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1. RESUMEN



Resumen

La imagenologia molecular es una disciplina que abarca innumerables herramientas.
Entre sus aplicaciones se encuentra el diagndstico in vivo del cdncer con agentes que
reconocen marcadores tumorales y que a su vez poseen Optimas caracteristicas para
obtencion de imagenes. Asimismo, proporciona informacion clinicamente fundamental,
permitiendo una correcta seleccion del tratamiento a seguir y el monitoreo de sus
efectos. Detalles como la localizacion, tamafio, morfologia y cambios estructurales de
un &rea afectada pueden ser detectados a través de los métodos convencionales de
imagen. Sin embargo, técnicas de imagenologia molecular como la SPECT, PET y
FMT, entre otras, son cada vez mas utilizadas.

Debido a su caracteristica no invasiva la imagen molecular permite evaluar la
patologia en su contexto, siendo clave para entender el proceso tumoral, sin perturbar
el ambiente y proporcionando informacion adicional a los métodos convencionales. La
estadificacibn tumoral, deteccion de metéstasis, cirugia guiada, asi como la
cuantificacién de una lesion son diferentes aplicaciones en este area.

En este contexto, es muy importante el conocimiento de marcadores tumorales y el
desarrollo de nuevos agentes de imagenologia molecular especificos de estos.

Los aptameros son oligonucleétidos (DNA o RNA) que tienen la caracteristica de
reconocer su blanco con alta afinidad y especificidad. Similar a los anticuerpos en
estas caracteristicas, los aptdmeros presentan ventajas que los hacen interesantes
para su aplicacion como agentes de imagen o terapia.

El Sgc8-c es una secuencia truncada del aptamero sgc8, el cual muestra una unién
especifica y con alta afinidad al receptor PTK7. Sgc8-c tiene solamente 41 bases y
una Kyde 0.78 nM para este receptor.

Si bien este receptor esta presente en células normales, su sobreexpresion ha sido
observada en cancer de colon, tumores géstricos, cancer de pulmén, préstata, mama
e incluso en metastasis. Si bien, su participacion en la oncogénesis parece ser clara,
aun no es un receptor extensamente caracterizado.

El presente trabajo consistio en la investigacion y desarrollo del aptdmero Sgc8-c
como agente de imagenologia molecular en cancer. Para ello Sgc8-c fue modificado
en su extremo 5 con HYNIC, DOTA y se marcd con Tecnecio-99m y Galio-67
respectivamente. Asimismo el aptdmero Sgc8-c fue marcado con Alexa647, para su
evaluacién como agente de imagen éptica en el infrarrojo cercano.

Todos los agentes desarrollados fueron evaluados fisicoquimicamente y frente a
diferentes lineas celulares tumorales. Finalmente, las caracteristicas de biodistribucion
y farmacocinética fueron estudiadas y tres modelos tumorales en ratén fueron

seleccionados para realizar imagenes.



Resumen

Molecular imaging is a discipline that involves many tools. One of its major applications
is the in vivo diagnosis of cancer, using molecular probes that recognize tumor markers
and have optimal characteristics for imaging. It also provides clinically important
information, allowing the correct choice of treatment options and monitoring their
effects. Details such as the location, size, morphology and structural changes of an
affected area can be detected by conventional imaging methods. Moreover, molecular
imaging techniques such as SPECT, PET and FMT, among others, are increasingly

used.

Due to its minimal invasive characteristics, molecular imaging allows the evaluation of
the pathology in context, being key to understanding tumor process without disturbing
the environment and providing additional information to conventional methods. Tumor
staging, detection of metastasis, guided surgery, as well as quantification of disease

are different applications in this area.

In this context, knowledge of tumor markers and the development of new targeted
molecular imaging agents is very important. Aptamers are oligonucleotides (DNA or
RNA), which have the characteristics to recognize their target with high affinity and
specificity. Similar to antibodies in their molecular recognition properties, aptamers

offer advantages that make them interesting for use as imaging agents or therapy.

