‘ UDELAR
R

BN UNIVERSIDAD
u DE LA REPUBLICA
URUGUAY

FACULTAD DE

CIENCIAS racurtappe
PEDECIBA
UDELAR fcien.edu.uy QUIMICA MEC—UD(:ELAR

“Desarrollo de Nuevos Agentes para Imagenologia

Molecular para

Diagnostico de Cancer de Mama y Prostata”

Lucia Alfaya Bianchi
Tesis de Doctorado

Presentada como uno de los requisitos para el titulo de
Doctor
Programa de Posgrado en Quimica de la Facultad de Quimica
Universidad de la Republica
Programa de Desarrollo de Ciencias Béasicas

Agosto 2024



“Desarrollo de Nuevos Agentes para Imagenologia

Molecular para

Diagnostico de Cancer de Mama y Prostata”

Integrante del tribunal, Dr. Javier Giglio
Integrante del tribunal, Dr. Omar Alonso

Integrante del tribunal, Dr. Williams Porcal

Director de tesis, Dr. Pablo Cabral

Director de tesis, Dra. Ximena Aida Camacho



Agradecimientos:

Han pasado casi 9 afios desde que comencé el postgrado, y creo que la persona que ahora
presenta este trabajo no es la misma que lo inicid, a mediados del 2016, adentrandome en ese
momento en el campo de la Radiofarmacia, hasta la fecha inexplorado para mi. Como es de
esperar, eso llevo a adentrarme a una curva de aprendizaje- en la que todavia me encuentro-
pudiendo adquirir conocimientos de una manera significativa, a la vez que tuve que
enfrenarme a innumerables problemas, tomar decisiones y defender mis hipotesis y
resultados. Considero que describir el crecimiento experimentado desde una perspectiva

tanto profesional como personal como "invaluable” se quedaria corto.

Aprendi realmente lo que significa “investigar”, con todas sus virtudes y todos sus
innumerables defectos. Interiorice a su vez que esto es solo el principio del camino, y que, si
bien se siente como estar en la cima de la montafia luego de arduos afios de trabajo, desde la
cima se puede ver que hay mas montafias que conquistar y territorio por explorar. En fin, el
camino sigue, inexplorado para el que desee adentrarse en él, con solo su conviccion y sus
conocimientos como guia. Y los que ya lo hemos transitado, sabemos lo gratificante que es,

pero también lo arduo-y a veces solitario- que puede volverse.

En primer lugar, quiero agradecerle enormemente a Ximena y Pablo por ser mis tutores, por
aceptar el desafio de entrenar a una persona joven, nueva en el area, con ganas y muchas

ideas, pero poco conocimiento.

A Pablo principalmente por la confianza depositada, por dejarme trabajar a mi modo y a mis
tiempos (que quizas no siempre fueron los mejores), por entender y escuchar cuando era

necesario y apoyar siempre a que siga. A Xime por estar siempre, en la mesada, en la



escritura, en cada resultado-bueno, pero especialmente “malo”- siempre animando a que se
siga, fomentando a discutir y siempre con un optimismo y confianza (en mi, en la linea de
trabajo, en nuestros resultados) por mas que yo no siempre la tuviera, Por dejarme ser,

siempre escuchar y principalmente dejarme equivocarme.

A mi familia por el apoyo constante en estos afios (y a lo largo de mi vida), gracias a esto es
que me pude dedicar a hacer y ser esto; investigar y superarme. Por el optimismo y el aguante

que hubo que tener-en especial en los Gltimos afios.

A la gente del CIN -Mirel, Marcos, Fernanda, Victoria, Hugo- por el apoyo y la ayuda
brindada durante el proceso. Y especialmente a Caro, por el aguante, las charlas y estar en
esos experimentos hasta la tarde. A Juampi también por la colaboracion, correccion de

trabajos y la confianza depositada.

A la gente de CUDIM por lo bien que me acogieron y lo mucho que me ensefiaron. A Kevin
por su ayuda en los modelos tumorales, a Laura y Andrea por las excelentes imagenes
obtenidas y mostradas en toda esta tesis. A la gente del bioterio (Fabiana, Silvana, Erica,
Patricia, Leticia) por los animales de experimentacion y la continua ensefianza en su cuidado.
A Ro y Flor por bancarme en el biomédico y siempre dar para adelante, demostrandome
como hacer ciencia de calidad y estar siempre para escuchar y opinar. Por ultimo, a Eduardo,
quien me abri6 las puertas de la institucion, ya que sin su apoyo este trabajo hubiera sido

imposible.

Al resto del CUDIM (Maia, Manuela, Natali, Florencia, Javier, Victoria, Lucia, Andrea,

Juan) por el apoyo prestado siempre y los buenos momentos.



En especial, gracias a mis amigos (Vane, Ceci, Eli, Mar, Flo, Xime, Ale y Vivi), quienes

bancaron este proceso de tantos afios conmigo-siempre en las buenas y en las malas-.



*“Desarrollo de Nuevos Agentes para imagenologia molecular
para diagnostico de cancer de Mama y Prostata”

Lucia Alfaya Bianchi
Programa de Posgrado en Quimica de la Facultad de Quimica
Universidad de la RepuUblica
2024

DIRECTORES: Dr. Pablo Cabral (Facultad de Ciencias), Dra. Ximena Aida Camacho

(Facultad de Ciencias)

La Imagenologia Molecular abarca la visualizacion, caracterizacion y medicion de procesos
bioldgicos a nivel molecular y celular en seres humanos y otros organismos vivos. Incluye la
obtencidn de imagenes en 2-3 dimensiones y su cuantificacion temporal, utilizando técnicas
como la medicina nuclear y la imagenologia dptica. Este campo se traduce en la creacion de
agentes de imagen moleculares, como sondas (enddgenas 0 exdgenas), destinadas a
visualizar, caracterizar y medir procesos biolégicos en sistemas vivos.

El presente proyecto se propone desarrollar y evaluar agentes de imagen moleculares
innovadores para el cancer de prostata y mama. Esto se lograra mediante el disefio, sintesis
y evaluacion de nuevos trazadores radiactivos. Se ha identificado una sobreexpresion
significativa de los receptores de la hormona liberadora de la hormona luteinizante (GnRH o
LHRH) en ambas neoplasias, lo que motiva la utilizacion de esta hormona como estrategia
novedosa para el desarrollo de agentes de imagen.

Se pretende entonces estudiar y ampliar en la linea de investigacion exitosa basada en el
LHRH como radiotrazador, empleando tanto al radionucleido [**™Tc]Tc (via agente
bifuncional HYNIC) como al [*8Ga]Ga (via DOTA) generando dos nuevos radiofarmacos
capaces de diagnosticar tanto el cancer de mama como de préstata. Simultaneamente, se
explorara el uso del anticuerpo monoclonal anti el receptor HER2 Trastuzumab (Herceptin)
como agente de imagen para el cancer de prostata, basandonos en la sobreexpresion de este

receptor en dicha patologia.



En la sintesis, se desarrollaron exitosamente dos radiotrazadores basados en un analogo del
péptido LHRH  (LHRH(D-Lys6)): el  [*™Tc]Tc-HYNIC-GSG-LHRH(D-Lys6)
[Tricina/Acido Nicotinico (NA) y el [#8Ga]Ga-DOTA-Ahx-LHRH(D-Lys6), ambos con una
pureza radioquimica superior al 94%. Ambos demostraron alta estabilidad en condiciones in
vitro (PBS, suero fetal bovino-SFB-) durante al menos 2-4 h, asi como resistencia a
competidores del radionucleido. Presentaron marcada hidrofilicidad y baja union a proteinas
plasmaticas.

La evaluacién in vitro, realizada en diversas lineas de cancer de mama y préstata, junto con
controles negativos, mostrd una unién significativa de ambos radiofarmacos a estas lineas,
demostrandose a su vez su especificidad mediante ensayos de bloqueo con el ligando frio.
Los estudios in vivo revelaron baja actividad en tiroides y estomago, indicando una
reoxidacion insignificante, con excrecion principalmente renal y baja actividad en sangre.
Las biodistribuciones en ratones portadores de tumores demostraron una acumulacion
preferencial del trazador a nivel tumoral, con una relacién Tumor/Musculo mayor a 5 para
ambos compuestos. Los ensayos imagenologicos por PET/CT y SPECT/CT confirmaron la
visibilidad del tumor en todos los modelos estudiados.

Asimismo, se logrd sintetizar un tercer radiofarmaco, el [**™Tc]Tc-HYNIC-Trastuzumab con
una pureza radioquimica superior al 90%. Este demostro estabilidad in vitro en NaCl 0.9%,
SFB y competidores hasta 24 h post-marcacion. La evaluacion in vivo en lineas de cancer de
prostata, mediante union celular y citometria de flujo, mostré una sobreexpresion moderada
a alta del receptor HER2 en las lineas celulares evaluadas hasta 4 h, siendo esta especifica.
Las biodistribuciones evidenciaron una alta captacion en sangre y bazo, conforme a las
caracteristicas de estas moléculas de alto peso molecular. Los ensayos de imagenologia
SPECTI/CT revelaron tumores visibles para los modelos de cancer de préstata evaluados (
LnCap y PC3) hasta 24 h post inyeccion.

En resumen, se han desarrollado tres innovadores radiofarmacos para el diagnostico
imagenoldgico de cancer de mama Yy proéstata, siendo los resultados obtenidos altamente
prometedores. No obstante, se requiere ampliar los estudios para continuar la caracterizacion

de los complejos.



La experiencia adquirida durante este trabajo serd sin duda invaluable para futuras
investigaciones sobre este y otros blancos moleculares de interés y la generacion de nuevos

radiotrazadores basados en estos por parte del grupo de trabajo.
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Molecular Imaging encompasses the visualization, characterization, and measurement of
biological processes at the molecular and cellular levels in humans and other living
organisms. It involves acquiring 2-3 dimensional images and their temporal quantification
using techniques such as nuclear medicine and optical imaging. This field translates into the
creation of molecular imaging agents, including probes (endogenous or exogenous) designed
to visualize, characterize, and measure biological processes in living systems.

The current project aims to develop and evaluate innovative molecular imaging agents for
prostate and breast cancer. This will be achieved through the design, synthesis, and
evaluation of new radioactive tracers. A significant overexpression of luteinizing hormone-
releasing hormone (GnRH or LHRH) receptors has been identified in both neoplasms,
motivating the use of this hormone as a novel strategy for the development of imaging agents.
The goal is to study and expand the successful research line based on LHRH as a radiotracer,
using the radionuclide [**™Tc] Tc (via bifunctional agent HYNIC) and [*®Ga]Ga (via DOTA)
to generate two new radiopharmaceuticals capable of diagnosing both breast and prostate
cancer. Simultaneously, the use of the monoclonal antibody against the HER2 receptor,
Trastuzumab (Herceptin), will be explored as an imaging agent for prostate cancer
capitalizing on the overexpression of this receptor in the pathology.

In the synthesis, two radiotracers based on an analogue of the LHRH peptide (LHRH(D-
Lys6)) were developed: [*™Tc] Tc-HYNIC-GSG-LHRH(D-Lys6)/Tricine/Nicotinic Acid



(NA) and [®®Ga] Ga-DOTA-Ahx-LHRH(D-Lys6), both with a radiochemical purity
exceeding 94%. Both demonstrated high stability under in vitro conditions (PBS, fetal bovine
serum-FBS-) for at least 2-4 hours, as well as resistance to radionuclide competitors. They
exhibited significant hydrophilicity and low binding to plasma proteins.

In vitro evaluation, conducted on various breast and prostate cancer cell lines, along with
negative controls, showed significant binding of both radiopharmaceuticals to these lines,
confirming their specificity through cold ligand blocking assays. In vivo studies revealed low
activity in the thyroid and stomach, indicating insignificant reoxidation, with predominantly
renal excretion and low blood activity. Biodistributions in mice bearing tumors demonstrated
preferential tracer accumulation in the tumor, with a tumor/muscle ratio exceeding 5 for both
compounds. PET/CT and SPECT/CT imaging assays confirmed tumor visibility in all studied
models.

Furthermore, the radiopharmaceutical [**™Tc] Tc-HYNIC-Trastuzumab was successfully
synthesized with a radiochemical purity exceeding 90%. It exhibited stability in 0.9% NaCl,
FBS, and competitors for up to 24 hours post-labeling. In vivo evaluation in prostate cancer
cell lines, using cellular binding and flow cytometry, showed a moderate to high
overexpression of the HER2 receptor in the studied lines; these were also specific.
Biodistributions revealed high uptake in blood and spleen, consistent with the characteristics
of these molecules with high molecular weight. SPECT/CT imaging assays demonstrated
visible tumors for LnCap and PC3 models up to 24 hours post-injection.

