones empleadas “en frio” y “en caliente” pueden llevar a
resultados diferentes. En base a esto, no se quiso descartar, en principio, ninguna de las
condiciones utilizadas “en frio" y las mismas fueron ensayadas en el modulo. A pesar de
estas diferencias, cabe destacar que las pruebas de sintesis “en frio” proporcionaron
informacidn valiosa sobre el comportamiento quimico del par SAH-SAM, que fue atil en

la etapa de radiosintesis.

Con el propoésito de optimizar la sintesis de ['C]SAM, se ensayaron diferentes
condiciones de marcacion. Los parametros evaluados durante este proceso (agente
metilante, disolvente, masa de precursor, temperatura y tiempo de reaccién) se resumen

en la tabla 2. A continuacion, se describen los ensayos realizados.
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Tabla 2. Resumen de condiciones de reaccion y pureza radioquimica del producto en el crudo

de reaccion para la sintesis de [**C]SAM.

Adente Masa de Tiempo de Pureza RQ de
me%ilan e Disolvente (uL) precursor | T (°C) | reaccion [1*C]SAM en el Entrada
(mg) (min) crudo de reaccion (%)
TFA + HSO,
fa]
(400 pL +4 L) . 60 ! 0 !
11
LCICH! 1 Acido formico: DMF 1 60 5 0 2
(400 pL; 1:1) 80 5 3
[C]CHsl/ Acido formico 1 40 5 4
(400pL) .
AgOTf — 0 [
(2.5 mg) Acido formico/DMF 1 40 5 5
> Mg (400 uL; 1:1)
) 60 10 6
Acido formico/DMF
fa]
(400 uL: 1:1) 1 80 10 0 7
100 10 8
40 10 9.8 @ 9
1 6.8 @ 10
60 10 12.5 1 11
. 30 1181 12
[1*C]CH;OTf 80 10 4201 13
Acido férmico 30 540 14
(400 pL) 100 10 291 15
120 10 0.5 16
3 60 10 2300 17
60 10 343 18
5 60 5 30.7 @ 19
60 1 3170 20

[a] (n:]_)’ [b] (n:2)_

En la primera marcacion que se llevo a cabo se utilizd como agente metilante [1*C]CHal
y como disolvente TFA con H2SO4. La misma tuvo lugar a 60 °C, durante 1 minuto (tabla
2, entrada 1). Al controlar la reaccion por el método de HPLC descripto, se pudo concluir
que no se dio formacion del producto deseado ([*X*C]SAM), ya que no se observé ningun
pico de igual tiempo de retencién que el del estandar en el cromatograma gamma. A su
vez, en el cromatograma UV se puede visualizar un pico a tiempo de retencion similar al
obtenido cuando se realizd la primera metilacion “en frio”. En base a esto, se pudo

concluir que dicho compuesto no constituye un producto de metilacion en una posicién
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no deseada, ya que si lo fuera deberia haberse observado a nivel del cromatograma gamma.

En resumen, las condiciones empleadas no permitieron obtener el compuesto esperado.

Continuando con los ensayos, se varid el disolvente empleado para la marcacion. Se
utilizé una mezcla de acido formico y DMF con el fin de lograr el medio acido necesario
y a su vez, retener adecuadamente el agente metilante gaseoso sobre dicha solucion en el
reactor. La reaccion se llevé a cabo a 60 y 80 °C, durante 5 minutos, utilizando [*!C]CHsl
como agente metilante, (tabla 2, entradas 2-3). Al controlar las dos reacciones de
marcacion se observo un perfil similar, en base al mismo se pudo concluir que no se dio
la formacién del compuesto marcado de interés, ya que no se observa un pico en el
cromatograma gamma a igual tiempo de retencion que el del estandar. A su vez, en el UV

se observo el pico correspondiente a la SAH que quedo sin reaccionar.

En el cromatograma gamma también se pudo observar un pico a mayor tiempo de
retencion que el de los estandares, que podia corresponderse con el [**C]JCHsl que quedd
sin reaccionar. Para verificar esto, se llevé a cabo un blanco de reaccién. EI mismo se
basa en realizar una marcacion utilizando las mismas condiciones de reaccion con los
mismos reactivos que se emplearon, excepto por el precursor. En este caso, se llevo a
cabo un blanco con las condiciones descriptas en la entrada 1 de la tabla 3. Al observar el
cromatograma gamma obtenido al controlar dicha reaccion, se pudo verificar que el pico

correspondiente con el [1!C]CHsl presentaba un tiempo de retencion de 20.9 minutos.

Tabla 3. Resumen de condiciones de sintesis para los blancos de reaccion.

Agente . o Tiempo de
metilante Disolvente (uL) T (°C) reaccién (min) Entrada
Acido formico: DMF
11 Hal 1
[*CICH (400 puL; 1:1) 60 1
Acido formico: DMF
(400 pL; 1:1) 60 > 2
[1C]CH,OTf DMF: NaOH 3M 20 10
(400 pL; 1:1) 3
Acido formico (400 uL) | 60 1 4

Posteriormente, se ensayo la marcacion variando el agente metilante. En primera instancia
se hicieron pruebas con el [1!C]CH3sOTf generado “in situ” en el reactor, por la reaccion
entre AgOTf y [11C]CHzsl generado en el modulo. Dicha reaccion se llevo a cabo en acido
férmico y en una mezcla de acido formico: DMF, a 40 °C (igual temperatura que la
reaccion “en frio”), durante 5 minutos. Las condiciones se corresponden con la4 y 5 de
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la tabla 2. Al controlar las reacciones se pudo concluir que no se alcanzaron resultados
favorables, debido a que no se dio la formacion del compuesto marcado de interés. Esto
podria deberse a que la reaccion entre el [*1C]CHal y el AgOTf no se haya dado de forma
completa, lo que llevaria a no contar con suficiente [*!C]JCHsOTf en el medio para
reaccionar. En base a esto, se decidio seguir trabajando con el [*!C]CHsOTf gaseoso

producido directamente en el modulo.

En este marco, se realizaron una serie de sintesis empleando [**C]JCHsOTf del médulo
como agente metilante y una mezcla de acidio formico: DMF como disolvente. Las
reacciones se llevaron a cabo a diferentes temperaturas (tabla 2, entradas 6-8). Al realizar
los controles de las mismas se obtuvieron perfiles muy similares. En primer lugar, no se
logré obtener [*!C]JSAM. Sin embargo, se obtuvieron dos picos radioactivos que podian
corresponderse con el [*'*C]CH3OTf que quedd sin reaccioar y con [*!C]CH3OH, el cual
puede formarse como producto secundario por la reaccion entre [L!CJCHsOTf y agua
presente en el medio (reaccion de hidrolisis) (figura 11).
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Figura 11. Cromatograma HPLC analitico: (a). estandar de SAM (UV); (b). crudo de reaccién
luego de 10 minutos a 60 °C (gamma) (tabla 2, entrada 6).
Para verificar la correspondencia entre los picos radiactivos obtenidos y los posibles
productos planteados, se realizaron dos blancos (tabla 3, entradas 2-3). Con la condicién
de la entrada 2 se pudo verificar que el pico que sale a tiempo de retencion de 6.2 minutos
se corresponde con el [*C]CHsOTf. En el caso del otro blanco se agregé NaOH 3M a la

mezcla de reaccion de forma de asegurar la formacion de [!C]JCHsOH. Al controlar esta
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reaccion se pudo determinar que el pico que aparece a tiempo de retencién 3.3 minutos

se corresponde con el [1!C]CH3OH.

Continuando con las pruebas, se realizaron una serie de ensayos utilizando [*!C]CHsOTf
como agente metilante y &cido formico como disolvente. Se fue variando la temperatura
y tiempo de reaccidn, asi como la masa de precursor empleada, de forma de poder obtener
el compuesto deseado. Las condiciones ensayadas se describen en la tabla 2, entradas 9-
20. Al controlar las distintas reacciones por HPLC, se pudo visualizar en el cromatograma
gamma la presencia de un pico a igual tiempo de retencion que el del estdndar de SAM
(ejemplo en figura 12). Para verificar que el mismo se correspondia con [1!C]SAM, se
realiz6 un blanco empleando las condiciones de la entrada 4, tabla 3. En este caso, en el
cromatograma gamma no se obtuvo el pico a igual tiempo de retencion que el del estandar
de SAM. Esto permitié concluir que con las condiciones previamente mencionadas (tabla

2, entradas 9-20), si se habia formado el producto esperado.
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Figura 12. Cromatograma gamma HPLC analitico, crudo de reaccion obtenido con las mejores
condiciones ensayadas (tabla 2, entrada 20).
Observando la tabla 2 se deduce que [*'C]SAM se obtuvo con diferentes purezas
radioquimicas, dependiendo de las condiciones empleadas para la marcacion. A su vez,
en los diferentes cromatogramas gamma se pueden observar los picos correspondientes
al [*!C]JCHsOTf que quedo sin reaccionar y al [**C]CHsOH formado, que constituyen las

dos impurezas radioquimicas obtenidas en todos los casos ensayados.

En la figura 13 se muestran dos graficas que resumen como varia la pureza radioquimica

del producto en base a la temperatura de marcacion y a la masa de precursor empleadas.
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Figura 13. (a). Variacion de la pureza RQ de [*'C]SAM en el crudo de reaccién con la
temperatura de reaccion (tabla 2, entradas 9,11,13,15-16); (b). Variacién de la pureza RQ de
[*C]SAM en el crudo de reaccién con la masa de precursor empleada (tabla 2, entradas 11,17-
18).

Si nos centramos en la gréafica (a) de la figura 13, se puede observar que la pureza
radioquimica de [**C]SAM presenta un maximo a 60 °C y que al aumentar la temperatura
por encima de este valor se da una disminucion significativa de la pureza radioquimica
del producto de interés. Esta disminucién podria explicarse debido a que, al aumentar la
temperatura de marcacion por encima de 60 °C se va descomponiendo el precursor SAH,
quedando menos masa disponible para reaccionar. Esto puede visualizarse en los
cromatogramas UV de las reacciones a diferentes temperaturas. En base a estos resultados,

se selecciona 60 °C como temperatura 6ptima de marcacion.

Por otro lado, al observar la gréafica (b) se deduce que al aumentar la masa del precursor
se da un aumento significativo de la pureza radioquimica del producto. En nuestro caso
se ensayo la reaccién con 1, 3 y 5 mg de SAH, masas que se encuentran en el orden de
las usuales para las reacciones de marcacion con 'C. Con 5 mg de precursor se obtuvo el

mejor resultado.

Una vez optimizada la temperatura de reaccién (60 °C) y la masa de precursor (5 mg), se
ensayaron distintos tiempos de reaccion: 1, 5y 10 min. En la tabla 2 (entradas 18-20) se
pueden visualizar los resultados obtenidos. Como la pureza radioquimica de [*!C]SAM
fue similar en cualquiera de los tres tiempos ensayados, se decidio tomar como tiempo
optimo 1 minuto, ya que se esta trabajando con un radionucleido de corto periodo de

semidesintegracion.
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En resumen, las condiciones dptimas de marcacion que permitieron obtener [*'C]SAM
con mayor pureza radioquimica fueron: [1!C]CHsOTf como agente metilante, 5 mg de
precursor en acido férmico, a una temperatura de marcacion de 60 °C durante 1 minuto.
La pureza radioquimica de [**C]SAM en el crudo de reaccion fue de 31.7% (tabla 2,
entrada 20).

Empleando las condiciones 6ptimas mencionadas, se obtuvo un cromatograma gamma en
el cual el pico correspondiente a [*C]SAM se presenta desdoblado, (figura 12). Esto se
puede deber a que en la reaccion de marcacion se forma un azufre trivalente (un sulfonio),
el cual es quiral. Por lo que, el grupo metilo al incorporarse a la molécula lo puede hacer
tanto por arriba como por debajo de la misma, dando lugar de esta manera a la formacion
de dos isémeros posibles: (S,S)-SAM y (R,S)-SAM, (figura 14).

HOOC HOOC

CH

CH3 3

( ) (
H(f “on wd oH

‘ Isémero (S,S)-SAM ‘ ‘ ‘ Isémero (R,S)-SAM ‘ —)

Figura 14. Isémeros de SAM: (S,5)-SAM y (R,S)-SAM.

En la bibliografia esta reportado que la configuracion (S,S) de SAM es la Unica forma
biosintetizada. Este isdbmero es el Unico biolégicamente activo para casi todas las
metiltransferasas dependientes de SAM, incluida la GNMT. Sin embargo, hay algunas
metiltransferasas que son capaces de reconocer el isémero (R,S) [52-53]. En base a esto,
inicialmente la etapa de purificacion se centro en tratar de optimizar un método de HPLC
semi-preparativo que permitiera la separacién de los isbmeros con el fin de obtener (S,S)-
SAM de forma pura. Para ello, se realizaron varios ensayos inyectando un estandar de
SAM que contenia los dos isdmeros, variando los siguientes pardmetros: columna
cromatografica, componentes de la fase maévil y flujo total, como se observa en la tabla
4,
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Tabla 4. Resumen de condiciones de HPLC semi-preparativo ensayadas.

L Flujo —
Columna Fase movil (mL/min) tr SAM (min) Entrada
buffer acetato de
ZSOlignr?]rilg pm sodio O'.l M pH 4.5: 6.0 p(l?():(futrc)o 1
’ acetonitrilo (98:2)
(11.0-12.0)
buffer acetato de 6.0 . 2
2500 mm, S | AOnoS0mM B R e ——
pr=o4 27 ' pico desdoblado
SemiPrep RP-18e buffer acetato de 2.0 (.8'0',9'9) 4
. pico Unico
100/10 mm amonio 50 mM (5.06.0)
Chromolith pH=5.4 1% TFA [ 4.0 S 5
pico Unico
Nucleodur C18 VP buffer_acetato de 4.0 p(i?:fljgri?c)o 6
125/10 mm, 5 pm amonio 50 mM (17.0)
’ pH=5.4 1% TFA [ 2.0 A 7
pico Unico
(35.0y 37.5)
8.0 dos picos 8
Nucleosil C18 VP ba”n‘;fs;igcggatr‘r’]&e 100 (2362 giig'so) 9
250/16 mm, 100-7 OH=5.4 1% TFA 1 15.0 (15.%—16.9 y 17.0) 10
0S picos
(14.0y 15.2)
17.0 dos picos 1
. buffer acetato de
Nucleosil C18 VP amonio 50 MM 6.0 _ (13.5-14.0) 12
250/10 mm, 100-5 OH=5.4 1% TFA [ pico desdoblado
Svnerdi buffer acetato de 1.0 icg)lﬁzr?ico 13
50/3 mim, 4 um amonio 50 mM : (L.9)
’ pH=5.4 1% TFA [ 1.9 A 14
pico Unico

@ tr: tiempo de retencion; P! [48].

Con algunas de las condiciones ensayadas ambos isdbmeros eluyeron con el mismo tiempo
de retencion, mostrando un pico Unico en el cromatograma del HPLC semi-preparativo
(tabla 4, entradas 1,4-7,13-14). Usando las condiciones cromatograficas 2-3,12, descritas
en la tabla 4, se obtuvo un pico desdoblado, de modo que los isomeros no pudieron
separarse de forma completa. Finalmente, empleando las condiciones cromatogréficas de
las entradas 8-11, tabla 4, se logr6 obtener dos picos separados. Sin embargo, para lograr
dicha separacién se tuvieron que emplear condiciones muy drasticas de flujo, e incluso
en algunos casos, los tiempos de retencion obtenidos fueron demasiado largos y por ende
incompatibles con el corto periodo de semidesintegracion de una molécula marcada con
11C (tabla 4, entradas 8-9). Ademas, en otros casos (tabla 4, entradas 10-11), no se logro

obtener una resolucion adecuada entre los picos (figura 15).
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Figura 15. cromatograma UV HPLC semi-preparativo, estandar de SAM (tabla 4, entrada 10).

De todos modos, se hicieron pruebas en “caliente” ensayando las condiciones 10 y 11
para evaluar la separacion de los isomeros de [*!C]SAM en el mddulo. En estas ocasiones,
no fue posible obtener el isomero de interés aislado debido a la baja intensidad de los
picos radioactivos, la proximidad de sus tiempos de retencion y la mala resolucion de los
mismos. Como no fue posible separar los isdmeros radiactivos, se decidié continuar

trabajando con el producto como mezcla de dos diastereGmeros.

Para purificar [**C]SAM de las otras impurezas radioquimicas presentes en el crudo de
reaccion ([*C]CHsOTf y [11C]CH3OH), se seleccionaron las condiciones 1 de la tabla 4.
Estas condiciones fueron elegidas teniendo en cuenta que permiten la elucion del

producto a un tiempo de retencion adecuado empleando un flujo 6ptimo.

En base a los resultados mencionados anteriormente, se realizé una sintesis completa
empleando las condiciones Optimas de marcacion (tabla 2, entrada 20) y purificacion
(tabla 4, entrada 1), seleccionadas. En la sintesis de cualquier radiofarmaco inyectable es
necesario un tltimo paso de formulacion para ajustar la isotonicidad y el pH de la solucion.
Por ello, el producto final fue formulado y ademas transferido a un vial a través de una
membrana esterilizante. Aplicando las condiciones descriptas, se obtuvo [*C]SAM como
mezcla diastereomérica con un rendimiento radioquimico de fin de sintesis (EOS), desde
[1!C]CHsl, de (10 + 2)% (no corregido por decaimiento; n=3). El rendimiento de
[1!C]CHsl a partir de [*C]CO: en el modulo fue de (22 + 2)% (no corregido por
decaimiento; n=3). El proceso se completd en (28 = 1) minutos, desde el envio del
[1!C]CO; al modulo hasta la obtencion del producto final formulado. En el proceso de
marcacion, el isébmero inactivo se obtuvo como producto mayoritario en relacion 53:47
[isomero (R,S):isdomero (S,S)]. Esta relacion entre los isomeros se pudo determinar
mediante un método de HPLC analitico (seccion: control de calidad de [*!C]SAM, parte

experimental), que permitid la separacion de los isémeros (figura 16). La separacién fue
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posible Gnicamente en una columna analitica debido a la mayor resolucion que presentan

frente a las columnas semipreparativas.
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Figura 16. Cromatograma HPLC analitico: (a). [**C]SAM post-purificacion (gamma); (b).
[*C]SAM post-purificacion (UV); (c). estandar de SAM (UV).

