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La investigacion y desarrollo de nuevos radiofarmacos de diagnostico dirigidos
contra dianas moleculares es de gran relevancia para caracterizar la presencia de tumores y
lograr mejores estrategias terapéuticas. Los tumores, y especialmente el tumor de mama, se
caracterizan por la sobreexpresion de diferentes tipos de receptores. En el caso del cancer
de mama, cabeza y cuello se sobreexpresa el receptor HER1 (ErbB-1) perteneciente a la
familia de los receptores para factores de crecimiento epidérmico (EGFR). EI HER1 es uno
de los receptores mas ampliamente estudiados y estd relacionado directamente con el
crecimiento, diferenciacion y reparacion de dafio celular. En el cancer de mama su
expresion se encuentra desregulada, asocidndose directamente con el proceso de
tumorogénesis.

El empleo de anticuerpos monoclonales (mAB) humanizados dirigidos contra dianas
moleculares sobreexpresadas como los EGFRs ha generado el desarrollo de estrategias
moleculares para obtener imagenes centellograficas. CIMAher® Nimotuzumab (hR3) es un
anticuerpo monoclonal humanizado capaz de reconocer especificamente el receptor HER1
y unirse con gran afinidad a su dominio extracelular.

Gracias al enorme potencial para detectar y caracterizar tumores en los primeros
estadios de su desarrollo, asi como orientar la mejor estrategia de tratamiento para el
paciente que posee la imagenologia molecular in vivo, se ha utilizado con gran interés para
el diagnostico de diferentes tipos de procesos cancerosos.

El objetivo del trabajo es la obtencién y marcado con ®™Tc del anticuerpo hR3 y de
su fragmento Fab para su potencial empleo como agente de imagen molecular en tumores
con sobreexpresion de HERL. Se propuso evaluar también las ventajas para la marcacion y
mejoramiento de la estabilidad de los conjugados, comparando dos diferentes derivados del
agente quelante bifuncional HYNIC, en la actualidad altamente utilizado para marcar

biomoléculas.
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2.1. Cancer

El céancer es una patologia de base genética que se caracteriza por la progresiva
acumulacion de mutaciones no letales tanto heredadas como esporadicas, lo que determina
que las células adquieran una serie de alteraciones relacionadas principalmente con la
regulacion del ciclo celular [1].

La pérdida de control del ciclo celular es un proceso multifactorial, que tiene como
consecuencia el crecimiento celular autonomo (ver figura 1), evasion de la apoptosis,
inmortalidad, capacidad para generar nuevos vasos sanguineos e invadir nuevos tejidos [2].
Las células cancerosas al diseminarse a otras partes del cuerpo por el sistema sanguineo y/o
por el sistema linfatico generan metéstasis en sitios alejados del tumor primario [3].

Los diferentes canceres se pueden clasificar en 6 tipos teniendo en cuenta el tejido y el
tipo celular de origen. Se denomina Carcinoma al tumor que se origina en la piel o en tejidos
que revisten o cubren los 6rganos internos. Si se genera en el hueso, cartilago, grasa, masculo,
vasos sanguineos u otro tejido conjuntivo o de sostén es llamado Sarcoma, en cambio, si el
origen es en el tejido que forma la sangre, como la meédula dsea, generando una
sobreproduccién de células sanguineas anormales se llaman Leucemias. Otro tipo de tumor es
aquel que se desarrolla en las células del sistema inmunitario llamado Linfoma-Mieloma, y
por ultimo, los que se generan en celulas del cerebro y de la médula espinal son llamados

Canceres del Sistema Nervioso Central [4].

Pérdida del control del crecimiento normal
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Figura 1. Crecimiento celular. (Imagen tomada de National Cancer Institute)
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2.1.1. Causas

Al céncer no se le atribuye una Unica causa y puede ser el producto de la interaccion
conjunta de muchos factores. Los principales factores pueden ser externos (exposicion a
compuestos quimicos y radiaciones o infecciones con virus) o internos (mutaciones
heredadas, hormonas o condiciones inmunoldgica [5].

Las mutaciones en el ADN generan cambios anormales que comprometen algunas veces
la viabilidad celular. Dichas mutaciones a nivel de la linea germinal son pasadas desde los
padres a sus hijos, es decir, de generacion en generacion. Cuando algunos genes afectados por
estas mutaciones son heredados se aumenta el riesgo de padecer cancer.

Los principales genes involucrados en procesos de tumorogénesis son:

v Oncogenes: son aquellos genes originados a partir de los denominados proto-
oncogenes como por ejemplo RET, KIT, MET, los cuales estan involucrados en
el control de crecimiento y division celular.

v" Genes supresores tumorales: son aquellos genes encargados de disminuir la
division celular, reparar el ADN o conducir a la muerte celular (apoptosis).
Algunos de estos genes supresores son: TP53 (p53), BRCA1, BRCA2, APC,
RB1 [6].

v" Genes de reparacion del ADN: codifican proteinas cuya funcién normal es
corregir errores que surgen cuando las células duplican su ADN antes de
dividirse.

En células normales estos genes regulan el crecimiento, diferenciacion y la apoptosis de

las células del organismo.

2.1.2. Incidencia y mortalidad

El cancer es la segunda causa de muerte tanto en los paises desarrollados como en los
paises en desarrollo. Tan solo en el afio 2002 el cancer causé la muerte de 6,7 millones de
personas en todo el mundo, cantidad que supera a las muertes por SIDA, tuberculosis y
malaria. Se estima a nivel mundial que el nimero de nuevos casos de cancer por afio alcance
los 21,4 millones y el nimero de muertes podria aumentar a 13,2 millones en 2030 [7-8].

El cancer de mama es el tipo de cancer mas diagnosticado y la principal causa de muerte
por cancer en las mujeres en todo el mundo. EI 23% (1,38 millones) del total de nuevos casos
pertenecen a este tipo, del cual un 14% (458.400) muri6 en 2008 [9].

Segun la Comision Honoraria de Lucha Contra el Cancer, en el Uruguay en el afio 2008,

se registraron alrededor de un 25% de muertes por esta enfermedad (ver figura 2), siendo el
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cancer de mama el que mas afecta a la poblacion femenina, que representa el 19,67 % del
total de casos (periodo 2004-2008) [10].

La mayoria de las pacientes diagnosticadas a tiempo con cancer de mama pueden ser
sometidas a procedimientos quirdrgicos siendo potencialmente curables [11]. Por tal motivo,

un diagnostico precoz es vital para tratar esta afeccion a tiempo y conseguir eliminarla [12].

Mortalidad en el Uruguay Afio 2008
Total de Muertes: 31.363

M ENF. AP. CIRCULATORIO 1 CANCER B ENF. AP. RESPIRATORIO
[ ACCIDENTES B OTRAS CAUSAS
29%

31%

Figura 2. Mortalidad por Cancer en el Uruguay.
(Imagen tomada de Comisidn Honoraria de Lucha Contra el Céncer)
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2.2. Cancer de mama

2.2.1. Anatomia vy fisiologia de la glandula mamaria

Las glandulas mamarias son dos formaciones situadas simétricamente en relacion con la
linea mediana, en la parte anterior de cada hemitdrax entre el borde lateral del esternén y la
linea axilar anterior, extendiéndose desde la 22 a la 62 costilla. En general, estas poseen forma
semiesférica terminada en Vértice, el cual estd constituido por una region redondeada y
pigmentada denominada aereola en el centro de la cual podemos observar el pezon.

Estd constituida por 15 o 20 I6bulos glandulares de forma cdnica y cada uno de estos
I6bulos estd formado a su vez por numerosos lobulillos donde se encuentran los acinos
secretores de leche. Cada I6bulo estd separado del resto por tejido conjuntivo y adiposo v,
ademas, poseen un conducto excretor denominado conducto galactéforo. Estos conductos se
dirigen hacia el pezon, antes de llegar presentan una dilatacion fusiforme de 1,2 a 1,5 mm de
ancho que da origen al seno galactoforo donde se almacena la secrecion lactea. Cada conducto
galactéforo atraviesa luego el pezon para abrirse en los poros galactoforos.

Son tres los origenes de aporte sanguineo que pueden llegar a la glandula mamaria: a
través de la arteria axilar, arteria toraxica interna o mediante las ramas provenientes de las
arterias intercostales.

Es de vital importancia funcional la red de vasos linfaticos que rodea a las glandulas
mamarias, los cuales tienen un doble origen, cutaneo y glandular. La principal cadena de
ganglios linfaticos corresponde a la axilar, a la cual va a parar el 75% de la linfa, le sigue la

cadena de nodulos infraclaviculares, supraclaviculares y esternales (ver figura 3) [13].
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Figura 3. Anatomia de la mama femenina. (Imagen tomada de National Cancer Institute)
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2.2.2. Tipos de carcinoma mamario

»  Clasificacion Histopatoldgica

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) clasifica el cancer de mama segun su
lugar de origen (ductales o lobulillares), por su caracter (in situ o invasivo) o por su patrén
estructural.

Carcinoma ductal in situ (CDIS): este tipo de cancer se origina en las células de las
paredes de los conductos mamarios. Se caracteriza por ser un cancer muy localizado, es decir,
que no se ha extendido a otros puntos ni ha producido metastasis (ver figura 4). Este tipo de
tumor puede ser detectado facilmente a través de un estudio de mamografia convencional,

puede extirparse quirdrgicamente y su tasa de curacion es casi del 100%.

Figura4. Carcinoma ductal in situ.

Carcinoma ductal invasivo (CDI): este tipo de céancer se inicia en el conducto
mamario, pero logra atravesarlo (traspasa la membrana basal del tejido) y pasa al tejido
adiposo de la mama (ver figura 5). Luego se puede extender a otras partes del cuerpo
mediante la circulacién linfatica, generando sitios de metastasis. Es el mas frecuente de los

carcinomas de mama y ocurre en el 80% de los casos.

Figura 5. Carcinoma ductal infiltrante.

Carcinoma lobular in situ (CLIS): este tumor se origina en los I6bulos de las
glandulas mamarias, y aunque no es considerado un cancer aumenta el riesgo de que la mujer

pueda desarrollar un cancer en el futuro y suele aparecer antes de la menopausia. Una vez que
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es detectado es importante que la mujer se realice una mamografia de control al afio y varios
examenes clinicos para vigilar el posible desarrollo de cancer en el mismo sitio o en otro.

Carcinoma lobular infiltrante (o invasivo): este cancer comienza en las glandulas
mamarias, pero se puede extender y puede llegar a destruir otros tejidos del cuerpo. Se ha
observado que entre el 10% y el 15% de los tumores de mama son de este tipo de cancer. Es
el carcinoma de mayor dificultad para detectar mediante mamografia.

Existen ademas otros tipos menos comunes de tumores mamarios entre los que se
encuentran el medular, mucinoso (coloidal), el papilar y el tubular, que poseen mejor

pronostico que los carcinomas ductales infiltrantes.

»  Clasificacion segun el Estado de Receptores

Diferentes tipos de técnicas se han desarrollado para identificar el estadio en que se
encuentra el cancer de mama. Dos de las principales son la hibridacion fluorescente in situ
(FISH) para detectar el nivel de amplificacion génica mediante sondas fluorescentes y la
inmunohistoquimica (IHC), como método eficaz para tefiir células que expresan en su
superficie celular diferentes tipos de receptores, empleando para ello reacciones
inmunoenzimaticas. Tres de los receptores mas evaluados en el cancer de mama son el
receptor de estrégeno (RE), el receptor de progesterona (RgP) y el HER2/neu [14].