In summary, three radiopharmaceuticals have been developed for diagnostic molecular
imaging, and the results obtained are promising. However, new and further studies are needed
to continue characterizing these complexes.

The acquired experience will be invaluable for future investigations into this and other

molecular targets of interest for the research group.



Indice:

F N o] £ =1 LU | = PP 16
I g oo 11 ot o o PSP 19
O o] SRR USSR SPRURRS 19
i 0= g of=T gl [T 1 T g 1 - USRS 22
11,1 EPIdemiolOgia......coooviiiiiiiieiii e 23
I O - T 1 oF- Tol o PSR 24
1.1.3  Fisiopatologia y Mecanismos moleculares:............ccccooerveeiiencnneneenn 25
X I - To 0 1] [ o ORI 27
O T I =1 = 1 ] T 01 (o SRS STR 28
1.1.6  Rol de la Medicina Nuclear en diagndstico: ..........ccccooeviveiiieriiiieninnn 30

1.2 CANCEr de PrOStata:.......cceiiiiieiiii et see e tee e ee et e e e snneeesnrae e 32
1.2.1  EPIAemiolOgia:......coooiiiiiiiiiiie e 33
I O - 1 | 0% Tod o] o PR OPRSPRR 33
1.2.3 Fisiopatologia y mecanismos moleCulares: ..........ccccoovvvieieiiieniiennenn 35
A T To | 01 oo S OUS PR 36
1.2.5 TratamiENTO: ....eeieiiiiieiee et 37
1.2.6 Rol de la Medicina Nuclear en CaP: ..........ccccoviiiiiiiiiiniicee e 40
2-LHRH: ettt reas 41
2.1: Funciones endogenas del decapéptido LHRH: ...........ccccoooviiiiieii e, 41
2.2 LHRH €N CANCET: ..ot 43
2.3 Estrategias terapéuticas basadas en el LHRH: ............cccccoooviiiie e, 45
2.4 LHRH Como agente de imagenologia: ........ccoovvveiiireiiiee i 48
B B GRS e nre s 50
3.1 Ligandos de la familia:..........ccccveeiiiii i 50
3.2 Rol de [0S EGFRS €N €] CANCEN:......coiiieiiiiiiie ittt 51
3.3 Trastuzumab como ligando de HERZ2: ...........ccoove i 53
3.4: Trastuzumab €N CaP:.......ooiiiiiiiie e 54
4-Imagenologia MOIECUIAY: ..........ocviiiie e 55
4.1 Principios basicos de SPECT :........coiiiiiiiie et 58
4.2 Principios bAsiCoS de PET . .....ccoiiiiiiic et 60

4.3 Agentes de imagenologia molecular: ...........cccoooeeeiiii i 62



4.3.1 Anticuerpos monoclonales como agentes de imagen: ..........ccccceevverneeninens 62

4.3.2 Péptidos como agentes de IMageN: .......ccoivrrierieeiieiie e siee e 63

SR R = (o [T0] - 1 1 T (o1 1SS UPR R 65

5.1 Radiofarmacos de diagnOStiCO: ...........eiieiiiiiiiieiie e 66

TR0 R =Tl g T=Tod o T e o PR SUR 66

5.1.2 RadiofArmacos de MG .......cvieeeeeeeeeeeceeeeee ettt 69

5.1.3 Estrategias de marcacion con MTC:......coovvviviveiceeeeceeeee e, 70

5.1.4 HYNIC como agente quelante bifuncional:..............cccooeiiiiniiiiiiincnnn, 71

ST C T || o N 3 SR 73

5.2.1 Marcacion CoN BGa:........cccvovieeeieieceeceeeee e 74

5.2.3 Radiofarmacos de 88Ga:..........cccooviviveeieeeeceece et 75

5.2.4 DOTA como agente quelante Bifuncional: ............cccccooeiiiiiiiiniicnnn 75

2-ODJETIVOS ...ttt s 78

2.1: ODJELIVO GENETALL ... 78

2.2: ODbjJEtIVOS ESPECITICOS: ... eivvieiiiee ettt et e e e e e e s e e eneeas 78
3-Generacion Radiofarmaco de *™Tc basado en el péptido HYNIC-GSG-LHRH(D-

IS OSSPSR 80

3.1 MaterialeS Y IMELOUOS: ....c.vveeiiiie ettt e e e e e e e e enees 80

3.1.1 Sintesis de péptido HYNIC-LHRH(D-LyS6)-GSG: ........ccccevivveeviieecieee e 80

3.1 2. Marcacion del péptido con [ PMTCITCOA  ...c.oviieeeeceecee e, 81

3.1.3 Purificacion de los complejos [*™T¢]Tc--HYNIC-GSG-LHRH(D-Lys6)

FL o] [ To =T a Lo [ 1S PSPPSR 83

3.1.4 Coeficiente de reparto 0 LOG P .....oooviiiiiiiie e 83

3.1.5 EStabilidad iN VITIO: ....coveeiiieiie et 84

3.1.6 MOAEl0S CEIUIATES: ..ot 85

3.1.7 Estudios bioldgicos in vitro de union celular: .............ccccooveeiieeeiiie e, 85

3.1.8 MOAEIOS 1N VIVO: ...viiiiiieiiiie ittt 87

3.1.9 IMAQENES SPECT/CT : ..ottt e 88

3.2 ReSultados Y DISCUSION ........cccuveiiiuiieeiiee et sttt et e e saae e 89

3.2.1 Sintesis de HYNIC-GSG-LHRH: ..o 89

3.2.2 Marcacion con *™Tc de HYNIC-GSG-LHRH(D-LYS6): .....ccvcvvveveeeiernee, 90

3.2.3 Coeficiente de Reparto 0 100 P:.....cvviiiiiiiiic e 96



3. 2.4 EStabilidad IN VIEEO: .ottt 97

3.2.5-Estudios biolégicos in vitro de union celular en lineas de cancer de mama:

............................................................................................................................... 100
3.2.6-Estudios biodistribucion en ratones hembra normales y xenograficos (4T1):
............................................................................................................................... 106
3.2.7-Estudios SPECT/CT en ratones hembra xenogréaficos (4T1, BT-474, MCF-
7 5SSO 112
3.2.8-Estudios bioldgicos in vitro de unién celular en lineas de cancer de prostata:
............................................................................................................................... 117
3.2.9-Estudios biodistribucion en ratones macho normales y xenogréficos (LnCap,
O TSSOSO SRR 122
3.2.10-Estudios imagenoldgicos SPECT/CT en ratones macho Nude portadores de
TUMOrES (LNCAP, PC3): oot 126
K TR @0 o (o 1151 o] -1 USSR 130
4-Generacion Radiofarmaco de ®Ga basado en el péptido Ahx-DOTA-LHRH(D-
Y51 ) PP P PP P PPR PP 132
4.1 MaterialeS Y METOUOS: ......c.vuveiiiieiiie et et e e e e e e snnee e 132
4.1.1 Sintesis del péptido DOTA-AhX-LHRH(D-LYS6): ....cccovveiiiieiiiieeiiieeiiienns 132
4.1 2. Marcacion del péptido con [ 8Ga]GaCls:........c.ccovevveeveveeeerieeeeeeeeeens 133
4.1.3 Purificacion del radiofarmaco [#Ga]Ga-DOTA-Ahx-LHRH(D-Lys6): .... 134
4.1.4 Coeficiente de reparto 0 LOG P: ..coovvveiciii e 135
4.1.5 Estabilidad iN VITIO: ......ooeiiiiiiiece s 135
4.1.6 MOEIOS CEIUIATES: ......eiiiie e 136
4.1.7 Estudios biologicos in vitro de union celular: ............c.cccoeovvi i, 136
4.1.8 MOEIOS TN VIVO: ...iiiiiiiiiie et 136
4.1.9 IMAQENES PET/CT oottt e e aree e 137
4.2 Resultados Y DISCUSION: .......oeeiiieeiiie ettt e e srne e snne e 138
4.2.1 SINtESIS Al PrECUISOK: . .oiiiiiie ettt e e e aaee e 138
4.2.2 Marcacion del DOTA-Ahx-LHRH(D-Lys6) con [ ®Ga]GaCls................... 139
4.2.3 Coeficiente de Reparto 0 10g P:.....c.ooooiiiiiiii e 143
4.2.4 Estabilidad iN VITIO: .....oooiiiicccce s 143

4.2.5-Estudios bioldgicos in vitro de union celular en lineas de cancer de mama:



4.2.6-Estudios biodistribucion en ratones hembra normales y xenograficos (4T1):

............................................................................................................................... 150
4.2.7-Estudios PET/CT en ratones hembra xenograficos (4T1):......cccccevernennen. 156
4.2.8-Estudios biolégicos in vitro de unién celular en lineas de cancer de prostata:
............................................................................................................................... 158
4.2.9-Estudios biodistribucion en ratones macho normales y xenogréficos (LnCap,
O LSO SRS 162
4.2.10-Estudios PET/CT en ratones macho Nude portadores de tumores (LnCap,
O LSOO OSSP 172
G O] (0] [0 1S] o] 1= USRS URSTRTI 174
5-Generacion Radiofarmaco de **"Tc basado en el anticuerpo Trastuzumab
([T £00=] o A1) TP POVRTOPRPP 177
5.1 MaterialeS Y METOUOS: ......ccviiiiiiiieiiie ettt 177
5.1.1 Conjugacion HYNIC-Trastuzumab: ..........ccccoiiiiiiiniiiiee e 177
5.1.2 Marcacion con ®™Tc de Tfa-HYNIC-Trastuzumab y controles de calidad:
............................................................................................................................... 178
5.1.3. Estabilidad de estabilidad in vitro del complejo [**™Tc]Tc-HYNIC-
TraStUZUMAD: ..o 179

5.2.4 Conjugacion de Trastuzumab con isotiocianato de fluoresceina (FITC):.. 180

5.2.5 Estudios bioldgicos in vitro de union celular: ............ccccoovveiviie e, 181
5.2.6 Analisis por citometria de flujo: .......ccooeeiiie i 182
5.2.7 MOAEIOS 1N VIVO: ....eiiiiiiiiiieitie ettt 182

5.2.8 Iméagenes de modelos SPECT/CT en ratones macho Nude portadores de
tumores (LnCap, PC3) y ratones Nude hembras portadores de tumores (MCF-7,

BT -A74) et anes 183
5.2 ReSultados Y DISCUSION: .......cccuvveiiiieeiieeeciee et tee ettt e e saee e rae e 184

5.1.1 Conjugacion HYNIC-Trastuzumab: ...........cccceeiviie i 184

5.2.2 Marcacion con [*™Tc¢]TcOs- de Tfa-HYNIC-Trastuzumab y controles de

(072 11 T F- Lo [ USSP POVROPRPPRS 185

5.2.3. Estabilidad de estabilidad in vitro del complejo [*™Tc]Tc--HYNIC-

TraStUZUMAD: ..o 190

5.3.4 Conjugacion de Trastuzumab con isotiocianato de fluoresceina (FITC):.. 190
5.3.5 Estudios bioldgicos in vitro de union celular: .............ccccoooveeiiie e, 190
5.3.6 Analisis por citometria de flujo: .......cccooiiieiii 195



B.3.7 IMOIOS 1N VIV ettt 199

5.3.8 IMAJENES SPECT/CT . .ottt ettt 200

5.3 CONCIUSIONES: ...eiiiiiieitiie ettt e e e st e e st e e et e e e nrae e e nreeeennaeeennseeeanes 205
B-CoNCIUSIONES TINAIES: ... e e e 207
T-Perspectivas @ TUTUIO: ........ooiiiiiiiei et 209
8-Produccién bibliografica durante el periodo del Doctorado. ............ccooevevieieninenne 210
AANIBXOS: .ttt b bt e e e e e e e e bbb et e e e e e e e n bbb e e eeeas 212

BIDIOGIafia. ... oo 217



ADH: hiperplasia ductal atipica.
ALH: hiperplasia lobular atipica.
AR: Receptor de andrégenos.
CA: carcinoma.

CaP: Cancer de Prostata.

CDI: carcinoma ductal in situ.
CK: citoquina.

CLI: Carcinoma lobular invasivo.

CT: Tomografia computada.