2.3.3. Control de calidad de [**C]SAM

Al trabajar con radiofarmacos inyectables, una vez finalizada su sintesis, es necesario
Ilevar a cabo una serie de analisis y determinaciones para evaluar su identidad, pureza y
calidad. Estos parametros, a su vez, permiten demostrar que la tecnologia empleada
durante el proceso productivo da lugar a un producto con las caracteristicas deseadas.

Con este propdsito, optimizada la sintesis de [*C]SAM se prosiguié con los ensayos de
control de calidad, los cuales involucran la determinacién de parametros fisicoquimicos
y bioldgicos. En la tabla 5 se resumen las especificaciones, asi como los resultados de la
evaluacion del control de calidad para tres lotes pilotos de [**C]SAM. En todos los casos,
el producto obtenido cumplié con las especificaciones establecidas para el control de
calidad. Ademas de los parametros descriptos en la tabla 5, se verifico la esterilidad de la
solucion final en cada lote y la concentracion de endotoxinas estuvo de acuerdo con los

estandares establecidos para una solucion inyectable.
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Tabla 5. Especificaciones y resultados del control de calidad para tres lotes pilotos de [*!C]SAM.

Ensayo Especificaciones Lote 1 Lote 2 Lote 3
N Limpida, incolora 'y
Apariencia libre de particulas Cumple Cumple Cumple
pH 4.5-8.5 7.5 7.5 7.5
Pureza Radiogquimica > 90% 97.4% 98.0% 97.7%
Diferencia entre tr del
Id_enﬂo]ac_l pico radloactlvp y el 0% 1% 204
Radioquimica de referencia
<10%
Solventes Residuales:
Acetonitrilo < 0.04% 0.0011% 0.0009% 0.0009%
Acetona <0.5% 0.0001% 0.0002% 0.0002%
Etanol < 10% 3.8% 4.1% 3.8%
Pureza Presencia de picos de
Radionucleidica emisién gamma a Cumple Cumple Cumple
511 keV y/o 1022 keV
Identidad ) . . :
Radionucleidica (tu) 19.9 -20.9 min 19.9 min 20.3 min 20.3 min
Actividad Especifica | > 30 GBg/umol (EOS) | 83 GBg/umol | 75 GBg/pumol | 129 GBg/umol

2.4. Conclusiones

Se logro obtener el producto de interés SAM con minima cantidad de impurezas y a un
tiempo de sintesis adecuado para la reaccion de metilacién en “frio”. Estos ensayos de
sintesis orgéanica brindaron informacién valiosa sobre la reactividad y comportamiento
quimico del par SAH-SAM, que resultd Util en la etapa posterior de radiosintesis. Se
optimizd un nuevo método quimico para la produccion de [**C]SAM a través de una
sintesis en un paso, utilizando la plataforma comercial GE TRACERIab® FX C Pro. El
compuesto marcado con !C se obtuvo como mezcla diastereomérica, presentando una
relacién entre los isdbmeros de 53:47 [isomero (R,S):isdmero (S,S)]. Fue posible optimizar
un método de HPLC analitico para separar los diasteredmeros. Sin embargo, esta
separacion no fue posible en el sistema de HPLC semi-preparativo. El radiotrazador
obtenido se ajusto a las especificaciones establecidas por el centro, en base a las generales
que aplican a radiofarmacos segln las Farmacopeas (USP y EP) [54-55], para el control
de calidad.

2.5. Informacion adicional

Es importante destacar, que este trabajo dio lugar a una publicacion en una revista
referada [56], (Anexo I).
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3. CAPITULO II: Evaluacion fisicoquimica e in vitro de [\'1C]SAM
3.1. Introduccién

Dentro de las etapas del desarrollo de un nuevo radiofarmaco, es de gran relevancia la
caracterizacion fisicoquimica e in vitro del compuesto en estudio. Esta evaluacion
involucra varios ensayos que consisten en determinar diferentes parametros tales como,
la estabilidad en formulacion final, la estabilidad en plasma, la unién a proteinas
plasmaticas, la lipofilicidad y la union e internalizacion celular. Estos parametros estan
relacionados con la distribucion que presentara el nuevo radiofarmaco en el organismo.
Por lo que, permiten predecir el comportamiento in vivo del compuesto marcado. En base
a ello, estas caracterizaciones constituyen un requisito previo para las evaluaciones

bioldgicas in vivo, [57-58].

El estudio de estabilidad del radiofarmaco en su formulacion final permite determinar
durante cuanto tiempo post-produccion el compuesto permanece invariable. Este
parametro se vuelve relevante al momento de considerar el tiempo necesario entre la

produccion del radiofarmaco y su potencial administracion a pacientes.

Los estudios de estabilidad en plasma son predictivos del comportamiento que presentara
el radiofarmaco en un medio altamente competitivo como lo es el bioldgico. Es
importante que el compuesto una vez administrado se mantenga estable en el organismo,
de manera tal de ser capaz de ir al sitio donde se encuentra su blanco molecular e
interaccionar con él, y de esta forma permitir su localizacion mediante los estudios de

imagen.

El grado de union a proteinas plasmaticas constituye un pardmetro que esté directamente
relacionado con la distribucion que presentara el compuesto en el organismo, asi como
con su velocidad de eliminacién. Es de suma importancia poder determinarlo ya que
ejerce un efecto marcado sobre la farmacocinética y farmacodinamia del compuesto. En
este punto, es importante tener presente que solo la fraccion libre queda disponible para

atravesar las membranas celulares y alcanzar los blancos moleculares [58-59].

Al momento de caracterizar un radiofarmaco también es importante considerar su
lipofilicidad. Este parametro esté relacionado con la interaccion de los diferentes atomos
con el medio y permite predecir experimentalmente el comportamiento de determinada
sustancia en el organismo. En muchos casos los radiofarmacos necesitan atravesar las

membranas celulares para poder interaccionar con su blanco molecular. En el caso de los
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compuestos que no poseen un transportador que les posibilite atravesar la membrana
celular, su llegada al citoplasma es mediante difusion pasiva a través de la misma. Para
ello, el compuesto debe tener una lipofilicidad adecuada de modo de favorecer este pasaje.
Por otro lado, el valor de lipofilicidad de un compuesto se relaciona con la velocidad y
via de eliminacidn que este presenta. Cuando el valor es excesivamente alto, el compuesto
presentara baja eliminacion renal y alta hepatobiliar, ademas de una depuracién lenta de
los tejidos no blanco [57,60].

Con el fin de realizar la caracterizacion fisicoquimica y estudiar la estabilidad in vitro de
[1!C]SAM, y asi poder estimar su comportamiento in vivo, se llevaron a cabo los ensayos

descriptos anteriormente.

Una vez que un radiofarmaco es desarrollado, es recomendable realizar ademas
evaluaciones en medios bioldgicos. Los estudios in vitro basados en células son utiles
para analizar los mecanismos moleculares de una enfermedad e identificar posibles
marcadores de la misma. En particular, los ensayos de union e internalizacion empleando
cultivos celulares de la patologia en estudio brindan informacion muy atil acerca del
comportamiento que presentard un nuevo radiotrazador a nivel celular. Los cultivos
celulares tumorales por ejemplo, son modelos homogéneos que permiten un
conocimiento mas preciso de la biologia tumoral [61]. En tal sentido, para los ensayos de
union e internalizacion celular de [*C]SAM se utilizé un cultivo de células de CP humano
(linea PC3).

3.2. Parte experimental

3.2.1. Materialesy equipos

Los reactivos y disolventes utilizados fueron de calidad analitica (ABX, Merck, Sigma-
Aldrich, Fluka, Carlo Erba, Dorwil, Capricorn Scientific, Gibco) y se usaron sin
purificacion adicional. El ['C]CO, empleado en las reacciones de marcacion fue
producido en un ciclotron PET Trace® 16.5 MeV (GE Healthcare). Para dicha
produccidn se utilizé un blanco de alto rendimiento conteniendo una mezcla de N2y 1.0%
O2 (Praxair o Airliquide). Las radiosintesis se desarrollaron en un moédulo TRACERIab®
FX C Pro (GE Healthcare). Para las determinaciones se utilizé [*'C]SAM sintetizada y
controlada de acuerdo con lo descripto en el capitulo I. Los cartuchos de intercambio
catiénico Sep-Pak Classic Accell Plus CM vy los filtros esterilizantes de 0.22 pm

empleados en la sintesis de [*C]JCOL fueron comprados a Waters. La pureza
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radioquimica de [*'C]COL fue evaluada por HPLC, empleando un equipo Shimadzu
UFLC equipado con detectores de arreglo de diodos, conductividad y gamma en serie. La
columna de HPLC analitica utilizada fue una EC 250/4.6 mm Nucleodur 100-5 C18ec
(Macherey-Nagel). Los estandares de COL y el precursor (precursor N,N-dimetil
aminoetanol) empleados para la sintesis y el control de calidad, fueron adquiridos en
Sigma-Aldrich y Fluka, respectivamente. El pool de plasma humano empleado en los
estudios fisicoquimicos fue donado por un laboratorio clinico registrado (donacion de la
Cétedra de Radioguimica, Facultad de Quimica). El agitador vortex utilizado en los
estudios fue un Vortex-QILINYIYONG 5 (Scientific Instrument). En los ensayos de
estabilidad la pureza radioquimica del compuesto fue determinada por HPLC, empleando
un equipo Shimadzu UFLC equipado con detectores de arreglo de diodos y gamma en
serie. La columna de HPLC analitica utilizada fue una EC 250/4.6 mm Nucleodur 100-5
C18ec (Macherey-Nagel). Para los estudios fisicoquimicos se utilizd una centrifuga
Thermo Scientific Sorvall ST 16R. Se emplearon columnas de exclusion molécular
MicrospinTM G-50 (GE Healthcare), para la determinacién del porcentaje de union a
proteinas plasmaticas. Para los estudios de union e internalizacion celular se utilizo la
linea celular de CP humano PC3 (ATCC® ATCC® CRL-1435 ™) adquirida en
American Type Culture Collection Cell. Para las mediciones de actividad se emplearon
una camara de ionizacion (Capintec® CRC 25R, CRC 25 PET) y un espectrometro de
centelleo solido con cristal de Nal (T1) de 3 x 3 pulgadas de pozo, acoplado a un sistema
analizador multicanal ORTEC®.

3.2.2. Métodos
3.2.2.1. Sintesis de ['!C]SAM y [*1C]COL

Los procesos sintéticos se realizaron utilizando la plataforma automatizada
TRACERIab® FX C Pro descripta anteriormente. Los lotes de [Y!C]JSAM fueron
sintetizados y controlados de acuerdo con lo descripto en el capitulo I. La sintesis de
[11C]COL se llevd a cabo de acuerdo con el método reportado por Shao et al. [62]. En
este caso se utilizo [*C]CHsl como agente metilante en la reaccion de marcacion. El
[1*C]CHsl producido en el médulo, fue transferido a través de un cartucho CM Sep-Pak
cargado con el precursor N,N-dimetil aminoetanol (40 uL). Luego, el cartucho fue lavado
con etanol (10 mL) seguido de agua para inyeccion (10 mL). El producto fue eluido y
formulado con NaCl 0.9% (10 mL). La solucion final se transfirio a un vial estéril a través
de un filtro de esterilizacion de 0.22 pum. Finalmente, una muestra del producto fue

52



sometida a los ensayos de control de calidad. EI compuesto obtenido se analiz6 mediante
HPLC, empleando las siguientes condiciones: columna analitica C18, NaH2PO4 0.05 M
como fase mavil, flujo total de 0.8 mL/min. Los cromatogramas se registraron empleando
detectores de arreglo de diodos (UV, A2=200 nm), conductividad y centelleo solido
(gamma) en serie, (método 4). El radiotrazador se obtuvo con una pureza radioquimica
> 90%.

3.2.2.2. Estabilidad en formulacién final

La estabilidad de [*'*C]SAM en la formulacion final se estudio, a temperatura ambiente,
por determinacion de su pureza radioguimica a lo largo del tiempo. Se tomaron muestras
a diferentes tiempos de incubacion (30, 70 y 100 minutos). Las mismas fueron analizadas
mediante HPLC analitico empleando las condiciones del método 3, descripto en la

seccion control de calidad de la parte experimental del capitulo anterior.
3.2.2.3. Estabilidad en plasma

El ensayo de estabilidad en plasma se realizé incubando [**C]SAM (100 pL) con plasma
humano (1000 pL) a 37 °C. Transcurridos diferentes tiempos de incubacion (15, 30 y 60
minutos), se tomaron muestras de 100 pL de la mezcla. Una vez extraida la muestra, con
la finalidad de desnaturalizar las proteinas, se agregaron 100 puL de TFA 25% y se agitd
en vortex. Para la precipitacion de las mismas, se centrifugd la muestra a 5000 rpm (4696
Xg) durante 2 minutos a 4° C. Finalmente se tomd una muestra del sobrenadante y su
pureza radioquimica fue analizada por HPLC analitico. En este caso, se emplearon las
condiciones del método 2, descripto en la seccion sintesis de [!C]SAM de la parte

experimental del capitulo anterior.
3.2.2.4. Determinacion del porcentaje de unién a proteinas plasmaticas

Para la determinacién del porcentaje de union a proteinas plasmaticas se emplearon
columnas de exclusion molecular. Las mismas se prepararon por centrifugacion (2
minutos a 3300 rpm (2046 xg) a 4 °C) para extraer el buffer de conservacion. Se incub6
plasma humano (1000 uL) con el radiofarmaco (100 pL) a 37 °C durante diferentes
tiempos (30, 60 y 120 minutos). Transcurrido cada uno de los tiempos, se sembraron 50
pL de la mezcla en las columnas y las mismas se incubaron durante 2 minutos. A
continuacion, las columnas se centrifugaron a 3300 rpm (2046 xg) a 4 °C por 2 minutos

y se recogieron los eluidos. La actividad retenida tanto en las columnas, como en los
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eluidos se midié mediante centelleo sélido. Cada tiempo se llevo a cabo por duplicado.
Para el ultimo punto (120 minutos) se proces6 un blanco, reemplazando el plasma por
buffer fosfato 0.1 M durante la incubacion [63].

3.2.2.5. Lipofilicidad

La lipofilicidad de [**C]SAM fue estudiada a pH 7.0 a través de la determinacion del
coeficiente de particion 1-octanol/buffer fosfato 0.1 M. Para ello, el 1-octanol (2 mL) y
el buffer fosfato 0.1 M pH 7.0 (2 mL) se mezclaron en un tubo de centrifuga. A la mezcla
se agrego el radiofarmaco (100 uL), y se agito en vortex durante 2 minutos. La mezcla se
centrifugo por 5 minutos a una velocidad de 5000 rpm (4696 xg), a 4 °C. Luego de esperar
la separacion de las dos fases, se tomaron tres muestras de (50 — 100) uL de cada fase y
se midio la actividad de cada una de ellas en un contador de centelleo sélido. Se realizaron
4 repeticiones de cada experiencia y cada una de ellas por duplicado. El coeficiente de

particion se calculd usando la ecuacion:
log Poct = log (cuentas en octanol / cuentas en buffer)

3.2.2.6. Ensayo de unién e internalizacion celular de ['!C]SAM vy
[1C]COL en cultivos celulares PC3

Para la realizacion de los ensayos de union e internalizacion celular se empled la linea
celular de CP humano PC3. Las células se cultivaron en DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium) con alto contenido en glucosa, con suplemento de suero fetal bovino al
10% (v/v) y solucién antibiotica/antimicética. Las mismas fueron cultivadas hasta
confluencia bajo atmosfera humidificada conteniendo 5% de CO2 a 37 °C. Estos ensayos
se realizaron segin el método reportado previamente por Paulmichl et al.[64].
Brevemente, las células se sembraron en placas de seis pozos, a razon de 300.000 células
por pozo, dos dias antes del experimento (3 placas por estudio). El dia del experimento,
las células se lavaron dos veces con buffer fosfato salino frio (PBS) y el mismo fue
reemplazado por DMEM con 1% de SFB (1.2 mL por pozo). La mitad de los pozos fueron
blogueados con 150 uL/pozo de una solucion de estandar de SAM o COL en exceso
(10.000 veces mas que la cantidad presente en el radiofarmaco), segun el caso. A la otra
mitad (no bloqueada) se les agregdé 150 ul/pozo de PBS con BSA (suero de albumina
bovina) al 0.5%. A continuacién, a todos los pozos se les afiadio 150 pL del radiotrazador

correspondiente (1.3-2.7 MBq por pozo), y las placas se incubaron a 37 °C por 40 minutos.
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La incubacion se detuvo mediante la adicion de PBS frio. Luego se realizaron dos lavados
de 5 minutos con 1 mL de buffer glicina frio (0.05 M de glicina/ NaCl 0.1 M, pH 3) a fin
de poder recoger la fraccion del radiotrazador unida a la membrana plasmética. Luego se
lisaron las células mediante dos lavados con 1 mL de NaOH 0.1 N y la fraccion de
actividad internalizada fue recogida. Finalmente, se midio la actividad unida a membrana
y la internalizada en un contador de centelleo sélido. La actividad especifica unida a
membrana asi como la internalizada se calcularon mediante la resta de la actividad no
especifica (medida en los pozos bloqueados = Union No Especifica - UNE) a la actividad
total (medida en los pocillos no bloqueados). La captacion celular se determino respecto

a la actividad total afiadida inicialmente por pozo, es decir por 300.000 células.
3.2.2.7.  Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como el promedio * la desviacion estandar (DE). Se utilizo
la distribucion de t de Student (test de dos colas), para comparar la actividad
especificamente unida a membrana e internalizada. El test se aplicd con un nivel de

confianza del 95%.

3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Estudios fisicoquimicos y de estabilidad in vitro

Con el fin de caracterizar el radiofarmaco obtenido ([*!C]SAM), se realizaron varios
estudios: a) estabilidad en formulacion final y en plasma; b) union a proteinas plasmaticas
y ¢) lipofilicidad. Estos estudios permiten predecir el comportamiento in vivo del
compuesto marcado, por lo que constituyeron un requisito previo a las evaluaciones

bioldgicas.

El ensayo de estabilidad en formulacion final se basa en determinar la pureza
radioquimica del producto en el medio de formulacion a lo largo del tiempo. En este caso,
se obtuvieron valores mayores al 90% a todos los tiempos estudiados (tabla 6), limite
establecido por las farmacopeas para radiofarmacos de diagnostico [54-55]. Esto indica

que [**C]SAM fue estable en la formulacion final durante al menos 100 minutos.

Tabla 6. Resultados del ensayo de estabilidad en formulacion final para [*!C]SAM.