La evaluacion del nivel de expresion de los receptores se emplea como herramienta para
determinar si correspondiese el uso de diferentes tratamientos especificos. Las células
cancerosas con receptor de estrégeno positivo (70% de los canceres de seno) dependen de
estrégeno para su crecimiento, por lo que pueden ser tratados con medicamentos para reducir
tanto el efecto de los estrogenos (por ejemplo, Tamoxifeno) o el nivel real de estrogeno (por
ejemplo, inhibidores de aromatasa). Los tumores HER2+ son considerados con un mal
prondstico [15], sin embargo responden a medicamentos como el anticuerpo monoclonal
Trastuzumab (en combinacion con la quimioterapia convencional), que ha permitido mejorar
el prondstico de forma significativa [16]. Por otro lado, los tumores que carecen de dichos

receptores a falta de tratamientos dirigidos poseen un mal pronoéstico [17].

12



Centro de Investigaciones Nucleares

>

Clasificacion Molecular

En base a este tipo de perfil, el cancer de mama ha sido clasificado en cinco subtipos los

que incluyen:

Basal: denominado asi por el patron de expresion semejante al de las células
epiteliales basales y asociado con el fenotipo del cancer triple negativo (80%-
90%) de similitud. En él se expresan genes de proliferacion y un grupo de genes
que producen citoqueratinas basales y el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR). A menudo, poseen el gen p53 mutado y existen evidencias
de inestabilidad gendmica. La mayoria presenta mutaciones en el gen BRCAL y
se caracterizan por ser tumores muy agresivos [18-19].

Luminal A: es el subtipo mas frecuente, representando el 67% de los tumores de
mama y en el cual se encuentra sobreexpresado el RE.

Luminal B: posee un peor pronostico comparado con el Luminal A y presenta un
grado elevado de mutaciones del gen p53.

ErbB2/HER2+: es el subtipo que posee el peor prondstico y alta probabilidad de
recaida.

Tipo Normal: representa un perfil de expresion intermedio entre el HER2+ y el
subtipo basal [20-22].
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Figura 6. Modelo esquematico acerca del nivel jerarquico en el tejido epitelial y las posibles relaciones con los

subtipos de tumores de mama. (Imagen toma de Genes Dev. 2009, vol. 23)
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2.2.3.Causas

El cancer de mama se caracteriza por ser una enfermedad compleja, heterogénea y
multifactorial, en la que intervienen tanto factores genéticos como no genéticos. Entre un 5y
un 10% de canceres de mama poseen un origen hereditario, el 90% restante posee también un
componente genético, pero principalmente poseen un origen esporadico (no heredable) [23].

Los canceres de mama hereditarios poseen caracteristicas clinicas e histopatoldgicas
diferentes de las que presentan los canceres de mama esporadicos. Existen diferentes
sindromes que influyen en un aumento en la incidencia de cancer de mama como el Sindrome
de Li-Fraumeni, entre otros.

El genoma humano contiene aproximadamente 23000 genes, varios miles de estos
(3000-5000) codifican proteinas que participan en los programas genéticos que estan
desregulados en el cancer. Algunos de estos corresponden a los genes BRCA1 (region 17g21)
y BRCAZ2 (region 13q12), los cuales estan asociados directamente con una mayor incidencia
de cancer en mujeres [24]. Estos genes codifican fosfoproteinas nucleares que interactuan con
multiples procesos bioldgicos incluyendo fundamentalmente reparacion del ADN dafado,
regulacién de la transcripcion, duplicacion del centrosoma y regulacion negativa del ciclo
celular. Por lo tanto, funcionan como activos inhibidores de la progresion neoplasica [25].

La prevalencia de las mutaciones de los genes BRCA en la poblacion en general no se
encuentra bien establecida, sin embargo, gracias a modelos de riesgos tedricos se concluye
que 1 de cada 300 a 1 en 500 mujeres sanas podrian llevar dentro de su genoma mutaciones
en los genes BRCA1 0 BRCA2 [26].

También se ha advertido la presencia de otros genes involucrados en la génesis del
cancer de mama. Algunos de ellos son el c-myc, que se sobreexpresa en el 15-25% de los
casos [27], el p53 que se encuentra mutado en aproximadamente un 20-30% de los tumores

mamarios [28], y algunos otros implicados como los PTEN, ATM y CHK2 [29].

2.2.4 Factores de Riesgo

Los factores de riesgo son diferentes en cada tipo de cancer y se caracterizan por ser
elementos que aumentan la posibilidad de contraer cancer. El riesgo de padecer cancer de
mama se ve incrementado por la historia familiar de uno o mas familiares de primer grado con
cancer de mama. Las mutaciones heredadas en los genes de susceptibilidad al caAncer de mama
representan aproximadamente entre el 5 y el 10% de los casos de cancer de mama femenino y

masculino, pero corresponden a casos muy raros [30].
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Tanto el medio ambiente como los genes y el estilo de vida inciden de diferente manera
para aumentar o disminuir la probabilidad de desarrollar cancer de mama [31]. Diferentes
tipos de eventos en edad temprana y/o tardia en la vida pueden desencadenar e influir en el
riesgo de padecer la enfermedad, pero sigue siendo dificil explicar por qué algunas mujeres
Ilegan a desarrollar algin tipo de cAncer de mama y otras no [32].

La mayoria de los canceres se relacionan con mas de un factor de riesgo. Dentro de los
factores de riesgo que pueden ser modificados estan los habitos alimenticios, exposicion a
sustancias quimicas, radiacion y tabaco. Aquellos factores que no se pueden modificar son la

edad, raza, sexo y factores genéticos.
2.2.5.Prondstico

Se ha observado que el conocimiento del comportamiento de la lesién cancerosa de la
glandula mamaria, y basicamente los adelantos en los estudios histopatologicos, han
permitido identificar diversos factores prondsticos que unidos ayudan a definir las variantes
terapéuticas y la necesidad o no de terapia adyuvante.

Los principales factores pronostico y las opciones de tratamiento dependen actualmente
del estado de los ganglios axilares, el tamafio tumoral, el tipo y grado histoldgico, la edad y
algunos marcadores moleculares bien caracterizados mediante técnicas inmunohistoquimicas

como los receptores RE, RgP y HER2/neu [33].
2.3. Receptores del Factor de Crecimiento Epidermico

La continia comunicacion intercelular y la correcta integracion de todas las sefiales es
lo que, entre otras cosas, permite mantener la vida en un organismo superior. Para poder
llevar a cabo esta comunicacion las células producen una gran cantidad de proteinas con
capacidad para unir una variedad de ligandos como factores de crecimiento, citoquinas,
hormonas, etc.

Existe un grupo de proteinas muy estudiado denominado Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR). Esta familia de receptores esta relacionada con una serie de procesos
vitales de los organismos multicelulares como son el desarrollo, diferenciacion, migracion,
adhesion y apoptosis celular [34].

La familia de receptores EGFR consta de cuatro miembros estrechamente relacionados:
EGFR/ErbB1/HERL, los HER-2/ ErbB2, HER-3/ ErbB3 y HER-4/ ErbB4 (ver figura 7) [35].
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Figura 7. Familia de receptores EGFRs/ HERs con sus respectivos ligandos.
(Imagen tomada de www.biooncology.com)

En general, los receptores de esta familia poseen una estructura similar que se divide en
tres regiones, una region N-terminal extracelular con un dominio de union al ligando, una
region C-terminal intracelular con actividad de tirosina quinasa y una region en o-hélice que
se extiende a través de la membrana y ancla al receptor a la superficie celular (ver figura 8)
[36]. Se ha demostrado que el dominio C-terminal (extracelular) de estos receptores se
encuentra conservado, asi como también ocurre con la regién N-terminal que es la
responsable de la actividad tirosina quinasa, salvo en el caso de HER3 que no posee actividad
catalitica, aunque es capaz de unir ATP y transmitir sefiales mitogénicas mediante su
heterodimerizacion con otros miembros de esta familia de receptores [37]. La region
extracelular posee 4 dominios (I, Il, 111, V). Se ha observado que los dominios | y 1l estan
relacionados con la union al ligando, mientras que los restantes dominios Il y IV estan

involucrados en el proceso de dimerizacidn entre los receptores [38].
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Intracelular

Figura 8. a) Receptor de la familia EGFR/HER; b) dimero generado por la
interaccion con el ligando. (Imagen tomada de www.rcsh.org)

En células normales el receptor HER1 se encuentra involucrado en el normal
crecimiento de la célula, en su diferenciacion y en su reparacion, asi como en el desarrollo de
todas las estructuras epiteliales del sistema respiratorio, en el tracto gastrointestinal, en el
tejido epidérmico, en los foliculos pilosos y en el desarrollo mamario [39]. Los receptores
HER2 y HER4 poseen un papel critico en el desarrollo del corazon y estructuras de origen
neuronal [40]. El receptor HER3 esta relacionado con la formacidn de precursores de las
células de Schwann dentro del sistema nervioso central [41].

Actualmente tanto el HER1 como el HER2 son considerados dos importantes
marcadores asociados con diferentes procesos tumorales y se asocian con una mayor
velocidad de crecimiento, mayor probabilidad de ocurrencia de metastasis y un peor

prondstico para el paciente.

2.3.1. Ligandos de la familia EGFR

La familia de receptores EGFR puede interaccionar con una docena de ligandos capaces
de realizar maltiples combinaciones receptor-ligando, permitiendo asi una gran diversidad de

sefiales intracelulares (ver figura 9) [42].
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Figura 9. Cascada de sefializacion del EGFR. A) Ligandos y combinaciones diméricas del receptor EGFR; B) Vias
y factores de transcripcion; C) Procesos celulares. (Imagen tomada de Nature Molecular Cell Biology, 2001).

El primer ligando conocido fue el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) con alta
afinidad por el receptor HER1 y posee un motivo estructural distintivo que se repite en varios

péptidos extracelulares. La region consta de 50-60 aminoacidos en la cual se encuentran

presentes 6 cisteinas con la siguiente configuracion: XnNCX;CXy-3GXCXjo-

13CXCX3Y XGXRCX L Xn.

Se pueden distinguir tres grupos de ligandos de los receptores HER funcionales en
cuanto a sus capacidades de unir y activar cualquier receptor. En el primer grupo estan
incluidos el EGF, el Factor de Crecimiento Transformante Alfa (TGF-a) y la Anfiregulina
(AR), que son capaces de unir y activar a homodimeros del EGFR y a heterodimeros de esta
familia. En un segundo grupo incluimos a las Neuregulinas (NRGs-1 y NRGs-2), que se unen
a homodimeros de HER3 o de HER4 y a heterodimeros de estos con otros receptores de esta
familia. En el tercer grupo estan la Betacelulina (BTC), la Epiregulina (EPR) y la Heparina de
Unién de EGF (HB-EGF), que pueden activar tanto a homodimeros de EGFR o de HER4,
como a heterodimeros de cada uno de ellos con otros miembros de la familia. EIl HER2/Neu
es, sin embargo, un receptor huérfano debido a que carece de un ligando directo conocido se

activa por la heterodimerizacion con otros receptores previamente activados [43-45].
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2.3.2.Dimerizacion y activacion de los EGFRs

Cuando los EGFRs se encuentran inactivos (sin ligando) cada uno existe como un
mondmero en la superficie celular, cuando el ligando especifico se une este promueve la
homodimerizacion o la heterodimerizacion entre diferentes miembros de la familia de
receptores HER. La falta de dominio tirosina quinasa o la falta de un ligando especifico para
el receptor genera la necesidad de establecer una red de interacciones con otras proteinas de la
superficie celular para ser activas [46].