Sgc8-c is a truncated aptamer sequence, which exhibits specific binding and high
affinity for the receptor PTK7. The Sgc8-c aptamer has only 41 bases, but its K, for its
receptor is 0.78 nM. Although this receptor is present in normal cells, its
overexpression has been observed in colon, gastric tumors, lung, prostate, breast
cancer and even their metastases. While participation in oncogenesis seems clear, the

receptor needs to be characterized more extensively in vivo as a valid biomarker.

The work presented describes the research and development of aptamer Sgc8-c as a
molecular imaging agent for cancer. Sgc8-c was modified at its 5 'end with radiometal
chelators HYNIC and DOTA and labeled with technetium-99m and gallium-67
respectively. Also, the Sgc8-c aptamer was labeled with the near infrared dye Alexa647
for evaluation as an optical imaging agent. All agents were developed and evaluated
physicochemically against different tumor cell lines. Finally, the pharmacokinetics and
biodistribution characteristics of the labeled Sgc8-c aptamer were studied and three

mouse tumor models were selected for imaging.
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2.1 Imagenologia molecular en Cancer

2.1.1 Imagenolog ia y cancer

El cancer es un proceso de crecimiento y diseminacion incontrolados de células [1].
Las mismas, sufren cambios y adquieren capacidades especiales diferentes respecto
de las células normales, seguida de la proliferacién descontrolada provocando la
invasion, primero localmente y luego a distancia, de tejidos sanos del organismo [2,3].
Actualmente constituye la principal causa de mortalidad a nivel mundial afectando a
casi el 25% de la poblacién [4,5].

Datos de la Comisién Honoraria de Lucha Contra el Cancer, en Uruguay, indican que
en el afo 2008 se registraron alrededor del 25 % de muertes por cancer, siendo el
cancer de mama el que mas afecta a la poblacion femenina y el cancer de pulmén en
hombres [6].

El cancer no constituye una enfermedad de causa Unica, sino que es el resultado de la
sumatoria de multiples factores entre los cuales se encuentran factores genéticos y
ambientales, entre otros [7-10].

Debido a sus caracteristicas heterogéneas el diagndstico del cancer se ha basado en
parametros clinicos y anatomo-patoldogicos [11,12].

La mayoria de los cénceres poseen altas tasas de sobrevida si se detectan
precozmente. De esta forma, se ha demostrado que el factor prondstico mas poderoso
esta relacionado con la extension de la enfermedad al momento del diagndstico
[13,14]. Sin embargo, es posible la remision completa en algunos casos si se realiza
una correcta seleccion del tratamiento, aun en estadios avanzados.

En funcion de ello, multiples son las técnicas de imagenologia utilizadas para el
abordaje del céncer. Mientras que las imagenes de tipo planar (rayos-X o
gammagrafias) son exploradas desde el siglo pasado, fue recién en el afio 1970 que
se desarrollaron las imagenes en 3D [15].

La imagenologia forma parte esencial de los protocolos clinicos, brindando informacién
anatémica, fisiologica y funcional en forma no invasiva. Su rol ha consistido en ayudar
a los profesionales a visualizar la ubicacion y extension de las zonas afectadas y su
seguimiento tras la terapia, mientras que actualmente se extiende a evaluar aspectos
asintomaticos, asi como con el desarrollo de terapias personalizadas.

Los sistemas de imagenologia clinica se basan en la interaccién de radiacion
electromagnética con los tejidos [16,17]. Estos pueden ser agrupados segun la fuente
de donde deriva la informacion visual (rayos-X, positrones, fotones, ondas de sonido,
etc.), la resolucién espacial (macroscépica o microscopica) o el tipo de informacién

obtenida (anatomica, fisiolégica o molecular) [18].
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Entre los sistemas de imagen macroscopica se encuentran las técnicas
convencionales, como la tomografia computada (CT) y la Imagen de resonancia
magnética (MRI) o el ultrasonido (US) y se puede adquirir informacion en donde es
posible diferenciar una anatomia o fisiologia normal de una anormal [18].