Tiempo de incubacion (min) 30 70 @ 100 @
Pureza RQ de [LCJSAM PI | (965%0.1)% | (95.5+0.1)% | (95.0 £ 0.4)%

@ (n=3); ! Los resultados se expresaron como el promedio de la Pureza RQ + DE.
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Por otro lado, se realizo el ensayo de estabilidad en plasma. Dicho estudio permite
predecir la estabilidad de los compuestos frente a un medio fuertemente competitivo,
como lo es el bioldgico. En este ensayo se obtuvo una pureza radioquimica mayor a 90%
luego de 60 minutos de incubacion (figura 17a). Esto indica una estabilidad adecuada de

[*'C]SAM en plasma humano en el lapso de tiempo estudiado.

En base a los resultados anteriores se puede afirmar que el producto en estudio es estable
durante el tiempo requerido para la administracion, la biodistribucion y la adquisicion de

imagenes para estudios PET.
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Figura 17. (a). Estabilidad radioquimica de [**C]SAM en plasma en funcién del tiempo, (n=3);
(b). Unidn a proteinas plasmaticas de [**C]SAM en funcién del tiempo, (n=3).

Otro de los ensayos realizados fue la determinacion del porcentaje de union a proteinas
plasmaticas de [*!C]SAM. Para este ensayo se utilizo el método de gel filtracion que
permite separar la fraccion de actividad unida de la libre por exclusion molecular. Este
método es de eleccion por ser rapido y reproducible. El estudio se llevé a cabo a distintos
tiempos de incubacién. Los resultados obtenidos se resumen en la grafica que se muestra
en la figura 17b. De los mismos se deduce que el compuesto present6 un bajo porcentaje
de union a proteinas plasmaticas, que se mantuvo constante a lo largo del tiempo (valor
maximo (27 + 3)% a los 30 minutos de incubacion). Esto es deseable debido a que la
fraccion libre del compuesto es la que queda disponible para atravesar las membranas,
penetrar en las células e interaccionar con los blancos moleculares dentro de ellas. Por lo
que, si el compuesto permanece fuertemente unido a las proteinas plasmaticas, no va a
encontrarse disponible para interaccionar con las células, ademas de presentar una muy
lenta depuracion [58-59].

56



La lipofilicidad se estudio mediante la determinacion del coeficiente de particion del
compuesto entre octanol y buffer fosfato pH 7.0. El valor de log Poct obtenido para
[1!C]SAM fue (-2.01 + 0.07) (n=4). Este valor permite concluir que el compuesto presenta
un caracter mayormente hidrofilico, lo que es consecuente con lo esperado de acuerdo a
su estructura quimica. En general, los valores de log P que se consideran éptimos para un
buen pasaje a través de una membrana bioldgica se encuentran entre -0.5y 2 a pH 7.4.
Sin embargo, el pasaje de SAM a través de las membranas celulares ha sido estudiado en
varios modelos bioldgicos, y se cree que el mismo esta mediado por transportadores de
membrana [65-66].

3.3.2. Ensayo de unién e internalizacién celular de [*'C]SAM y [!C]COL

en cultivos celulares PC3

Con la finalidad de determinar la captacion de [*!C]SAM por células de CP se realizaron
ensayos de union e internalizacion celular en cultivos de células de CP. Para estos ensayos
se emplearon cultivos generados a partir de una linea celular de CP humano agresivo
andrdgeno independiente, PC3. Esta linea celular fue seleccionada debido a que ha sido
reportado que en la misma existe sobreexpresion de la enzima GNMT, lo que llevaria a
un aumento en la captacion de [*C]SAM [32]. En este caso se utilizd [**C]COL como

radiofarmaco de referencia.

Los estudios realizados mostraron niveles muy bajos de captacion para [1!C]SAM con
respecto a la actividad total empleada por pozo (cada 300.000 células), (figura 18a). Los
valores se encontraron en el entorno de (0.19 + 0.08) y (0.13 + 0.02)% para las células no
bloqueadas y bloqueadas, respectivamente. Estos resultados son concordantes con los
generados en un trabajo reportado, que estudié la captacion de SAM en dos modelos
celulares. En el mismo se observé que el transporte de SAM a través de la membrana
celular se daba en ambas direcciones, de apical a basolateral y de basolateral a apical, con
coeficientes de permeabilidad similares. Ellos determinaron la acumulacion por ambos
tipos de células y obtuvieron una relacion (célula:medio, en equilibrio) muy baja,
mostrando valores de entre 0.2-0.5. En base a ello concluyen que esta baja acumulacion
celular apoya la idea del transporte paracelular como Gnico modo de transporte a través
de las membranas [67]. Por otro lado, la baja captacion del radiotrazador podria estar
relacionada con el tipo de interaccion que presenta con su blanco molecular. Es
importante tener en cuenta que la union entre [**C]SAM y la GNMT es reversible. Debido
a esto, una vez que el trazador ejerza su accion en el sitio activo de la enzima se va a
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separar de ella. Ademas, la enzima al catalizar la reaccion de metilacion va a transferir el
grupo [*!C]CHs desde ['C]SAM hacia la glicina, generando [*'C]sarcosina, la cual es

capaz de salir de la célula [31].

Con respecto a [*'C]COL, la misma present6 una captacion celular especifica de (7.2 +
4.4)%, lo que podria indicar una mayor afinidad del radiotrazador por las células de CP
empleadas. Sin embargo, como se puede observar en la figura 18b los datos obtenidos
mostraron una gran dispersion, por lo que, para poder afirmar que la captacion de

[1!C]COL es elevada se tendria que haber aumentado el niimero de muestras analizadas.
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Figura 18. Captacion celular del radiotrazador respecto a la actividad total afiadida inicialmente
por pozo (a 300.000 células): (a). para [*'C]SAM, (n=2); (b). para [*!C]COL (n=3).
Independientemente de la captacidn obtenida para cada radiotrazador, en ambos casos se
verificd que la actividad especificamente internalizada fue significativamente mayor que
la unida a membrana plasmatica (p < 0.05), presentando valores de (82 + 1)% y (80 + 8)%,

para [1C]SAM y [*!C]COL, respectivamente, figura 19.
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Figura 19. Actividad especifica unida a membrana o internalizada de [*!C]SAM (n=2) y
[*C]COL (n=3), respecto a la actividad captada.

3.4. Conclusiones

Se realizo la caracterizacion fisicoquimica del producto obtenido. En base a los estudios
de estabilidad se puede concluir que [*!C]SAM mostré estabilidad adecuada en su medio
de formulacién y en plasma humano. En ambos casos el compuesto presento valores de
pureza radioquimica mayores al 90% para todos los tiempos analizados. Esto indica que
el producto en estudio es estable durante el tiempo requerido para la realizacion de
estudios imagenoldgicos PET. Con respecto a la determinacion de unidn a proteinas
plasmaéticas el compuesto present6 valores bajos, que se mantuvieron constantes a lo largo
del tiempo. Esto es una caracteristica favorable para el empleo del producto como
radiofarmaco de diagndstico. El valor de lipofilicidad obtenido para [!C]SAM permitié
caracterizar al compuesto como hidrofilico, lo que se corresponde con su estructura
quimica. Se realizo la evaluacion in vitro de [**C]SAM mediante ensayos de union e
internalizacion en cultivos celulares de CP humano. EI compuesto mostro bajos niveles
de captacion, lo que podria relacionarse con el tipo de interaccion que presenta con la
GNMT, o con que su pasaje a través de la membrana celular se puede dar en ambos
sentidos. De todos modos, la actividad especificamente internalizada fue mayor que la

unida a membrana.

Estos resultados en conjunto permitieron aportar elementos para comprender el
comportamiento in vivo del compuesto marcado y asi poder continuar posteriormente con

las evaluaciones biologicas.
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4. CAPITULO Il1: Evaluacion ex vivo e in vivo de [1!C]SAM
4.1. Introduccién

En el desarrollo de nuevos radiofarmacos PET se requiere de métodos que permitan
verificar que estos compuestos siguen las rutas metabdlicas de interés, que su vida media
biologica es adecuada para la realizacion de estudios PET, que no presentan efectos
adversos, que las dosis absorbidas son compatibles con un radiofarmaco de diagndstico,
y que por ende son aptos para futuros estudios en pacientes. Para poder verificar estos
parametros, la evaluacion preclinica de los radiofarmacos puede basarse en diversos
ensayos bioldgicos, como ser estudios de biodistribucion, de imagenologia, de toxicidad
y de dosimetria, en animales de laboratorio. Estos ensayos se realizan generalmente en
modelos de experimentacion animal, por lo que los resultados que brindan, si bien no son
directamente extrapolables a humanos, ofrecen un buen modelo para conocer y estimar

el comportamiento de los radiofarmacos en el organismo [68-69].

Los estudios de biodistribucion e imagenologia en modelos animales sanos permiten
analizar distintos aspectos bioldgicos del radiotrazador como ser, su cinética de
biodistribucién, la concentracién de actividad en los diferentes drganos y tejidos, asi
como determinar sus vias de eliminacién y sitios de captacidn especificos y no especificos
como referencia. Por otro lado, el empleo de modelos animales portadores de
enfermedades, permite determinar la union especifica del radiotrazador a los blancos
moleculares que estan relacionados, y en muchos casos sobreexpresados, en la patologia
en estudio. En el caso especifico de modelos animales tumorales, estos estudios permiten
definir la capacidad de captacion tumoral del nuevo compuesto. Ademas, el uso de estos
modelos es esencial para el estudio del seguimiento de diferentes terapias y para la

evaluacion de su eficacia [69].

La biodistribucién es una técnica ex vivo que implica el sacrificio del animal luego de un
tiempo preestablecido post-administracion de un radiotrazador. A continuacion, se realiza
la diseccién de los 6rganos y tejidos de interés a fin de poder medir la actividad acumulada

en cada muestra.

El estudio preclinico por imagenologia molecular PET/CT consiste en una técnica in vivo
que requiere del empleo de una camara micro PET/CT para pequefios animales. El
funcionamiento de esta camara se basa en el mismo fundamento que la empleada para

pacientes, descripta anteriormente. Sin embargo, este equipo cuenta con un anillo detector
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mas pequefo, lo que permite que los cristales detectores sean de menor tamafio y se
mejore asi la eficiencia de deteccién geométrica del sistema. Por lo que, el estudio
PET/CT con estos equipos proporciona informacion metabdlica cuantitativa en modelos
animales con alta sensibilidad, especificidad y mayor resolucién espacial. La camara
permite realizar estudios estaticos y dinamicos, con capacidad de fusion de imagenes y
de cuantificacion. Esta técnica de imagen presenta varias ventajas debido a que permite
un seguimiento rapido y eficaz de la cinética in vivo de los radiofarmacos, lo que es de
suma importancia en la evaluacion de compuestos marcados con *C por su corto periodo

de semidesintegracion [68].

Con el fin de determinar la cinética de biodistribucion de [*!C]SAM y la concentracion
de actividad en los distintos 6rganos y tejidos, se realizaron estudios de biodistribucién y

de imagenologia molecular PET/CT en un modelo de ratones sanos.

Por otro lado, para evaluar la captacién tumoral de este nuevo compuesto en un modelo
tumoral de CP, se realizaron los mismos estudios, pero en este caso empleando un modelo
murino de tumor xenogréfico de CP, generado a partir de la linea celular PC3. Para poder
predecir el rol de [*!C]SAM como potencial agente diagndstico se utilizé [**C]JCOL como
referencia. La seleccién de este radiofarmaco como referencia para la comparacion se
baso, en que al momento de comenzar los estudios bioldgicos era el compuesto que se

encontraba en uso clinico para el diagnostico de la patologia en estudio.

Finalmente, otro aspecto relevante en la evaluacion preclinica de un nuevo radiofarmaco
lo constituyen los estudios dosimétricos y toxicoldgicos del compuesto. De este modo, se
verifica que el radiotrazador sea seguro para el uso en humanos desde el punto de vista
de la seguridad radioldgica y farmacéutica [70].

Es importante que la dosis recibida por el paciente como consecuencia del estudio
diagnostico sea lo mas baja posible a fin de minimizar la probabilidad de padecer efectos
estocasticos inherentes a la radiacion ionizante. Por este motivo las propiedades del
radiofarmaco empleado deben ser tales que permitan una maxima eficiencia de deteccion
de la radiacién emitida, para lograr una buena calidad de imagen que permita realizar el
diagndstico, pero con un minimo de dosis absorbida por el paciente. En este sentido, es
necesario llevar a cabo estudios dosimétricos que permitan estimar la dosis que recibiria
un paciente, a nivel de cada 6rgano y cuerpo entero, asociada al estudio imagenoldgico

con el nuevo agente.

61



Los célculos dosimétricos en la etapa de evaluacion preclinica se basan en estimar las
dosis absorbida y efectiva, empleando los datos obtenidos en las biodistribuciones del

radiotrazador en animales sanos.

La dosis absorbida se define como el cociente entre el valor medio de la energia cedida
por la radiacion y la absorbida por una cantidad de masa, la misma se mide en Gray (Gy):

D = AE/Am (Gy)
Para la estimacion de la misma se utiliza la siguiente ecuacion:
D(Gy)=AxS=AoxtxS

Donde A es la actividad acumulada que matematicamente esta representada por el area
bajo la curva de actividad-tiempo y S es el factor que representa la dosis absorbida por
unidad de actividad acumulada. Los valores de este factor se encuentran tabulados,
dependen de las propiedades del radionucleido y son relativos al tamafio y posicion de
cada oOrgano. La actividad acumulada también se puede calcular segun la actividad
administrada y el tiempo de residencia. Este ultimo no es una medida de tiempo, sino que
es la actividad acumulada normalizada a la cantidad de actividad administrada. Es otra

manera de expresar el nimero de desintegraciones que ocurren en un érgano fuente.

La dosis equivalente es aquella que tiene en cuenta la cantidad de energia que absorbe el
tejido vivo considerando un factor de ponderacion segin el tipo de radiacion (factor Wr
0 Q). La misma se mide en Sievert (Sv) y se calcula:

Dosis equivalente, H (Sv) = D x Wr

En el caso de los emisores y y B* el factor Wr es igual a 1, por lo que el valor de la dosis

equivalente y absorbida es el mismo.

La dosis efectiva se calcula como la suma de las dosis equivalentes considerando un factor

de ponderacion segun la radiosensibilidad de cada tejido y 6rgano (Wr), [71]:
Dosis efectiva, E (Sv) =L Hx Wt

En base a lo expresado anteriormente, se realizaron estudios dosimétricos con el fin de

evaluar la seguridad radioldgica del nuevo radiotrazador.

Los estudios de toxicidad se enfocan en la potencial toxicidad quimica de los compuestos,

no del radionucleido. Aun cuando los radiofarmacos PET se utilizan en concentraciones
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muy bajas con fines diagndsticos y no para producir efectos farmacolégicos, la seguridad
del nuevo compuesto debe ser evaluada. Por ello, se realizan estudios de toxicidad para
verificar la ausencia de efectos adversos en un modelo animal luego de la administracién
del compuesto no marcado. Dado que las concentraciones inyectadas de los
radiofarmacos son del orden de micro a picomolar, se puede aplicar el concepto de
microdosis. En base a esto, los ensayos de toxicidad pueden realizarse en una sola especie
animal, mediante dosis Unica empleando cantidades de 100-1000 veces mayores de las

que se administrarian para el estudio [70,72].

En cuanto a los aspectos toxicologicos, la SAM desde hace afios se utiliza como farmaco
para la prevencion y tratamiento de la artrosis primaria y secundaria, sindrome depresivo
y hepatopatias agudas y cronicas [73]. En nuestro pais se encuentran disponibles las
siguientes presentaciones comerciales que contienen SAM como monodroga 0 en
asociacion: Tunik 100 (Laboratorio Brandt), Tunik B12 (Laboratorio Brandt, en
asociacion con vitamina B2) [74]. Ambos productos se encuentran disponibles en
presentacion de ampolla para administracion intramuscular, conteniendo 100 mg de SAM.
Para las indicaciones antes mencionadas los tratamientos son prolongados, durando entre

2 y 3 meses.

Segun la FDA (Food and Drug Administration), la SAM esta aprobada como suplemento
alimenticio desde el afio 1998 [75-76]. En el Memorandum - New Dietary Ingredient: S-
adenosylmethionine de la FDA, se hace referencia a una serie de articulos sobre la SAM
basados en estudios clinicos y preclinicos. Dicha informacion permite concluir que la
SAM es un compuesto seguro cuando se utiliza de acuerdo con las condiciones
establecidas de uso (40 — 1600 mg/dia) y que presenta buena tolerabilidad en humanos
durante largos periodos de uso [76]. Dentro de las publicaciones mencionadas se
encuentran reportados los valores de toxicidad aguda para la SAM (valores de DLsp,
Dosis Letal 50%), para diferentes vias de administracion en las especies de rata y raton.
En el caso de la administracién intravenosa de SAM en ratén, la DLso presenté un valor

de 560 mg/kg, mientras que para la rata dicho valor fue > 2000 mg/kg [77].

Por otro lado, Manzillo, et al. [78] realizaron un ensayo multicéntrico de la SAM, que fue
desarrollado a doble-ciego controlado con placebo, para el tratamiento de la colestasis
intrahepatica. En este estudio se trataron 343 pacientes por via intravenosa con una dosis
de 800 mg de SAM por dia o con placebo durante 2 semanas. Posteriormente, los
pacientes que respondieron al tratamiento con SAM fueron seleccionados para recibir via
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oral ya sea 1600 mg de SAM por dia o placebo, durante 8 semanas. Los ensayos
permitieron concluir que la administracion de la SAM, tanto por via intravenosa como
oral, fue bien tolerada al igual que el placebo, sin generar efectos adversos en ninguno de

los grupos en estudio.

En base a la bibliografia y ensayos reportados estad demostrada la seguridad farmacéutica

de SAM, por lo que en este trabajo no fue necesario realizar el estudio de toxicidad.