Como se puede apreciar en la figura 11 la dimerizacion y especialmente la
heterodimerizacion de estos receptores genera las respuestas mitogénicas mas potentes y con
mayor capacidad transformante, en comparacién con la formacion de homodimeros [47-48].
Ademas, hay diferencias en el grado de la sefializacion intracelular generada para las
diferentes configuraciones y combinaciones entre los receptores, siendo débil la sefializacion
de los homodimeros (HER1/HER1). En cambio, es nula en los homodimeros de HER3 y es
alta en los heterodimeros (HER2/HER1, HER3, HER4) en donde la participacion de HER?2
potencia dicha interaccion [49]. El aumento de afinidad por el EGF, la mayor estabilidad y
aumento del reciclado de receptores se producen cuando HER1 y HER2 se dimerizan [50].
Aquellos canceres con alta expresion de HER1 o HER2 tienen un mejor pronostico que los
canceres que tienen una alta expresion simultdnea de ambos receptores [51]. También se ha
descubierto principalmente en tumores de cabeza y cuello un receptor mutante, el EGFRvIII
que posee una delecion de 267 aminoacidos en la porcidn extracelular que no se encuentra en
células normales, que no es capaz de unirse a un ligando especifico ni de dimerizarse con
otro, pero que ha conservado el dominio quinasa y es capaz de generar una respuesta
constitutiva, siendo una clara evidencia del alto indice de amplificacion asociada al EGFR
[52].
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Figura 10. Importancia de la dimerizacion en la accion de los EGFRs.
(Imagen tomada de www.nature.com/reviews/molcellbio)

2.3.3.EGFRs en la biologia tumoral

La familia de EGFRs juega un papel clave en el comportamiento de las células malignas
en una variedad de tumores humanos, ya que induce el aumento de la proliferacion,
disminuye la apoptosis, favorece la angiogénesis y mejora la movilidad de las células
tumorales [53].

Se ha observado que la mayoria de las células normales tienen entre 20.000 y 200.000
EGFRs, pero el nimero de receptores en la superficie de células tumorales puede elevarse a
2.000.000, confirmando la importancia que tienen en el desarrollo de diferentes tipos de
tumores. En el cancer de mama la cantidad de receptores HER1 presentes en la superficie de
las células tumorales puede aumentar desde un 14% hasta un 90% (ver tabla 1) [54]. Mientras
que esta claro que HERL se expresa en una gran variedad de tumores humanos, estudios mas
detallados han revelado que su expresidbn aumenta con el estadio de la enfermedad,
haciéndose mas prominente durante la metéstasis, o tras la aparicién de la resistencia a la

quimioterapia [55].
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Tabla 1. Sobreexpresién y desregulacion de EGFR (HER1), HER2 en tumores humanos.
(Imagen tomada de www.biocancer.com/journal)

Tipo de Tumor | Expresion de EGFR/HERL (%) | Mutaciones EGFR/HER1 (%) | Expresion de HER2 (%)
Mama 14-91 78 15-30
Colorrectal 25-77 ND nov-20
Esofago 35-88 ND ND
Glioblastoma 40-60 57 ND
HNSCC 95 ND ND
Ovario 35-70 73 0-32
Pancreas 30-50 ND 19-45
Préstata 41-100 ND 14-86

La tabla muestra el rango de variacion en la sobreexpresion de los receptores HER2 y HER1 en diferentes tumores.
HNSscC - Carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello.
ND - Datos no disponibles

EGFR/HER1 como blanco tumoral

Las principales terapias desarrolladas contra diferentes clases de tumores malignos se
basan en diferencias importantes y especificas entre las celulas tumorales y las células
normales, lo cual permite una accion terapéutica o diagnéstica contra aquellos marcadores que
se corresponden a un fenotipo maligno.

Estudios moleculares han demostrado que la inhibicidn especifica de la dimerizacion y
la sefalizacion mediada por HER1 es una estrategia terapéutica extremadamente eficaz frente
al proceso oncogeénico.

Si bien el HERL1 es fundamental en el normal desarrollo y el knockout del mismo es
embrioldgicamente letal en ratones a causa de las anormalidades en el correcto desarrollo de
la piel, pulmones, cerebro, rifiones y del tracto gastrointestinal [56-57].

La expresion desregulada del HER1 en diferentes tipos de canceres se encuentra
directamente relacionada con la malignidad de algunos tumores y con un mal prondstico para
los pacientes con dicha enfermedad. Por tal motivo, el HER1 se ha convertido en uno de los
principales blancos de las terapias contra el cancer [58].

Los principales enfoques terapéuticos que se han desarrollado para lograr detener las
diferentes sefiales de transduccién tras la activacién de los EGFRs han sido pequefias
moléculas inhibidores de tirosina quinasa. Estas actGan interfiriendo con la union del ATP al
receptor, y mediante la utilizacién de anticuerpos monoclonales que se unen especificamente

a la porcion extracelular del receptor, inhibiendo asi la dimerizacion y autofosforilacion [59].
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2.4. Anticuerpos

Desde su descubrimiento hacia finales del siglo pasado, los anticuerpos han cautivado la
atencion de diferentes areas del conocimiento como la medicina y la bioguimica, entre otras
areas cientificas. La gran potencialidad de estas moléculas para ser usadas en aplicaciones
diagndsticas y terapéuticas profilacticas fue inmediatamente reconocida por toda la
comunidad cientifica.

Los anticuerpos, también llamados inmunoglobulinas (1g), son glicoproteinas solubles,
sintetizadas y secretadas por los glébulos blancos denominados linfocitos B [60]. Han sido
localizados en casi todos los fluidos y cavidades corporales y en mamiferos se han encontrado
cinco clases de 1g: M, G, A, D y E. A pesar de que cada uno de ellos posee un metabolismo y
fisiologia caracteristica, la elevada especificidad que poseen por un antigeno es su aspecto
mas interesante [61].

Sin embargo, independientemente de su especificidad todas comparten una estructura
basica comun que bien puede ser ejemplificada por la molécula 1gG. Basicamente, la
molécula de anticuerpo consta de cuatro cadenas polipeptidicas: dos cadenas pesadas
idénticas (~50 kDa) denominadas H (del inglés heavy), y un par de cadena livianas (~25 kDa).

Las cadenas pesadas estan unidas entre si por al menos un puente disulfuro, tal unién
estd localizada en una region conocida como bisagra, region formada por aproximadamente
12 residuos de aminoacidos que proporciona una gran flexibilidad a la molécula. Estos

residuos son susceptibles a la ruptura quimica y enzimatica (ver figura 11) [62].
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Figura 11. Representacién esquemética de un anticuerpo.
(Imagen tomada de www.grupos.emagister.com)
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En 1906, Paul Ehrlich fue el primero en proponer el uso de la elevada especificidad y
afinidad de los Ac para atacar células neoplasicas de forma especifica (ver figura 12),
utilizando a estos como portadores de agentes farmacoldgicos, aunque su uso se ha extendido

enormemente.
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Figura 12. Algunas de las estrategias para terapia y de diagndstico utilizadas con los Ac.
(Imagen tomada de www.oryzon.com/es/anticuerpos-monoclonales)

2.4.1. Anticuerpos monoclonales

Se caracterizan por ser una poblacién de moléculas de anticuerpo, todas idénticas, las
gue consecuentemente poseen todas la misma especificidad. En 1975, G. Kohler y C. Milstein
demostraron que es posible producir anticuerpos monoclonales mediante la fusion de
linfocitos B con células mielomatosas (células tumorales inmortales) y aislar aquellos
hibridos secretores de interés [63].

La mayoria de estos anticuerpos son de origen murino y producidos por una
combinacion hibrida derivada de la fusion de una linea celular de mieloma inmortal, con una
célula B productora de un anticuerpo especifico conocido, a partir de un ratén inmunizado con
células enteras, extractos celulares o antigenos purificados.

Sin embargo, la persistencia de reacciones inmunes contra estos anticuerpos llevé a la
creacién de los anticuerpos quiméricos en los que las porciones constantes de las cadenas

pesada y liviana provienen de una Ig humana y las regiones variables Vi y V. son obtenidas
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de un anticuerpo monoclonal murino. Su construccién beneficié la disminucion de la
inmunogenicidad en los seres humanos pero sin afectar la especificidad del anticuerpo.
Desgraciadamente, algunos anticuerpos quiméricos aun son capaces de inducir una
respuesta inmune humoral cuando son administradas en humanos. Por tal motivo, surgen los
anticuerpos humanizados, en donde las Regiones Determinantes de la Complementariedad
(CDR) de un anticuerpo murido son trasplantados en las regiones M humanas (ver figura 13),
formandose asi una region V hibrida ratbn-humano y confiriéndole la especificidad deseada a
una molécula, que en el resto de su estructura es completamente humana. La ventaja que
posee es que los epitopos asociados a las regiones M mdridas, los cuales estan presentes en

los anticuerpos quiméricos, no se encuentran en los humanizados [64].

- M1
= M2
- M3 RDC1
% I__ _ M4 RDC2

RDC3
Dominio Dominio Dominio
V murido V humano V humanizado
(con la especificidad (mo inmunogénico, (con la especificidad
deseada, pero pero con especificidad  deseada @ inmunagenicidad
inmunogénico ) irrel evante) marginal o ausente)

Figura 13. Obtencidon de Anticuerpos Monoclonales Humanizados. (Imagen tomada de
http://caibco.ucv.ve/caibco/vitae/VitaeSiete/Articulos/Inmunologia/ArchivosHTML/SegGener.htm).

Uno de estos anticuerpos monoclonales humanizados desarrollados es el Nimotuzumab
(hR3), un anticuerpo que es capaz de unirse especificamente al dominio Il extracelular del

EGFR/HERL1 inhibiendo la activacion tirosina quinasa que este posee.

2.4.2. CIMAher® Nimotuzumab

El Nimotuzumab (hR3) fue creado en el Centro de Imagenologia Molecular de la
Habana (ver figura 14). Es una inmunoglobulina que pertenece a la subclase 1gG1 y tiene un
peso molecular de 150 kDa.

Su gran capacidad para unirse a HER1 ha llevado a que en muchos paises se emplee en
el tratamiento de tumores de cabeza, cuello y gliomas, asi como también en céancer
colorrectal, cancer de pancreas, cancer de prostata, esdfago, cervical y de mama [65].

Para obtener el anticuerpo humanizado se realizd la insercion de las regiones
determinantes de la complementariedad del anticuerpo monoclonal murino ior-egf/r3 dentro
del marco de lectura de una inmunoglobulina humana, que reconoce con alta especificidad el
dominio externo del HER1 [66].
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Figura 14. CIMAher® Anticuerpo monoclonal recombinante Humanizado Nimotuzumab (hR3).
(Imagen tomada de www.cimaher.com)

El hR3 reconoce su receptor blanco, el HER1, con similar afinidad que su predecesor
murino (10°M) sin embargo, la humanizacién del anticuerpo incrementa la eficacia
terapéutica y a su vez disminuye los efectos secundarios asociados, como erupciones en la
piel (rash cutaneo), responsables muchas veces de la interrupcion de su empleo como agente
antitumoral[67-68]. El hR3, como otros anticuerpos monoclonales humanizados, es evaluado

como agente de diagnostico para imagenologia molecular.
2.5. Imagenologia y Cancer

El correcto diagndstico del cancer posibilita en la mayoria de los casos altas
posibilidades de remision. EI método de diagnostico final para confirmar la presencia real de
cancer lo constituye la biopsia, aunque presenta algunas desventajas ya que es una técnica
invasiva y dolorosa, afecta el microambiente tumoral y en muchos casos se puede perder
informacién relevante debido a un muestreo no representativo como consecuencia de la
heterogeneicidad tumoral.