CUDIM: Centro Uruguayo de Imagenologia Molecular.
DCIS: carcinoma ductal in situ.

DOTA: 1, 4, 7,10-tetraazociclodecano-1, 4,7, 10 &cido.

EDDA: acido etilenodiamina-N-N'-diacético.
ER: Receptor de Estrégenos.

FEA: epitelio plano atipico.

GLUT-1: Transportador de glucosa 1.

GnRH: hormona liberadora de gonadotropina.
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HER-1: factor epidérmico de crecimiento humano 1.

HERZ2: factor epidérmico de crecimiento humano 2.

HYNIC: grupo 6-hidrazinonicotinil.

IDC: carcinoma ductal invasivo.

ILC: carcinoma invasivo lobular.

IM: imagenologia molecular.

LCIS: carcinoma lobular in situ.

LHRH: hormona liberadora de hormona leutinizante.

mApocrine: apocrino molecular.

MN: Medicina nuclear.

MRI: Resonancia magnética nuclear.

NA: Acido Nicotinco.

NCCN: National Comprehensive Cancer Network.

pPALH: hiperplasia lobular pleomdrfica atipica.

PET: Tomografia de emision de positrones.

pILC: carcinoma invasivo lobular pleomérfico.

pLCIS: carcinoma in situ pleomorfico lobular.

PR: Receptor de progesterona.
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PSA: Antigeno prostatico especifico.

PSMA: Antigeno prostético de membrana especifico.

QT: Quimioterapia.

SFB: Suero Fetal Bovino.

SPECT: Tomografia computada por emisién de foton Gnico.

TNBC: Céncer de mama Triple negativo.

WHO: World Health Organization (Organizacién mundial de la Salud).
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1-Introduccion:

1-Cancer:

El cancer refiere a un conjunto de mas de 100 enfermedades, caracterizada por el crecimiento
anormal y descontrolado de algunas de las células del cuerpo; debido a multiples

mecanismos.

La carcinogénesis es un proceso multifactorial, el cual es guiado por alteraciones genéticas
y epigenéticas, que alteran la integridad del genoma y permiten que la célula evada
mecanismos de control de proliferacion, muerte celular y estabilidad de la matriz, entre otras
(ver Figura 1). Esta division descontrolada es la que genera “tumores”, que pueden
diseminarse a través del sistema linfatico o sanguineo, en un proceso conocido como

metéstasis 12 .

acion

ica Evasion al sistema

inmune

Resistencia a la Evasion
apoptosis de sefales
antiproliferativas
Caﬁd_ad

Cualidades
habitantes

Figura 1: Sefiales distintivas del cancer; microambiente tumoral (centro) y variables que

influyen en la aparicion cancer. Extraido de de Ledn et al .

Como ya se ha mencionado, existen diversos tipos de cancer, cuya clasificacion se debe al
6rgano u tejido donde se origina (Ej.: Cancer de pulmdn, cancer de mama, de Colon, de
prostata, de piel); si bien cada una de estas presentaciones es un area de trabajo en si misma,
que comprende diversos mecanismos moleculares, subclases, fisiopatologia y respuesta

clinica entre otras.
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Su diagndstico implica una variedad de métodos, como analisis de sangre, imagenologia
(radiografia, tomografia, resonancia magnética, etc.) y biopsias, entre otros. El tratamiento
depende nuevamente del tipo, la etapa y la ubicacion del tumor, asi como el paciente en si

(edad, sexo, comorbilidades, etc.).

La importancia de dicha patologia radica en el hecho que, segin la World Health
Organization (WHO), en el afio 2016, esta imparte la mayor carga mundial de
discapacidades, tanto en hombres como mujeres, a la vez de ser la segunda causa de
mortalidad mundialmente, seguido de la enfermedad cardiaca isquémica; una tendencia que
se ha mantenido durante los ultimos 20 afios. Se estima que, en las proximas 4 décadas, el
cancer sobrepase a la enfermedad cardiaca isquémica, con un aumento de 2.08 (vs 1.76) para
el afio 2060; por lo cual sera la principal causa de mortalidad mundial durante la década
siguiente *. La Figura 2 presenta los ultimos datos extraidos de GLOBACAN (2020) tanto

en incidencia como en mortalidad a nivel mundial.

EN EL MUNDO GLOBOCAN (IARC-OMS) 2020

INCIDENCIA DE TODOS LOS CANCERES (EXCEPTO PIEL NO MELANOMA) INCIDENCIA DE TODOS LOS CANCERES (EXCEPTO PIEL NO MELANOMA)
HOMBRES MUJERES

Extmiateed age-siandanians moidesce s (AXEE] 15 2020, 2 CANCHTE #3T4, MOn-MekSaTI SN Carom

MORTALIDAD POR TODOS LOS CANCERES (EXCEPTO PIEL NO MELANOMA) MORTALIDAD POR TODOS LOS CANCERES (EXCEPTO PIEL NO MELANOMA)
HOMBRES MUJERES

Extraatit age- elardardieed monakty e (AS) 1 2000, 4 CRNEKS K. HE-MEMSOTIA Sen CAncar
o
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. 3 -
*ET
=
Y
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Figura 2: Porcentaje de incidencia (arriba) y mortalidad (abajo) en cancer en mujeres
(derecha) y en hombres (izquierda) en todo el mundo en el afio 2020. Tomado de ° . Notar

como Uruguay se encuentra en los extremos superiores, tanto en incidencia como en

mortalidad.
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Segun datos locales de la Comision Honoraria de Lucha Contra el Cancer los tumores
malignos constituyen la segunda causa de muerte en nuestro pais. Se diagnostican
anualmente 14000 casos nuevos y mas de 8000 uruguayos mueren debido a esta patologia

anualmente, representando un 25% de las muertes.

Los mas frecuentes son el de mama en mujeres y el de préstata en hombres, seguidos por el
cancer de pulmén y el colo-rectal; los cuales en conjunto cuentan con el 50% de las muertes

debido a esta patologia (ver Figura 3) °.

PRINCIPALES SITIOS DEL CANCER Periodo 2015-2019

CANCER EN URUGUAY 2015-2019 CANCER EN URUGUAY 2015-2019
Principales sitios de Incidencia con su respectiva Mortalidad Principales sitios de Incidencia con su respectiva Mortalidad

INCIDENCIA  MORTALIDAD INCIDENCIA  MORTALIDAD
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* La categoria Colo-recto involucra los codigos C18-C20 de la CIE-O 3* Ed. LARC-OMS {colon, unidn recto sigmoidea y recto)

Figura 3: Porcentaje de incidencia y mortalidad en cancer en mujeres (izquierda) y en
hombres (derecha) en Uruguay. Notar la importancia del cancer de mama (tanto en
prevalencia como mortalidad) en mujeres y el de préstata en hombres. Datos extraidos de la

comisidn honoraria de lucha contra el cancer (2015-2019) °.

Excluyendo el cancer de piel, el cancer de mama es el mas frecuente en Uruguay,
registrandose 2000 casos anuales; a la vez de ser la principal causa de muerte por cancer en
mujeres (715 anuales). Por su parte, en hombres observamos como el cancer de prostata es
el principal en incidencia, registrandose 1473 nuevos casos por afio, siendo un 20% del total
de casos en hombres (excluyendo cancer de piel no Melanoma). Es a su vez el tercero en

mortalidad, luego del de pulmoén y colo-rectal, con 570 muertes anuales °.
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Es la patologia oncoldgica méas comun en mujeres, y posee una gran heterogeneidad a nivel
molecular e histol6gico; lo cual ha impactado en cuanto a la clasificacion, estadificacion y
conducta clinica. Esto ha llevado en las ultimas décadas a la creacion de terapias dirigidas
biolégicamente (Ej.: Trastuzumab), a la vez que se busca reducir los efectos sistémicos

adversos de las terapias convencionales (quimioterapia, radioterapia).

Todos los canceres de mama son generados en las unidades lobulares del conducto terminal
del ducto colector. La mayoria de los canceres de mama, segun criterios histolégicos
corresponden a la variedad ductal invasiva (50-80%), seguido por la variedad lobular
invasiva (5-15%); medular (1-7%) y el restante esta integrado por tumores bien diferenciados
(tubulares, papilares, coloides, adenoide, quisticos) con mejor prondstico ®’. El céancer

inflamatorio, independientemente del tipo histoldgico subyacente, es de peor pronostico &,

Cabe destacar que en etapas “tempranas” de diagnostico (cuando el tumor se encuentra
contenido en la mama, o solo ha llegado a infiltrar nddulos linfaticos auxiliares), este es
considerado como “curable”. En la actualidad, terapias multimodales han llevado a aumentar
la chance de curacidn al 70-80% de estos pacientes. Por el contrario, una vez que el tumor es
inoperable o se ha diseminado a sitos distales, se considera de grado avanzado (etapa IV); a
esta altura puede ser tratado, pero es incurable, siendo las metastasis la principal causa de
muerte en la mayoria de los pacientes. En este caso se busca aliviar los sintomas y mantener
la calidad de vida. Los principales sitios de metastasis en esta patologia son el hueso (67%),
los nddulos linfaticos de la axila (30-50%), higado (40%), pulmones (36.9%), nodulos
linfaticos internos de la mama (10-40%), cerebro (12.6%), peritoneo (10%), mama

contralateral (6%) y nédulos linfaticos supraclaviculares (1-4%) °.

Como ya se ha mencionado, segun la histologia y patrén molecular observado, se ha
desarrollado una clasificacién en subtipos (Ver Tabla 1), que a su vez indica una conducta

clinica a tener en cuenta 1°.

Al ser considerado un problema global, hay un gran énfasis en lograr una llegada equitativa

al diagndstico, tratamiento multimodal y la generacion de nuevos farmacos.
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Se estima que, en el afio 2018, 2.1 millones de mujeres fueron diagnosticadas con cancer de
mama y que 626679 mujeres fallecieron debido a la patologia. Se ha observado un aumento
anual de 3.1% en la incidencia, una tendencia que se asume continuara en las proximas
décadas'?'2; en especial teniendo en cuenta que la mayoria de la poblacion femenina mundial
se encuentra sobre los 60 afios, lo cual las hace mas susceptibles a esta enfermedad. La tasa
de muerte también varia segun el tipo de cancer, siendo el que expresa el factor epidérmico
de crecimiento humano 2 (HERZ2) asociado a una mayor tasa de muerte, seguido del triple
negativo (TNBC), Luminal A y Luminal B 3.

La incidencia también varia globalmente, siendo mayor en regiones desarrolladas
detectandose principalmente a etapas tempranas y con buena prognosis, que, en regiones en
vias de desarrollo, donde a se detecta de forma tardia y con peor sobrevida, siendo por
consiguiente las regiones con peor tasa de mortalidad 4. También se presenta de forma
heterogenea segun la etnia, presentandose a edades mas tempranas en mujeres asiaticas (40-
50 afios) que en mujeres caucasicas (60-70 afios) ©>-17. Esta variable también afecta a la

biologia del tumor, lo que a su vez repercute en la mortalidad.

Aproximadamente, un 10% de los canceres de mama son heredados; individuos con un
pariente de primer grado que padecié de cancer de mama, tiene un riesgo elevado de
padecerlo a edad temprana (menor a los 35 afios)'®°. Esto ha llevado al desarrollado de
diversos modelos para determinar dicho riesgo en este subtipo de pacientes 2°. Los genes mas
conocidos en cuanto al cancer de mama hereditario son sin duda los genes BRCA1 y BRCAZ2,
dos genes supresores de tumores de alta penetrancia, que codifican proteinas involucradas en
la reparacion del ADN, y presentan un patrén autosoémico dominante?!. Mutaciones de
BRCAL y BRCA2 se asocian con un riesgo acumulativo de desarrollar cancer de mama de

72% y 69% respectivamente a los 80 afios?2.

También existe esta entidad en hombres, si bien es poco comun, siendo menos del 1% de los

canceres de mama diagnosticados, si bien su incidencia ha ido en aumento. Algunos factores
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de riesgo son la edad, obesidad, enfermedad, tumores testiculares y mutaciones en el gene

BRCAZ2 (8 veces mas riesgo que la poblacion general en desarrollar cancer de mama).

Usualmente los hombres presentan esta patologia a una edad mas avanzada, y usualmente es

de grado 11, expresando receptor de estrégenos (ER), progesterona (PR) y HER 22

1.1.2 Clasificacion:

Como ya se ha mencionado, el carcinoma mamario comprende a un grupo heterogéneo de
tumores (tanto en su comportamiento clinico como en su tratamiento y pronostico). Los
canceres infiltrantes se manejan segun criterios clinico-patolégicos basicos (edad, tamafio,
tipo y grado histoldgico, compromiso ganglionar); si bien estos criterios son limitantes a la
hora de dar un prondstico, riesgo de recidiva o predecir respuesta a quimioterapia

neoadyuvante.