4.2. Parte experimental
4.2.1. Materiales y equipos

Los reactivos y disolventes utilizados fueron de calidad analitica (ABX, Merck, Sigma-
Aldrich, Carlo Erba, Dorwil, Capricorn Scientific, Gibco) y se usaron sin purificacion
adicional. El [*!C]CO, empleado en las reacciones de marcacion fue producido en un
ciclotron PET Trace® 16.5 MeV (GE Healthcare). Para dicha produccion se utilizé un
blanco de alto rendimiento conteniendo una mezcla de N2 y 1.0% O (Praxair o
Airliquide). Las radiosintesis se desarrollaron en un mdédulo TRACERIab® FX C Pro
(GE Healthcare). Para los ensayos bioldgicos se utilizd [*C]SAM y [HC]COL
sintetizadas y controladas de acuerdo con lo descripto en los capitulos | y I,
respectivamente. Para las determinaciones de actividad se emplearon una camara de
ionizacion (Capintec® CRC 25R, CRC 25 PET) y un espectrometro de centelleo sélido
con cristal de Nal (TI) de 3 x 3 pulgadas de pozo acoplado a un sistema analizador
multicanal ORTEC®. Para estos estudios preclinicos se utilizaron ratones machos Swiss
y Nude N: NIH (S) -Foxn 1", provenientes del bioterio del CUDIM. Para el desarrollo
del modelo murino de tumor xenogréfico de CP humano, se adquiri6 la linea celular PC3
(ATCC® ATCC® CRL-1435 ™) en American Type Culture Collection Cell. Los
estudios de imagenologia molecular se realizaron empleando una camara trimodal
PET/SPECT/CT para pequefios animales (Triumph™, TriFoil Imaging, Inc.). El
procesamiento y analisis semi-cuantitativo de las imagenes se llevo a cabo con el software
PMOD, v.3.4. (PMOD Technologies, Ltd., Zurich, Suiza). Para los calculos dosimétricos
se utilizaron los softwares Wolfram Mathematica, OLINDA/EXM V1.0 vy
OLINDA/EXM V2.0.
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4.2.2. Métodos
4.2.2.1. Sintesis de [1'C]SAMy [!C]COL

Los procesos sintéticos se realizaron utilizando la plataforma automatizada
TRACERIab® FX C Pro descripta anteriormente. Los lotes de [Y!C]SAM fueron
sintetizados y controlados de acuerdo con lo descripto en el capitulo I, mientras que los

lotes de [*'C]COL, de acuerdo a lo detallado en el capitulo I1.
4.2.2.2.  Animales de experimentacion y linea celular

Para los estudios bioldgicos ex vivo e in vivo se utilizaron ratones machos Swiss y Nude.
Los ratones Swiss fueron empleados como modelo control sano, mientras que los Nude
se utilizaron para generar el modelo de tumor xenogréfico de CP (modelo tumoral). Los
animales fueron mantenidos de a pares en racks con aire filtrado, bajo condiciones
controladas de humedad (40-60)% Yy temperatura (24 £+ 1) °C. Fueron sometidos a ciclos

de luz/oscuridad de 14:10 horas en el bioterio del CUDIM con comida y agua ad libitum.

En el desarrollo del modelo tumoral se empleé la linea celular de CP humano PC3. Las
células se cultivaron en DMEM con alto contenido en glucosa, con suplemento de suero
fetal bovino al 10% (v/v) y solucién antibidtica/antimicética. Las mismas fueron
cultivadas hasta confluencia bajo atmosfera humidificada conteniendo 5% de CO» a 37
°C.

Los protocolos de experimentacion animal se realizaron de acuerdo con pautas
institucionales, nacionales e internacionales para el uso de animales de investigacion, con
la aprobacion del Comité de Bioética del CUDIM y bajo las regulaciones éticas de la ley
nacional de experimentacion animal No. 18.611 (Comision de Etica en el Uso de
Animales (CEUA), Comision Nacional de Experimentacion Animal (CNEA)). Numero
de protocolo 14012202.

4.2.2.3. Desarrollo del modelo tumoral

Para los ensayos biol6gicos se generé un modelo murino de tumor xenogréafico de CP.
Con dicho fin, se inocularon tres millones de células PC3, suspendidas en NaCl 0.9%
(100-200 pL), en ratones Nude machos de 9-12 semanas. La inoculacion se realizo por
via subcutanea a nivel del extremo superior de la pata anterior derecha de los ratones.
Entre las cuatro y seis semanas posteriores a la inoculacion se alcanzaron volimenes

tumorales apropiados de entre (100-350) mm?®. Los tumores fueron medidos en dos
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dimensiones empleando un calibre, una vez por semana. Los volumenes tumorales se

calcularon como: (didmetro menor)? x didmetro mayor x /6.
4.2.2.4. Estudios ex vivo de biodistribucion

Se realizaron estudios de biodistribucion con el modelo control y el modelo tumoral
generado. Para ello, se inyectd una solucion de [*'*C]SAM (7.7-36.0 MBq, 100-200 puL)
por via intravenosa (iv) en el grupo control (15-16 semanas de edad, 32.9-38.8 g) y en los
ratones portadores de tumor (13-18 semanas de edad, 21.5-27.1 g), a través de la vena
dorsal de la cola. Los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical a distintos tiempos
post-inyeccion: 10, 30 y 70 minutos para el grupo control y 14, 30 y 70 minutos en el
caso del modelo tumoral. Diferentes 6rganos y tejidos fueron extraidos (sangre, higado,
corazon, pulmones, bazo, rifiones, musculo, hueso, estbmago, tracto gastrointestinal,
vejiga y orina). En el caso del modelo tumoral, el tumor también fue extirpado. Los
organos Y tejidos retirados fueron pesados y su actividad se midié en un contador de
centelleo solido. Los resultados fueron expresados como porcentaje de actividad
inyectada por gramo de tejido (% Al/g) y porcentaje de actividad inyectada por 6rgano
completo (% Al). Ademas, se calculo la relacion de captacion entre tumor y masculo,
este Gltimo considerado como tejido no tumoral (relacién T/NT: Tumor/No Tumor). En

aquellos casos que se considerd necesario se aplicd correccion por geometria.
4.2.2.5. Estudios in vivo de imagenologia molecular PET/CT

Se realizaron estudios PET/CT con los dos grupos de animales en estudio, empleando una
camara micro PET/SPECT/CT para pequefios animales. Los animales se anestesiaron con
isofluorano al 2% en flujo de oxigeno (2 L/min) y fueron inyectados con los diferentes
radiotrazadores bajo camara por via iv, en la vena dorsal de la cola. En el caso de
[1!C]SAM (18.3-50.4 MBq en 100-200 pL), se realizaron estudios con los dos modelos
animales, mientras que con [*!C]COL (15.3-35.7 MBq en 100-200 pL) se llevaron a cabo
estudios Unicamente empleando el modelo tumoral. Las imégenes de los ratones
portadores de tumor, fueron adquiridas entre las 13-18 semanas de edad, cuando se
alcanz6 un tamafio tumoral 6ptimo para el estudio (100-350 mm?). En base a esto, los

ratones del grupo control fueron analizados a la misma edad.

La adquisicion de imagenes para el modelo tumoral fue realizada en modo dinamico
comenzando a t=0 post-administracion del radiotrazador y durante 60 minutos (1 frame

x 5 minutos, 1 frame x 15 minutos, 2 frames x 20 minutos). Para el grupo control, las
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imagenes fueron adquiridas en modo estatico comenzando 5 minutos post-inyeccion del
radiotrazador hasta los 15 minutos, seguido de otras dos adquisiciones estaticas de 20
minutos cada una. El andlisis por CT se realiz6 durante 1.98 minutos. Los ratones fueron

escaneados en orden aleatorio.

Los sinogramas fueron reconstruidos utilizando el algoritmo Maximum Likelihood-

Expectation Maximization 3D (3D-MLEM) con 30 iteraciones.

El procesamiento y analisis semi-cuantitativo de las imagenes se llevo a cabo con el
software PMOD, v.3.4. Los estudios PET fueron co-registrados con el correspondiente
CT para asegurar la localizacion anatomica. Las imagenes se muestran como cortes
coronales, sagitales y axiales. Se construyeron Volumenes de Interés (VOIs) de forma
manual sobre los diferentes drganos a analizar (cerebro, corazon, pulmén, higado, rifion,
vejiga, hueso y musculo para el grupo control; tumor y musculo contralateral para el
grupo tumoral), a fin de generar curvas actividad-tiempo y calcular la relacion T/NT. La
concentracion de actividad dentro de cada VOI fue expresada como Hot Spot Average 5
(promedio de los 5 puntos més calientes en kBg/cc), para el caso del modelo tumoral y
como Average (promedio de todos los puntos contenidos en el VOI en kBg/cc), para el
grupo control. El porcentaje de actividad de cada 6rgano se calculo considerando todas

las muestras analizadas.

4.2.2.6. Seguimiento del crecimiento tumoral con [*!C]COL y
[C]SAM

Para el seguimiento del crecimiento tumoral se utilizé el modelo murino de tumor
xenogréfico de CP humano descripto. Con dicho fin, se inocularon tres millones de
células PC3, suspendidas en NaCl 0.9% (100-200 uL), en ratones Nude machos de 9-11
semanas de edad. La inoculacion se realizd por via subcutanea a nivel del extremo
superior de la pata anterior derecha de los ratones. Los tumores fueron controlados
semanalmente, desde la semana posterior a la inoculacion hasta la cuarta semana,
mediante estudios por imagenologia PET/CT post-inyeccion iv de [*'C]SAM (22.1-39.1
MBq en 100-200 pL) y de [*!C]COL (14.1-45.4 MBq en 100-200 pL). La adquisicion de
imagenes, la reconstruccion de los sinogramas y el procesamiento y analisis semi-
cuantitativo se llevo a cabo segun la metodologia anteriormente descripta. Los volumenes
tumorales fueron medidos, una vez por semana, en dos dimensiones empleando un calibre.

Los mismos se calcularon segun: (diametro menor)? x didmetro mayor x 7/6.
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4.2.2.7. Estudios dosimétricos de [*!C]SAM

Los célculos dosimétricos (dosis absorbida y dosis efectiva), se basaron en estudios de
biodistribucion con [*!C]SAM en ratones Swiss a 10, 30 y 80 minutos (n=3, n=3 y n=1,
respectivamente). Las biodistribuciones se realizaron acorde a la metodologia descripta
previamente en este capitulo. Con los datos obtenidos se generaron curvas actividad-

tiempo para cada 6rgano.

Para el calculo de tiempo de residencia, el ajuste de datos se llevo a cabo por segmentos,
tomando dos puntos de medicién y utilizando polinomios de primer grado. Para la
estimacioén de la actividad acumulada se integré el area bajo la curva de las funciones
encontradas en el ajuste de datos. A partir del Gltimo punto experimental, se asumi6 un
decaimiento mono-exponencial, considerando solo el decaimiento fisico (radioactivo) del
compuesto, y se estimd el area bajo la curva desde este punto hasta infinito. El

procesamiento matematico se realiz6 utilizando el software Wolfram Mathematica [79].

Se calcul6 el tiempo de residencia para cada 6rgano con la finalidad de extrapolarlo a
humanos. Aquellos 6rganos de los cuales no se conocia su masa, asi como los que no
estaban definidos dentro de los software de OLINDA/EXM, fueron considerados como
distribuidos uniformemente dentro del resto del cuerpo (remainder). Debido a ello, el
tiempo de residencia del remainder se calculé como la suma de los tiempos de residencia
de: sangre, musculo, hueso, estdmago, carcasa, intestino y vejiga y orina (sin vaciamiento
de vejiga). La actividad acumulada para humanos se calculé mediante un escalado entre
los pesos de ratén y de humano para cuerpo entero (CE) y por 6rganos. Para ello se utilizd

la siguiente ecuacién [80-81]:

MRaton Myumano A i
* * Organo,Ratémn

A()rgano,Humano = ( ]
Myumano CE MRaton org

Para realizar extrapolaciones dosimétricas a humanos hay dos softwares OLINDA
disponibles: OLINDA/EXM V1.0 [82] y OLINDA/EXM V2.0 [83]. En el caso de
OLINDA/EXM V1.0 se basa en los modelos dosimétricos matematicos Cristy and
Eckerman, considerando las recomendaciones del ICRP-60 [84] y el OLINDA/EXM
V2.0 emplea los modelos derivados de ICRP-89 [85], considerando las recomendaciones
de ICRP-103. OLINDA/EXM V2.0 proporciona informacion sobre la masa del contenido
de la vejiga humana. Esto significa que esta y su contenido se pueden considerar como
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fuentes explicitas en dicho software. Por el contrario, en OLINDA/EXM V1.0 no se
dispone de esta masa, por lo que la vejiga y su contenido deben considerarse en el
remainder. Debido a esto, se utilizO0 OLINDA/EXM V2.0 para estimar las dosis
absorbidas y dosis efectivas por actividad administrada en humanos, con un tiempo de
residencia del remainder que incluye sangre, musculo, huesos, estbmago, carcasa e
intestino. Dado que el contenido de la vejiga (orina) podia sobreestimar la irradiacion, los
tiempos de residencia se extrapolaron a humanos con y sin vaciamiento de vejiga.
4.2.2.8. Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como el promedio + la desviacién estandar (DE). Se utilizd
la distribucion de t de Student (test de dos colas), para comparar la captacion de cada
radiotrazador entre tumor y musculo, asi como la captacion tumoral entre los diferentes

trazadores. El test se aplicd con un nivel de confianza del 95%.

4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Estudios ex vivo de biodistribucion

Para caracterizar a [''C]SAM desde un punto de vista biologico y estudiar su
comportamiento in vivo, se realizaron estudios de biodistribucion en ratones sanos (grupo
control) y en el grupo tumoral. EI modelo de tumor xenografico de CP humano fue
generado en ratones Nude machos, empleando la linea celular PC3. Como modelo control

se utilizaron ratones Swiss machos.

Con el grupo control se realizaron biodistribuciones a diferentes tiempos post-
administracion de [*!C]SAM (10, 30 y 70 minutos). Estos resultados se resumen en la
figura 20 y la tabla 7. La concentracion de actividad en los rifiones fue relativamente alta.
La misma alcanz6 un maximo a los 30 minutos post-inyeccién presentando un valor de
(8.61 £ 0.08)% de la Al. Este valor posteriormente disminuy6 a (4.72 + 0.14)% de la Al
a los 70 minutos de la administracion. La mayor captacion de actividad fue observada a
nivel de vejiga y orina. En cambio, la acumulacion en el higado e intestino se mantuvo
baja y constante durante todo el estudio (figura 20). Estos resultados sugieren que la
eliminacién del radiotrazador se da principalmente por excrecion urinaria, 1o que esta en
concordancia con la alta hidrofilicidad que presenta este compuesto (log Poct = -2.01
0.07). Este perfil de eliminacion es consistente con un trabajo previo, donde se estudio la
distribucion de [*!C]SAM en ratas. En este trabajo se destaca que, una parte de la

actividad acumulada en rifion reflejaba la excrecion renal del trazador, mientras que la
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otra fraccion se debia a la participacion de la molécula en reacciones de transmetilacion
[42].

El % Al en vejiga y orina fue mayor del 50% a los 10 minutos post-inyeccion y fue
aumentando con el tiempo hasta alcanzar el 80% a los 70 minutos (figura 20).Este perfil
de eliminacién podria llegar a comprometer la calidad de las iméagenes debido a que una
alta concentracion de actividad en vejiga puede interferir con el correcto reconocimiento
de la captacion a nivel de la préstata o sus alrededores. Sin embargo, al presentar el
compuesto una rapida eliminacion, la realizacion de adquisiciones tardias podria

constituir una opcidn para superar este posible inconveniente.

90,0

75,0 ES .

60,0 -

® 10 min (n=3)
45,0 ~ m30 min (n=3)
30,0 — w70 min (n=2)

% Al

15,0 -

0,0 __ﬁﬁ—_l_ﬁi- S - = . ,
Higado Intestino  Rifidén  Vejiga +
Orina

Figura 20. Perfil de eliminacién de [**C]SAM en el grupo control, basado en estudios de
biodistribucion.

La concentracion de actividad en sangre fue disminuyendo con el tiempo. Inicialmente, a
los 10 minutos post-inyeccion se obtuvo un valor de (4.43 + 0.55)% Al/g y a los 70
minutos quedd un remanente de (0.84 + 0.37)% Al/g (tabla 7). De esta forma se verificd
una rapida depuracion sanguinea del trazador. Ademas, el compuesto no mostro captacion

en otros 6rganos como ser: corazon, pulmones, bazo, musculo o hueso (tabla 7).
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Tabla 7. Biodistribucion de [*'*C]SAM en el modelo control.

. . Captacion de [*!C]SAM [

Organo o tejido 10 min(®! 30 mint 70 mint
Sangre 4.43 +£0.55 2.00+£0.77 0.84 +£0.37
Higado 1.46 £ 0.24 0.92 £0.19 0.71+£0.10

Corazon 1.15+0.10 0.50 + 0.05 0.25+0.06
Pulmén 2.56 +0.33 1.09 £ 0.09 0.43 +£0.06
Bazo 0.93+0.10 0.62 £0.22 0.46 £0.02
Rifién 16.17+1.64 19.43+1.20 8.63+0.21
Musculo 0.65+0.12 0.26 £0.06 0.23+0.16
Hueso 0.87 £0.10 0.36 £0.04 0.36 £0.28

& |_os resultados se expresaron como el promedio del % Al/g + DE; ' n=3; [l n=2,

Para evaluar la captacion tumoral del radiotrazador, se realizaron estudios de
biodistribucion de [**C]SAM en el modelo de tumor xenogréafico de CP. Los ensayos se
realizaron a distintos tiempos post-administracién del trazador (14, 30 y 70 minutos)
(tabla 8). En este modelo, se observd el mismo patrén de biodistribucion que el obtenido
en el grupo control. Los ensayos mostraron acumulacion significativa de actividad en los
rifiones. La mayor captacion se detectd a nivel de vejiga y orina, presentando valores
desde (53.22 + 14.91)% de la Al a los 14 minutos post-inyeccidn, hasta (78.47 + 6.41)%
de la Al a los 70 minutos. Se volvio a verificar que el trazador presenta una rapida
depuracion sanguinea y que no hubo captacion en otros 6rganos. Este comportamiento es
favorable para un radiofarmaco de diagnostico, ya que se espera que el mismo
permanezca en el cuerpo solo el tiempo necesario para realizar el estudio y no presente
uniones no deseadas, lo que aseguraria una baja dosis de irradiacion. Por otra parte, la
baja captacién de fondo, permitiria generar una relaciéon T/NT adecuada y una mejor

calidad de imagen PET.

Tabla 8. Biodistribucion de [*'*C]SAM en el modelo tumoral.