En la CT un tubo generador de rayos-X es la fuente utilizada. La exposicién externa
del paciente a los rayos-X y su la atenuacion por los diferentes tejidos es lo que
permite un alto contraste en las imagenes de las estructuras anatémicas. Es una
excelente herramienta para estudiar estructura ésea, y algunos érganos internos [19].
La MRI también permite obtener imagenes con una muy alta resolucion espacial. Sin
embargo, un alto contraste en tejidos blandos permite diferenciar cambios anatémicos
que no pueden ser observados por la CT, asi como la evaluacion de la permeabilidad
y volumen vascular, perfusion de tejido y difusibn de agua, entre otros. Su
funcionamiento se basa en la interaccion de un campo magnético externo uniforme
con el tejido y pulsos de radiofrecuencia en un plano perpendicular al campo
magnético que permiten recabar informacion a través del cambio en el flujo
electromagnético [19].

Detalles como localizacion de una zona afectada, tamafio, morfologia y cambios
estructurales pueden ser vistos a través de la CT asi como con la MRl y el US [15].
Asimismo, no dejan de ser menos importantes las imagenes que nos aportan otro tipo
de informacion. Algunas de ellas como el SPECT (del inglés Single Photon Emission
Computed Tomography), el PET (del inglés Possitron Computed Tomography) y la
FMT (del inglés Fluorescence-molecular tomography) son utilizadas hace ya varios
afos y detectan caracteristicas moleculares de la patologia [20,21] (Figura 1).

De aqui surge la imagenologia molecular, un area multidisciplinaria que consiste en la
visualizacion in vivo, caracterizacion y medida de procesos bioldgicos a nivel celular o

molecular [22].
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Imagen Anatémica Fisiologica Metabdlica Molecular

|/

Figura 1. Representacion del tipo de imagen que puede
adquirirse para las diferentes tecnologias CT, US, RMI,
SPECT, PET e imagen éptica.

Detectar caracteristicas moleculares en forma no invasiva, a través de una imagen,
permite evaluar la patologia en gran parte de su contexto y es clave para la
comprension del proceso tumoral sin la perturbacién del medio biolégico, aportando de
esta forma informacion complementaria a la obtenida por los métodos convencionales.
Esto no solo ayuda a seleccionar un mejor tratamiento, sino que permite evaluar la
progresion y respuesta al tratamiento en funcion de aspectos moleculares que se
evidencian mas precisa y rapidamente que otras variantes como por ejemplo la
reduccion del tamafio tumoral [23,24].

La estadificacién tumoral, identificacién de metastasis, las cirugias guiadas, asi como
la cuantificacion de una lesién, son diferentes aplicaciones dentro de este campo [25-

27]. A continuacion se resumen las tres grandes técnicas de imagenologia molecular.

2.1.2 Imagen Optica

Las imagenes Opticas son sistemas que estan basados en la interaccidon de los fotones
con la materia y sus primeras aplicaciones provienen del afio 1942 [28, 29].

La mayoria de ellos se basan en la capacidad que tienen ciertas moléculas de
fluorescer. Esta caracteristica consiste en la absorcion de la luz a ciertas longitudes de
onda y la emision de luz a longitudes de onda mayor luego de un corto intervalo de
tiempo.

En 1980, la utilizacién de fluoréforos en la region del infrarrojo cercano (NIR, 650-900
nm) cobré mayor importancia debido a que poseen ciertas ventajas en relacion a otros

para aplicaciones in vivo [30].
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En dicho rango de longitudes de onda es posible generar imdgenes con poca
interferencia y se logran mejores contrastes debido a que las moléculas presentes en
los tejidos, incluyendo la hemoglobina, el agua, lipidos y demas, no presentan grandes
absorciones a las longitudes de onda en cuestion [31].

La autofluorescencia de tejido correspondiente a proteinas estructurales como
coldgeno y elastina, amino&cidos como triptéfano, tirosina y fenilalanina, coenzimas
como FAD, NADH y NADPH, porfirinas y demds, es también minima entre esos
valores [32].

Las imégenes por fluorescencia son poderosas herramientas, adaptables, y la
penetracién en el tejido en el rango de mm-cm. De esta forma se han adaptado a
técnicas in vivo de imagenologia molecular [33-35].

Una de las aplicaciones mas recientes es la cirugia guiada por imagen en el NIR en
donde a tiempo real, el médico visualiza especificamente las zonas afectadas tras
exponer dicho tejido a una fuente de excitacién adecuada [25, 36].