Gracias al gran desarrollo de tecnologias genomicas (microarrays, next generation
sequencing) generadas en el siglo XXI; el analisis de patrones de expresion ha sido
ampliamente utilizado y documentado, llegdndose a encontrar una “firma genética
distintiva”, en la cual se agrupa esta patologia dentro de cuatro clases: Luminal A, Luminal
B, HER2 positivo y Triple Negativo (Ver Tabla 1) 2. Cabe destacar que esta clasificacion
no es universal, y diversos autores han presentado distintas variedades y subvariedades segun

los marcadores y criterios clinico-patolégicos utilizados.

Tabla 1: Clasificacion y caracteristicas de los diversos subtipos moleculares del cancer

mamario segln estudios inmunohistoquimicos. Modificado de Horvath et al

Tipo molecular Luminal A Luminal B Luminal Enriquecido No Basal-Like Basal-Like
Frecuencia 50% 15% 20% 15%
ER +++ +H +
PR +++ (>20%) +/- +/-
HER-2 = = ++ +++
CcK 5/6 - = = - - +H
HER-1 - - - - - L
Grado /11 171 Il 1l 1} Il
histolégico
Ki-67 <14% 14-30% <14% Alto Alto Alto
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Mutaciones BRCA2 p53 (40-80%) BRCA1 (85%)
P53 (100%)

Formas CA tubular, CDI, CLI CDI poco diferenciado, metaplésico,
histolégicas bajo grado CA medular adenoide quistico,
apaécrino.
Pronéstico Bueno Intermedio Intermedio Malo Malo
Tratamiento Hormonoterapia Hormonoterapia, Hromonoterapia, QT, HER-2 Qr
Qr QT; HER-2
Respuestaa QT Baja Intermedia Alta Alta Alta

ER: Receptor de Estrégenos. PR: Receptor de progesterona. HER2: factor epidérmico de
crecimiento humano 2, CK: citoquina, HER-1: factor epidérmico de crecimiento humano 1,
QT: Quimioterapia, CA: carcinoma. CDI: carcinoma ductal in situ, CLI: Carcinoma lobular

invasivo.

Se desconoce el mecanismo exacto por el cual se desencadena el cancer de mama. Hay dos
hipotesis involucradas: la teoria clonal, que indica una acumulacion de mutaciones, cambios
epigenéticos y la sobrevida del clon optimo y la teoria de la célula madre cancer (Cancer
stem cell model), en el cual una célula unica tumoral precursora es la que inicia y su
consecuente proliferacion es la que sostiene el proceso. Ambas hipdtesis parecen convivir,
siendo complejizado por el hecho que las células madre de cancer también evolucionan de

forma clonal.

A nivel morfologico, hay un continuo de lesiones y modificaciones genéticas que
transforman la glandula normal a una cancerigena. A nivel molecular hay evidencia de dos
caminos divergentes (Figura 4), relacionados a la expresion de receptor de estrogenos (ER),
grado tumoral y proliferacion 6. El primer camino lleva a un tumor de grado bajo, y se
caracteriza por una ganancia de 1q, pérdida de 16q, amplificacion infrecuente de 17912 y
una expresion de genes asociados al fenotipo ER y cariotipo diploide (Ej.: Luminal A,
luminal B). La segunda via lleva a un tumor de grado intermedio-alto (HER2+, TNBC) y es
caracterizado por la pérdida de 13q, ganancia cromosomal en la region 11q13, amplificacion
de 17q12 (contine ERBB2, gen codificante de HER2) y una sobreexpresién de genes

involucrados en el ciclo celular y la proliferacion 2728,
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Figura 4: Caminos divergentes para el desarrollo de diversos tipos de cancer de mama.
Modificado de Bombonati et al 2. ALH: hiperplasia lobular atipica; LCIS: carcinoma lobular
in situ; pALH: hiperplasia lobular pleomdrfica atipica; pLCIS: carcinoma in situ pleomorfico
lobular; FEA: epitelio plano atipico; ADH: hiperplasia ductal atipica; mApocrine: apocrino
molecular; ILC: carcinoma invasivo lobular; pILC: carcinoma invasivo lobular pleomérfico;

DCIS: carcinoma ductal in situ; IDC: carcinoma ductal invasivo.

Los genes que se ven mas alterados o mutados en esta patologia son: TP53 (41%), PIK3CA
(30%), MYC (20%), PTEN (16%), CCND1 (16%), ERBB2 (13%), FGFR1 (11%) y GATA3
(10%) %°; los cuales en gran parte codifican moduladores del ciclo celular, que son reprimidos
(p53) u activados (Ciclina D1), causando una disfuncion en el crecimiento celular. Se
considera que la mayoria de los canceres de mama espontaneos estan causados por multiples

mutaciones de baja penetrancia, que acttian de forma acumulativa .

El mayor riesgo para la aparicion de cancer de mama esporadico es la exposicién a hormonas.
El estrgeno, al unirse a su receptor nuclear (ESR1), actia como promotor del crecimiento.
Si bien esta accién es necesaria en el crecimiento normal (pubertad, ciclo menstrual,
embarazo); se ha teorizado que un desbalance entre estrogeno y progesterona puede llevar a

una proliferacidn excesiva, llevando a un dafio acumulativo en el ADN y a la acumulacién
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de mutaciones malignas, que son nuevamente promovidos a crecer por la presencia de
estrogenos. Esto también explica el rol de los bloqueantes de estrogenos, tanto en su unién
celular (Ej.: tamoxifeno) como en su produccion (Ej. inhibidores de aromatasa) en los
canceres de mama ‘“hormono dependientes” (aquellos que presentan una expresion
ER+/PR+)31-%,

En cuanto al rol del HER2, como ya se ha mencionado, se encuentra sobre expresado en 15-
20% de los canceres de mama. Su activacion ocurre al dimerizarse luego de la union al
ligando, lo cual activas vias de proliferacion, sobrevida, metastasis y adhesion. El targeting
de este receptor, y por consiguiente el bloqueo de las vias que activa, ha sido exitoso para el
tratamiento de canceres HER2+ 0, En la seccion 1.4 de este documento se explorara en
mayor profundidad esta molécula y su rol en el céncer, asi como su uso como blanco

terapéutico e imagenologico.

Es recomendable un screening poblacional para la busqueda de enfermedad temprana,
utilizando test no invasivos y precisos. En este sentido, la mamografia (radiografia de rayos
X de baja dosis a la mama), ha sido una técnica de rutina, capaz de disminuir la mortalidad
en un 20% en pacientes **. EI mayor beneficio se ha vislumbrado en mujeres entre los 50-69

afos, siendo de menor utilidad fuera de este rango etario 3°3°,

Es de vital importancia entonces, que esta técnica este implementada de forma nacional y
promovida por programas de salud publica. La falta de implementacion puede explicar la
presentacion heterogénea de esta patologia, presentandose casos de cancer de mama

avanzados en las regiones que por diversos motivos no han sido capaces de aplicarla *°.

Cabe destacar que esta técnica tiene sus limitaciones, como por ejemplo la incapacidad de

detectar metéastasis distales 0 una menor sensibilidad en pacientes con alta densidad mamaria
40

En aquellas pacientes con mayor riesgo (Ej. cancer de mama hereditario) y mujeres
sintomaticas, el screening es mas exhaustivo, con elementos complementarios a la
radiografia (ej.: Resonancia magnética nuclear-MRI-, ultrasonido) 4+
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Ademas de la MRI y el ultrasonido, se encuentran en la actualidad en estudio otras técnicas
complementarias, como la tomosintesis digital, mamografia de contraste e imagenologia por
SPECT (tomografia computada por emision de foton Unico) o PET(tomografia de emision
de positrones para un mejor diagndstico 468, Mas adelante abordaremos dichas tecnologias
(Figura5).

Técnicas de Diagnostico y . Examen (I
=-Examinacion de la mama y los nodulos

screening de cancer de - linfaticos de axilas
mama +-Basqueda de bultos y anormalidades

*Biopsia
=-Remover y analizar tejido
mamario q
*-Uso de herramientas LA IE DR )

*Rayos X de baja dosis *Campos magnéticos St Ml

*Imégenes *Espectroscopia por
ponderadas por Resonancia
difusion Magnética

Figura 5: Tecnologias imagenologias en cancer de mama. Modificado de Bhushan et al .

1.1.5 Tratamiento:

En cuanto a la terapia local, la cirugia es la principal estrategia de tratamiento al momento
del diagndstico. Se intenta en lo posible conservar la mama, mientras se trata de extraer todo
el tejido tumoral. Puede ser antes o después de la terapia sistémica, dependiendo del tamafio
tumoral, biologia y condiciones del paciente °% Puede a su vez ser utilizado para la

escision de ganglio/s centinelas >°°. La otra terapia local utilizada es la radioterapia; que
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puede utilizarse tanto para el tratamiento de un ganglio centinela positivo como del tumor
primario. En cuanto al tumor primario en si, hay diferentes modalidades, como son la
irradiacion parcial o radioterapia hipofacionada, con el objetivo de disminuir la carga tumoral
5761 También puede ser utilizada en simultaneo con cirugia, buscando reducir los efectos

secundarios y logistica al paciente 62,

Por otro lado, tenemos a la terapia sistémica. Dentro de ella, destaca principalmente la terapia
enddcrina; esta es considerada estandar en cancer del tipo luminal (ER o PR +), dependiendo
su resultado de la expresion de dichos receptores 4%, El medicamento de uso preferido en
mujeres premenopausicas es el tamoxifeno (20 mg/dia). En pacientes premenopausicas en
riesgo de recaida, el uso de drogas supresores del ovario, como la gonadotropin-releasing
hormone agonist [GnRH], o leutinizing homrone releasing hormone (LHRH)) en
combinacion con tamoxifeno o con inhibidores de aromatasa puede aumentar la eficacia del
tratamiento; si bien la combinacion con tamoxifeno parece ser mas efectiva 5658

Hablaremos de esta hormona y de sus funciones mas en detalle en la seccion 1.2.

En pacientes postmenopausicas, se ha utilizado tanto el tamoxifeno como inhibidores de

aromatasa, ya sea en monoterapia o en secuencia 5.

Por otro lado, la quimioterapia, que puede ser utilizada tanto previo (neoadyuvante) o luego
(adyuvante) de la cirugia, siendo efectiva en ambos casos . Hay que considerar la carga
tumoral, grado, subtipo molecular y riesgo de recaida para obtener el beneficio absoluto ™.
Usualmente resulta en una cirugia mas sencilla, y es altamente recomendada para tumores
triple negativos y HER2+ "2, Las drogas de mayor uso son antraciclinas y taxanos, ya sea en

combinacion o en secuencia, en un periodo de 18-24 semanas.

Por ultimo, se encuentran las terapias anti HER2. En caso de tumores HER2 positivos,
agregar el anticuerpo monoclonal Trastuzumab a la terapia de antracilinas-taxanos mejora la
sobrevida 74, La terapia docetaxel-carboplatina-trastuzumab (THC) es una alternativa sin
antraciclina, con menor toxicidad cardiaca pero menor eficiencia ¢, El tratamiento en
pacientes con cancer temprano es de 1 afio’”"°. Hablaremos de esa molécula y de sus

funciones mas en detalle en la seccion 1.3.
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1.1.6 Rol de la Medicina Nuclear en diagnéstico:

La medicina nuclear es una especialidad médica, en la que se utilizan radiotrazadores o

radiofarmacos (farmaco transportador + is6topo radioactivo) para el diagndstico y/o

tratamiento de enfermedades. En cuanto al diagndstico, podemos diferenciar dos

modalidades segun el radiotrazador utilizado, técnicas de PET (Tomografia de Emision de

Positrones) o SPECT (Tomografia Computarizada por Emision de Foton Unico), usualmente

combinadas con la tomografia computada o CT para brindar mas informacion. Explicaremos

ambas técnicas mas en detalle en el capitulo 1.5.

a) PET-CT: el rol de la imagenologia molecular ha crecido en los Gltimos afios, debido al

interés en la medicina personalizada, terapia molecular, inmunoterapia y teragnéstica (terapia

+ diagnostico). Ha crecido como diciplina encontrando targets tumorales potenciales y

pacientes que puedan beneficiarse de dicho radiofarmaco (Ver Figura 6).
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Figura 6: Radiofarmacos PET para cancer de mama. Modificado de Hadebe et al .