. . Captacion de [**C]SAM [

Organo o tejido 14 mint 30 minf®! 70 mint
Sangre 4,43 +0.98 1.94+0.78 1.43+0.94
Higado 1.29+0.35 0.98 +£0.08 0.78 £0.17

Corazon 1.34 £+ 0.47 0.50+£0.12 0.37+0.16
Pulmoén 2.13+0.50 1.07+£0.24 0.64 +£0.31
Bazo 0.92 +0.29 0.47 £ 0.04 0.48 +0.16
Rifién 15.49 + 2.93 13.40 £ 3.36 12.03+2.21
Misculo 0.67 £0.25 0.27 £0.06 0.18 +0.08
Hueso 0.92+£0.39 0.40 £0.09 0.30+0.14
Tumor 2.43+0.40 0.90+0.11 0.58 +0.32
Relacion T/NT 3.93+1.27 3.37+0.36 3.14 + 0.69

4l |_os resultados se expresaron como el promedio del % Al/g + DE; ' n=3; [l n=5,
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La captacion de [*!C]SAM en el tumor se compar6 con la obtenida a nivel del misculo
(tejido de referencia). En este caso, la acumulacion tumoral fue significativamente mayor
que la alcanzada en el musculo a todos los tiempos analizados (p < 0.05) (figura 21). Esto
se vio reflejado en la relacion T/NT calculada, que present6 un valor maximo de 3,93 £
1,27 a los 14 minutos post-inyeccion. Este valor disminuyo ligeramente a 3.37 £ 0.36 a
los 30 minutos luego de la administracion, permaneciendo relativamente constante hasta
los 70 minutos (3.14 + 0.69) (tabla 8 y figura 21). Esta diferencia entre la captacion
tumoral y muscular es esencial para lograr una deteccion y localizacion adecuada de los

tejidos neoplasicos en el organismo.
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X .
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1,00 I |

0,00 j- ~ - : .

Mdsculo Tumor T/INT

Figura 21. Evolucién del % Al/g en funcidn del tiempo para musculo, tumor y relacion T/NT en

el modelo tumoral post-inyeccion de [*'*C]SAM, en base a estudios de biodistribucion.
4.3.2. Estudios in vivo de imagenologia molecular PET/CT

Para evaluar la distribucion in vivo de [*C]SAM también se realizaron estudios PET/CT
del grupo control, asi como de los ratones portadores de tumor. Los mismos se llevaron
a cabo empleando una cdmara PET/SPECT/CT para pequefios animales. Los estudios
PET tanto estaticos, como dinamicos fueron co-registrados con el correspondiente CT

para asegurar la localizacion anatémica.

Los estudios de imagen del grupo control mostraron alta acumulacion urinaria de
actividad (a nivel de rifion y vejiga). Lo que esta en concordancia con los resultados
obtenidos en los ensayos de biodistribucion, (figura 22). Ademas, los estudios PET
permitieron determinar que la concentracion de actividad a nivel cerebral fue baja y se

mantuvo constante a lo largo del tiempo. Esto probablemente se deba a que el compuesto
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no es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica, como ha sido reportado

anteriormente [42].

% Act/Act total de muestras
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Figura 22. Evolucién del % Al en funcion del tiempo para diferentes 6rganos en el grupo

control post-inyeccion de [*X*C]SAM, en base a estudios de imagenologia.

Para evaluar el rol de [**C]SAM como potencial agente diagnostico para CP, se realizaron
estudios imagenologicos PET/CT en el modelo tumoral. En este caso se selecciond

[*!C]COL como radiofarmaco de referencia para la comparacion.

Los perfiles dindmicos de tumor y musculo contralateral para ambos radiotrazadores
fueron evaluados mediante graficos actividad-tiempo (figura 23). En el caso de [*'C]SAM,
los estudios PET mostraron una captacion significativamente mayor a nivel tumoral en
comparacion con el musculo contralateral (p < 0.05). La concentracién de actividad en el
tumor fue aumentando con el tiempo, mientras que la captacion muscular disminuyd,
generando una relacion T/NT promedio de 2,08 + 0,44 a los 60 minutos de adquisicion.
Para el caso de [1!C]COL, la captacion tumoral no presenté diferencias significativas en
relacion al musculo (p > 0.05), lo que se refleja en una relacion T/NT mas baja (1,17 +

0,40 a los 60 minutos de adquisicion), figura 23.
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Figura 23. Curvas actividad-tiempo de captacién tumoral y muscular para [**C]SAM y

[**C]COL en ratones portadores de tumor, basado en estudios de imagenologia.

La relacion T/NT obtenida para [*!C]SAM fue aumentando a lo largo del estudio,

mientras que para el caso de [**C]COL present6 un patron relativamente constante (figura

24). Esto es consistente con los perfiles de captacion descriptos anteriormente. Esta

relacion a su vez, fue significativamente mayor para [!C]SAM en comparacion a la

obtenida con [*C]COL para todos los tiempos analizados, excepto por el primer punto a

los 5 minutos de adquisicion, (p < 0.05). Esto se puede explicar debido al componente

sanguineo (pool sanguineo) que inicialmente existe en los tejidos hasta su depuracion.

Los resultados anteriores indican que [*'*C]SAM present6 una captacion tumoral in vivo

estadisticamente mayor que [*!C]COL, en el modelo de tumor xenografico de CP

estudiado, (ver ejemplo de estudio PET/CT de la figura 25). Con estos resultados se puede

establecer que, el radiofarmaco en estudio presenta propiedades diagnosticas mas

adecuadas que el de referencia para el modelo tumoral considerado.
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Figura 24. Evolucion de la relacion T/NT en funcion del tiempo para [**C]SAM y [*'C]COL en

el modelo tumoral, basado en estudios de imagenologia.
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Figura 25. Ejemplo de imagen PET/CT de rat6n portador de tumor, a los 60 minutos de
adquisicion post-inyeccion de: (a). [1!C]SAM; (b) [**C]COL. VOIs azules a nivel tumoral, VOIs

celestes a nivel del misculo contralateral.

Los valores de T/NT obtenidos para [*!C]COL fueron mas bajos de lo esperado. Al
tratarse de un radiofdrmaco que ha sido ampliamente utilizado en la clinica y que es
conocido su mecanismo de captacion, se hubiera esperado una acumulacion tumoral
significativamente mayor que la del mdsculo, lo que generaria valores mayores de
relacion T/NT. A partir de esto surge la interrogante de si los estudios PET/CT se
realizaron cuando el tumor se encontraba en su punto Optimo de crecimiento. Para
corroborar este punto se realiz6 un seguimiento del crecimiento tumoral como se describe

a continuacion.
4.3.3. Seguimiento del crecimiento tumoral con [*!1C]COL y [*'C]SAM

Con la finalidad de corroborar que al momento que se realizaron los estudios PET/CT los
tumores habian alcanzado un tamafio 6ptimo, se realiz6 una evaluacion del crecimiento
tumoral. Para ello se utilizé el modelo de tumor xenografico de CP humano descripto.
Una vez realizada la inoculacion de las células tumorales en los ratones, los tumores
fueron controlados semanalmente, desde la semana 1 post-inoculacion hasta la semana 4,
mediante estudios de imagen PET/CT con [*'C]SAM vy [*!C]COL. Ademas, se hizo un
seguimiento de los volimenes tumorales mediante la determinacion de su medida una vez

por semana.
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En un inicio el ensayo se realizd empleando cuatro ratones, analizando los cuatro con
[1!C]COL y dos con [*C]SAM. Sin embargo, a lo largo del estudio el tumor de uno de
ellos crecié demasiado rapido y de modo dispar con respecto a los demas, por lo que este
raton fue descartado del ensayo quedandonos con un n=3 y un n=1 para [*!C]JCOL y
[1!C]SAM, respectivamente. Los resultados obtenidos se resumen en la figura 26
mediante gréficos que muestran los perfiles de la relacion T/NT en funcidn del tiempo de
adquisicién para las diferentes semanas analizadas con los dos radiotrazadores.

Para el caso de [*'C]COL se puedo observar que a la 42 semana post-inoculacion la
relacion T/NT presentd valores levemente mayores que los obtenidos para las semanas
anteriores (figura 26a). Si bien estos resultados son visualmente mayores para la semana
4, no existe diferencia significativa con respecto a las demas semanas, por lo que estos
ensayos no nos permiten concluir que la captacion tumoral de [*!*C]COL aumente al

aumentar el tamafio del tumor, (p > 0.05).

En relacion a [*X1C]SAM, se observé un patrén similar, a la 42 semana los valores de T/NT
presentaron un perfil levemente mayor que los obtenidos para las semanas anteriores,
excepto por el punto de 40 minutos de adquisicion (figura 26b). Sin embargo, en este caso
no fue posible sacar conclusiones debido a que se contd con un n=1y seria necesario

completar el ensayo aumentando las muestras a analizar.

[1ic]coL b [11C]SAM
3,40
2,90
|_
= 240
=
SEM1 'Z 190
SEM2 3 1,40
3+
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& 090
SEM 4
0,40
20 40 60 0 20 40 60
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Figura 26. Variacion del perfil de la relacién T/NT en funcidn del tiempo de adquisicion para
las diferentes semanas post-inoculacion de células PC3 en ratones Nude, segun estudios PET
con: (a). [**'C]COL (n=3) y (b). ["*C]SAM (n=1).

De todos modos, al graficar los valores de T/NT obtenidos a los 60 minutos de adquisicion

para cada semana estudiada con ambos radiotrazadores (figura 27, tabla 9), se pudo
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observar nuevamente que la captacion tumoral de [*!C]SAM fue mayor que la obtenida

para el radiofarmaco de referencia.

Tabla 9. Relacion T/NT para [*!C]SAM y [*'C]COL y volumen tumoral segln la semana post-
inoculacion, en base a estudios PET/CT a los 60 minutos de adquisicion.

Semana Relacion T/NT Volumen tumoral
post-inoculaciéon [1C]SAM [ [*C]coL P (mm3)
1 1.42 1.12+0.16 (ND-29) [
2 1.99 1.08 £0.31 (ND-34) [
3 1.49 1.01+0.39 (32-58)
4 2.37 1.39+0.74 (74-101)

[ n=1; I Los resultados se expresaron como el promedio de la relacion T/NT + DE, n=3; [l ND:
no detectable.
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Figura 27. Evolucion de la relacion T/NT a lo largo de las semanas post-inoculacion de células
PC3 en ratones Nude, segtn estudios PET/CT con: (a). [*'*C]COL (n=3) y (b). [*!C]SAM (n=1),

a los 60 minutos de adquisician.
4.3.4. Estudios dosimétricos de [*'C]SAM

Se realiz6 la evaluacion dosimétrica de [*C]SAM con la finalidad de obtener una
estimacion de la dosis que recibiria un paciente en cuerpo entero y por drgano durante un
estudio imagenoldgico con este radiotrazador. Para ello se utilizaron datos obtenidos a
partir de biodistribuciones en ratones sanos a 10 y 80 minutos post-inyeccion del
compuesto en estudio. En base a esto, se realizaron curvas de variacion del % de Al en
cada organo a los diferentes tiempos analizados (figura 28a). Debido a que la actividad
acumulada en vejiga y orina fue muy elevada con respecto al resto de los 6rganos (por
estar involucradas en la via de eliminacion), se realiz6 un nuevo grafico sin considerar

dichos valores (figura 28b). En este ultimo se pudo observar que la carcasa fue la que
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presentd mayor captacién a lo largo del periodo de estudio, seguida del rifion. La elevada
captacion que se observa en el rifibn a los 10 minutos concuerda con lo reportado
previamente en un estudio realizado en ratas con [1!C]SAM [42,81]. Se puede observar

en la figura 28c la variacion del % de Al para la vejiga, con y sin vaciamiento.
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Figura 28. Porcentaje de actividad inyectada de [*!C]SAM en funcién del tiempo en ratones
Swiss para: (a). todos los érganos medidos; (b). todos los 6rganos, excepto vejiga y orina; (c)

vejiga con y sin vaciamiento.
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Con la finalidad de calcular los tiempos de residencia para cada érgano, los datos de
actividad-tiempo se adecuaron a un polinomio de primer grado. Los datos obtenidos se
muestran en la tabla 10. EI mayor valor de tiempo de residencia a nivel de 6rgano fue
observado para la vejiga y orina (sin vaciamiento de vejiga), seguido por la carcasa, vejiga
y orina (con vaciamiento de vejiga) y rifion. La relacion entre los tiempos de residencia

de la vejiga y orina con y sin vaciamiento fue de 4, siendo mayor para el dltimo caso.

Tabla 10. Tiempos de residencia para cada 6rgano de ratones Swiss inyectados con [*!C]SAM.

Organo Tiempo de Residencia (h)
Sangre 7.14E-03
Higado y vesicula biliar 8.53E-03
Corazon 4.22E-04
Pulmoén 1.40E-03
Bazo 3.43E-04
Rifion 3.03E-02
Mdasculo 1.27E-03
Hueso 4.20E-04
Estdmago 1.24E-03
Intestino 7.65E-03
Carcasa 9.06E-02
Vejiga y orina (sin vaciamiento de vejiga) 2.36E-01
Vejiga y orina (con vaciamiento de vejiga) 5.54E-02
Remainder [ 3.45E-01

& El remainder se refiere a la suma de los tiempos de residencia de: sangre, misculo, hueso,

estdmago, intestino, carcaza y vejiga y orina (sin vaciamiento de vejiga).

Para extrapolar a humanos los valores obtenidos en ratones, se emple6 un modelo
dosimétrico de humano masculino del software OLINDA/EXM V2.0. Tanto los valores
utilizados para el calculo como los resultados obtenidos se resumen en la tabla 11. La
diferencia de masas entre el modelo humano y los 6rganos medidos de raton se
encontraron entre 2 a 4 érdenes de magnitud. El 6rgano que presenté mayor tiempo de
residencia fue la vejiga y orina (sin vaciamiento), seguido de la vejiga y orina (con

vaciamiento) y el rifidn (sin considerar el remainder).
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Tabla 11. Valores de masa y de factor S utilizados en el escalado para la determinacién de los

tiempos de residencia en humanos.

OLINDA/EXM V2.0
Organo fal
g Mhumano (g) (I’Tlfg(;/tlol\zgq-S) Mraton (g) T humano (h) (]
Corazon (pared) 330 2.11E-4 0.1400 5.03E-04
Rifién 310 2.36E-4 0.4746 1.00E-02
Higado 1858 4.91E-5 1.8355 4.36E-03
Pulmon 1200 5.72E-5 0.2018 4.20E-03
Bazo 150 4.77E-4 0.1109 2.34E-04
Contenido de vejiga sin 211 191E-4© | 01000 | 2.52E-01
vaciamiento
Contenido de vejiga con 211 1.91E-4 01000 | 5.90E-02
vaciamiento
Remainder 68941 --- 34.0023 1.11E-01
Cuerpo entero 73000 1.65E-6 36.8650 | = -----

[al Factor S: dosis absorbida por unidad de actividad acumulada; ! t: tiempo de residencia; !
Factor S para la pared de la vejiga considerando como fuente el contenido de la vejiga; M

Remainder tiene en cuenta sangre, musculo, hueso, estdmago, carcasa e intestino.

Los valores de tiempo de residencia obtenidos se utilizaron como entrada en el software
mencionado para estimar la dosis absorbida y dosis efectiva para cada 6rgano y para
cuerpo entero. En la tabla 12 se resumen los resultados obtenidos con y sin vaciamiento

de vejiga.
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Tabla 12. Valores de dosis absorbida y dosis efectiva estimadas segin el modelo de humano
adulto masculino segin OLINDA/EXM 2.0.

OLINDA/EXM V 2.0 - masculino

Sin vaciamiento de vejiga

Con vaciamiento de vejiga

Organo blanco Dosis absorbida Dosis Efectiva Dosis absorbida Dosis Efectiva
total (MGy/MBQ) ICRP-103 1, oo (mGy/MBq) ICRP-103
(mSv/IMBq) (mSv/IMBQ)

Suprarrenales 1.81E-03 1.68E-05 1.62E-03 1.49E-05
Cerebro 6.23E-04 6.23E-06 6.22E-04 6.22E-06
Es6fago 8.32E-04 3.33E-05 7.87E-04 3.15E-05

Ojo 6.33E-04 6.25E-04
Vesicula biliar (pared) 1.45E-03 1.33E-05 1.27E-03 1.17E-05
Colon izquierdo 1.51E-03 7.31E-05 1.04E-03 5.03E-05
Intestino delgado 2.44E-03 2.25E-05 1.23E-03 1.14E-05
Estémago (pared) 9.34E-04 1.12E-04 8.61E-04 1.03E-04
Colon derecho 1.55E-03 7.54E-05 1.03E-03 4.98E-05
Recto 6.58E-03 1.51E-04 2.15E-03 4.94E-05
Corazon (pared) 8.66E-04 7.99E-06 8.25E-04 7.61E-06
Rifién 9.19E-03 8.48E-05 8.93E-03 8.24E-05
Higado 1.23E-03 4.93E-05 1.13E-03 4.53E-05
Pulmén 1.22E-03 1.46E-04 1.19E-03 1.43E-04
Péancreas 1.08E-03 9.95E-06 9.38E-04 8.66E-06
Préstata 9.28E-03 4.29E-05 2.78E-03 1.28E-05
Glandulas salivales 7.03E-04 7.03E-06 7.01E-04 7.01E-06
Meédula roja 1.66E-03 1.99E-04 9.00E-04 1.08E-04
Ceélulas osteogeénicas 1.08E-03 1.08E-05 6.80E-04 6.80E-06
Bazo 1.08E-03 9.96E-06 9.86E-04 9.10E-06
Testiculo 2.65E-03 1.06E-04 1.13E-03 4.53E-05
Timo 7.65E-04 7.06E-06 7.48E-04 6.90E-06
Tiroides 7.43E-04 2.97E-05 7.32E-04 2.93E-05
Vejiga (pared) 1.74E-01 6.96E-03 4.13E-02 1.65E-03

Cuerpo entero 2.20E-03 1.09E-03
DOS('; gf\?ﬁ\t/:\éz ;"ta' 8.17E-03 2.49E-03

Para los érganos cercanos al contenido de la vejiga (pared de la vejiga, intestino delgado,

recto, prostata y testiculos) se verifico que los valores de dosis absorbida sin vaciamiento

de vejiga fueron entre 2 a 4 veces mayores que con vaciamiento. Para el caso de los

organos alejados al contenido de la vejiga, los valores de dosis absorbida con y sin
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vaciamiento de vejiga se encontraron en el mismo orden de magnitud. Esto demuestra

que es importante tener en cuenta esta consideracion.

En ambos casos se observo que la mayor dosis absorbida fue a nivel de la pared de la
vejiga, por lo que la misma se identificé como érgano critico. Ademas, el rifion (en ambos
situaciones) y la prostata (sin vaciamiento de vejiga) recibieron dosis ligeramente
elevadas de entre 8.9E-03 — 9.3E-03 mGy/MBg.