Sin embargo, multiples son las técnicas de imagenes aplicadas en el abordaje del cancer
que brindan informacién morfoldgica, estructural, metabélica y funcional de diferentes tejidos
de interés clinico. Actualmente, el rol de la imagenologia se centra en el screening y
seguimiento de la enfermedad, mientras que su rol a futuro se relaciona con aspectos
presintomaticos, asi como con el desarrollo de terapias dirigidas y menos invasivas.

La mayoria de los sistemas de imagenologia se basan en la interaccion de radiacién

electromagnética con los tejidos y fluidos corporales. En una primera aproximacion, las
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técnicas de imagen médica pueden clasificarse atendiendo al tipo de sefial en el que basan su
funcionamiento:
e Basadas en radiacion no ionizantes:
» Resonancia magnética (RM): su fundamento se basa en las propiedades
magnéticas de los nicleos atomicos.
» Ecografia: utiliza el sonido como forma de examinar al paciente.
e Basadas en radiacion ionizantes:

» Imagen por Rayos X: un emisor externo al paciente emite una fuente de Rayos
X y un sensor situado tras el organismo detecta los que han conseguido
atravesarlo.
» Tomografia computarizada (TC) o Tomografia Axial Computarizada
(TAC): basada en Rayos X permite obtener una imagen tridimensional del
paciente.
» Centellografia: se basa en la posibilidad de detectar desde el exterior las
radiaciones emitidas por una sustancia radiactiva incorporada a un organismo. La
radiacion se detecta con una gammacdmara, que construye la imagen de la
distribucion del radiotrazador en la region de estudio (ver figura 15).
» Tomografia Computarizada de Emision de Fotones Unicos (SPECT): esta
basada en la formacion de imagen mediante la deteccion de rayos gamma,
proporciona una imagen tridimensional de la distribucidn del radiotrazador en la
region a estudiar. Para ello, se utiliza una gamma-camara rotatoria, lo que permite
su posterior reconstruccion en 3D.
» Tomografia por Emision de Positrones (PET): emplea un radiotrazador que
emite positrones que se aniquilan inmediatamente al encontrar un electron del
organismo, emitiendo dos rayos gamma de 511 KeV y con sentido opuesto. Se

utilizan dos detectores opuestos para generar la imagen 3D [69].
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Figura 15. a) Esquema del proceso de generacién de imagen por gamma camara; b) Gamma Camara.
(Imagen tomada de http://grupolmod2.wordpress.com/medicina-nuclear)

Entre toda esta variedad de técnicas, la Imagenologia Molecular surge como la
disciplina que engloba a todas las técnicas de imagen que visualizan la funcion celular y el
seguimiento de los procesos moleculares en organismos vivos sin perturbarlos, unificando la
biologia molecular con la imagen in vivo, para lo cual genera imagenes 2 o 3D y teniendo la
capacidad de medir todas las fluctuaciones que se suceden en el tiempo. Las técnicas pueden
integrar el uso tanto de radiotrazadores (medicina nuclear), como de resonancia magnética,
espectroscopia por resonancia magnética, imagenes opticas, ultrasonido y otras. El
diagnostico llevado a cabo por la imagenologia molecular in vivo tiene el potencial para
detectar y caracterizar tumores en los primeros estadios de su desarrollo, asi como orientar la
mejor estrategia de tratamiento para el paciente [70].

Actualmente, se emplean con fines clinicos diferentes tipos de moléculas como por
ejemplo la ®F-2-fluoro-2-deoxy-D-glucosa (**F-FDG) para imagen por PET dirigido contra
células con alto indice metabélico [71], nucleétidos modificados como el 3’-deoxy-3'-'°F
fluorotimidina (FLT) también para PET, péptidos como el **In-Pentetreotide muy usado
como analogo de la somatostatina para detectar mediante SPECT sobreexpresion de tumores
de origen neuroenddcrino [72]. Ademas, se han desarrollado diferentes anticuerpos con el fin
de diagnosticar, como 'In-Ibritumomab tiuxetan, ‘In-Trastuzumab dirigido contra
EGFR2/HER2 y el *!In-Cetuximab dirigido contra el EGFR2/HER1[73].

2.6. Radiofarmacos

Un radiofarmaco es una sustancia que se caracteriza por poseer un atomo radiactivo en
su estructura molecular y que, por su forma farmacéutica, cantidad y calidad de radiacién,

puede ser administrado en los seres humanos con fines de diagnostico o terapéutico.
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Segun sus aplicaciones en medicina nuclear se los puede clasificar en radiofarmacos de
diagndstico o de terapia. También pueden ser clasificados de acuerdo a sus propiedades
quimicas, fisicas o bioldgicas. En general, un radiofarmaco presenta dos partes bien definidas:
la molécula soporte a la que se une el radionucleido y que condiciona la ruta metabdlica del
radiofarmaco dentro del organismo y el radionucleido propiamente dicho que emite radiacion,
permitiendo la deteccion externa del radiofarmaco y el anélisis del proceso biolégico de
interés. En su mayoria son compuestos organicos o inorganicos con composicion definida,
que van desde moléculas simples a un grado de complejidad mayor como los anticuerpos, sus
fragmentos, péptidos, oligonucleo6tidos y demas [74-75].

2.6.1. Radiofdrmacos para diagnostico

Los radiofarmacos de diagndstico permiten visualizar la anatomia de un 6rgano o
sistema, evaluar el comportamiento fisiopatoldgico a nivel de los tejidos, analizar el
comportamiento bioquimico o determinar cuantitativamente parametros farmacocinéticos.

Tanto para la centellografia gamma y SPECT las moléculas son marcadas con
radionucleidos emisores gamma y la energia Optima se encuentra entre 30-300 KeV. En
cambio, para la tomografia de emisién de positrones PET se utilizan is6topos emisores de
positrones. Las dosis administradas a pacientes no buscan generar un efecto farmacologico v,
por esta razén, son utilizadas bajas concentraciones (10° a 10® M) buscando actuar como
verdaderos radiotrazadores [76].

Sus propiedades quimicas deben permitir la unién a moléculas de interés y la relacion
de actividad entre 6rgano blanco y no blanco debe ser la mayor posible. EI comportamiento
bioldgico debe ser acorde a la patologia que se quiere diagnosticar y debe ser de un periodo de
semieliminacion bioldgico corto.

Para la administracion a pacientes un radiofarmaco de diagnéstico requiere que su
pureza radioguimica (PRQ) sea mayor a 90%, puesto que la inyeccion de una mezcla diversa
de especies del radionucleido disminuye la captacion en el dérgano blanco, y aumenta
innecesariamente la dosis de la radiacion en 6rganos no blancos. En caso de que el
radiofarmaco sea de terapia se exige una PRQ mayor a 95%.

Los radiofarmacos de diagndstico son generalmente complejos metalicos y permiten a
nivel clinico un amplio rango de posibilidades gracias a la diversidad de propiedades tanto
quimicas como nucleares (tipo de radiacion, periodo de semidesintegracion, gran capacidad
de coordinacién, entre otras). Entre estos, el *™Tc es el mas ampliamente utilizado en

medicina nuclear [77].
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El empleo de agentes de imagen molecular, al permitir un abordaje minimamente
invasivo y, ademas, permitir la obtencion de informacion tanto fisiolégica como funcional de
la totalidad del paciente, ha mejorando la capacidad de encontrar procesos como metéstasis
los cuales son complementarios al diagnostico mediante una biopsia [78].

2.6.2. Quimica del ®™Tc vy sus usos

El Tecnecio (Tc) es el elemento con nimero atémico 43, ubicado en el grupo 7,
descubierto en 1937 por Perrier y Segré. Se caracteriza por poseer varios estados de oxidacion
(-1 a +7), siendo el estado mas estable y caracteristico el +7, que se forma por la oxidacién
directa del oxigeno y el estado +4. Los demas estados de oxidacion se encuentran en algunos
compuestos debido a que presentan la tendencia a oxidarse hasta el estado +7 [79].

Todos los is6topos del Tc son artificiales y radiactivos, pero su aplicacién en medicina
se basa en el uso del ®™Tc, por su modo de decaimiento por emisién gamma, por su corta
vida media 6,04 h, y la energia de 140 keV de su radiacion que lo hacen el is6topo mas
empleado con fines médicos. El ®™Tc se genera a partir del radionucleido padre *Mo por
decaimiento 3” (ver figura 16).

e (6.02 h)

B, 0.00009%;
i, 87.3

LI

Mo (66.02 h) *Ru (stable)

FTe (21310 v)

Figura 16. Diagrama de decaimiento del **Mo.
(Imagen tomada de Applied Radiation and Isotopes, 2007, vol. 65).

Se obtiene a partir de un generador que presenta el **Mo adsorbido a una columna de
alimina y permite la elucion del ™ Tc con disolucion salina fisiolégica (NaCl 0.9%) en forma

de solucidn estéril, apirégena y libre de portador (ver figura 17) [80].
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Figura 17. Generadores *Mo/**"Tc.
(Imagen tomada de http://enfoqueradiologico.blogspot.com/2013/01/lantheus-anuncia-el-primer-generador.html)

Los avances en medicina nuclear de diagnostico a traves de los afios transcurridos desde
el descubrimiento en 1937 del *™Tc son numerosos. Aproximadamente el 80% de las
moléculas radiomarcadas actualmente con fines de diagndstico se realizan con **™Tc gracias a
sus propiedades fisicas, quimicas, su bajo costo econdémico y su facil adquisicion de
generadores de *Mo-*"Tc [81]. Por consecuencia, ha llevado a que este radionucleido sea el
caballo de batalla en medicina nuclear de diagndstico [82].

La versatil quimica que posee el Tecnecio, producto de los 8 posibles estados de
oxidacion, asi como del adecuado conocimiento de la relacién estructura-actividad bioldgica,
ha permitido generar una gran variedad de radiofarmacos capaces de generar imagenes tanto
morfologicas como funcionales de una gran variedad de 6rganos y procesos biologicos [83].

De acuerdo con el criterio de disefio, los radiofarmacos pueden ser divididos en tres
generaciones. La primera generacion empezo en 1961 con el uso del ion pertecneciato
(**™TcOy) para el estudio de la glandula tiroides, en la cual su acumulacién esta motivada a
que este es selectivamente captado alli [84]. Luego surgié una segunda generacion de
radiofarmacos con la necesidad de disefiar complejos de Tecnecio en los que la
biodistribucién y captacion en el blanco dependen exclusivamente de su lipofilicidad, tamafio
y carga. Posteriormente, surgi6 el desarrollo de una tercera generacion de radiofarmacos que
consistio en la marcacién de moléculas y biomoléculas con actividad bioldgica especifica,

capaces de reconocer diferentes moléculas blanco en diferentes procesos patolégicos. Estos
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radiofarmacos constan principalmente de cuatro partes: la biomolécula (BM), un linker, un
agente quelante bifuncional (QBF) y el radionucleido (ver figura 18). Debido a que la
molécula marcada debe ser bioldgicamente activa, las estrategias de marcacion deben apuntar
al mantenimiento de las propiedades bioquimicas y fisioldgicas de la molécula, lo que debe
ser minuciosamente estudiado [85-87].

Targeting _. ’
Molecule Linker/PK!