Como apreciamos, la mayoria se basa en la sobreexpresion de diversos receptores celulares,

como ser los receptores hormonales ya mencionados (receptor de estrdgenos, progesterona,

androgenos, PSMA), receptor HER2, de somatostatina, citoquina CXCR4, integrinas
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relacionadas en los procesos angiogénicos, asi como en otros procesos metabolicos (hipoxia,
metabolismo de aminodacidos, metabolismo del ADN, etc.). Algunos de estos radiofarmacos
desarrollados, tanto en preclinica o clinica son mencionados mas en detalle en la Tabla 1 del

Anexo.
[18F]FDG PET/CT:

El principal radiofarmaco de PET/CT, si bien es un analogo de la glucosa, no es metabolizado
por completo en la célula. Se ha comprobado que las células cancerigenas tienen el
metabolismo de glucosa aumentada, debido a la sobreexpresién del transportador de glucosa

(GLUT-1, Ver Figura 6) y otras enzimas involucradas en el metabolismo celular.

El alto costo y la baja sensibilidad del PET/CT no lo hacen 6ptimos para encontrar lesiones
pequefias (5 mm), por lo que no se emplea para diagndstico de cancer de mama temprano
segun el NCCN (National Comprehensive Cancer Network). Una de las principales
desventajas es que no es especifico para malignidad y el uptake también se encuentra
aumentado en enfermedades infecciosas y/o inflamatorias, disminuyendo su especificidad.
Otras variantes que interfieren son el uptake en cerebro y tejidos. Su uso si se vuelve vital en
casos de enfermedad avanzada, por lo cuales pacientes en riesgo de enfermedad metastasica

seran los mas beneficiados 8° .

Cabe destacar que en la actualidad, en Uruguay, el Centro Uruguayo de Imagenologia
Molecular (CUDIM), el Unico centro especializado en PET del pais, dispone de los siguientes
radiofarmacos (mencionados en su mayoria en la Tabla 1 del Anexo) que podrian ser
utilizados como agentes de imagen PET/CT para dicha patologia: [*®F]FDG (3027 estudios
realizados en el afio 2020), [*8Ga]Ga-DOTATATE (93 estudios realizados en el 2020),
[C]COL (0 estudios en 2020), [*®F]NaF (20 estudios realizados en el afio 2020),
[*8F]FMISO (0 estudios realizados en el afio 2020), [*®F]-FLT (0 estudios realizados en el
afio 2020) , [®Ga]Ga-PSMA (286 estudios realizados en el 2020), [*®F]JPSMA (19 estudios
realizados en el 2020), [*8F]PSMA 1007 (17 estudios en el 2020) 8. Se han ingresado a su
vez en el 2022 el [*®F]FES vy el [®®Ga]Ga-FAPI. Cabe destacar que, de toda esta lista, las

utilizadas de rutina para cancer de mama son [*®F]FDG vy el [8F]FES.
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En primer lugar, si bien el PET ha sido la metodologia de preferencia y gran
desarrollo en los dltimos afios, como se demuestra en la Tabla 1 del Anexo, el SPECT sigue
siendo la modalidad preferencial para el centellograma 6seo y por consiguiente las metastasis
Gseas en cancer de mama. En comparacion, estudios realizados comparando el [8F]FDG
PET vs. [*®™T¢]Tc-HMDP SPECT demostraron una la mayor sensibilidad del SPECT frente
al PET (85 % vs 17%) asi como una mejor exactitud (96% vs 85% respectivamente) 82,
También es la técnica de referencia para la deteccion del ganglio centinela (microcoloides
marcados con [**™T¢]Tc, inyectados cerca del sitio tumoral), lo que ayuda a la estadificacion
y a la cirugia 8. Cabe mencionar que estas son las técnicas SPECT utilizadas en la actualidad

en Uruguay para el diagndstico u seguimiento del tratamiento de cancer de mama.

En la Tabla 2 del Anexo se anexa una lista de radiofarmacos SPECT usados para el
diagnostico de Cancer de Mama, muchos de los cuales poseen el mismo blanco celular ya

mencionado en la Figura 6.

El cancer de prostata (CaP) afecta principalmente a hombres entre 45-60 afios, y es la

principal causa de muertes asociadas al cancer los paises occidentales (Ver Figura 2)2.

El diagndstico se basa principalmente por en biopsia, dosificacion del PSA (Prostate Specific
Antigen o antigeno prostatico especifico), examinacion rectal y resonancia magnética. Los

factores de riesgo incluyen el familiar, etnicidad, edad, obesidad y factores ambientales.

Es una enfermedad esencialmente heterogénea, tanto genética como epigenéticamente;
viéndose diferencias entre etnias y paises. Hay evidencias de contribuciones genéticas,
habiendo variables hereditarias, siendo la herencia uno de los factores de riesgo mas

importantes 8.

En cuanto a la genética, se ha estudiado la variacion genética en la sintesis y metabolismo de
androgenos 8887 ya que el crecimiento epitelial de la prostata depende de los andrégenos,

principalmente la testosterona 8.
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1.2.1 Epidemiologia:

Como ya se ha mencionado previamente, el CaP es una de las neoplasias mas comunes en
hombres, con mayor prevalencia en paises desarrollados. Se diagnostican 190000 nuevos
casos por afio y 80000 muertes anuales °. Se espera que esta cifra aumente a 1.7 millones de
casos anuales y medio millon de muertes en el afio 2030, principalmente debido al aumento

y envejecimiento de la poblacion .

La incidencia varia segun regién geogréfica y grupo étnico, siendo mayor en hombres
afroamericanos. La mayor incidencia se encuentra en paises desarrollados, donde hay una
vigilancia y screening prevalente %2, Se asume que esta vigilancia epidemioldgica puede
explicar las diferencias observadas entre paises. La incidencia aumenta con la edad, siendo

casi un 60% en hombres mayores de 65 afios .

Se distingue también una gran variacion en la tasa de mortalidad, la cual aumente con la edad,
siendo un 55% de las muertes en mayores de 65 afios. La mayor mortalidad también se
encuentra en hombres afroamericanos, lo que podria indicar una asociacion genética con esta

patologia &°.

1.2.2 Clasificacion:

El principal criterio histologico utilizado es el score de Gleason, basado en la morfologia.
Sirve tanto para estadificacion, asi como factor pronostico; a mayor score 0 puntaje, peor
prondstico de la enfermedad; si bien este no es de utilidad a momento de seleccionar la
terapia. Por esto es comun agrupar por estadio clinico o tratamiento. Esto ha llevado a la
necesidad de salir de la clasificacion morfoldgica tradicional y buscar una mas centrada en
marcadores moleculares especificos de progresion, capaces de guiar la terapia. De esta
manera se ha llegado a encontrar que el receptor de androgenos (AR), oncogenes y genes
supresores de tumores y el propio microambiente tumoral son mecanismos vitales que guian
la progresion de CaP y que son por lo tanto biomarcadores potenciales tanto para diagndstico

como terapia.
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En especial, el receptor de AR tiene un rol central durante el proceso de progresion tumoral.
La préstata es un 6rgano dependiente de andrdgenos, por lo que la ablacion androgénica es
un tratamiento de rutina para el CaP. Sin embargo, la mayoria de los pacientes con cancer
avanzado siguen desarrollando la enfermedad a pesar de tener un nivel de testosterona menor
a 50 ng/mL (castracion), lo que se conoce como cancer resistente a la castracién o andrégeno

independiente (Ver Figura 7).

Segun la clasificacion sera el tratamiento de este; en caso de cancer de riesgo bajo, se puede
aplicar radiacion y cirugia (prostatectomia), mientras que para canceres metastasico y de alto

riesgo (3-35%), se recomienda la terapia hormonal sumado a la radioterapia®.

— D

Cancer de
Prostata
0 ( R
~ Androgeno Androgeno
' Dependiente independiente
\[
Terapia de
deprivacién Radiacion Cirugia Quimioterapia Radiacion
androgénica | | |

Figura 7: Tipos de CaP y tratamientos posibles. Modificada de Termini et al **

Se han estudiado los mecanismos de escapes que pueden llevar a esta resistencia durante la
progresion de la enfermedad. Se ha encontrado, por ejemplo, la pérdida de ciertos genes
supresores de tumores, principalmente PTEN, p53 y RB es comun durante la progresion de
la enfermedad. La pérdida de PTEN se vincula a una menor sobrevida, si bien no tiene valor
predictivo en terapia. La pérdida de p53 y RB se vincula a estadios mas avanzados, si bien
tampoco es predictiva en cuanto a terapia. Se ha visto también una activacion de ciertos
oncogenes (Src, MET, Axl, FGFR) en estadios tardios.
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Uno de los procesos mas caracteristicos del CaP es el desarrollo de metéstasis Oseas, lo que
podria estar relacionado con el microambiente en hueso. Esto esta apoyado en el uso de
radionucleidos dirigidos a dicho ambiente (Ej.: [8°Sr]Sr, [?2Ra]Ra) los cuales aumentan la

sobrevida luego de la quimioterapia®®’.

1.2.3 Fisiopatologia y mecanismos moleculares:

La historia familiar es el factor principal para el desarrollo del CaP; hombres con familiares
diagnosticados tienen un riesgo del 50% mas frente a hombres sin historia familiar.
Familiares de primer grado en generaciones sucesivas tienen mas chance de generar CaP de

forma mas temprana 87:98:9,

Esta establecido que los genes de susceptibilidad son heredados; se han encontrado
mutaciones heredables que aumentan el riesgo de desarrollar CaP. En un estudio
multigenético de hombres diagnosticados con CaP o con alto riesgo de tenerlo, se observo
que 5.5% de estos tienen mutaciones en genes reparadores del ADN, como ATM, BRCA1l y
BRCAZ2. Los hombres afroamericanos, a su vez, poseen otras mutaciones genéticas que los

hacen mas susceptibles a dicha patologia .

Como ya se ha mencionado, el cancer se origina debido a cambios en el ADN generado por
mutaciones, polimorfismos de nucledtidos Unicos (SNPs), y alteraciones del nimero de
copias somaticas (SCNAs). Cabe destacar el "turn off" de células supresoras de tumores y la
activacion de oncogenes principalmente, lo que lleva a la division celular. Los genes mas
utilizados como biomarcadores de CaP son: genes BRCA, genes HOX, genes ATM, RNasa
L (HPC1, 1g22), MSR1 (8p) y ELAC2/HPC2 (17p11) %8:101.102

Estos biomarcadores pueden ser usados tanto como herramienta diagnostica, de

estadificacion, evaluar la agresividad y la respuesta terapéutica (Ver Figura 8).

Tesis de Doctorado en Quimica Lic. Lucia Alfaya
Universidad De la Republica, Facultad de Quimica 2024
35



@,
\ =
@
c: &
)
PN
8,
©
2
()

@]

¥
( :: OL:
QU0

=9 IV 8 G b
@ Y d ‘vw é.[ O B~
@)% FANC i
% %‘",’* & ,,',;o/ \@@_o A SR
OO arcts *
it Neoplasia Adeno- Adeno-
Np' e ": —_ Prostética el carcinoma === carcinoma =—J» Metastasis
orma Intraepitelial (latente) (clinico)
(PIN)
Iniciacién Progresién Tratamiento
Inflamacién o . Resisténcia a Ia‘castracién
= —— Senescencia Re activacion de vias de
Dafio oxidativo al ADN : desiriolls EMT
Acortamiento Telémeros
Down regulacion de NKX3,1 Activacion ERK/MAPK
Sobreexpresién de MYC Inactivacién de PTEN Sobreexpresion EZH2
Fusion TMPRSS2-ERG

Figura 8: Progresion del CaP. Modificado de Sekhoacha et al .