Las dosis efectivas totales a partir del OLINDA/EXM V2.0, usando el modelo
dosimétrico masculino ICRP-89, fueron de 8.17E-03 mSv/MBq y 2.49E-03 mSv/MBq
sin y con vaciamiento de vejiga, respectivamente. Estos resultados se encuentran en el
mismo orden de magnitud que los datos reportados por Tolvanen et al. para otros
radiofarmacos de 'C de uso clinico (valores de dosis efectivas totales reportados entre
3.2E-03 y 1.41E-02 mSv/MBq) [81].

En base a estos resultados, se calculd la dosis efectiva que recibiria un paciente al
realizarse un estudio PET, considerando los protocolos de estudios clinicos de CUDIM
para radiofarmacos de 'C. Dado que en los mismos se inyecta entre 4-6 MBg/kg, lo que
equivale a una administracion de entre 292-438 MBq para un paciente de 73 kg, la dosis
efectiva en este caso se encontraria entre 2.38-3.58 mSv y 0.73-1.09 mSyv, sin y con

vaciamiento de vejiga, respectivamente.

Es importante destacar que los datos dosimétricos obtenidos fueron extrapolados a partir
de medidas realizadas en ratones. Debido a esto, para validar los resultados seria necesario

realizar estudios dosimétricos en humanos.
4.4. Conclusiones

Se logro realizar la evaluacion bioldgica de [**C]SAM en un modelo de ratdn sano (grupo
control) y en un modelo de tumor xenografico de CP humano (grupo tumoral), mediante
estudios de biodistribucion e imagenologia molecular PET/CT. En base a los ensayos
realizados con el grupo control, se observé mayor captacion de actividad a nivel de rifion,
vejiga y orina. Estos resultados indican una alta eliminacion del compuesto por excrecion
urinaria. Ademas, se verificd una rapida depuracién sanguinea del radiotrazador y no se
observo captacidn en otros 6rganos. Los estudios realizados utilizando el modelo tumoral
permitieron evaluar la captacion tumoral de [**C]SAM. La concentracion de actividad a

nivel del tumor fue significativamente mayor que la obtenida para el musculo en todos
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los tiempos analizados. Los estudios de imagenologia PET/CT mostraron una captacion
tumoral in vivo de [*1C]SAM estadisticamente mayor que la obtenida con [*!C]COL en
el modelo tumoral estudiado. Estos resultados sugieren que [C]SAM podria ser
potencialmente Util como agente diagnostico por imagen para el CP, e incluso mas

efectivo que el radiofarmaco tomado como referencia.

En base al ensayo de seguimiento del crecimiento tumoral se pudo dilucidar que la
captacion tumoral de [*C]COL no vari6 significativamente al aumentar el tamafio del
tumor para el modelo animal evaluado. Con respecto a [*'C]SAM seria necesario

completar el ensayo aumentando las muestras a analizar para poder sacar conclusiones.

Se realizaron los estudios de dosimetria, de modo de evaluar la seguridad radioldgica de
la [**C]SAM. Mediante los calculos dosimétricos a partir de datos de ratones, fue posible
estimar la dosis absorbida y la dosis efectiva en humanos, tanto para los diferentes
Organos como para cuerpo entero. En base a esto, se pudo concluir que el riesgo asociado
con la irradiacion en un estudio con [*'C]SAM habilita su uso en pacientes, al ser del

orden de otros radiofarmacos empleados en la clinica.

En resumen, en base a los resultados obtenidos se pudo concluir que el nuevo
radiotrazador podria ser Gtil y seguro para su aplicacion en pacientes. Lo que habilita a la
realizacién de un protocolo clinico piloto para evaluar su potencial utilidad para el
diagndstico de CP.

4.5. Informacién adicional

Cabe destacar que los estudios dosimétricos se realizaron en colaboracién con el grupo
de Erick Mora-Ramirez y Manuel Bardiés del Inserm, Université Toulouse IlI-Paul
Sabatier, Toulouse, Francia. Este trabajo dio lugar a la redaccion de un articulo que fue

enviado recientemente a una revista referada.
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5. CAPITULO IV: Ensayo clinico con [*'C]SAM

5.1. Introduccion

Se plante6 desarrollar un ensayo clinico con el objetivo de evaluar nuevas técnicas de
imagenologia molecular mediante el uso de radiotrazadores PET, con el potencial de
impactar en el manejo clinico de pacientes con CP metastasico o en recaida bioquimica.
Dichos pacientes ya deben haber sido tratados en su enfermedad primaria mediante

cirugia o radioterapia con intencion curativa.

Segun el decreto Ref N° 001-4573/2007 [86] un ensayo clinico se define como “un estudio
sistematico, siguiendo en un todo las pautas del método cientifico en seres humanos
voluntarios, sanos o enfermos, realizado con medicamentos y/o especialidades
medicinales con el objeto de descubrir o verificar los efectos y/o identificar reacciones
adversas del producto en investigacion y/o estudiar la absorcion, distribucion,
metabolismo (biotransformacion) y excrecion de los principios activos con el objeto de

establecer su eficacia y seguridad”.

Para poder llevar a cabo un ensayo clinico es necesario contar con un protocolo de
investigacion que se define como “el documento que describe la investigacion en sus
aspectos fundamentales, hipotesis y metodologia, informaciones relativas al sujeto de la
misma, la calificacion de los investigadores y de todas las instancias responsables”. El
mismo debe ser presentado y aprobado ante un Comité de Etica en Investigacion
Institucional [86]. En tal sentido, para la realizacion del ensayo clinico en estudio se
redactd un protocolo de investigacion (Anexo IlI), en concordancia con la normativa
nacional vigente (decreto mencionado) asi como con las guias de ética de investigacion
en biomedicina internacionales [86-87], y el mismo fue aprobado por el Comité de Etica

en Investigacion Institucional de CUDIM.

Nuestro protocolo plantea como hipdtesis nula que el PET/CT con [*'C]SAM presenta
valor diagndstico en pacientes con CP en recaida bioquimica. Para verificar la validez de
esta hipotesis se establecieron los siguientes objetivos especificos: a) comparar los
resultados del PET/CT con [“C]SAM con los de [®Ga]PSMA; b) comparar
intraindividualmente la captacion de ambos radiofarmacos por parte de las lesiones

detectadas en la muestra a analizar.
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El protocolo del ensayo clinico debe incluir los aspectos que se detallan a continuacion:

- Hoja de presentacion: incluye el titulo del proyecto y se definen los investigadores

responsables, los alternos y el equipo de investigacion, con sus respectivos roles.
Ademas de definir las instituciones participantes.

- Descripcién de la investigacion: incluye un resumen de la investigacion, la

descripcion de los objetivos, antecedentes cientificos y datos que justifiquen la
investigacion, descripcion detallada del proyecto de investigacion (materiales y
métodos, bibliografia), resultados esperados, balance riesgo beneficio, periodo y
duracion de la investigacion a partir de la aprobacion, equipamiento disponible y
declaracion de la divulgacion de resultados.

- Informacion relativa al sujeto de investigacion: descripcion de la poblacién a

estudiar incluyendo mecanismos de reclutamiento, criterios de inclusion y
exclusion, redaccion del formulario de consentimiento informado incluyendo la
informacion a ser ofrecida a los sujetos de investigacién y declaracion de
cualquier compensacion que se otorgue a los participantes, indemnizacién en caso
de dafio como consecuencia del estudio.

- Clasificacién de los investigadores participantes: se deben presentar los

antecedentes del equipo de investigacion que demuestren que tiene idoneidad y
experiencia en la tematica propuesta.
5.2. Parte experimental

5.2.1. Materiales y equipos

Para la produccion de radionucleidos el CUDIM cuenta con un ciclotron PET Trace®16.5
MeV (GE Healthcare). Ademas, existe un suministro permanente de generadores de
®8Ge/%®Ga para la obtencion de %8Ga. Asimismo se dispone de un sector de produccion de
radiofarmacos, que operan en ambiente controlado cumpliendo normas de buenas
practicas de manufactura (GMP). Dicho sector dispone de plataformas para la produccion
de radiofarmacos de ''C y %8Ga, sistema de acondicionamiento de aire (en cuanto a
limpieza, temperatura y humedad), gases y agua de alta pureza. Se cuenta ademas con un
Laboratorio de Control de Calidad de Radiofarmacos. El centro esta equipado con dos
salas con equipos PET/CT: un equipo General Electric Discovery STE con tomografo de
16 cortes y un equipo General Electric Discovery 690 VCT con tomdgrafo de 64 cortes.

Para el procesamiento de imagenes se dispone de cuatro estaciones de trabajo General
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Electric (plataforma HP Workstation y software LINUX con aplicacion propietaria), dos
AW 4.5y dos AW 4.6.

5.2.2. Métodos

Se trata de un estudio prospectivo en donde se incluiran 5 pacientes con CP en recaida
bioquimica. Los pacientes se realizaran consecutivamente un estudio PET/CT con
[%8Ga]PSMA vy otro con [*'C]SAM. El intervalo maximo de tiempo sera de 2 semanas
entre ambos estudios PET/CT.

Los procesos de sintesis y control de calidad de [*!C]SAM vy [*8Ga]PSMA se detallan en

el protocolo de investigacion (Anexo I1).
Criterios de admision de pacientes al protocolo clinico:
Criterios de inclusion:

- Pacientes con CP metastasico o en recaida bioquimica confirmados por anatomia
patoldgica del tumor primario y dosificacion reciente de PSA con valores

superiores a 0.4 ng/mL.
Criterios de exclusion:

- Expectativa de vida < 6 meses.

- Presencia de otras enfermedades neoplasicas concomitantes.

- Intervalo > 2 semanas entre ambos estudios PET/CT.

- Intervalo > 30 dias entre la dosificacion de PSA y los estudios PET/CT.

- Pacientes portadores de hepatopatia con bilirrubinas aumentadas y transaminasas
mayores a 1.5 veces por encima del limite superior del rango normal.

- Pacientes con insuficiencia renal.

- Pacientes que no brinden su consentimiento informado.

El paciente tendra la libertad de retirarse del estudio en cualquier momento, siendo su
participacion voluntaria. En caso de no participar, este hecho no alterara la atencion que

recibird, lo cual seré especificado en el consentimiento informado.
5.3. Resultados esperados

La comparacion de la captacion de [1C]SAM con la correspondiente al [®®Ga]PSMA en

la misma muestra de pacientes evaluara aspectos diferentes de la biologia tumoral de la
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muestra a estudiar. Asimismo, y de confirmarse la hipotesis planteada, permitird poner a
punto una nueva metodologia diagndstica que podra ser usada posteriormente en otros
contextos clinicos de la enfermedad. El presente proyecto intenta realizar aportes
significativos con un gran potencial de traslacion a la rutina clinica asistencial en un area
de alta relevancia sanitaria como lo es el CP. Estos aportes se realizan en un area de gran
interés académico y asistencial como lo es el area de las im&genes moleculares. El
proyecto tiene vinculos naturales con las lineas de trabajo centradas en el desarrollo y
validacién clinica de radiofarmacos de aplicacion oncoldgica provenientes de las

Facultades de Quimica y de Medicina.
El presente protocolo clinico se encuentra en ejecucion.
5.4. Conclusiones

Se valora en forma positiva haber alcanzado esta etapa, que implica un trabajo
multidisciplinario entre las diferentes areas del centro. De esta forma, se ha realizado un
trabajo de investigacion con potencial aplicacion a pacientes en el contexto de un ensayo

clinico preliminar que esté en curso.

La realizacion del presente ensayo clinico aportara elementos para aceptar o rechazar la

hipétesis planteada.
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6. CAPITULO V: Comparacion in vivo de [*!CJMET con [*!1C]COL en un modelo
murino de tumor xenogréafico de CP

6.1. Introduccion

La L-metionina es un aminodcido esencial implicado en la sintesis de proteinas y
multiples vias metabdlicas tales como la regulacién y sintesis de ADN. Los gliomas, al
igual que otras neoplasias, presentan un metabolismo proteico elevado en comparacién
con los tejidos normales. Debido a esto se espera que la captacion de [*'C]JMET se
encuentre aumentada en dichas patologias. Los estudios PET con este radiofarmaco se
aplican en la clinica para la evaluacion de los tumores primarios del sistema nervioso
central [88]. A su vez, la [*!C]MET puede ser de utilidad en determinados casos para la
localizacion  preoperatoria de adenoma de paratiroides en pacientes con

hiperparatiroidismo primario [89].

Con el propésito de contar con otros compuestos marcados con radionucleidos PET que
permitan el diagnostico del CP, nos centramos en identificar intermediarios metabolicos
relacionados con la ruta bioquimica de la sarcosina. Esta busqueda se realizé sobre la base
de que si la enzima GNMT se encuentra sobreexpresada, se esperaria que los sustratos
directos e indirectos de la misma se estén captando y consumiendo en mayor proporcion.
En tal sentido, en base a la ruta bioquimica de sintesis de sarcosina (figura 29) se
identificd a la metionina como molécula precursora en la biosintesis de SAM y a la glicina

como un sustrato natural de la GNMT y precursora de sarcosina.

En este punto, se decidié comenzar a trabajar con la [**C]MET dado que es un
radiofarmaco de uso clinico que ya estaba desarrollado y disponible en el centro. Por lo
tanto, para evaluar el rol de este radiofarmaco en el diagndstico de CP, se llevaron a cabo
estudios PET/CT en un modelo murino de tumor xenografico de CP, tomando como
referencia [*'*C]COL.
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Figura 29. Esquema de ruta bioguimica que involucra la sintesis enzimatica de sarcosina.

6.2. Parte experimental

6.2.1. Materiales y equipos

Los reactivos y disolventes utilizados fueron de calidad analitica (ABX, Merck, Sigma-
Aldrich, Carlo Erba, Dorwil, Capricorn Scientific, Gibco) y se usaron sin purificacién
adicional. El [*!C]CO. empleado en las reacciones de marcacion fue producido en un
ciclotron PET Trace® 16.5 MeV (GE Healthcare). Para dicha produccion se utiliz6 un
blanco de alto rendimiento conteniendo una mezcla de N2> y 1.0% Oz (Praxair o
Airliquide). Las radiosintesis se desarrollaron en un médulo TRACERIab® FX C Pro
(GE Healthcare). Para los ensayos bioldgicos se utilizé [*!C]COL sintetizada y controlada
de acuerdo con lo descripto en el capitulo 1. Los cartuchos Sep-Pak C18 light y los filtros
esterilizantes de 0.22 pum empleados en la sintesis de [*!C]MET fueron comprados a
Waters. La pureza radioquimica de [!C]JMET fue evaluada por HPLC, empleando un
equipo Shimadzu UFLC equipado con detectores de arreglo de diodos y gamma en serie.
La columna de HPLC analitica utilizada fue una EC 250/4.6 mm Nucleodur 100-5 C18ec
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(Macherey-Nagel). Los estandares de D,L-metionina y el precursor (L-Homocisteina
tiolactona cloridrato) empleados para la sintesis y el control de calidad, fueron adquiridos
en Sigma-Aldrich y ABX, respectivamente. Para las determinaciones de actividad se
empled una camara de ionizacion (Capintec® CRC 25R, CRC 25 PET). Para los ensayos
bioldgicos se utilizaron ratones machos Nude N: NIH (S) -Foxn 1", provenientes del
bioterio del CUDIM. Para el desarrollo del modelo de tumor xenografico de CP humano,
se adquirio la linea celular PC3 (ATCC® ATCC® CRL-1435 ™) en American Type
Culture Collection Cell. Los estudios de imagenologia molecular se realizaron empleando
una camara trimodal PET/SPECT/CT para pequefios animales (Triumph™, TriFoil, Inc.,
US). El procesamiento y analisis semi-cuantitativo de las imagenes se llevé a cabo con el
software PMOD, v.3.4. (PMOD Technologies, Ltd., Zurich, Suiza).

6.2.2. Métodos
6.2.2.1. Sintesis de ['!C]COL y [M!CIMET

Los procesos sintéticos se realizaron utilizando la plataforma automatizada
TRACERIab® FX C Pro descripta anteriormente. Los lotes de [*C]JCOL fueron
sintetizados y controlados de acuerdo con lo descripto en el capitulo Il. La sintesis de
[1!C]MET se llevé a cabo de acuerdo al método reportado de *C-metilacion del precursor
L-Homocisteina tiolactona cloridrato en fase solida [90]. En este caso se utilizo [*!C]CHal
producido en el médulo, como agente metilante. EI mismo fue transferido a través de un
cartucho Sep-Pak C18 light cargado con una solucién del precursor L-Homocisteina
tiolactona cloridrato (2 mg disueltos en 1 mL de NaOH:etanol (50/50; v/v)). El producto
fue eluido con buffer NaH2PO4 0.05 M (5.5 mL) y formulado con NaCl 0.9% (4.4 mL).
La solucién final se transfirié a un vial estéril a través de un filtro de esterilizacion de
0.22 pum. El producto fue sometido a los ensayos de control de calidad. EI compuesto
obtenido fue analizado por HPLC, empleando las siguientes condiciones: columna
analitica C18, KH2PO4 1.4 g/L (A) y acetonitrilo (B) como disolventes, gradiente: 0-11
min: de 1 a 3% B, flujo total de 1.0 mL/min. Los cromatogramas se registraron empleando
detectores de arreglo de diodos (UV, A=225 nm) y centelleo sélido (gamma) en serie,
(método 5). El radiotrazador se obtuvo con una pureza radioquimica > 90%.
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6.2.2.2.  Animales de experimentacion y linea celular

Se utilizaron ratones Nude machos para generar el modelo de tumor xenografico de CP
empleado en los estudios de imagenologia PET/CT. Los animales fueron mantenidos

segun lo descripto en la parte experimental del capitulo I11.

En el desarrollo del modelo tumoral se empled la linea celular de CP humano PC3. Las

células se cultivaron de acuerdo a lo descripto en la parte experimental del capitulo Il1.

Como se mencioné anteriormente, los protocolos de experimentacién animal se
realizaron de acuerdo con pautas institucionales, nacionales e internacionales para el uso
de animales de investigacion, con la aprobacion del Comité de Bioética del CUDIM y
bajo las regulaciones éticas de la ley nacional de experimentacion animal No. 18.611
(Comision de Etica en el Uso de Animales (CEUA), Comision Nacional de
Experimentacion Animal (CNEA)). Numero de protocolo 14060301.