C

Figura 18. Esquema de una biomolécula blanco especifico marcada a través de un QBF.
(Imagen tomada de Chem. Rev. 1999, vol. 99)

2.6.3. Algunas Estrategias

Los anticuerpos monoclonales como tal pueden no ser el formato méas favorable para la
administracion in vivo de radionucleidos dirigidos hacia tejidos blancos. Su larga vida media
en circulacion (de dias a semanas) lleva a una elevada actividad durante largos periodos de
tiempo, lo que reduce el contraste en estudios por imagenes. Ademas, un problema similar
surge en las aplicaciones de radioinmunoterapia, porque prolonga el tiempo de exposicién a la
radiacion de los organos y tejidos normales, incluyendo la médula 6sea [88]. Moléculas con
pesos entre 25-70 kDa poseen un menor tiempo de depuracion sanguinea, en el orden de
horas, siendo excretado rapidamente por el sistema glomerular de los rifiones [89].

Por otro lado, la heterogénea vascularizacion, flujo de sangre variable y una elevada
presion de fluido intersticial presente en los tumores, representan en muchos casos un
verdadero desafio en cuanto a la entrada de moléculas por mecanismos de conveccion y
difusién. Sin embargo, moléculas de bajo peso molecular han demostrado una gran capacidad
de extravasar el tumor y de lograr una distribucion mas homogénea [90].

Una de las principales técnicas para obtener moléculas de menor tamafio o para
remover uniones no especificas a partir de anticuerpos es a través del uso de enzimas
proteoliticas [91]. Los fragmentos pueden ser obtenidos a través de la digestion enzimatica del
anticuerpo entero con papaina o pepsina, respectivamente.

El tratamiento de una molécula de anticuerpo con pepsina genera el fragmento F(ab"),,
que posee las dos regiones de union al antigeno Fab unidas a través de la region bisagra. La

papaina, por su parte, escinde la molécula de anticuerpo entre los dominios CH; y CH, para
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producir dos tipos de fragmentos proteicos, dos Fab idénticos que conservan su capacidad de

unién al antigeno y uno que cristaliza de forma espontanea, por lo que recibe el nombre de

fragmento cristalizable o Fc (ver figura 19) [92].

Enlaces

a
r:lisul|[u.rf>

Digesticn
con pepsina

i

Fragmentos Fe

Digescion con papaina

Fe

Figura 19. a) Obtencion de fragmentos Fab y F(ab'),; b) Estructura cristalina del fragmento Fab del
Nimotuzumab, en donde se observa la cadena liviana de color naranja y la cadena pesada en verde.
(Imagen tomada de www.inmunologiaenlinea.es y de Cancer Res 2009, vol. 69)

Las ventajas que ofrece la utilizacion de fragmentos de anticuerpo son:

I) La ausencia del Fc produce un aumento en la cinética de eliminacion al no poder

interactuar con las células de Kupffer presentes en el higado encargada de su catabolismo. De

esta manera, se elimina también la inmunogenicidad del anticuerpo al no poder activar el

sistema inmune presente principalmente en higado y bazo [93]. La disminucion de uniones no

especificas también permite mejorar la relacion tumor/tejido al aumentar el contraste en el

diagndstico por imagenes [94].

I1) Una mayor depuracion del torrente sanguineo en el siguiente orden de velocidad

Fab>F(ab’),>lgG aumentando la relacion tumor/sangre en un relaciéon (>20:1) a 24 h

postinyeccion de un radiofarmaco [95].

[11) Disminucion de la posibilidad de formacion de inmunocomplejos (ver figura 20.)
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Figura 20. Representacion esquematica del metabolismo y cinética de captacion de algunos 6rganos para una
IgG y su Fab. (Imagen tomada de Cancer Res. 1995, vol. 55)

Se han utilizado los fragmentos de anticuerpos monoclonales en la construccion de
inmunotoxinas [96] y en la deteccion de tumores primarios y sus metastasis, mediante
estudios gammagraficos [97]. El uso de F(abs) se ha extendido a diferentes patologias y con
diferentes propositos. A continuacion, se detallan algunos ejemplos:

» Nofetumomab: fragmento del anticuerpo IgG, murino NR-LU-10 dirigido contra la
glicoproteina asociada al carcinoma, el cual estd marcado con *™Tc. Esta indicado como
agente de diagnostico por imagen para pacientes con cancer de pulmoén. El Fab deriva de la
digestion enzimatica y se elimina rapidamente de la circulacion, con una vida media en
sangre de 1,46 horas. La depuracion renal es la principal via de eliminacién constituyendo el
67,7% [98].

» Arcitumomab: fragmento obtenido a partir de la digestion con papaina de la 1gG; anti-
CEA-F(ab’) (CEA-scan) al que se lo emplea como radiotrazador en la deteccidn de cancer
colorrectal recurrente y especialmente en aquellos casos con niveles ascendentes en suero
del antigeno carcinoembrionario (CEA). Se emplea especialmente cuando otras técnicas de
imagen convencional son negativas o0 equivocas. La inmunogammagrafia es, en estos casos,
superior a otras técnicas diagndsticas en el seguimiento del cancer colorrectal [99].

» Abciximab (Fab c7E3): fragmento quimérico obtenido a partir de un anticuerpo
monoclonal humano-murino e inhibe la agregacién plaquetaria al unirse con gran afinidad a
la glicoproteina plaquetaria (GP) 1IB / IlIA. Ha demostrado una mayor actividad

antitrombotica frente a la aspirina o heparina en modelos animales [100].
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» Certolizumab pegol: fragmento de anticuerpo monoclonal humanizado dirigido contra
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), aprobado en mayo del 2009 como farmaco frente a
la artrosis reumatoidea (AR) y la enfermedad de Crohn (EC). La vida media del Fab en la
circulacion sanguinea se incrementa significativamente debido a que es un Fab peguilado, que
incrementa notoriamente su biodisponibilidad [101]. EI mismo actla tanto sobre el TNF-a
soluble y el TNF-o unido a la membrana, pero no se une ni fija complemento y no induce
toxicidad mediada por células in vitro, como consecuencia de la ausencia del fragmento Fc
[102].

2.6.4. Estrategias de marcado

La existencia de una gran diversidad de métodos de marcacion ha llevado a la
conclusiébn de que no existe una Unica manera de radiomarcar adecuadamente una
biomolécula. Las principales estrategias de marcado las podemos agrupar en dos principales
categorias: método de marcado directo y marcado indirecto. Este Gltimo se divide en método
de pre-marcado (quelantes preformados) y método de post-marcado [81]. Para realizar el
marcado directo se utilizan agentes reductores capaces de reducir los puentes disulfuro y
generar asi grupos tioles libres capaces de unirse al Tc. La mayor ventaja del marcado directo
es la facilidad con que se lleva a cabo la reaccion [103].

El marcado indirecto se puede realizar a través de dos vias, marcado por pre-
conjugacion 'y postconjugacion. En la pre-conjugacion, un quelante bifuncional es
radiomarcado antes de ser conjugado a la molécula blanco, con el fin de no exponer dicha
molécula a condiciones extremas de temperatura o pH, usadas algunas veces para llevar a
cabo el marcado [104-105]. Para el marcado por post-conjugacion el quelante bifuncional se
conjuga previamente a la molécula blanco y posteriormente se marca el conjugado (ver figura
21).
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Figura 21. Principales aproximaciones para la marcacion de algunos radiofarmacos.
(Imagen tomada de Chem. Rev. 1999, vol. 99)

Para la marcacion se recurre generalmente al Cloruro de Estafio (II) como agente
reductor, que es comunmente utilizado en los kits comerciales para la rapida preparacion de
los radiofarmacos de ®™Tc. A su vez, el grado en que se lleva a cabo la marcacién depende de
algunos factores como las condiciones en donde se lleva a cabo, la naturaleza quimica del
agente bifuncional, asi como la presencia de oxigeno [106].

Una vez que el *™Tc es reducido, se pueden obtener por lo menos cuatro diferentes
especies:

v 9"Tc libre bajo la forma de *™TcO,, que no ha sido reducido por el agente

reductor.

v 9"™T¢ reducido que no reacciond con el quelante bifuncional que se encuentra como

%¥MT¢0,.H,0 (también denominado reducido-hidrolizado).

2.6.5.Quelantes Bifuncionales y HYNIC

Los quelantes bifuncionales son moléculas capaces de unirse covalentemente a una
molécula blanco y a su vez quelar un metal, con alta estabilidad termodinamica y cinética. Su
eleccion depende principalmente de tres aspectos: la naturaleza, estado de oxidacion del metal
y de las caracteristicas de la quimica de coordinacion del mismo. Las caracteristicas
fisicoquimicas del quelante bifuncional también adquieren importancia en cuanto a la
depuracion sanguinea y en la excrecion renal del conjugado [107].

Se han desarrollado una gran diversidad de quelantes bifuncionales con diferentes
caracteristicas y con diferentes propoésitos. Algunos de los méas utilizados son: el acido 6-

hidrazinonicotinico  (HYNIC) reportado por Abrams y cols, el é&cido
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dietilentriaminopentaacético (DTPA), el &cido 1, 4, 7, 10-tetraazaciclododecano-N, N°, N,
N"""- tetra acético (DOTA), entre otros (ver figura 22).

Un quelante bifuncional cominmente utilizado en la marcacion con *™Tc para la

marcacion de anticuerpos y pequefias biomoléculas es el HYNIC y sus respectivos derivados

[108].

La reaccion del HYNIC con la biomolécula ocurre por la reaccion del grupo éster

activado del HYNIC con por ejemplo el grupo e-amino de lisinas en anticuerpos, en donde se

genera un enlace amida entre ambas moléculas. EI HYNIC solamente puede establecer hasta

dos enlaces de coordinacion con un metal y, por tal motivo, es necesario completar la esfera

de coordinacién utilizando coligandos adicionales (ver figura 23) [109].

La mayor ventaja que brinda es la gran eficiencia de marcacion y la gran estabilidad in

vivo de los complejos formados con *™Tc. La gran diversidad de coligandos permite la

modificacion de la hidrofilicidad y farmacocinética de los radioconjugados [110].
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Figura 22. Algunos Agentes Quelantes Bifuncionales.

(Imagen tomada de Bioconjugate Chemestry 1997, vol. 8).
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Figura 23. Coligandos usados con HYNIC: 1) EDDA, 2) Acido Nicotinico, 3) Tricina, 4) AcidoGlucérico.

(Imagen tomada de Inorganica Chimica Acta, 2010, vol. 363).

Una desventaja de los conjugados con HYNIC es que pueden descomponerse por

accion de la luz, la que produce reacciones de oxidacion de los mismos. Otra debilidad del

uso del HYNIC es la alta nucleofilia del grupo hidrazino. Cuando es usado en la sintesis de

bioconjugados sin proteccion se producen reacciones indeseadas con electréfilos y hasta con

su propio grupo éster, generando la formacion de una variedad de productos debido a

oligomerizacién del HYNIC o el blogueo del mismo por algun contaminante presente [111].