1.2.4 Diagnostico:

El diagndstico tardio y la falla terapéutica son las dos causas principales de la mortalidad en
CaP. Si bien no hay una prueba Unica y especifica, el Gold estandar es el tacto rectal (DRE)
realizado por un meédico especializado, pudiendo palpar el tamafio de la glandula y
anormalidades en la misma. Sin embargo, el metodo principal de screening sigue siendo
realizado por medio del PSA; una glicoproteina secretada por el epitelio de la glandula

prostatica, presentandose tanto en semen como en sangre 1%,

Es un estudio relativamente sencillo, requiriendo solo una extraccion de sangre para estudiar
el nivel del biomarcador, con un cut off de 4 ng/mL, necesitando mas ensayos al pasar ese
umbral. Pacientes con un PSA entre 4-10 ng/mL tiene un 25% de probabilidad de tener CaP,
mientras que pacientes con un valor mayor a 10 ng/mL tiene un riesgo del 50%. Cabe destacar
que el biomarcador no es especifico de CaP, y su aumento puede verse también debido a
otros procesos fisioldégicos, como puede ser la hiperplasia prostatica benigna (BPH) y

prostatitis. Es necesaria una biopsia para confirmar el diagndstico (Ver Figura 9) 1%,

En cuanto a la biopsia, usualmente se realiza de forma transrectal, localizando la glandula

por medio de métodos imagenolégicas como ser resonancia magnética o ultrasonido
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transrectal, lo cual también ayuda a ubicar zonas anormales en la glandula prostatica 1041,
Una vez extraida, la biopsia es analizada, reportando: Negativo, Positivo u anormal *°; si bien
en la actualidad, debido al avance de diversas tecnologias (inteligencia artificial, MRI
multiparamétrica-mpMRI-, PSMA-PET) se ha mejorado el proceso, logrando un resultado

mas individualizado 6.
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Figura 9: Algoritmo de screening para el CaP. Modificado de Boehm et al 17,

I_

1.2.5 Tratamiento:

El factor pronostico se compone del nivel inicial de PSA, TNM (tumor, noédulos linfaticos y
metéstasis) y score de Gleason, si bien también se toma en cuenta otros factores (funcion
renal, comorbilidades, edad) 1%, Los avances en el diagndstico han llevado a una mejora en

la clasificacidn de paciente y por consiguiente en la terapia propuesta.

En los estadios I-111 se considera el seguimiento, prostatectomia y radioterapia como primera
linea. En estadios de mayor riesgo, se sugiere la ablacién androgeénica, tanto quirargica como
farmacoldgica. En caso de resistencia a la castracion, caracterizada por una mutacién en el

receptor de andrégenos, la prognosis y tratamiento son mas complicadas 00110,
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En total, podemos dividir a los tratamientos en:

1-Vigilancia: requiere de monitoreo, se recomienda en pacientes con cancer de bajo
riesgo o cuya esperanza de vida es corta. Se realiza seguimiento por medio de nivel de PSA,

progresion clinica e histoldgica 1113,

2-Prostactomia: refiere a la remocion de la glandula prostética por medio de cirugia.
Se recomienda en pacientes con recurrencia local sin metéstasis luego de la terapia, en
especial en pacientes menores a los 70 afios, con alta expectativa de vida y pocas

comorbilidades. Tiene el riesgo de aumentar la morbilidad, incontinencia y disfuncién eréctil
114,115

3-Crioterapia: involucre el uso de criopruebas en la prostata guidas por ultrasonido.
Congela entre -100 a -200°C por 10 min. Tiene a su vez efectos secundarios, como

incontinencia y retencion urinaria, disfuncion eréctil y dolor rectal 16118,

4-Radiacion: la terapia de radiacion es considerada una de las mas efectivas. Se
requiere tanto a braquiterapia o rayo externo. Se basa en la transferencia de particulas o rayos
de alta energia al directamente al tejido afectado, sin afectar el tejido normal. Es altamente
utilizado en pacientes que no son adecuados para cirugia '°. Puede ser tanto braquiterapia

(uso directo sobre la glandula prostatica) o radiacion externa (dirigida hacia la prostata)
120,121

5-Terapia con [**Ra]Ra: el cloruro de radio 223 (Xofigo) es utilizado en pacientes
con CaP metastasico resistente a la terapia hormonal. Como ya se ha mencionada, al ser
similar al calcio es absorbido en el tejido 6seo, mejorando la sobrevida y recuperacion del

cancer metastasico 1%,

6-Terapia hormonal: también conocida como terapia de deprivacion de andrégenos.
Es usada para tratar CaP avanzado u metastasico. Se basa en el bloqueo de la produccién de
testosterona principalmente, previniendo su efecto proliferativo sobre las células prostaticas.
La disminucion de estas hormonas androgénicas lleva a la inhibicion del andrégeno y de su
receptor. Para esto usualmente se administran analogos o antagonistas de la hormona LHRH

0 GnRH, llevando a una supresion de la testosterona. Algunos de los farmacos mas usados
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son leuprolide, goserlina, triptorelina e histrelina (agonistas LHRH). Si bien es de amplio
uso, se asocia a efectos secundarios agudos, como ser hiperlipidemia, fatiga, osteoporosis,
resistencia a insulina, anemia, disfuncion cardiovascular y sexual 122124, Hablaremos mas en

profundidad de los mecanismos de esta hormona y sus andlogos en la seccién siguiente.

Otras opciones de tratamiento incluyen a la flutamida, un compuesto no esteroideo con
actividad antiandrogénica. El tratamiento combinado de flutamida y agonistas del LHRH ha
sido promisorio, si bien puede causar disfuncion hepatica. Su uso puede ser promisorio en
pacientes con resistencia a la castracion, sin metastasis 6sea o aquellos que no han

reaccionado a la terapia hormonal de primera linea 1%,

El acetato de clormadiona es un esteroide oral con actividad anticancerigena, que ha probado
inhibir la progresion del CaP y también como tratamiento contra la hiperplasia benigna de

prostata 129-131,

7-Arbiraterona: actda inhibiendo la sintesis de androgenos por meétodo de la
inhibicion irreversible de la CYP17A. Es utilizado en cancer resistente a la castracion

metastasico. Sus efectos secundarios incluyen edema, hipertension, fatiga e hipocalcemia
132,133

8-Inmunoterapias: Se basan en suprimir o estimular el Sistema inmune, usualmente
de forma personalizada para el paciente. Sipuleucel-T (Provenge) es una vacuna designada
para el tratamiento de CaP avanzado y metastasico, que ha desarrollado resistencia hormonal.
Se utilizan las células inmunes del propio paciente y se activan in vitro, luego de lo cual son

reinyectadas al paciente. Tiene pocos efectos secundarios: fiebre, nausea, dolor muscular

134,135

9-Quimioterapia: se basa en el uso de drogas que inhiben 0 matan a las células

cancerigenas. Las mas utilizadas en CaP son: Docetaxel, Cabazitaxel y Enxulutamida 136-13°

También existe la posibilidad de realizar terapias combinadas, en especial en lo referente al
cancer resistente a la castracion. Cabe destacar que no hay drogas a la fecha para tratar el
CaP resistente a la castracion, siendo las terapias recomendadas capaces Unicamente de

aumentar la sobrevida del paciente. Por esto se ha llevado a estudiar las terapias combinadas
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como posibles alternativas, principalmente las que involucran a la deprivacion androgénica

con otro tipo de terapia (radiacion, quimioterapia, inmunoterapia) 140142,

Hay una variedad de radiofarmacos dirigidos al diagnéstico de CaP por metodologia de PET-
CT, de los que vale destacar el escaneo del PSMA (Prostate Specific Membrana Antigen),
utilizado para el diagnéstico y estadificacion del CaP. Sin embargo, este receptor esta
también sobreespresada en tejido no prostatico y en otras condiciones patoldgicas, lo cual es
una limitante en su uso. Segun la literatura, cerca del 5-10% de los CaP primarios son PSMA
negativos por inmunohistoquimica, a pesar de tener altos niveles de PSA. A pesar de que
usualmente estas presentaciones se asocian con una mejor prognosis y menor recurrencia,
son un reto en cuanto al diagnostico debido a la existencia de falsos negativos por medio del
PSMA-PET, lo cual estimula en la busqueda de nuevos agentes de imagen para esta patologia
143144 A la vez, el [*8F]FDG PET/CT provee de poco valor en estadios iniciales del CaP, en
especial por su baja absorcion, especialmente al compararlo al PSMA, si bien en caso de
recurrencia bioquimica su valor aumenta. Una lista de radiofarmacos PET para el diagnostico

del CaP se encuentra en Tabla 3 del Anexo.

Cabe destacar que nuevamente, en Uruguay, el Unico centro que ofrece estos radiofarmacos
es el CUDIM, ofreciendo principalmente [*8F]FDG, [*!C]Colina y [8F] y [%8Ga]-PSMA, y
[*®FINAF &,

En cuanto a los radiofarmacos de SPECT, tenemos a su vez mayoritariamente a los basados
en PSMA para su diagndstico, si bien no son tan utilizados como los radiofarmacos PET. En

la Tabla 4 del Anexo se muestra una lista de estos.

Cabe destacar que nuevamente, nuestro pais solo ofrece el centellograma 6seo como Unico
radiofarmaco SPEC/CT a la fecha.

Tesis de Doctorado en Quimica Lic. Lucia Alfaya
Universidad De la Republica, Facultad de Quimica 2024
40



2-LHRH:
2.1: Funciones enddgenas del decapéptido LHRH:

En el afio 1971 el grupo del Dr. Schally descubre la hormona liberadora de la hormona
luteinizante, LHRH (o GnRH), la cual es un decapéptido con una secuencia pGlul -His2 -
Trp3 -Ser4 -Tyr5 -Gly6 -Leu7 -Arg8 -Pro9 -Gly10 -NH2 (Figura 10) 14147,
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Figura 10: Esquema del decapéptido LHRH.

Su funcién como hormona reproductiva fue elucidada poco tiempo después de su
descubrimiento *8, En resumen, la LHRH es sintetizada en un pequefio grupo de neuronas
en la region hipotalamica septo-preoptical. Esta es secretada a la circulacion hipofisaria
portal, forma por la que llega a la pituitaria anterior para estimular la sintesis y liberacién de
dos gonadotropinas (LH y FSH) que regulan la secrecién de esteroides gonadales (Ver
Figura 11).
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Figura 11: Esquema de eje hipdfisis-hipotalamo, rol del LHRH. Modificado de LH & FSH

secretion inhibitors 14°,

El gen codificante de la LHRH en humanos esté localizado en el cromosoma 8pl11.2-p21 y
se compone de 4 exones y 3 intrones. La hormona inicialmente se produce como una
preprohormona de 23 aminoacidos, que es luego procesada en neuronas secretoras, siendo
liberada de forma pulsatil hacia la glandula pituitaria, uniéndose a su receptor (GnRH-R 0
LHRH-R). Cabe destacar que hay dos tipos de receptores para esta hormona (LHRH-R 1y
LHRH-R 2), si bien el primero es el méas caracteristico ya que debido a un frameshift y la
presencia de un codon de stop prematuro en el gen del GnRh-R tipo I, la proteina receptora
completa no es funcional en humanos, por lo que se asume que el GnRH-R tipo | es por el

que se ejerce el efecto bioldgico, mediado por proteinas G unidas a receptor (GPCR) *°.

Como ya fue mencionado anteriormente, el LHRH representa uno de los principales
tratamientos farmacoldgicos en tumores hormono dependientes (mama, préstata, ovario),

basado tanto en agonistas como antagonistas. La administracién constante de agonistas lleva
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a una desensibilizacion gradual de su receptor, y por lo consiguiente la supresion del eje
hipotadlamo-gonadal. Por su parte, los antagonistas causan una respuesta inmediata de

supresion en el eje 1%,

Cabe destacar que el disefio de agonistas/antagonistas sigue ciertos criterios debido a que:
1-La vida media de la LHRH nativa es muy corta (2-5 min).
2-La degradacion ocurre principalmente en el residuo de Glicina en la posicién 6.
3-Tanto el extremo NH2 como el COOH son esenciales para la union con el receptor.
4-El extremo NH2 terminal es crucial en la activacion del receptor.

Por esto, es normal el cambio del residuo de Glicina 6 y Glicina 10 en la secuencia peptidica.

El andlogo mas utilizado es el LHRH [D-Lys6], que une LHRH-R con alta afinidad *>*.