Algunas de estas aplicaciones ya son aprobadas para su uso clinico [37,38].
Asimismo, los fluoréforos aprobados actualmente para estos y otros usos por la FDA
son la indocianina verde (o0 ICG) y el azul de metileno (o MB) (ver Figura 2) [39,40].
Entre las técnicas de imagenologia molecular ésta se destaca por su bajo costo y que
no utiliza radiacion ionizante. Sin embargo, debido a la baja penetracion en el tejido de
fotones con esas energias y el alto ruido de fondo son pocas las aplicaciones in vivo
gue han pasado a clinica [41]. Aun asi las ventajas persisten cuando de estudios en
animales de experimentacion se trata, con el fin de seguir procesos e identificar

nuevos blancos tumorales, entre otros.

CH, CH,
| |
s N,

=] S :O
01555) O oo

Figura 2. Estructura quimica de la indocianina verde (izquierda) y el azul de metileno
(derecha).
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2.2.3 Tomografia computada de emisibn de foton simp le
(SPECT)

Las gammagrafias son una serie de metodologias que abarcan un gran numero de
técnicas. Como su nombre lo indica, se basan en la deteccion de la radiacion gamma
emitida por un radionucleido que ha sido previamente administrado al paciente.

Entre ellas se encuentran la imagen planar o, en su forma mas moderna y
tridimensional, el SPECT. Actualmente la tomografia de emision del foton unico (o
SPECT) es una de las modalidades imagenolégicas mas utilizadas en clinica.

El SPECT es una poderosa herramienta de imagenologia molecular y permite detectar
cantidades muy pequefias del agente imagenolégico, las cuales se estiman entre 10™°
y 10™* M. Kuhl introdujo esta tecnologia en 1963 [42].

Este tipo de imagen es adquirida tras la administracion al paciente de un emisor
gamma. Si bien existe una atenuacion por los tejidos, la alta energia de esta radiacion,
permite ser detectada externamente.

Debido a que estas emisiones son direccionadas al azar, para mejorar la eficiencia de
deteccién de los rayos gamma se utilizan una serie de colimadores que permitan
determinar la incidencia de los rayos en forma externa. Un anillo cilindrico de cristales
de centelleo es asociado a una serie de fotomultiplicadores que traducen la sefial y es
integrada a través de un software para la reconstruccion de la imagen.

De esta forma se logra una resolucién espacial de aproximadamente 12 x 12 x 12 mm
[43].

Entre sus ventajas principales se encuentra que existen muchos radionucleidos
emisores gamma disponibles y aprobados para uso en clinica. Asimismo, el
equipamiento puede distinguir diferentes energias provenientes de radionucleidos
distintos usados simultdneamente [44]. Su costo es relativamente bajo en comparacion
con otras metodologias similares. Si bien otras metodologias le superan en cuanto a
resolucion espacial los colimadores de tipo multi-pinhole y mejores disefios del
equipamiento arrojan excelentes resultados [45,46].

Como se mencioné anteriormente, para el SPECT, se emplean radionucleidos
emisores gamma, con un periodo de semidesintegracion relativamente corto y una
energia optima de 30 a 300 keV que es detectada externamente.

En este sentido, los radionucleidos metalicos son de particular interés debido a su
amplio rango de propiedades quimicas y nucleares que permiten el desarrollo de una
gran variedad de agentes imagenoldgicos. Entre ellos se encuentra el Tecnecio-99m
(**™Tc) que es el radionucleido mas empleado en Medicina Nuclear diagndstica (ver
Tabla 1).
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La dosis de radiacion es en general baja y si bien depende del radionucleido utilizado

es similar a la que se obtiene en un estudio de CT abdominal [47].

Tabla 1. Resumen de radionucleidos emisores gamma. Informacion tomada de
http://ie.Ibl.gov/toi/nuclide.asp?iZA=750186.