6.2.2.3. Desarrollo del modelo tumoral

Para los ensayos bioldgicos se utilizé un modelo de tumor xenografico de CP. El mismo
se generd empleando ratones Nude y la linea celular PC3, segun lo descripto en la parte
experimental del capitulo Ill. A las cuatro semanas post-inoculacion se alcanzaron
volimenes tumorales apropiados de entre (100-350) mm?®. Los tumores fueron medidos
en dos dimensiones empleando un calibre, una vez por semana. Los volimenes tumorales

se calcularon como: (didmetro menor)? x diametro mayor x n/6.
6.2.2.4. Estudios in vivo de imagenologia molecular PET/CT

Se realizaron estudios de imagenologia PET/CT empleando una camara micro
PET/SPECT/CT para pequefios animales. EI modelo animal empleado fue el modelo
tumoral descripto anteriormente. Los animales se anestesiaron con isofluorano al 2% en
flujo de oxigeno (2 L/min) y fueron inyectados con los diferentes radiotrazadores bajo
camara por via iv, en la vena dorsal de la cola. En el caso de [*'C]MET las actividades
inyectadas fueron de 11.7-27.3 MBq en 100-200 pL y las de [**C]COL de 9.4-21.6 MBq
en 100-200 pL. Las imagenes fueron adquiridas entre las 13-14 semanas de edad, al

alcanzar un tamafio tumoral dptimo para su estudio (100-350 mm?®).

La adquisicion de iméagenes fue realizada en modo dindmico comenzando a t=0 post-

administracion del radiotrazador y durante 60 minutos (10 frames x 30 segundos, 5
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frames x 5 minutos, 3 frames x 10 minutos). El analisis por CT se realiz6 durante 1.98

minutos. Los ratones fueron escaneados en orden aleatorio.

Los sinogramas fueron reconstruidos utilizando el algoritmo Maximum Likelihood-

Expectation Maximization 3D (3D-MLEM) con 30 iteraciones.

El procesamiento y analisis semi-cuantitativo de las imagenes se llevé a cabo con el
software PMOD, v.3.4. Los estudios PET fueron co-registrados con el correspondiente
CT para asegurar la localizacion anatémica. Se construyeron VOIs de forma manual sobre
el tumor y musculo contralateral, para calcular la relacion T/NT. La concentracion de
actividad dentro de cada VOI fue expresada como Hot Spot Average 5 (promedio de los

5 puntos mas calientes en kBg/cc).
6.2.2.5.  Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como el promedio + DE. Se utiliz6 la distribucion de t de
Student (test de dos colas), para comparar la captacion tumoral entre los diferentes
trazadores. El test se aplicd con un nivel de confianza del 95%.

6.3. Resultados y discusién

Con el fin de evaluar el rol que podria tener el radiofarmaco [**C]MET en el diagnostico
de CP, se realizaron estudios imagenoldgicos PET/CT en el modelo de tumor xenografico
de CP. Al igual que en el caso de [*!C]SAM, para la comparacion se tomo como
radiofarmaco de referencia [*!C]JCOL. Los examenes PET dinamicos fueron co-

registrados con CT para asegurar la localizacion anatémica.

Los valores de la relacion T/NT calculados para cada ratén con los dos radiotrazadores,

asi como sus promedios, se resumen en la tabla 13.
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Tabla 13. Valores de relacién T/NT a los 60 minutos de adquisicién luego de la inyeccion de
[“*CIMET y [**C]COL.

Radiotrazador Ratén Relacion T/NT & Relacion T./ NT
promedio

R1 1.12

[HCIMET R2 1.32 1.24+0.11 [0
R3 1.28
R1 131

[**C]coL R2 1.68 1.24 +0.48 )]
R3 0.73

@] Relacion T/NT a los 60 minutos de adquisicion; ! Los resultados se expresaron como el
promedio de la relacion T/NT + DE, (n=3).

En este caso, el presente estudié no mostro diferencias significativas entre las relaciones
T/NT de ambos trazadores, (p > 0.05). Esto sugiere que la captacion tumoral de [*'*CIMET
fue comparable con la obtenida con [**C]JCOL en el modelo tumoral utilizado en los
estudios. Por lo que, en base a los ensayos realizados, el empleo de [Y!CJMET como
agente diagnostico para CP, a priori no presentaria ventajas apreciables con respecto al

radiofarmaco de referencia.
6.4. Conclusiones

Los estudios PET realizados permitieron evaluar la captacion tumoral de [*!C]JMET en el
modelo de tumor xenografico de CP humano estudiado. Las relaciones T/NT obtenidas
no mostraron diferencias significativas entre el radiofarmaco en estudio y el de referencia,
[!C]COL.
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7. CAPITULO VI: Estudios in silico de derivados de SAM

7.1. Introduccion

Los experimentos in silico son simulaciones o reproducciones de experimentos in vivo 0
in vitro, que emplean modelos matematicos y softwares de simulacion. Estos permiten
modelizar fendmenos naturales. La interrelacion de las ciencias bioldgicas con las
ciencias de la computacion y la ingenieria han permitido construir y resolver modelos
matematicos que permiten llevar a una computadora un determinado fenomeno. Estos
modelos permiten progresar intelectualmente sobre un determinado fenémeno, pensando
en las variables que podrian influir sobre él sin producir grandes gastos y a velocidades
apreciables. Permiten simular situaciones reales, modificando los valores de las variables

involucradas en un amplio rango y contrastarlos con los valores reales [91].

En este campo, el acoplamiento molecular (docking) es un método que permite predecir
modos de enlace entre ligandos y proteinas, asi como estimar la conformacion
preferencial que adoptara el ligando al estar unido a la proteina, con el fin de formar un
complejo estable [92]. EI conocimiento de los modos de union a su vez puede ser usado
para predecir la fuerza de la asociacion o la afinidad de enlace entre las dos moléculas,
usando por ejemplo, las funciones de puntuacion (o funciones de scoring). El
acoplamiento molecular es muy utilizado en el disefio racional de nuevos farmacos para
predecir la orientacién del enlace de estas moléculas con su blanco molecular. Esto
permite predecir la afinidad y la actividad de la molécula en estudio con su blanco de
interés bioldgico [93]. No obstante, los resultados obtenidos mediante esta técnica tienden
a la subjetividad, debido a que los programas utilizados proporcionan mas de un criterio
de seleccidn de la mejor pose. Debido a ello, los resultados deben ser verificados mediante

ensayos experimentales de laboratorio [94].

Otra de las herramientas in silico disponibles es la dindmica molecular. La misma es un
tipo de simulacién computacional que permite analizar el comportamiento o evolucion de
un sistema (fisico, quimico o bioldgico) a través del tiempo, calculando las fuerzas entre
los atomos que lo conforman. Por medio de dinamica molecular, se pueden calcular
diferentes propiedades fisicoquimicas del sistema como la energia libre, entropia,
solubilidad, viscosidad, presion, temperaturas de cambio de fase. En el caso de sistemas
bioldgicos, permite medir la fuerza de interaccion entre posibles farmacos y sus dianas
biomoleculares o receptores, e incluso, describir el comportamiento de una proteina y
moléculas complejas bajo ciertas condiciones [95-96].
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Con la finalidad de obtener otros potenciales radiotrazadores que permitan el diagnostico
del CP, se buscaron y evaluaron otras moléculas. En este caso, para la basqueda de las
mismas se tuvieron en cuenta moléculas derivadas de la SAM que, por la similitud
estructural que presentaban con el ligando natural, pudieran actuar como potenciales
ligandos de la enzima GNMT. En este sentido, se considero la posibilidad de marcar la
molécula de SAM en otras posiciones (figura 30a). Por ejemplo, por medio de reacciones
de metilacion la molécula se podria marcar con *1C a nivel de los grupos amino primarios
presentes en la estructura. Por otro lado, por medio de sintesis organica se podria
modificar la estructura de la SAM, incorporando un halégeno a nivel de la adenina, para

luego marcar la molécula con *8F por sustitucion nucleofilica (figura 30b).

(@) [ Marcacion con *C:

metilacion } \

HC &  “on Modificacion
estructural para
marcacion con 8F
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</ ‘ ) N N7
Z
D2 N N HO @ o
S /
O .
o [ HC s “on
HC o “OH
HN HaN
N RS N N
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Figura 30. (a). Estructura quimica de SAM donde se muestran los potenciales sitios de
marcacion por metilacion o fluoracion. (b). Compuestos obtenidos a partir de la marcacién de

SAM en los diferentes sitios.
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Sin embargo, previo a la sintesis y marcacion de estas moléculas era fundamental estudiar
y poder predecir la afinidad que presentarian por la GNMT, para estimar su aplicacion
como potenciales ligandos de la enzima. En este punto fueron de gran utilidad las
herramientas computacionales y métodos in silico descriptos. Los mismos permitieron
establecer, el modo de unién entre la GNMT y SAM, para su posterior comparacion con
los cuatro derivados. Ademas, permitieron predecir la estabilidad en el tiempo de los

complejos proteina-ligando estudiados.

7.2. Parte experimental
7.2.1. Materiales y métodos
7.2.1.1. Buasqueda de las estructuras necesarias para las simulaciones

La busqueda de las estructuras se realizo en la base de datos Protein Data Bank (PDB) en
el caso de la GNMT y en la base de datos de ligandos ZINC para el ligando natural SAM.
Las modificaciones estructurales de la enzima se llevaron a cabo empleando el software
Pymol, mientras que el disefio de los ligandos derivados de SAM se realizo en el software

Avogadro, utilizando GAFF como campo de fuerza.
7.2.1.2.  Estudios de acoplamiento molecular

A partir de las estructuras en formato pdb de la proteina y los derivados de SAM se
obtuvieron los ficheros de entrada en formato pdbqt para llevar a cabo las simulaciones
de docking, utilizando el programa AutoDock Tools. Todas las simulaciones de
acoplamiento molecular de los complejos GNMT-ligandos se realizaron empleando el
programa AutoDock Vina y los resultados fueron analizados con la ayuda del Pymol. El
coémputo se llevo a cabo con el empleo de ficheros de configuracién, asi como con los
ficheros individuales de las estructuras de los ligandos y la proteina. Los ficheros de
configuracién se desarrollaron con el lenguaje de programacién Python y se obtuvo un
fichero por cada una de las simulaciones. Para la seleccion de los pardmetros de cada
fichero se utilizd el subprograma “Autodock/Vina Plugins” incluido en Pymol. Asi se
seleccionaron los valores en A para las coordenadas x, y, z del centro de la caja y las
dimensiones para cada uno de los ejes. Se definieron los nombres de los ficheros de salida
del programa (extension .pdbqt y .log). Se utilizé un procesador por simulacién. Para el
caso del acoplamiento molecular a ciegas se realizaron 30 simulaciones por cada
complejo ligando-proteina. Para el acoplamiento molecular por la zona de interaccion

predicha se realizaron 20 simulaciones con 9 repeticiones cada una por cada complejo.
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7.2.1.3. Estudios de dinamica molecular

Para los estudios de dindmica molecular los parametros de los ligandos no proteicos se
obtuvieron a partir del campo de fuerzas generalizado de AMBER (GAFF). Para cada
ligando las cargas atdmicas parciales se calcularon mediante el método semi-empirico
AM1-BCC implementado en el programa antechamber. A todos los ligandos se les asigné
carga neta cero. Se determinaron los estados de protonacion de los residuos ionizables de
la proteina a pH = 6.8 con el programa PDB2PQR. Todos los residuos basicos (Lys) se
predijeron en su forma cargada, al igual que los extremos amino y carboxilo. En cada
sistema los pardmetros correspondientes a la proteina se generaron con el campo de
fuerzas AMBER99SB. El resto de los pasos necesarios para la minimizacion de energia
se realizaron con el paquete GROMACS v4.6.5-1. Los atomos de hidrdgeno se afiadieron
a las estructuras de partida, utilizando los estados de protonacion predichos anteriormente.
Se cre6 un dodecaedro como caja de solvatacion, envolviendo a cada complejo con 10 A
de distancia entre la superficie del soluto y las paredes de la caja. A continuacion, se
afiadieron las moléculas de agua usando el modelo de solvente explicito TIP3P. Las
simulaciones de cada complejo se realizaron bajo condiciones perioddicas de contorno
(PBC). Se garantizo la electro-neutralidad adicionando iones Na* en las celdas unitarias

en una proporcion adecuada.

La minimizacion de energia de cada sistema se realizd empleando el algoritmo de pasos
descendentes con 50.000 pasos de integracion y un paso de minimizacion de 0.01 nm. La
fuerza o tolerancia méaxima permitida se fijo a 1000 kJ mol* nm™. Para evaluar las
interacciones de van der Waals y electrostaticas se emplearon radios de corte de 1.4 y 1.0
nm, respectivamente. Para el calculo de las interacciones electrostaticas a distancias
superiores al valor de corte se aplico el método PME (Particle Mesh Ewald). En ninguno

de los sistemas se impusieron constricciones a las distancias de enlace entre los &tomos.

7.3. Resultados y discusién
7.3.1. Busqueda de las estructuras necesarias para las simulaciones

Con el fin de realizar las simulaciones correspondientes para poder predecir el modo de
unioén entre la enzima GNMT vy los cuatro derivados de su ligando natural SAM, era
necesario contar con las estructuras de dichas moléculas y/o con la estructura de un
complejo proteina-ligando. Por lo que inicialmente, se llevd a cabo una bdsqueda

exhaustiva de las mismas en la literatura cientifica y en la base de datos PDB. Como
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resultado de esta busqueda, no se encontrd reportado ningin complejo formado por la
GNMT y SAM (complejo proteina-ligando), que se pudiera tomar como punto de partida
en la prediccion del modo de union entre los cuatro nuevos compuestos y la enzima en
estudio. Sin embargo, se encontré una buena estructura para la enzima humana con el
codigo PDB: 1R74. La GNMT es una proteina tetramérica de 295 aminoacidos que consta
de cuatro subunidades idénticas de aproximadamente 32.5 kDa. Cada una de las cuatro
subunidades de la GNMT posee un sitio activo donde se da la union con la SAM y la
glicina [97]. En la estructura encontrada la enzima se presentaba como homodimero por
lo que, mediante la utilizacién de Pymol, nos quedamos con una sola de las cadenas con

la cual se realizaron todos los estudios de acoplamiento molecular (docking).

Posteriormente, fue necesario utilizar la base de datos de ligandos ZINC, para encontrar
una estructura del ligando natural SAM, que sirviera como molde para poder hacer las
metilaciones y fluoraciones correspondientes. De esta base de datos se descargd una
estructura de SAM con el codigo: zinc_13522357.mol2. A partir de este ligando se
obtuvieron las estructuras de los cuatro derivados en estudio, realizando los cambios

requeridos mediante el programa Avogadro.

De esta manera se obtuvieron las estructuras, tanto de la proteina, como de los ligandos,

con las que se realizaron todas las simulaciones (figura 31).
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Figura 31. Representacion de las estructuras utilizadas para las simulaciones computacionales:
(A). Estructura tridimensional de la enzima GMNT, tomada del PDB; (B). Estructura
bidimensional del ligando natural SAM, tomada del ZINC; (C-D). Estructuras de los derivados
metilados de SAM; (E-F). Estructuras de los derivados fluorados de SAM.

7.3.2. Estudios de acoplamiento molecular a ciegas entre GNMT y los

ligandos (SAM vy sus derivados)

Luego de identificar y disefiar las estructuras de la enzima y de los compuestos en estudio,
fue necesario establecer el modo de union entre la GNMT vy el ligando SAM. Con este
fin, se realiz6 un docking a ciegas que permitiera dilucidar el posible sitio por donde
interaccionaban estas dos estructuras. Para ello se realizaron 30 simulaciones tomando
como espacio de busqueda toda la proteina, asegurando asi que el ligando pudiera

interaccionar por el sitio por el cual presentara mayor preferencia.

Los resultados de las simulaciones arrojaron 30 posibles posiciones preferenciales del
ligando con respecto a la proteina. A partir de ello, nos centramos en buscar
concordancias espaciales entre cada uno de los resultados. Los mismos fueron sometidos

a un proceso de clustering con un valor de corte de 6 A es decir, se agruparon los
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resultados de forma tal que en cada grupo la diferencia entre la posicion fuera menor de
esa distancia de corte. De esta manera se obtuvo que el 50% de las posiciones del ligando
interaccionaban por una zona de la proteina comprendida entre los aminoacidos Tyr 33 'y
Leu 138 (figura 32). Esta zona se encuentra justamente en el lugar por donde se encuentra
el extremo n-terminal de la segunda subunidad del homodimero de GNMT, el cual esta
activo cuando este extremo se “abre” y permite la interaccion con los ligandos. En base a
estos resultados, se deduce que el estudio con los ligandos restantes debe realizarse por

esta zona.

Figura 32. Representacidn del sitio de interaccion predicho para el complejo enzima-ligando
natural. En rojo se muestra la zona por la cual coincide el 50% de los resultados de las

simulaciones realizadas con SAM.

Por otro lado, con el objetivo de comprobar cuan afin podrian estar cada uno de los
ligandos derivados de SAM con las predicciones obtenidas para el ligando natural, se
realizaron 30 simulaciones con cada uno de ellos. Estos ensayos fueron llevados a cabo
bajo las mismas condiciones de docking a ciegas. Los resultados obtenidos mostraron que,
al igual que en el caso anterior, alrededor del 50% de las posiciones arrojadas presentaron
preferencia por este sitio de union. De todos los derivados, el compuesto D de la figura
31 es el que mayor parecido presentd frente a SAM en cuanto a su preferencia por la

misma zona de interaccion.
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7.3.3. Estudios de acoplamiento molecular por la zona de interaccion

predicha entre GNMT vy los ligandos (SAM y sus derivados)

Estudio con el ligando natural SAM

Una vez predicha la zona de interaccion entre la proteina y el ligando, se procedio a buscar
el modo de unidn especifico entre las dos estructuras. Esto se basa en definir la posicion
preferencial que debe adoptar el ligando en la cavidad de la proteina, asi como el tipo de
interaccion especifica que se da con los aminoécidos presentes. Para ello, se realizd un
estudio de docking, pero en este caso el espacio conformacional de la proteina se
restringio a la zona identificada como activa en los estudios anteriores. EI complejo que
se utilizé como base para el estudio fue el conformado por GNMT-SAM. Los resultados
obtenidos con el mismo, se utilizaron posteriormente como referencia para la

comparacion con los estudios de los ligandos derivados de SAM.