2.2 LHRH en cancer:

Ha quedado en evidencia durante las ultimas tres décadas, que los receptores de LHRH estan
sobreexpresados en diversos tejidos cancerigenos, ya sea del tejido reproductor (prostata,
mama, ovario, endometrio) o no (melanoma, glioblastoma, pulmén). La unién de agonistas
(Buserlina, Goserlina, Leuprolide, Naptelina, Triptoterlina) a estos receptores se ha asociado
a un efecto antitumoral (antiproliferativo, anti metastasico y anti angiogénico) (Ver Figura
12) 155-159
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Figura 12: A nivel pituitario, el LHRH se une a su receptor e inicia la sintesis y liberacién
de LH/FSH. En cambio, en cancer, tanto el LHRH y sus analogos (agonistas y antagonistas)
al unirse a su receptor activan efectos antitumorales (izquierda). Representacion de las vias
de sefializacién acopladas al LHRH-R en células cancerigenas (Derecha). Modificado de

Limonta et al 1%,

El efecto antitumoral en células esta mediado por la proteina G acoplada al receptor G, cuya
activacion inhibe la acumulacion de cAMP. La cascada de MAPK también posee efectos
antiproliferativo y proapoptéticos. A su vez, la activacion del receptor contrarresta los efectos
de los factores de crecimiento (EGF e IGF-1) (Figura 12). En tejido gonadal, en contraste,
la via principal activada por la union del LHRH a su receptor parece ser la de la
Gug/fosfolipasa C 169162 Esta diferencia en las vias de activacion se ha propuesto como
causante de los diversos efectos en dichos tejidos. Se ha teorizado también la posibilidad de
diversas conformaciones del LHRH-R, que puede llevar a un binding selectivo de los

analogos y las distintas vias de sefializacion intracelular 163165,

En cuanto al efecto antiproliferativo, los agonistas del LHRH han demostrado tener un gran
efecto in vitro e in vitro tanto en células cancerigenas humanas de prostata andrdégeno
dependientes (LnCap) como androgeno independientes (Du-145, PC3), asi como en cultivos
primarios de carcinoma prostatico 6188, A su vez, también inhiben el crecimiento de células
de cancer de mama, ya sea estrogeno dependiente (MCF-7), como independiente (MDA-
MB-231), tanto in vitro como in vivo 137163170 Se teorizan diversas causas que explican este
efecto, como una reduccién en la proliferacién tumoral, detencién del ciclo celular y un

aumento de la apoptosis, si bien no se ha llegado a un consenso.

Por otro lado, se han demostrado los efectos antimetastasicos del agonista leuprolide en
reducir la migracién en células de cancer de prostata resistentes a la castracion al interferir
con los efectos del IGF-1 y modificando el citoesqueleto de actina y expresion de la integrina
avp3 L, Resultados similares se encontraron in vivo en ratas 2, Se ha también demostrado

el efecto que producen al afectar a moléculas involucradas en la adhesion celular y enzimas
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que degradan la matriz extracelular 13175, Resultados similares se han obtenido en cancer de

mama 17,

Por ultimo, lugar, se examino su efecto antiangiogéncio en primer lugar en el ovario. La
activacion del receptor parece reducir la neovascularizacién al disminuir la expresion de
VEGF, angiopoietina 1y sus receptores 177, Un efecto similar se ha hallado en células de

melanoma 178,

Todo esto hace al LHRH-R un candidato molecular 6ptimo para estrategias de tratamiento
(agonistas, antagonistas, citotoxicidad basada en agonistas, targeting de nanoparticulas, etc.)

e imagenologia molecular en oncologia (SPECT/CT, PET/CT).
2.3 Estrategias terapéuticas basadas en el LHRH:

La alta expresion del LHRH-R en tumores sumado a su despreciable expresion en tejidos

normales, lo convierten en un buen candidato para terapias moleculares, por lo cual se han

generado diversos sistemas capaces de llevar drogas al tumor (Ver Figura 13).
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Figura 13: Estrategias terapéuticas basada en el péptido LHRH en céancer. Modificado de

Limonta et al 1%,

En primer lugar, se encuentran los agonistas. Representan la primera linea en terapia para
tumores hormono dependientes, debido a su habilidad de suprimir el eje pituitario-gonadal.
Presentan actividades antitumorales previamente descritas. Los principales agonistas usados
(leuprolide, triptotrelina, buserlina, groserlina) han demostrado su efecto antiproliferativo y
antimetastasico tanto in vitro como in vivo en células derivadas del tracto reproductor
1515718 * A su vez, son capaces de afectar a células de CaP andrégeno-independientes y

tumores no relacionados con el tracto reproductor, tanto in vitro como en modelos preclinicos
158

Por otro lado, los antagonistas son capaces de unirse al receptor sin desencadenar la cascada
de sefializacion intracelular. Se ha encontrado que estos compuestos poseen un efecto
antitumoral de forma dosis-dependiente en células tumorales LHRH-R +. El Cetrorelix
(tercera generacion) es capaz de inhibir el crecimiento de células de CaP andrégeno
independientes in vitro e in vivo, a la vez que disminuye su capacidad migratoria 175179181,
Se ha demostrado un efecto similar del cetrorelix y el leuprolide (agonista) sobre cultivos
primarios provenientes de carcinoma prostatico . Este antagonista presenta un efecto
similar en las células estrégenos-dependientes de cancer de mama MCF-7 tanto in vitro como
in vivo 18218 F| L HRH-R también se encuentra expresado en células tumorales triples
negativas, actuando los antagonistas con un efecto antiproliferativo y anti metastasico en

lineas celulares de cancer humanas triple negativas (MDA-MB-231) in vivo 176184,

A su vez, el efecto antitumoral del antagonista de cuarta generacién ozarelix ha sido
comprobado en las lineas celulares de CaP andrdgeno-independientes Du-145 y PC3, siendo
capaz de retardar el ciclo celular (acumulacién en fase G2/M) a la vez que es capaz de activar
vias apoptoticas (relacionada a TNF y activacion de Fas); otros agonistas han expresado

resultados similares in vitro 18186,

Le expresion del LHRH-R en CaP se correlaciona con la sobrevida del paciente 1™ ya que
persiste luego del tratamiento con agonistas, lo que puede ser Gtil en caso de switch a
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independencia androgénica. A su vez, se ha demostrado una disminucion significativa en la
expresion de PSA en pacientes expuestos a dos agonistas de LHRH en tratamientos sucesivos

(agonista-progresion-re-challenge con segundo analogo) &7,
En resumen, se podria decir que:

1-Usados en tratamiento de tumores dependiente de esteroides, ademas de suprimir
el eje hipofisis-pituitaria, los andlogos del LHRH puede ejercer un efecto antitumoral

directo.

2-El tratamiento con analogos del LHRH puede ser considerados en tumores que

escapan de la dependencia hormonal (ej: CaP resistente a la castracion).

3-Su uso puede también ser beneficiosos para tumores fuera del tracto reproductor.
Otras estrategias terapéuticas:
Como se muestra en la Figura 13, hay estrategias combinadas, como lo son:

-Hibridos citotoxicos: son una estrategia de terapia promisoria. El primero fue generado por
el grupo de Schally y col. hace 25 afios. Se uni6 agonistas de LHRH a agentes alcalinizantes
como cisplatino y metotrexato. Luego se generaron mejores compuestos, uniendo LHRH [D-
Lys6] a drogas como la doxorrubicina o su andlogo 2-pyrolino-doxorubicina; donde se
demostro internalizacion y acumulacion de la droga en la célula. Su efecto ha sido
comprobado tanto in vitro como in vivo en diversos modelos tumorales (CaP andrégeno
dependiente -LnCap y MDA-PCa-2b- e independiente -C4-2-, asi como en modelos de cancer
humano de endometrio, ovario y mama). Estos resultados promisorios han llevado al pasaje
clinico de dicho compuesto tanto en mujeres con canceres ginecolégicos como en hombres

con CaP resistente a la castracion.

-Hibridos nutracéuticos: diversos fitoquimicos, como la curcumina han sido demostrados

como antiproliferativos y antiapoptiticos en modelos de cancer tanto in vitro como in vivo.
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Recientemente, se ha demostrado la eficacia del compuesto LHRH [D-Lys6]-curcumina

como antiproliferativo en células de cancer de pancreas tanto in vitro como in vivo.

-Nanoparticulas como vehiculo de drogas anticancerigenas: se han generado diversas
nanoparticulas unidas a un analogo del LHRH, como ser polimeros Tax-PEG-LHRH,
dendrimeros TAX-PAMAM-LHRH y liposomas TAX-DSPE-PEG-LHRH, tanto
conteniendo drogas citotoxicas (paclitaxel) como agentes de imagen Opticos (Cy5.5) han

demostrado efecto in vivo e in vitro en lineas de cancer de pulmén humanas >,
2.4 LHRH Como agente de imagenologia:

Por todo lo mencionado anteriormente, no es insélito pensar en la generacién de agentes de
imagenologia molecular basados en el empleo del decapéptido LHRH para la visualizacion
de neoplasias. En la tltima década, ha habido un amplio interés en este marcador como base

de imagenologia tanto PET como SPECT, demostrado en la Tabla 2.

Tabla 2: Radiofarmacos basados en LHRH.

Agente imagen Usos Referencias
[***In] In-DOTA-TRP- Estudios de biodistribucion en ratones portadores de 88
HYD tumores 4T1 (mama) demostraron alta captacion
tumoral (mayor 50% ID/g), union especifica a células
LnCap (CaP).
[*®F]F-D-Lys6 -GnRH  Unidn a células de CaP PC3, tanto in vitro como in vivo. *#°
Imagen PET/CT en ratones portadores de tumor
PC3(LHRH+) y SKBR-3 (LHRH-).

D-Lys6(Ahx-[*8F] Ensayos in vitro en lineas celulares EFO-27, LnCap, y %
FBOA)-GnRH-I. MDA-MB 231, ensayos in vivo en linea celular
[®Ga]Ga-DOTA- OVCAR-3.

GnRH-I.

[*%1]1-Triptorelin
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[*®MTc]Tc-Acdien-
LHRH,
[***Re]Re-Acdien-
LHRH,
[®Re]Re-Acdien-peg-
LHRH

[®"Tc]Tc-  HYNIC
(tricina/ EDDA)-
Gaba-D-Lys6GnRH

[ #™Tc]Te-LHRH1

[ Te]
(tricina/EDDA)-
HYNIC-Ahx-
[DLys® JGNRH
[}""Lu]Lu-DOTA-
TRPHYD

Tc-

[**Ga]Ga-DOTA-TRP

[In]In-DTPA-
buserelina

[**In] In-DOTA-Ahx-
(D-Lys(6)-GnRH1)
[*®Ga]Ga-DOTA-
Leuprolide
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Union significativa y selectiva de los compuestos a
linea 4T1 y MDA-MB-231 in vivo.

Union especifica a células LnCap, PC3 y Du-145.
Ensayos in vivo en ratones portadores de tumores
LnCap presentan resultados promisorios tanto por
biodistribucion como SPECT/CT.

Expresion de LHRH-R en células cancerigenas,
afinidad de radioligando por receptor, perfil de BD en
ratas normales.

Unidn especifica a células LnCap y DU-145, ensayos in
vivo en ratones portadores de tumores LnCap

(biodistribucion 'y SPECT/CT) con resultados
promisorios

Biodistribuciones y SPECT/CT en tumores 4T1
demostraron buen uptake y relacion T/M. Respuesta al
tratamiento una vez inyectado el radiofarmaco en el
tumor. Buen uptake en células LnCap
Biodistribuciones en ratones portadores de tumores 4T1
presentan altas relaciones T/M.

Buen perfil de biodistribucion en ratas normales, alta
union a células MCF-7.

Biodistribuciones y SPECT/CT de ratones con tumores
MDA-MB-231 con buenas relaciones T/M.

Alta union a células MCF-7, MDA-MB-231 y T47D,
buenas relaciones T/M en modelo MCF-7, union

especifica. Deteccion de tumores por PET/CT.
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[Y""Lu]Lu-DOTA-

Leuprolide
AI[*®F]F-NOTA-P- Buenos resultados en modelos tumorales de PC3 y 2%
GnRH MDA-MB-231, buenas relaciones T/M.

Estos refieren a una familia de receptores de membrana ampliamente caracterizada, conocida
como receptor del factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor Receptor o

EGFR por sus siglas en inglés) (Ver Figura 14).