Radionuc leido

(emisores gamma) Decaimiento ®  ty, Produccion
*MTc Tl 6.01h 141 Generador
*'Ga CE 3.26d 93, 185, 300 Ciclotrén

*n CE 2.80d 171, 245 Reactor nuclear
) CE 59.4 d 35 Ciclotrén

B TI, B 8.02d 364 Reactor nuclear
YL T, B 6.73d 208 Reactor nuclear
Re CE 3.72d 137 Reactor nuclear
T CE 3.05d 167 Ciclotrén

) CE, B+ 13.1h 159 Ciclotrén

4TI transicion interna; CE: captura electronica; B: emision beta; B+: emision de positrones.

2.1.4 Tomografia de emision de positrones (PET)

La Tomografia de Emisién de Positrones o PET es una herramienta muy utilizada en
los ultimos afios y va cobrando cada vez mas importancia. De forma similar al SPECT,
en ella también se detecta la emisiébn gamma.

La diferencia con el SPECT radica principalmente en el tipo de radionucleido que se
utiliza. Para PET son administrados al paciente agentes de imagen que portan en su
estructura radionucleidos emisores de positrones (ver Tabla 2). Los positrones
emitidos por el radionucleido recorren una pequefia distancia hasta que son
aniquilados con electrones circundantes. A partir de una aniquilacién se emiten dos
fotones en direcciones opuestas y con energias de 511 keV [48].

El detector PET, dispuesto alrededor del paciente, capta la sefial de la radiaciéon
gamma y la convierte en la imagen. En funcion de la dosis administrada, duracion del
estudio y la sensibilidad del detector y el escaner se logran obtener sensibilidades en
el orden de 10™ a 10™*? M. Sin embargo, desarrollar agentes de imagen molecular para
PET no ha sido tan sencillo. Hasta ahora la aplicacion clinica extendida es la de *®F-
FDG (2-fluoro-2-desoxi-D-glucosa) [49,50].

10
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La mayoria de los radionucleidos para PET son costosos de sintetizar ademas de que
el extremadamente corto periodo de semidesintegracion hace que sea necesario

generar médulos automatizados de sintesis que lo hace aun méas costoso [43].

Tabla 2. Resumen de radionucleidos emisores de positrones. Informacién tomada de

http://ie.Ibl.gov/toi/nuclide.asp?iZA=750186.

Radionucleidos

(emisores de positrones) Decaimiento Produccién
“Ga B+ 67.6 min 511 Generador
PF B+ 109.8 min 511 Ciclotrén
*zr B+ 16.5 h 511 Ciclotrén
He B+ 20.4 min 511 Ciclotrén
BN B+ 10.0 min 511 Ciclotrén
0 B+ 122.2s 511 Ciclotrén
*Cu B+, B 12.7 h 511, Ciclotrén
%y B+ 14.7 h 511 Ciclotrén
4 B+ 4.2 d 511 Ciclotrén

Sin embargo, debido a su alta sensibilidad, penetracion en el tejido, y capacidad
cuantitativa, el PET es una poderosa herramienta para diagndstico clinico de
diferentes patologias e investigacion basica en neurologia, cardiologia y oncologia
principalmente [51-53].

2.1.5 Imagenes multimodales

Si bien la CT o MRI poseen una alta resolucién espacial proporcionando minuciosos
detalles anatémicos, la apariencia entre una patologia maligna y una benigna o una
alteracion postquirdrgica y una residual pueden confundirse con tan solo este tipo de
estudios [54,55].

Por otro lado, la informacion funcional que nos brindan las técnicas de imagenologia
molecular como el SPECT, PET o FMT resulta en imagenes con una pobre resolucion
espacial en contraste con las anteriores mencionadas.

Las imégenes hibridas o multimodales consisten, entonces, en la integracion de dos o
més modalidades de imagen.

La conformacion inicial consistio en sistemas en tdndem basados en dos escaneres
posicionados uno a continuacion del otro y la fusién de las imagenes a través de un

software adecuado [56].
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Los sistemas mas modernos o sistemas hibridos, consisten en un Unico sistema
integrado de imagen que permite obtener toda la informacién en un Unico estudio [57].
Algunos autores lo llama “the best of both worlds” debido a que la a combinacion de la
imagen estructural de alta resolucion obtenida por los sistemas de imagen
macroscopicos junto con la imagen fisiolégica y molecular, o ambas, del tumor
obtenida en combinacion con otras modalidades integran los beneficios y potencian la
utilizacién como una potente herramienta [15].