Con el complejo GNMT-SAM se realizaron 20 simulaciones con 9 repeticiones cada una,
para tratar de obtener la posicién preferencial de SAM en el sitio activo. Se obtuvo en
total 180 estructuras diferentes del sistema en estudio. Las mismas fueron sometidas a un
proceso de clustering con un valor de corte de 2 A, para asi agruparlas. De los resultados
obtenidos se puede deducir que, mas del 70% de las simulaciones adoptaron una forma

en la proteina como se muestra en la figura 33.
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Figura 33. Representacion del complejo GNMT-SAM en el sitio de interaccion predicho: (A).
Modo de interaccion del ligando con el sitio activo de la proteina; (B). Interacciones polares o

enlaces de hidrégeno existentes entre el ligando y los aminoacidos de la proteina.

A cada una de las estructuras del ligando obtenidas en las simulaciones, se le buscé los

aminoacidos especificos con los cuales interaccionaba con la enzima. Se escogieron
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aquellos que se encontraban a no mas de 4.6 A de distancia de al menos un atomo del
ligando. La mayoria de las interacciones que se establecieron entre SAM y la proteina
fueron de tipo de enlace de hidrdgeno, lo cual le confiere una gran fortaleza al complejo
formado. Los aminodacidos involucrados en estas interacciones fueron: Tyr 33, lle 34, Asp
36, Thr 37, Ala 64, Gly 66, Asp 85, Met 90, Leu 138, Gly 139, Ser 140, His 144, Lys 192
y Asn 193.

Al observar la serie de aminoacidos, aparecen dos que se encuentran distantes de la zona
de interaccion en cuanto a la posicion que ocupan en la cadena carbonada (Lys 192 y Asn
193). Sin embargo, sus cadenas laterales se encuentran dirigidas hacia el sitio de
interaccion al ligando, y de esta forma probablemente aportan estabilidad al complejo

debido a la formacion de los respectivos enlaces de hidrdgeno.

Estudio con los ligandos derivados de SAM

Para el resto de los ligandos se procedi6 de forma analoga que con SAM. Se realizaron
un total de 180 simulaciones con cada uno y del proceso de clustering se obtuvo que el
60% de todas las estructuras adoptaban un modo de interaccion similar al de SAM. De
todos los ligandos derivados de SAM, se pudo determinar que el compuesto D (figura 31),
es el que presentd un acoplamiento estructural con SAM por debajo de 0.5 A. Ademas
casi el 75% de esas simulaciones presentaron las mismas caracteristicas y los mismos

enlaces de hidrégeno previamente analizados para el ligando natural (figura 34).

Figura 34. Comparacion estructural entre el ligando SAM y el compuesto D: (A). Superposicion
estructural de los resultados de las distintas simulaciones con los ligandos SAM (celeste) y D
(verde); (B). Sitio de interaccion y enlaces de hidrogeno entre la enzima y la superposicion de

los dos ligandos.
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El programa con el cual se realiza el docking, ademas de arrojar los resultados de las
simulaciones, devuelve el resultado del calculo de la funcion de puntuacion (scoring) para
cada uno de los complejos proteina-ligando. Este resultado puede considerarse como un
valor medianamente aproximado de la energia de afinidad entre las dos estructuras
presentes en la simulacion. Este valor no presenta ningun poder predictivo cuando se trata
de varias proteinas y estamos probando sobre ellas distintos tipos de ligandos. Sin
embargo, para este caso, donde la unica variable que cambia en la ecuacion son los
ligandos a simular y se mantiene constante el sitio de interaccion, es posible utilizar estos
valores para estimar cual de los compuestos es mas afin al sitio de interaccion predicho
(tabla 14).

Tabla 14. Valores de la funcion de scoring (energia de afinidad) para cada uno de los compuestos.

Compuesto Energia de afinidad (Kcal/mol)
SAM -10.6
C 9.1
D -9.6
E -9.1
F -9.2

Como se puede ver en la tabla 14, el menor valor de afinidad lo obtuvo el ligando natural,
como era de esperar, aunque todos los valores obtenidos se encuentran dentro del rango
de valores permisibles al usar el AutoDock Vina para hacer docking molecular (+ 3
Kcal/mol). El compuesto D fue el que presentd el valor mas bajo de energia de afinidad
entre los derivados de la SAM, lo que estd en concordancia con los resultados del

acoplamiento molecular.
7.3.4. Estudios de dinamica molecular

Las simulaciones realizadas por los programas de acoplamiento molecular brindaron
informacion util sobre la zona de interaccion entre los compuestos derivados de SAM y
la GNMT. Sin embargo, los mismos no tienen en cuenta la estabilidad de los complejos
formados en el tiempo. Para ello es necesario realizar célculos y simulaciones por
dindmica molecular. Estos calculos, permiten determinar cual va a ser el comportamiento
de dicha interaccion en un intervalo de tiempo determinado, bajo condiciones que simulan
un ambiente acuoso y con neutralidad de cargas. Es decir, permiten evaluar la estabilidad

temporal de cada complejo estudiado. Ademas, estas simulaciones permiten calcular de
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forma eficaz la energia de interaccion entre cada uno de los ligandos y la enzima en

estudio.

Para las simulaciones de dindmica molecular se estudié el complejo GNMT-compuesto
D, debido a que éste fue el que obtuvo resultados mas prometedores en los estudios de
docking. Como referencia se utiliz6 el complejo formado por la enzimay el ligando SAM.
Las estructuras de partida que se emplearon para las simulaciones fueron las obtenidas
mediante los célculos de acoplamiento molecular para cada uno de los compuestos. El
tiempo de simulacién de cada dinamica fue de méas de 90 nanosegundos y se obtuvieron
alrededor de 1000 estructuras por cada complejo evaluado. De acuerdo con los resultados
obtenidos, los complejos analizados mantuvieron una marcada estabilidad en el tiempo
de simulacion, conservando las interacciones hidrofobicas y del tipo de enlace de

hidrogeno con los aminoacidos involucrados en la interaccion.

En el intervalo de tiempo simulado, la diferencia de RMSD (desviacién cuadratica media)
entre las posiciones de mayor y menor distancia del complejo proteina-ligando, fue menor
de 2 A, figura 35.
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Figura 35. Desviacion cuadratica media del complejo GNMT-ligando para SAM y el compuesto

D a lo largo del tiempo de simulacién.

En el grafico se puede observar que durante los primeros 40 nanosegundos de simulacion
el ligando natural (SAM) presentd cierta tendencia a disgregarse de la zona de interaccion.
Sin embargo a partir de este punto logré llegar a una meseta de equilibrio donde se
mantuvo durante el tiempo restante de simulacion. Por otro lado, el complejo formado

por la GNMT vy el compuesto D, alcanzé esta zona de equilibrio desde casi los primeros
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5 nanosegundos y la mantuvo hasta el final. Lo peculiar de este resultado es que a pesar
de que los dos complejos alcanzan la estabilidad temporal con estructuras similares
(figura 36), el compuesto D es capaz de estabilizar mas rapido su estructura en el sitio de
unién. Esto influye en que el compuesto D alcance el equilibrio termodindmico con la

enzima primero que el complejo formado con SAM.

Figura 36. Complejos mas estables obtenidos de la dinamica molecular: (A). GNMT-SAM; (B).
GNMT-compuesto D.

A partir de la dindmica molecular, también se pudo realizar un analisis energético de los
complejos. Para ello se evalu6 el comportamiento del sistema en cuanto a la variacion de

energias de tipo Coulomb y Van der Waals, durante el tiempo de simulacién, figura 37.
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Figura 37. Comportamiento energético de los complejos formados por la enzima y los ligandos
SAM y compuesto D a lo largo del tiempo de simulacion. (a). Energia de Van der Waals vs.

tiempo; (b). Energia de Coulomb vs. tiempo.

Como se puede observar en la figura 37b, luego de los 40 nanosegundos el sistema

GNMT-SAM alcanza la estabilidad, lo que concuerda con los resultados mostrados en la
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figura 35. De esto se deduce que las posibles diferencias encontradas entre los dos
sistemas se centran en la energia de Coulomb. Por lo que, el compuesto D presenta mayor
tendencia a la formacion de enlaces polares (digase enlaces de hidrégeno), lo cual puede

explicar la mayor estabilidad presentada en los primeros nanosegundos de simulacion.
7.4. Conclusiones

Se logrd identificar y disefiar las estructuras de la enzima GNMT y de los compuestos en
estudio, necesarios para las simulaciones. Mediante los estudios de docking a ciegas se
pudo establecer que el complejo GNMT-SAM interaccionaba por la zona de la proteina
comprendida entre los aminoacidos Tyr 33 y Leu 138. Estos estudios con los ligandos
derivados de SAM mostraron que los mismos también presentaron preferencia por este

sitio de unién, siendo el compuesto D el que mayor parecido tuvo frente a SAM.

Los estudios de docking por la zona de interaccion predicha permitieron establecer que
la mayoria de las interacciones entre SAM Yy la proteina fueron de tipo de enlace de
hidrégeno y se identificaron los aminoécidos involucrados en esta interaccion. Los
ligandos derivados de SAM adoptaban un modo de interaccion similar al de SAM. El
compuesto D present6 un acoplamiento estructural con SAM por debajo de 0.5 A, ademés

del menor valor de energia de afinidad entre los derivados de SAM.

En base a los estudios de dindmica molecular, los complejos GNMT-SAM y GNMT-
compuesto D presentaron una marcada estabilidad en el tiempo de simulacién, mostrando
un RMSD < 2 A. El compuesto D fue capaz de estabilizar mas rapido su estructura en el
sitio de unidn, alcanzando el equilibrio termodindmico con la enzima antes que SAM.
Considerando el analisis energético, las diferencias encontradas entre los dos sistemas se

centran en la energia de Coulomb.

Los estudios in silico permitieron concluir que el ligando D es el que presenté mejores
caracteristicas para la interaccion con la GNMT, en referencia al ligando natural. Debido
a ello, este compuesto seria el de eleccion para contar con nuevas herramientas para el

diagnostico de CP basadas en derivados de SAM marcados con radionucleidos PET.

En resumen, los métodos in silico aplicados a la SAM y sus derivados permitieron obtener
informacion estructural muy util para el desarrollo de nuevos radiotrazadores para el
diagndstico del CP mediante PET. Sin embargo, estos estudios deben ser verificados

mediante ensayos experimentales de laboratorio a fin de poder seguir adelante.
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7.5. Informacién adicional

Cabe destacar que los ensayos in silico fueron llevados a cabo en cooperacion con el
grupo de Alberto Bencomo y Chryslaine Rodriguez del Centro de Inmunologia Molecular
de La Habana, Cuba.
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8. CONCLUSIONES GENERALES

Los ensayos de metilacion en “frio” aportaron informacion valiosa sobre la reactividad
quimica del par SAH-SAM, que resultd util para la etapa de radiosintesis. Se logro
optimizar un nuevo método quimico para la obtencién de SAM marcada con C a través
de una sintesis en un paso. EI compuesto marcado [*!C]SAM se obtuvo como mezcla
diastereomérica, presentando una relacion entre los isémeros de 53:47 [isOmero
(R,S):isdmero (S,S)]. No fue posible separar los diasteredmeros empleando el sistema de
HPLC semi-preparativo del médulo de sintesis. El radiotrazador obtenido se ajusté a las

especificaciones establecidas para el control de calidad.

La caracterizacion fisicoquimica e in vitro de [**C]SAM aporté elementos para predecir
el comportamiento in vivo del compuesto y poder continuar con su evaluacién biolégica.
[1!C]SAM presentd una estabilidad adecuada en su medio de formulacion y en plasma
humano, lo que indica que es estable durante el tiempo requerido para la realizacion de
estudios imagenoldgicos PET. En relacién al porcentaje de union a proteinas plasmaticas,
el compuesto presentd valores bajos que se mantuvieron constantes a lo largo del tiempo.
La determinacion de lipofilicidad permitié caracterizar a [*XC]SAM como un compuesto
hidrofilico. Los ensayos de union e internalizacion de [*!C]SAM en cultivos celulares de
CP humano mostraron bajos niveles de captacién del compuesto. Esto podria estar
relacionado con el tipo de interaccion que presenta el ligando con la GNMT. La actividad

especificamente internalizada fue mayor que la unida a membrana.

Se realizo la evaluacion bioldgica de [**C]SAM en dos modelos de raton, uno sano y otro
portador de tumor xenogréfico de CP humano, mediante estudios ex vivo de
biodistribucion e in vivo por imagenologia molecular PET/CT. Los ensayos realizados
empleando el grupo control sano mostraron alta eliminacion del compuesto por excrecién
urinaria. Asimismo, se verificd una rapida depuracion sanguinea del radiotrazador, sin
captacion en otros érganos. Los estudios realizados utilizando el modelo tumoral con
[1!C]SAM permitieron determinar que la concentracion de actividad obtenida a nivel del
tumor fue significativamente mayor que la del masculo usado como 6rgano no tumoral
de referencia, a todos los tiempos analizados. Los estudios comparativos PET/CT con
[1!C]COL mostraron una captacion tumoral in vivo de [!C]SAM significativamente
mayor que la obtenida para el radiofarmaco de referencia. Estos resultados sugieren que
[1!C]SAM podria ser potencialmente Gtil como agente diagndstico para el CP.
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Los ensayos de seguimiento del crecimiento tumoral permitieron determinar que la
captacion tumoral de [*'C]JCOL no vari6 significativamente al aumentar el tamafio
tumoral en el modelo animal estudiado. Con respecto a ['C]SAM, seria necesario

completar el ensayo aumentando las muestras a analizar para poder sacar conclusiones.

Los estudios dosimétricos del nuevo compuesto desarrollado, efectuados en base a las
biodistribuciones de animales sanos, permitieron estimar la dosis absorbida y la dosis
efectiva en humanos, tanto para los diferentes 6rganos como para cuerpo entero. En base
a los resultados obtenidos, el riesgo asociado con la irradiacion en un estudio con
[1!C]SAM habilita su uso en pacientes al ser del orden de otros radiofarmacos en uso

clinico.

Los resultados anteriormente descriptos permitieron continuar con la redaccion de un
protocolo clinico piloto a fin de evaluar la potencial utilidad de [*!C]SAM en el
diagnostico de CP. Actualmente, el ensayo clinico planteado se encuentra en ejecucion.
En este punto se valora en forma positiva haber alcanzado esta etapa, que implica un
trabajo multidisciplinario entre las diferentes &reas del centro. La culminacion del ensayo
clinico mencionado aportara elementos para dilucidar la potencial aplicacién en la clinica

del agente en estudio.

Con el fin de obtener otros potenciales radiotrazadores se consideraron intermediarios
metabdlicos relacionados con la ruta bioguimica de la sarcosina. En este punto se
selecciond la metionina, considerando su rol como molécula precursora en la biosintesis
de SAM. Y por otro lado, se evaluaron potenciales ligandos de la enzima GNMT, basados

en derivados de SAM marcados con radionucleidos PET.

Los estudios PET/CT comparativos entre [!CJMET y [*C]COL permitieron evaluar la
captacidn tumoral de ambos radiofarmacos en el modelo murino de tumor xenogréafico de
CP humano. Las relaciones T/NT obtenidas no mostraron diferencias significativas entre
el radiofarmaco en estudio y la [*!C]JCOL. Por lo que, el empleo de [**CJMET como
agente diagnostico para el CP, a priori no presentaria ventajas apreciables con respecto al

radiofarmaco de referencia.

Los estudios in silico permitieron obtener informacion estructural util para el desarrollo
de nuevos agentes diagnésticos para el CP basados en moléculas derivadas de SAM. Los
estudios de docking permitieron predecir el modo de union entre GNMT y SAM, asi como

entre GNMT vy los ligandos derivados. Ademas, se logro establecer las interacciones

109



especificas entre los distintos ligandos y la proteina. A través de estudios de dinamica
molecular se evalud la estabilidad temporal de los complejos GNMT-SAM y GNMT-
compuesto D. EI compuesto D fue capaz de estabilizar su estructura en el sitio de union
de forma maés rapida, alcanzando el equilibrio termodindmico con la enzima antes que
SAM. En base a estos resultados, se puede concluir que el compuesto D es el que presento
mejores caracteristicas en cuanto a la interaccion con la GNMT, en referencia al ligando
natural. Por lo que, este compuesto seria el de eleccién para contar con nuevas
herramientas para el diagndstico de CP basadas en derivados de SAM marcados con

radionucleidos PET.

En resumen, durante el trabajo de tesis se pudieron llevar a cabo las diferentes etapas
relacionadas al desarrollo de un nuevo radiofarmaco. Esto permitié profundizar en los
conocimientos y en la formacion de diversas areas como lo son, la radioquimica, la
quimica organica, el cultivo de células, los ensayos in vitro, ex vivo, in vivo, in silico y

clinico.

Como perspectiva a futuro, para continuar con esta linea de investigacion, seria
interesante poder contar con un método sintético que permitiera obtener Unicamente el
isomero activo de la [*'C]SAM, [*C](S,S)-SAM. En tal sentido existe un proyecto
aprobado por la ANII, en el marco del llamado Maria Vifias, a desarrollarse en
colaboracion con el grupo de investigacion liderado por la Dra. Sonia Rodriguez (Céatedra
de Microbiologia, Departamento de Biociencias - DEPBIO, Facultad de Quimica,
UdelaR). EI proyecto se titula “Biocatalisis aplicada a la sintesis de radiotrazadores de
utilidad en tomografia de emision de positrones (PET)”. Como parte de sus objetivos se
plantea el desarrollo de un método biocatalitico para la obtencion de [*C](S,S)-SAM. El

mismo se basa en la optimizacion de los procesos enzimaticos ya reportados [42].

En cuanto a los estudios in silico, para poder continuar trabajando con alguno de los
derivados de SAM, los resultados obtenidos deben ser verificados mediante ensayos
experimentales de laboratorio. Con este prop6sito, se plantea sintetizar los compuestos
derivados, para posteriormente evaluar la afinidad de union de los complejos enzima-
ligando (SAM y compuestos derivados). Dicha evaluacion se puede llevar a cabo
mediante estudios enzimaticos in vitro, basados en el consumo de sustrato y/o aparicion

de producto.
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Otro trabajo que queda pendiente para continuar en un futuro, se basa en el desarrollo de
la sintesis de [*'C]glicina. Como ya fue mencionado, esta molécula actia como sustrato
natural de la GNMT, por lo que su marcacion con *1C aportaria un nuevo agente potencial
para el diagndstico de CP. La sintesis de [*'C]glicina se encuentra reportada. Para la
misma se utiliza [*!C]NHsCN como molécula precursora para incorporar el radionucleido
a la molécula de interés. Para la generacion de este compuesto se debe utilizar el
PROCAB que es una plataforma que permite la generacion de precursores secundarios

radiactivos alternativos a los agentes metilantes empleados [98].
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ANEXO 11 - Protocolo Ensayo Clinico
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