La proteccion del HYNIC empleando algunas estrategias previene este tipo de

reacciones paralelas, sin embargo, la remocién de los grupos protectores muchas veces

requiere condiciones muy dréasticas. Se ha observado que la proteccion del HYNIC con acido

trifluoroacético (TFA) permite una marcacion directa con *™Tc sin la necesidad de exponer el

grupo hidrazino y posibilita obtener mayor una mayor eficiencia en la marcacion (ver figura

24) [112].
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Figura 24. Posible mecanismo de desproteccién de un biocomplejo de **™Tc.
(Imagen tomada de http://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2008/dt/b805110Kk)

En el presente trabajo se recurrid a la marcacion del anticuerpo hR3 y el fragmento Fab
por el método indirecto. Se selecciondé como quelante bifuncional para radiomarcar el
hR3/Fab, el succidinimyl-hydrazinonicotinamide (S-HYNIC) y su version protegida, el
trifluoroacetyl succidinimyl-hydrazinonicotinamide (TFA-HYNIC), usando como coligando
Tricina. Dichos conjugados fueron preliminarmente evaluados como agentes de imagen

molecular de la expersion del HER1.
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I1l. Materiales y Procedimiento
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3.1. Obtencién y Purificacién

Para llevar a cabo el trabajo experimental se emple6 el anticuerpo Nimotuzumab
(hR3) CIMAher® (CIMAB S.A.) proporcionado por el Centro de Imagenologia Molecular,
Ciudad de la Habana.

v" Nimotuzumab (hR3)

La purificacion del hR3 se realizé en una columna PD-10, (Amersham Biosciences), la
que se equilibré con NaCl 0,9%, y se sembré con la solucién de hR3 en no mas de 1ml. La
elucidn se realiz6 con una solucion de NaCl 0,9% vy se recolectaron fracciones de 1 ml.

Posteriormente, se realizd una dilucion 1/20 a la que se le midi6 la absorbancia en un
espectrofotometro (Shimazdu, modelo UV 1603) a A=280 nm. Se calculé la concentracién de

cada fraccion tomando ¢,q, =1.4

[[Pr oteina |(mg / mL) = ( A, g xfactorded ilucion J]

€280

Finalmente, se juntaron aquellas fracciones (no diluidas) que presentaron la mayor

concentracion de proteina.

3.2. Digestion del hR3, purificacion vy control de calidad

v' Fab-Nimotuzumab (Fab- hR3)

Luego de obtener el hR3 puro se procedio a su fragmentacién con el objetivo de
obtener el Fab. Fue digerido con papaina (Sigma-Aldrich) 1mg/ml. La reaccion se llevo a
cabo en buffer PBS (Mallinckrodt) pH 8, EDTA 0.02 M en relacion 1:20 (m/m) Papaina-hR3.
La mezcla de digestion se incubo por un periodo de 6 horas a 37 °C, deteniéndose la reaccion
con lodoacetamida (Sigma-Aldrich) 0.03 M.

Finalmente, el pH de la mezcla de digestion fue ajustado entre 8,7- 8,9 con Tris base
2M.

v Purificacion del fragmento (Fab)

La mezcla de digestion se concentrd y purificd inicialmente con tubos centricon
(Amersham-biociences) de 30 kDa. Con el fin de separar el anticuerpo que no fue digerido, se
procedié a una segunda etapa de purificacion, a través de una cromatografia de exclusion

molecular, en columna sephadex-G-50 (Sigma-Aldrich). La elucién se realiz6 con NaCl 0.9%
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y se determind la concentracion proteica de cada fraccion midiendo diluciones 1/20 en
espectrofotometro a A=280 nm.

Por altimo, se realiz6 un tercer paso de purificacion mediante una cromatografia de
afinidad. Se procedié a pasar la muestra obtenida en el paso anterior a través de una columna
de Proteina A (Fisher), equilibrada previamente con buffer PBS pH 8. Se aplicd la muestra y
se recolectd el primer mililitro, quedando retenidos fragmentos Fc o anticuerpo sin digerir que
no haya sido eliminado en el paso de purificacion anterior. Se realiz el mismo procedimiento
por duplicado para asegurarnos una mayor eficiencia en la purificacion. La concentracion
final del fragmento fue determinada por absorbancia de una fraccion diluida 1/20 a A=280 nm.
El valor del coeficiente de absortividad molar para el fragmento (1,4) fue determinado en
Www.ca.expasy.org/tools/protparam, considerando el contenido de triptéfanos, tirosinas y

cisteinas.
v Controles de Calidad

Para verificar la pureza de las muestras obtenidas se realiz6 una electroforesis SDS-
PAGE al 10% (BioRad), usando como referencia la seroalbimina bovina (BSA~60.000 Da,
Sigma), y el hR3 (~150.000 Da). Se realizan controles por HPLC tanto del hR3 como del Fab
conjugados y sin conjugar. La identificacion final de la muestra fue realizada por
Espectrometria de masas en el equipo 4800 MALDI-TOF/TOF (ABi MDS Sciex) del Instituto

Pasteur, Montevideo, Uruguay.

3.3. Derivatizacion v purificaciéon de ambos conjugados

v' Derivatizacion del hR3y Fab

Por altimo, se realizo la conjugacion del hR3 y del Fab obtenido. Ambas moléculas
fueron derivatizadas con HYNIC. Se ensayaron dos derivados, 3-N-Hidroxisuccinimidil
carbonil-6-hidrazinopiridina clorhidrato (S-HYNIC) y el analogo trifluoroacetilado (TFA-
HYNIC), ambos sintetizados en nuestro laboratorio.

En primer lugar, la solucion de hR3 se le adicion6 NaHCO3; 1 M para ajustar su pH a
8,5. Se adiciond un exceso 5 M de HYNIC disuelto en DMSO (J. T. Baker). La mezcla se
incubd en la oscuridad por 30 minutos a Tambiente.

Para separar el HYNIC que no reacciond, las mezclas de reaccion fueron purificadas por
cromatografia de exclusion molecular en columnas G-25 (PD-10) y G-50, para el hR3 y Fab

respectivamente, eluyendo con buffer acetato de sodio, 0.15 M pH= 6.4. Se recolectaron
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fracciones y se midid la absorbancia de diluciones 1/20 para determinar la concentracion de la

muestra (A=280 nm, &,,, =1.4).

v" Almacenamiento del conjugado HYNIC-hR3/HYNIC-Fab

Una vez purificadas, las muestras fueron fraccionadas y liofilizadas en liofilizador
(HETO) y almacenadas a 4°C.

3.4. Marcacion con *™ Tc del conjugado HYNIC-hR3/HYNIC-Fab

v Solucién de SnCl,/Tricina

Para realizar la marcacion de los conjugados es necesario previamente reducir el
pertecneciato (**"TcOy4) obtenido del generador (Tecnonuclear) a un estado de oxidacién mas
bajo. Para ello, se utilizé SnCl,.2H,O (J. T. Baker), en medio acido pH= 4.5 y una cantidad
adecuada de Tricina (Sigma) para que funcione como coligando, estabilizando el conjugado al
completar la esfera de coordinacion. Marcacion de los conjugados

El proceso de marcacién de los conjugados con ®™Tc se realizé en dos etapas. Para
ello, se prepararon dos soluciones en dos viales distintos (vial A y vial B). En el vial A se
disolvieron 39 umol de Tricina en 0.8 mL de agua y se adicion6 0.05 mL de HCI 2.0 M para
acidificar la solucién, (solucién 8,2 mg/mL), mientras que en el vial B se disolvieron 40 pumol
de SnCl,.2H,0 en 0.5 mL de HCI 2.0 M (solucién 18 mg/mL), de los cuales 50 pL fueron
adicionados a la solucion de Tricina. Finalmente, el volumen se ajusté a 10 mL con NacCl
0.9% y se agrego a la mezcla HYNIC-hR3 y HYNIC-Fab en una relacién molar 1:1.Todos los
solventes empleados fueron previamente purgados con N gas (AGA).

La marcacion se realizd agregando inmediatamente ™ TcO, hasta un méximo de 1 mL,
con una actividad de 37MBq por miligramo de HYNIC-Fab o HYNIC-hR3 y se incubo6 por
30 minutos a Tambiente (Ver figura 25y 26).

Las mediciones de actividad de los diferentes conjugados marcados se midieron en un
calibrador de dosis (Carpintec, CRC7).
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glfgigura 25. Esquema de la derivatizacién del hr3 con S-HYNIC/TFA-HYNIC y su posterior marcacion con
"Tc.
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Figura 26. Esquema de derivatizacion del Fab con S-HYNIC/TFA-HYNIC y la posterior marcacion con *™Tc.
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3.5. Controles

La pureza radioquimica (%PRQ) del marcado fue cuantificada mediante el empleo de
sistemas cromatogréficos, los cuales se detallan en la Tabla 2, para determinar impurezas
como ®™Tc-Tricina, ™ TcO,” libre y *™TcO,.H,0.

Se realizaron, ademas, controles por HPLC (Agilent Serie Infinity 1200 equipado con
detector GABI Star) del anticuerpo entero conjugado (**"Tc-HYNIC-hR3) y del fragmento
(**™Tc-HYNIC-Fab), mediante deteccién gamma y UV (L = 280 nm). Para esto, se realiz6 un
programa isocratico con buffer fosfato 0.01M, pH 7.0 y flujo 1 mL/min, empleando una
columna de exclusion molecular (Waters, 300 SW 7,5 x 300 mm).

Tabla 2. Diferentes controles cromatograficos utilizados para determinar las impurezas radioquimicas.
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3.6. Estabilidad del marcado

Como indicador de la estabilidad del radiomarcado a las dos semanas de la conjugacion,
se realizaron dos estudios, un ensayo en solucion que se control6 a las 2, 4 y 24 h y un ensayo
in-vitro de transquelacién del *™Tc en diferentes soluciones. Estos estudios se monitorearon
mediante cromatografia en capa finaa 1,4 y 24 ha 37 °C.

En primer lugar, se estudié en solucion de NaCl 0.9 % con un agente de competencia
para el radionucleido como lo es la L-Cisteina, evaluada a través de tres concentraciones
diferentes: 0.1, 0.01, 0.001 mg/mL.

3.7. Estabilidad de los conjugados

Se realiz6 el estudio de la estabilidad del hR3 conjugado con TFA-HYNIC y S-HYNIC
durante tres semanas, para lo cual se procedié a su marcacion y su control a las 2, 4, y 24 h
mediante HPLC e ITLC.

3.8. Biodistribucién

La evaluacién bioldgica in-vivo, tanto del *™Tc-HYNIC-hR3 como del ™ Tc-HYNIC-
Fab se llevo a cabo a través de la realizacion de estudios de biodistribucion a 1h. (n=3), 4 h (n
=3), 24 h (n =3) en ratones normales Balb/c y con adenocarcinoma mamario espontaneo
(tumor ~1cm?), proporcionados por el Laboratorio de experimentacion animal del Centro de
Investigaciones Nucleares (CIN). Las mediciones de actividad para todas las
biodistribuciones se llevaron a cabo en un Contador de centelleo sélido de pozo con detector
de cristal de Nal (tl) de 3” x 3” asociado a un analizador monocanal (ORTEC).

Por ultimo, es importante destacar que todos los ratones empleados fueron mantenidos
bajo normas de control vigentes y avaladas por la Comision Honoraria de Experimentacion
Animal (CHEA).
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V. Resultados
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4.1.0Obtenciéon y Purificacion

Previo a la conjugacion del anticuerpo con el HYNIC fue necesario eliminar
excipientes que puedan interferir con procesos posteriores. Para esto, se realizé una

purificacion por exclusion molecular en columna PD10 del anticuerpo (ver figura 27).
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Figura 27. Perfil de elucion del hR3. Se recuperd mas del 85% del total de anticuerpo sembrado.

4.2. Digestion del hR3, purificacidon v control de calidad

Para la obtencion del Fab, el hR3 fue incubado con papaina y luego la mezcla de

digestion fue purificada por columna G-50. El rendimiento de la digestion fue de un 75 %

(ver figura 28).
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Figura 28. Purificacion de la mezcla de digestion por columna Sephadex G-50. EI primer pico
corresponde al hR3 y el segundo al Fab.
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Para comprobar la pureza del fragmento obtenido luego de la digestion se realizé una
electroforesis SDS-PAGE al 10%, en la que se observa una Unica banda en el carril 3 de
aproximadamente 48 kDa (ver figura 29). La identidad del fragmento se verificd
finalmente mediante espectrometria de masas en donde se observa una sefal
correspondiente al Fab de aproximadamente 48407 Da (ver figura 30). Finalmente, se
determind que la recuperacion del Fab en todo el proceso fue del 85 %.