Es asi que surgen las imagenes multimodales, una combinacion o fusion de imagenes
de diferentes modalidades, a través del co-registro de varias modalidades de
imagenes o del uso de sistemas hibridos. EI PET/CT [57, 58], SPECT/CT [59], son los
mas utilizados actualmente mientras que otros como el SPECT/RMN, PET/RMN [60],
FMT/RMN FMT/CT [61, 62], son muy prometedores.

Los diferentes sistemas varian en sus propiedades fisicas incluyendo la sensibilidad y
la resolucién espacial y temporal (ver Tabla 3).

El primer prototipo de PET/CT fue completado en el afio 1998 [57]. Sin embargo no
estuvo disponible en clinicas hasta el 2001 [63] siendo entonces un sistema que Si

bien ha tenido enormes avances, se ha desarrollado recientemente.

Tabla 3. Caracteristicas de los sistemas de imagenes mas comunes.

Concentracion en sangre

Resolucién espacial Penetracién en tejido .
del agente de imagen

CT 300 um llimitada 50 umol/L
RMN 800 um llimitada 10-100 umol/L
Ultrasonido 500 um llimitada 50 nmol/L
SPECT 5-10 mm llimitada nmol/L-pmol/L
PET 2-8 mm llimitada nmol/L-pmol/L
Imagen Optica  1-5 mm <lcm nmol/L-pmol/L

2.2 Agentes de imagenologia molecular

Si bien la imagen es la reconstruccion visual que nos ayuda a determinar varios
pardmetros, detras de todo este desarrollo se encuentran otros desafios.

Un agente imagenolégico actia como trazador, ya que es administrado a bajas
concentraciones de manera tal que no presentan ningun efecto farmacologico. Esto es
lo que basicamente los diferencia de los farmacos convencionales en donde se busca
intervenir en un proceso biolégico particular.

Tras su administracion al paciente el agente imagenoldgico se distribuye a través del

organismo localizdndose en las zonas afectadas. Luego, o mientras se produce la
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acumulacion en la zona afectada, las radiaciones son detectadas externamente para
generar una imagen mediante procesamiento computarizado [64,65].

A diferencia de algunas técnicas imagenoldgicas convencionales en imagenologia
molecular se requiere no sélo del desarrollo de equipamiento de alta resolucion, sino
gue de la identificacion de nuevos blancos moleculares y del desarrollo de agentes
imagenologicos especificos para estos [66,67].

En general, el agente de imagenologia molecular consta de dos partes bien
diferenciadas: la molécula biol6gicamente activa que determina el reconocimiento por
su blanco y el generador de la imagen el cual emite radiacion permitiendo la deteccién
externa y la valoracion del proceso en forma cuali- o cuantitativa [64] (ver Figura 3A).

Molécula de reconocimiento Molécula de reconocimiento Molécula de reconocimiento

Blanco molecular Blanco molecular Blanco molecular

Figura 3. Representacion esquematica de un agente de imagenologia molecular (A) y
variaciones de los mismos (B).

Pequefias moléculas, péptidos, proteinas, anticuerpos, oligonucleétidos vy
nanoestructuras pueden actuar como molécula de reconocimiento especifico por un
blanco molecular. Las caracteristicas principales que se busca en ellos son la alta
afinidad y especificidad por el blanco molecular.

Sin embargo, otros aspectos deben ser tenidos en cuenta a la hora del disefio de
agentes de imagenologia molecular. Una alta sensibilidad no solamente depende del
equipamiento seleccionado sino de caracteristicas propias del generador de imagen y

Su entorno que eviten perturbaciones y minimicen la sefial emitida.
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La estabilidad in vivo y la cinética de eliminacion son las caracteristicas que, junto con
las anteriores, buscan obtener altas relaciones blanco/no blanco en la imagen [68].