En condiciones fisiologicas participan en procesos vitales para la viabilidad de los
organismos multicelulares como son el desarrollo, diferenciacion, migracion y apoptosis
celular. Cuatro genes homologos codifican para los 4 receptores de crecimiento epidérmico
EGFR/erbB-1, c-erbB-2/HER2, c-erbB3-/HER3 y c-erbB4/HER4. Todos los miembros
presentan estructura y caracteristicas muy similares. Son proteinas transmembrana con
actividad tirosina quinasa intrinseca; contienen un dominio tirosina quinasa intracelular, un

dominio transmembrana y un dominio extracelular glicosilado de union a ligando 22,
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Figura 14: Esquema de la familia de receptores EGFR, con sus cuatro dominios (I-1V)
marcados. La union a su ligando se da entre los dominios | y I11, mientras que los dominios

I1'y IV se encargan de la dimerizacion. Esquema extraido de Lemmon et al 2%2
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En mamiferos, los EGFRs son activados por una familia de péptidos, que por su especificidad
se los puede dividir en 3 grupos. Uno de ellos incluye al EGF, al factor de crecimiento
transformante o (TGF a) y a la amfiregulina; los cuales se unen a HER1. Un grupo distinto
de ligandos incluye la betacelulina, el factor de crecimiento de union a la heparina y a
epiregulina, los cuales son capaces de unirse tanto al EGFR como a HERA4. El tercer grupo
estd compuesto por las neuregulinas se unen a los receptores HER3 y HER4. HER2, en
cambio, es conocido como el “receptor huérfano” por no unir con elevada afinidad ninguno

de los ligandos antes mencionados?® (Ver Figura 15).

EGF EPR
TGFa BTC NRG1 NRG3
AREG HB-EGF NRG2 NRG4

== EGFR =00 EmbB2 =00 ErbB3 T==00 ErbB4

Figura 15: Receptores y ligandos de la familia de los EGFR. Extraido de Cook et al 2%,

3.2 Rol de los EGFRs en el Cancer:

Los factores de crecimiento son conocidos por su rol en el crecimiento y supervivencia de
los tumores a través de sus efectos en la mitogénesis, debido a que la activacién de las vias
de sefializacion relacionadas con los mismos tiene gran importancia en la carcinogénesis y
progresion del cancer. En diferentes tipos de cancer los receptores HER estan
constitutivamente activados como resultado de la produccion autocrina de ligando,

sobreexpresion del receptor o mutacion.

Mas de un 30% de todos los tumores solidos se ha demostrado que expresan EGFRs. Como
ya se ha discutido previamente, en cancer de mama especificamente; la amplificacion y/o
sobreexpresion de HER2 ha sido demostrada en el 30% de los casos y ha sido relacionada
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con una biologia tumoral mas agresiva 2%. A su vez HER3 se ha visto sobreexpresado junto
con HER2 en céncer de mama invasivo, aumentando sinérgicamente el potencial

transformador de HER2 206,

En cuanto al cancer de préstata, HER 2 se encuentra expresado en aproximadamente el 20 %
de muestras analizadas de cancer de préstata (estudio que involucra 2,000 muestras, de
tumores primarios y metastasis 2°). Se ha visto que, en un ambiente androgénico disminuido,
HER?2 es capaz de promover la supervivencia celular, suprimir la apoptosis y aumentar la
motilidad celular (Figura 16), por lo tanto, se lo ha asociado con una enfermedad mas
avanzada y la etapa del tumor 2%2%°  Permite una supervivencia selectiva en las células
HER2+, causando una progresion acelerada del tumor e independencia androgénica,
generando resistencia a la terapia 2:%2'%, El receptor del factor de crecimiento epidérmico
(Figura 17) es otro miembro de la familia que también juega un papel esencial debido a su
dimerizacion con HER2. La sobreexpresion de ambos receptores son aspectos importantes

en el desarrollo de diferentes tipos de cancer.

Rl mRAS RAF
| oonge |
POK1 \ \ PLCy B

Transcripcion Génica
Progresion ciclo celular

Proliferacion/
Maduracion

Metastasis

Sobrevida/Apoptosis Angiogénesis

Resistenciaala
terapia
Figura 16: Proliferacion celular mediada por la activacion de EGFRs. La heterodimerizacion

mediada por los receptores ErbB2/3 en respuesta a la union a sus ligandos causa la
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fosforilacion de tirosina en ambos receptores. Esto a su vez recluta proteinas adaptadoras
como PI3K, GRB2, PLCy o Jak; activando sus cascadas de sefializacion, las cuales
convergen en la promocion celular y por tanto la proliferacién tumoral. Modificado de Lee

et al 212,

Por lo tanto, HER2 representa un blanco adecuado para el tratamiento, diagndstico u
seguimiento de cancer de préstata avanzado. Actualmente existen varias terapias en uso

clinico capaces de suprimir la actividad de HER2 en las células tumorales 213214,

La imagenologia molecular in vivo de la expresion de HER2 en céncer de préstata avanzado
podria contribuir a identificar a aquellos pacientes que podrian beneficiarse de la terapia anti-
HER2 y ayudar en su posterior seguimiento luego de esta. Como ya se ha discutido
anteriormente, existen en la actualidad muchos agentes de imagenologia molecular basados

en este mecanismo, si bien su uso es extendido Unicamente al cancer de mama.

Trastuzumab es un anticuerpo monoclonal (mAb) terapéutico aprobado capaz de unirse al
dominio extracelular de HER2 inhibiendo su expresion 215-2'°, En la actualidad se emplea
exitosamente en clinica para el tratamiento de cancer de mama HER2+. Trastuzumab se une
al dominio 1V del segmento extracelular del receptor HER2/neu 22%; causando en las células
un arresto celular durante la fase G1, disminuyendo la proliferacion. Se teoriza que el
anticuerpo no altera la expresion de HER2 pero downregula la activacion de AKT. También
se ha visto que suprime la angiogénesis tanto por induccion de factores antiangiogénicos
como reprimiendo a factores proangiogénicos. Activa a la proteina p27 (supresor tumoral)
221 g inhibe el clivaje del ectodominio del receptor en células de cancer de mama (este clivaje

esta relacionado con el crecimiento tumoral) 222 (Figura 17).
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Mecanismo de la accién del Trastuzumab Mecanismo de resistencia al Trastuzumab
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Figura 17: Mecanismos propuestos para la accion (a) y resistencia del Trastuzumab en

células tumorales (b). Modificado de Albanell et al 2%,

Modelos in vitro han demostrado que, como segundo mecanismo de accion, al unirse al
anticuerpo a su ligando, se dirige al sistema inmune hacia el sitio, logrando a su vez eliminar
dichas células por medio de la citotoxicidad mediada por anticuerpos (ADCC). Se teoriza
que pude haber otros mecanismos haciendo efecto, a la vez que se han encontrado y estudiado

mecanismos para su resistencia.

3.4: Trastuzumab en CaP:

Si bien la expresion de HER2 en CaP ha sido discutida y diversos porcentajes se manejan
segun el estudio y la técnica utilizada; se ha demostrado desde el afio 2000 una expresion
aumentada en casos de resistencia hormonal en esta patologia ?2%; notando en especial en su
capacidad, al ser utilizado como blanco, de inhibir la proliferacion de lineas de CaP

androgeno-independientes 225226,

A su vez, se ha comprobado que, si bien la expresion de esta proteina en tumores primarios
no tratados es de alrededor de 20%, una sobreexpresion del 80% se observan en CaP

metastasico y 67% de tumores resistentes a la deprivacion androgénica ?2’. Como ya fue
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mencionado, se teoriza que su sobreexpresion puede estar asociada a la propia deprivacion

hormonal, a la vez que tiene un rol en la resistencia a la radiacion 226228,

Se ha demostrado sobreexpresion de HER2 en la linea celular andrégeno independiente
derivada de CaP PC3, en especial luego de la exposicién a radiacién, llevando a la resistencia
a la terapia. La sumatoria del mAb al tratamiento lleva a una disminucidn significativa de la
sobrevida de la linea in vitro. A su vez, la co-administracion de un antagonista del receptor
del péptido liberador de la gastrina (GRPR) marcado con Y’Lu y Trastuzumab llevan a un

aumento en la sobrevida de tumores xerografiados con PC3 229230,

Esto llevo a su uso en dichos pacientes en un entorno clinico, si bien los resultados del
anticuerpo monoclonal por si solo no fueron favorecedores 212%, y tratamientos combinados
han dado resultados contradictorios 23, Cabe destacar que hay diferencias significativas
segun la técnica evaluada para la expresion de la proteina en tejido oncologico, una de las
razones que dificulta el proceso 234, La medicina nuclear podria por lo tanto ser un campo

vital capaz de aportar en esta disciplina.

Resultados de agentes de imagenologia molecular ([*'*In]In-CHX-A"DTPA-Trastuzumab y
anti-HER2 ABY-025 Affibody) también han comprobado la presencia de HER2 en diversas
lineas celulares de CaP (LnCap, Du-145 y PC3) in vitro, dando pie a la idea de utilizar esta

molécula como agente de imagenologia molecular para CaP 2%,

En cuanto a tratamiento, resultados prometedores se obtuvieron con el agente terapéutico
[2*2Pb]Pb-Trastuzumab en ratones xenograficos PC3MM?2, observandose la reduccion del
tumor un 60-80% luego del tratamiento con el radiofarmaco %3¢, También se ha comprobado
el efecto del [*%Re]Re-Trastuzumab, que exitosamente inhibe el crecimiento de las células
tumorales de CaP Du-145 in vitro e in vivo en ratones xenografiados con esta linea androgeno

negativa 2’

La imagenologia molecular (IM) comprende la visualizacion, caracterizacion y medida de

procesos bioldgicos a nivel molecular y celular en seres vivos.
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Es una técnica multidisciplinaria, que comprende la realizacion de imagenes en 2-3
dimensiones y su cuantificacion temporal. Posee la ventaja de presentar una vision Unica y
funcional del cuerpo humano y sus procesos bioldgicos y patoldgicos, imposible de lograr

por otros métodos de imagen, sin recurrir a procedimientos invasivos (biopsias, cirugias) 23
240

Para esto se debe considerar 3 aspectos claves: trazadores, instrumentacion y patologia a

evaluar (Ver Figura 18).

Figura 18: Esquema modificado de Fass et al *' . Notar la presencia de tres elementos
claves: el marcador tumoral o blanco (receptor, enzima, ADN, etc.), el vector (anticuerpo,
péptido, virus) y la molécula sefial (fluoréforo, radioisétopo, cuantum dots). En la IM es
clave la correcta ingenieria de un agente de imagen, considerando todos estos elementos para

obtener una imagen exacta y de calidad.

A los trazadores los definimos como agentes de imagen moleculares (Al), altamente
especificos, siendo empleados para visualizar/caracterizar/medir procesos bioldgicos en
sistemas vivos. En Medicina Nuclear (MN) los trazadores empleados son sustancias
asociadas a un radioisétopo, permitiendo realizar su seguimiento en el organismo. En cuanto

a la imagenologia Optica, los trazadores se asocian a una molécula fluorescente,
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especialmente aquellas que emiten en el infrarrojo cercano a modo de evitar la interaccion
con los tejidos. Por su parte, la imagenologia por Resonancia Magnética se basa en detectar
el cambio en la direccion del eje de rotacion de protones que se encuentran en el agua que
compone los tejidos vivos. Por ultimo, el ultrasonido se basa en el uso de ondas sonoras a

alta frecuencia, de la cual se recibe su eco para generar iméagenes (Figura 19).

En cuanto a la instrumentacion, la MN ofrece imagenes de la distribucion del trazador,
mediante los equipos ya mencionados Single Photon Emission Computer Thomography
(SPECT), Positron Emission Tomography (PET) y equipos hibridos (SPECT/CT y PET/CT)
combinando informacion funcional (brindada por SPECT o PET) con la anatémica (brindada
por la tomografia computada-CT), facilitando el diagnostico de diversas patologias (Figura
19). El mayor impacto clinico-oncolégico en la actualidad se ha visto con la aplicacién de
[*®F]FDG trazador del que ya hemos hablado, que permite visualizar el metabolismo
glucidico, incrementado en la mayoria de los tumores, permitiendo su estadificacion, si bien

este es un campo en alto crecimiento en los Gltimos afos.

Imagenologia PET Imagenologia MR

-Alta penetracion en tejidos V -Alta resolucion espacial
-Alta sensibilidad V -Alta penetracion en tejidos

-Pobre resolucion espacial x -Baja sensibilidad
-Riesgo radiacién -Alto costo
-Alto costo x -Alto tiempo adquisicion

Imagenologia US .
Imagenologia CT

w V-Alta resolucion espacial
’

-Alta penetracion en tejidos

-Alta sensibilidad

-En tiempo real
-Econdmica V
-Baja resolucion espacial
-Analisis dependiente del operador

x -Riesgo radiacion
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Figura 19: Esquema de las diversas modalidades empleadas en imagenologia molecular.
Modificado de Morato et al 22, Notar en cada una las ventajas y las desventajas, en especial

en cuanto a resolucion y costos. US=Ultrasonido. MR=Resonancia magnética.

Entre las modalidades PET y SPECT, cabe destacar la resolucion espacia