Figura 29. SDS-PAGE 10%. Se observa, carril 1: BSA (~60000 Da), carril 2: hR3 (~150000Da), carril 3:
Fab (~48000Da) y carril 4: Fab-HYNIC (~48000Da).
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Figura 30. Maldi TOF/TOF del Fab purificado donde se observa la sefial correspondiente al Fab de
aproximadamente 48000 Da.
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4.3. Derivatizacion y purificacion de ambos conjugados

En la reaccion de conjugacion, los grupos e-amino de los residuos de lisina del hR3 'y
del respectivo Fab reaccionan con el carbono carbonilico del éster del HYNIC, que es
altamente electrofilico. La derivatizacion fue verificada por MALDI TOF/TOF
visualizandose un pico para el conjugado de 48565 Da, lo cual podria indicar la presencia
de una molécula de HYNIC por molécula de Fab.

Con el fin separar los conjugados del S-HYNIC libre y TFA-HYNIC
respectivamente, se realiz6 una filtracion por columna PD-10. Se recuperé mas del 75%
del hR3 (ver figura 31) y mas del 80% de la cantidad de fragmento inicial conjugado.
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Figura 31. Perfil de elucidn del hR3 conjugado a TFA-HYNIC y del hR3 conjugado a S-HYNIC.

4.4, Marcacion con **™ Tc del conjugado HYNIC- hR3/HYNIC-Fab

La derivatizacion tanto del hR3y del Fab con HYNIC se realiz6 de manera rapida,
sencilla y eficiente. Posteriormente, los respectivos conjugados (HYNIC-Fab, HYNIC-
hR3) fueron marcados con *™Tc a temperatura ambiente con una actividad especifica de
37 MBq por miligramo, resultando en una eficiencia de marcacion de 80 £ 0,5% y del 82
4,0% respectivamente antes de la purificacion. Las posibles impurezas **™Tc-Tricina,
¥™TeO, libre y ®™Tc0,.H,0 fueron determinadas por los sistemas cromatogréficos
descriptos. Para el conjugado del fragmento la **™Tc-Tricina fue de un 10.0%, el

¥™Tc0,.H,0 fue de un 10,5% y que no se encontrd pertecneciato libre. Para el conjugado
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S-HYNIC-HR3 la *™Tc-Tricina fue del 9,6% y el®™TcO,.H,0 fue de un 8,9% y para
TFA-HYNIC-hR3 8,3% y 4,0%, respectivamente.

4.5. Estabilidad del marcado

Se realizaron dos estudios de estabilidad del marcado, uno para S-HYNIC-hR3 y otro

para TFA-HYNIC-hR3 en solucion a 2, 4, y 24 h a 37°C, empleando una relacion 7/9 de

Tricina: SnCl, a las dos semanas de conjugacion. En la figura 32 se aprecia una alta

estabilidad con una pureza radioquimica mayor al 92% para ambos conjugados a las 24 h.
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Figura 32. Estabilidad in vitro de los conjugados *™Tc-S-HYNIC y ®*™Tc-TFA-HYNIC.

A su vez, estos controles coincidieron con los perfiles de HPLC obtenidos (Figuras

33 y 36) tanto con deteccion gamma como con deteccion UV, en los cuales se observa un

pico correspondiente al conjugado y un pico menor correspondiente al perteneciato (visible

en el detector gamma).
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Figura 33. Espectro UV obtenido por HPLC de *MTC-TFA-HYNIC-hR3 a las 24 h en solucion.
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Figura 34. Espectro de HPLC obtenido por deteccién gamma de *MTC-TFA-HYNIC-hR3 a las 24 h en
solucion.
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Figura 35. Espectro UV obtenido por HPLC de *MTC-S-HYNIC-hR3 a las 24 h en solucion.
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Figura 36. Espectro de HPLC obtenido por deteccién gamma de *™Tc-S-HYNIC-hR3 a las 24 h en solucién.

Como segundo indicador de la estabilidad del radiomarcado de S-HYNIC-hR3 y
TFA-HYNIC-hR3 se realizé un estudio in-vitro para evaluar la transquelacién del *™Tc en
diferentes soluciones a la tercera semana de la conjugacion. Estos estudios se controlaron
por cromatografia luego de 1, 4 y 24 h de incubacién a 37°C. En primer lugar, se estudio en
solucion de NaCl 0.9% y luego se utilizaron concentraciones crecientes (0.001, 0.01, 0.1 y

1 mg/mL) de L-Cisteina como agente de competencia (ver tabla 3).
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Tabla 3. Ensayo de estabilidad de los radiomarcados (S-HYNIC Y TFA-HYNIC).

NaCl 0.9 %10.001 mg/ml L-Cys{0.01 mg/ml L-Cys|0.1 mg/ml L-Cys{1 mg/ml L-Cys
%PRQ | S-HYNYC-hR3 | 78+4 7813 7914 7812 7314
conjugado 1h | TFA-HYNIC-hR3| 75+ 4 7613 7613 7513 6516
%PRQ | SHYNYC-hR3 | 7212 7213 71£3 6912 663
conjugado 4h | TFA-HYNIC-hR3| 70+3 7113 6912 7012 6812
%PRQ | SSHYNYC-hR3 | 60x5 5:4 513 5112 515
conjugado 24h | TFA-HYNIC-hR3| 616 603 5t2 562 K34

Los estudios de estabilidad in-vitro para el sistema **™Tc-S-HYNIC-hR3 en solucién
de NaCl 0.9% a 37°C muestran que un 78% del **™Tc permanece unido al anticuerpo luego
de 1h de incubacion, y para el conjugado **™Tc-TFA-HYNIC-hR3 un 75%. Respecto a la
transquelacion del ®™Tc con concentraciones de L-Cisteina los resultados muestran que
hasta un 73% y 65% respectivamente del **™Tc permanece unido al anticuerpo luego de 1
h. alcanzando finalmente luego de 24 h. una pureza de 55% y 53% tanto para el S-HYNIC
como para el TFA-HYNIC.

Estabilidad de los conjugados

Se evalud la estabilidad de S-HYNIC-hR3 y TFA-HYNIC-hR3 estando ambos
almacenados en solucion a 4°C. La estabilidad de los conjugados se estudio por tres
semanas seguidas luego de realizado. Los datos se detallan como PRQ (Tabla 4). La PRQ

para ambos conjugados disminuye hasta un 75-78% a las tres semanas de la derivatizacion.

Tabla 4. Estabilidad en el tiempo de los conjugados hR3-HYNIC en solucién a 4° C.

% PRQ
Tiempo (dias) S-HYNIC-hR3 TFA-HYNIC- hR3
7 90 + 4 92+5
14 86 + 2 92 +2
28 78+5 75+6

Biodistribuciones

Para realizar la comparacion se emplearon las biodistribuciones realizadas con el

anticuerpo hR3 entero en ratones normales y con adenocarcinoma, llevadas a cabo en el
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trabajo de tesis Marcacion y evaluacion biolégica de un anticuerpo anti-EGFR con *™Tc
como potencial radiofdrmaco de diagnostico de Maria Fernanda Garcia Melian.

Las biodistribuciones realizadas en ratones sanos para el caso del Fab muestran una
rapida depuracién sanguinea con alta eliminacion renal. Fue posible observar una leve
metabolizacion hepética 1 h post inyeccion que fue de 6.4 + 1.3, la cual disminuye a las 24
ha 24 + 1.3 (%Act/g). No se aprecian captaciones importantes a nivel de los drganos y
tejidos restantes (ver figura 37). Las biodistribuciones de los ratones con adenocarcinoma
mamario espontaneo registraron un aumento de la captacién tumoral con el tiempo y una
relacion tumor/masculo que se duplicé de 3.8 + 0.1 hasta 6.3 + 2.0, a las 24 h. La relacion
tumor/sangre también aumentd considerablemente a las 24 h, 1.6 £ 1.0 (ver figuras 38 y
39).

Al comparar los datos obtenidos a partir del Fab con los datos obtenidos con el hR3
entero se aprecia una lenta cinética de depuracion a nivel sanguineo para el Ac entero
10,77 + 1,56, en cambio para el Fab alcanza un valor de 0,68 % 0,19, a las 24 h (%Act/Q)
(ver figura 40). No se aprecia una captacion tumoral significativa para el Fab con respecto
al Ac (ver figura 41). En cambio, el fragmento mostré una alta eliminacion renal
observandose un 32,89 *+ 3,91, porcentaje de actividad en orina a las 24 h luego de la

administracion del agente (ver figura 42).
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Figura 37. Biodistribuciones de *™Tc-HYNIC-Fab en ratones CD-1 normales a la 1, 4 y 24 h postinyeccion.
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Figura 38. Biodistribuciones del “"Tc-HYNIC-Fab en ratones hembra CD-1 con adenocarcinoma mamario

espontaneo a la 1, 4 y 24 h post inyeccion.
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Figura 39. Relacion Tumor/Musculo y Tumor/Sangre obtenidas a partir de biodistribuciones de *™Tc-
HYNIC-Fab a la 1, 4 y 24 h postinyeccion en ratones hembra CD-1 con adenocarcinoma mamario

espontaneo (n=3).
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Figura 40. Depuracion sanguinea para los conjugados HYNIC-hR3 y HYNIC-Fab.
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Figua 41. Nivel de captacion a nivel tumoral para los conjugados HYNIC-hR3 y HYNIC-Fab.
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Figura 42. Actividad en orina para los conjugados HYNIC-hR3 y HYNIC-Fab.
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V. Discusion
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Actualmente, desarrollar agentes para imagen molecular por centellografia, SPECT o
PET, capaces de ser especificos para el cancer, son de gran beneficio para el diagndstico,
estadificacion y seguimiento de dicha enfermedad. En la busqueda de agentes especificos
para el cancer de mama uno de los blancos moleculares sobre el que se han dirigido varios
esfuerzos es el EGFR/ HER1. Es asi que uno de los objetivos planteados en este trabajo ha
sido la marcacion del anticuerpo hR3 y del fragmento obtenido a partir del mismo con el
radionucleido **™Tc, mediante el empleo del quelante bifuncional HYNIC y su posterior
comparacion como posibles agentes para su uso en imagenologia del cAncer de mama.

La obtencién de fragmentos a partir de anticuerpos monoclonales es una estrategia
actualmente empleada con el objetivo de mejorar la captacién por parte del tumor
mejorando la relacién tumor/tejido necesaria para un mejor contraste, asi como la mejora
en la depuracion sanguinea (farmacocinética) la cual favorece tanto dicha relacion como
una menor exposicion a la radiacion de los pacientes.

Es sabido que los EGFR/HER1 se encuentran sobreexpresados en el tumor de mama
asi como en algunos canceres de cabeza y cuello, lo que permite utilizarlos como dianas de
estos radiotrazadores.

En el presente trabajo, se obtuvo el fragmento Fab del anticuerpo hR3 mediante
digestion con papaina. Aunque este método sea ampliamente utilizado para la obtencion de
Fabs, los diferentes tipos de inmunoglobulinas hacen que se deba optimizar la técnica de
digestion para cada tipo de anticuerpo. Para este anticuerpo se obtuvo un rendimiento de
fragmentacion superior al 70%.

Una vez obtenido el fragmento fue purificado y luego derivatizado con el agente
quelante bifuncional HYNIC. Dicho agente es muy utilizado actualmente en las
marcaciones de proteinas y pequefias biomoléculas con **™Tc.

Se trabajo con dos diferentes derivados del agente bifuncional HYNIC, uno de los
cuales se hallaba protegido, el TFA-HYNIC. No hubo una diferencia significativa ni en la
marcacion de los conjugados ni en los estudios de estabilidad y segun se evalud la
desproteccion se da efectivamente en las condiciones de marcado establecidas para este
experimento.

Se utiliz6 para todas las marcaciones Tricina como coligando, que ocupa los sitios
restantes que no han sido ocupados por el HYNIC. Se ensayd una relacion 7/9 de agente
reductor/coligando para obtener el ®™Tc-HYNIC-hR3, *™Tc-HYNIC-Fab con una PRQ
superior al 90%. Esto fue determinado a través de los sistemas cromatograficos
seleccionados: HPLC, ITLC-SG, Whatman 3 m e ITLC-SG impregnada en BSA.
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La marcacién con *™Tc a través de HYNIC se realizé en condiciones suaves y a
temperatura ambiente cuidando de no afectar la integridad de las biomoléculas. Los
rendimientos de marcacién hacen necesaria la purificacion del **™Tc-HYNIC-Fab para sus
estudios posteriores.

La optimizacion de las condiciones de marcado de un fragmento es mayormente
compleja en relacion a un anticuerpo entero. Por lo tanto, se debe ser muy cuidadoso ya
que hay menos cantidad de sitios de unién de HYNIC y se podria afectar la unién del
fragmento por el HERL, si alguno de estos sitios se situara cercano a la region de
reconocimiento especifico.

Los estudios de biodistribucion para el Fab en comparacion con el hR3 mostraron
una rapida depuracion sanguinea con eliminacion renal fundamentalmente, y no se
visualiz6 captacion importante a nivel de los érganos normales.

Si bien no hubo importantes diferencias en la captacion tumoral a diferentes tiempos,
fue posible observar una alta relacion tumor/musculo de 6.3 + 2.0 y una relacion
tumor/sangre que aumentd considerablemente a las 24 h.

En este trabajo fue posible evaluar preliminarmente un tipo de estrategia de
diagndstico por imagenologia molecular, que apunta a la reduccion del tamarfio del agente

blanco especifico, con el fin de lograr una mejor calidad del estudio en cuestion.
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V1. Conclusion
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En el presente trabajo se obtuvo el anticuerpo hR3 y el fragmento conjugado con S-
HYNIC y TFA-HYNIC. En lo que respecta al *™Tc-HYNIC-Fab se pudo obtener de
manera eficiente y estable en solucion, con pureza radioquimica superior al 90% durante
24 h. Ambos fueron controlados por diferentes sistemas cromatogaficos de manera rapida
y sencilla.

El estudio de **™Tc-HYNIC-Fab mostré resultados preliminares importantes que
permitirdn seguir estudiandolo como posible agente de diagndstico de tumores que
sobreexpresan HER1.

El empleo del HYNIC protegido permitira trabajar de manera efectiva al ver que las
condiciones de marcacion son adecuadas para la desproteccion.

Etapas siguientes de esta investigacion incluiran la evaluacion del potencial agente
en otros modelos tumorales, realizar imagenes en un equipo para animales pequefios, asi

como la evaluacion de otras estrategias de marcado.
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INTRODUCCION

El HER-1 es un receptor tirosina quinasa perteneciente a la familia de
receptores EGFR. Se encuentra sobreexpresado en cancer de mama,
entre ofros, y es blanco para el desarrollo de nuevos agentes de
diagndstico y terapia.

El Nimotuzumab® es un anticuerpo monoclonal humanizado con gran

RESULTADOS

El rendimiento de |a digestion del anticuerpo entero fue de 75 % y el Fab
presentd un peso molecular de aproximadamente 48 kDa y un HYNIC
por fragmento.

El rendimiento de las marcaciones para ambos agentes fue similar y
mayor al 90% (PRQ).

afinidad por la porcion extracelular del HER-1. 18

En este trabajo se realizé la marcacién de Nimotuzumab-HYNIC y su o T

fragmento Fab con °*"Tc y su evaluacion bioldégica en ratones CD-1 o35

150000 Da

normales. s Acsi digerr N\
E 025 \
MATERIALES Y METODOS : n"li :::.
01 -\\.‘
El anticuerpo entero Nimotuzumab fue purificado inicialmente por 005 Fab-HYNIC

Sephadex G-25. Posteriormente una alicuota del mismo fue separada
para realizar la digestion con papaina con el fin de obtener el fragmento
Fab. El primer paso de purificacion se realizé mediante cromatografia de
exclusion molecular, en columna Sephadex G-50. El segundo paso de
purificacion se realizé mediante columna de proteina A.

Una vez purificada la biomolécula (BM) el pH fue ajustado a 8.5 con
NaHCO; 1M. Posteriormente se adiciond un exceso molar de HYNIC
(5:1) disuelto en DMSO. La mezcla se incubo en oscuridad por 30 min a
Tanpiente- Para separar el HYNIC libre, la mezcla de reaccion fue
purificada por exclusion molecular, eluyendo con buffer acetato de sodio, H
0.15 M pH 6.4.

Para verificar la identidad de la muestra obtenida se realizé una
electroforesis SDS-PAGE al 10% junto con anticuerpo entero (~150.000 * 2
Da), usando como control suero albumina bovina (BSA~60.000 Da). =
La identificacion final del Fab fue realizada por espectrometria de masas
en el equipo 4800 MALDI-TOF/TOF (ABi MDS Sciex).

Luego de la conjugacion y purificacion, las muestras fueron liofilizadas y
almacenadas a 4°C.

La marcacion de los conjugados con "T¢ se realizd utilizando HYNIC-
BM junto con SnCl, y Tricina (1:1:2). Todos los solventes empleados
fueron previamente purgados con N, (g).

La marcacion se realizé agregando MTcO,, hasta un maximo de 1 ml,
una actividad de 37 MBq por miligramo de HYNIC-BM y se incub6 por 30
min a temperatura ambiente. aita st

La pureza radioquimica se controlé por TLC y HPLC (ver Tabla). £l -

12 3 &

5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15

Fraccion (mL)

Purificacién de Fab por Sephadex G-50 ;s",DS_PAGErm'y

i
{M#H)" = 48565.45

[N D . |

Maldi TOF/TOF del Fab-HYNIC

Los estudios biologicos mostraron una lenta depuracion sanguinea para el
anticuerpo entero 10,77 + 1,56 contrariamente al fragmento 0,68 + 0,19, a
las 24h (%Acti/g). El anticuerpo entero mostré una alta metabolizacion
hepatica y el fragmento mostré una alta eliminacion renal, observandose un
32,89 * 3,91 porcentaje de actividad en orina a las 24h

Actividaden Orina

£l = I
=
Contral Fase estacionaria Fase mavil Rf Maolécula s - § = /i =
o SNTCHYNICBM y o | 3 —Fab
1 TLC-S6 NaCl0.9% N TC0, H,0 l ]\‘ =
=
1.0 98MTe-tricina,22m TeO, - : ‘ i F 1 2 5 s annws I
s
S9MTC-HYNIC-BM, i Iax-38813 -~ |
0.0 3 2 - ES 2 . =
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10 B8N0, i
Captacion Tum oral
0.0 99nTc0,.H,0 2
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biodistribuciones en ratones CD-1 normales (1, 4 y 24 h) y en ratones AENEEEEEC (I
s

CD-1 con adenocarcinoma mamario espontaneo (4 y 24 h).
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INTRODUCCION

El Her-1 es un receptor tirosina quinasa perteneciente a la familia de
receptores EGFR. Se encuentra sobreexpresado en cancer de mama,
entre ofros, y es blanco para el desarrollo de nuevos agentes de
diagnostico y terapia.

El Nimotuzumab® es un anticuerpo monoclonal humanizado con gran
afinidad por |a porcion extracelular del Her-1.

En este trabajo se realizé la marcacion de Nimotuzumab-HYNIC y su
fragmento Fab con 9"Tc y su evaluacion biolégica en ratones CD-1
normales.

MATERIALES Y METODOS

El anticuerpo entero Nimotuzumab fue purificado inicialmente por
Sephadex G25. Posteriormente una alicuota del mismo fue separada
para realizar la digestion con papaina con el fin de obtener el fragmento
Fab. El primer paso de purificacion se realizé mediante cromatografia de
exclusion molecular, en columna sephadex-G50. El segundo paso de
purificacion se realiz6 mediante columna de proteina A.

Una vez purificada la biomolécula (BM) el pH fua ajustado a 85 con
NaHCO; 1M. Posteriormente se adicioné un exceso molar de HYNIC
(5:1) disuelto en DMSO. La mezcla se incubd en la oscuridad por 30
minutos a T, uere- Para separar el HYNIC que no reacciond, la mezcla
de reaccion fue purificada por exclusion molecular, eluyendo con buffer
acetato de sodio, 0.15 M pH 6.4. Se recolectaron fracciones de 0.5 mL y
se midio la absorbancia de diluciones 1/20 para determinar la
concentracion de la muestra. (A=280, £€=1.4).

Para verificar la identidad de la muestra obtenida se realizé una
electroforesis SDS-PAGE al 10%, usando como referencia la sero
albumina bovina (BSA~60.000 Da) y el anticuerpo entero (~150.000 Da).
La identificacion final de la muestra fue realizada por Espectrometria de
masas en el equipo 4800 MALDI-TOF/TOF (ABi MDS Sciex).

Luego de la conjugacion y purificacion, las muestras fueron liofilizadas y
almacenadas a 4°C.

La marcacion de los conjugados con °°"Tc se realizé 1mg de HYNIC-BM
junto con SnCl, y Tricina (1:1:2). Todos los solventes empleados fueron
previamente purgados con N, (g).

La marcacion se realiz6 agregando ?°"TcO,, hasta un maximo de 1 ml,
una actividad de 37MBq por miligramo de BM y se incubo por 30 minutos
a temperatura ambiente.

La pureza radioguimica se controlé por ITLC y HPLC (ver Tabla).

Control ~ Fase estacionaria Fase mavil Rf Maulécula

i 9¥nTc HYNICBM y

1 ITLC-SG NaC10.9% 9mTe0,H,0
1.0 99mTe-Aricing 9% TeOy

9uTe HYNIC-BM,

2 Watmann 1 MEK ¥ 9mTc0,H,0 y ¥® Tedricina
1.0 % Tc Oy
0.0 9 Te0,H,0

ITLC-SG EtOH-NH;-H,0
impregnadaenBSA  (215) 0.6-1 & TC'_H,YNIC'BM’ 9
tricina y 9 TcOy

Finalmente se comparo el comportamiento biolégico de ambos mediante
biodistribuciones en ratones CD1 normales )1, 4 y 24 h) y en ratones con
adenocarcinoma mamario espontaneo (4 y 24 h).

RESULTADOS

El rendimiento de la digestion del anticuerpo entero fue de 75 % y el Fab
presentd un peso molecular de aproximadamente 48000Da y un HYNIC
por fragmento.

El rendimiento de las marcaciones para ambos agentes fue similar.
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Los estudios biologicos mostraron una lenta depuracion sanguinea
para el anticuerpo entero 10,77 + 1,56 contrariamente al fragmento
0,68 + 0,19, a las 24h. El anticuerpo entero mostré una alta
metabolizacion hepatica y el fragmento mostré una alta eliminacion
renal, observandose un 32,89 + 3,91 de actividad en orina a las 24h.
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