Un aspecto fundamental en el disefio es que la incorporacion de estructuras foraneas
como atomos radiactivos o fluor6foros a moléculas bioldgicamente activas puede
afectar enormemente sus propiedades. Esto puede evitarse tras la incorporacion de un
espaciador (ver Figura 3B), entre ambas partes, que actia minimizando interacciones.
A su vez, la flexibilidad, carga e hidrofilicidad pueden ser elegidos para modificar las
caracteristicas del agente imagenolégico en su conjunto.

En la Tabla 4 se resumen las caracteristicas deseables y tipos de blancos tumorales y

de agentes de imagenologia molecular.

Tabla 4. Resumen de caracteristicas deseables de los blancos tumorales y de los agentes de

imagenologia molecular.

Tipos Caracteristicas deseables

Proteinas
ADN Presente en tumores o presente en diferente cantidad que el
T Lipidos tejido sano.
Carbohidratos Puede estar presente también en el microambiente tumoral o
Toxinas en vias linfaticas o sanguineas.
Hormonas
Péptidos Especificidad
Agente de Proteinas Afinidad
reconocimiento Anticuerpos Estabilidad
molecular Aptameros Répida eliminacion
Nanoparticulas No inmunogénico ni toxico

Radionucleidos - . o
. i Amplificar la sefial de reconocimiento.
Agente de imagen Fluoréforos o
Bajo ruido de fondo
Agentes de contraste

La utilizacion de simples cadenas hidrocarbonadas o de secuencias poliaminoacidicas
puede variar la lipofilicidad en su conjunto y de esa forma modificar la eliminacion
renal. Polilisina, poliglicina, o &cido aspartico pueden ser utilizados para aumentar la
carga global de la molécula, tornandola més hidrofilica para disminuir la retencién en
los rifiones. El polietilenglicol (PEG) puede utilizarse por ejemplo para incrementar la
circulacion sanguinea.

De esta forma toda modificacion debera ser evaluada a los efectos de evidenciar como
afecta la actividad biol6gica de la molécula a desarrollar y que no sean inmunogénicos
ni toxicos.

Por ejemplo, la incorporacion de fluoroforos a las biomoléculas, por ser en general
grandes estructuras con anillos aromaticos, pueden cambiar enormemente la lipofilia

de la molécula. La incorporacion de atomos radiactivos metélicos requiere en general
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de un conector con la capacidad de ser quelantes bifuncionales, los cuales deben ser
cuidadosamente seleccionados para que coordinen al &tomo metalico y por otro lado
permitan la unién a un grupo funcional presente en la biomolécula [69].
Fundamentalmente estos deben formar un complejo termodindmicamente estable con
el metal [69]. Esto se logra generalmente con el uso de quelantes polidentados y su
eleccion depende principalmente del tamafio y geometria de coordinacién del ion
metalico [70].

El uso de quelantes bifuncionales y/o espaciadores dependerd entonces de las
caracteristicas que el agente imagenoldgico requiera para funcionar como tal.
Particularmente el tecnecio posee una quimica muy diversa y la gran variedad de
estados redox permite aplicar diferentes estrategias en el uso de agentes quelantes.
La estrategia de quelante preformado consiste en un método indirecto de marcacién
en donde un guelante bifuncional o precursor es conjugado a la biomolécula, previo a
la incorporacion del *"Tc.

En la actualidad los complejos basados en tricarbonilo y sus analogos son
ampliamente estudiados para este tipo de aplicaciones [71]. Debido a la configuracién
electronica d® de bajo espin del Tc (1), el **™Tc(CO); es extremadamente estable sobre
un amplio rango de pH y resulta en altos rendimientos de marcacion [72-74].

A pesar de que las estrategias de marcacion con formacion de complejos
tricarbonilicos son muy utilizadas en estudios de marcacién con ®mTc en moléculas
pequefias es posible que las torne mas hidrofébicas. Esto afecta de manera muy
importante la biodistribucién de la molécula y por consiguiente su eliminacion.
Asimismo se necesitan altas temperaturas para lograr rendimientos considerables lo
cual puede afectar la estabilidad de la biomolécula [75].

El acido 6-hidracino nicotinico o HYNIC (ver Figura 4), es un quelante bifuncional
utilizado para la marcacion con **"Tc que permite marcaciones sencillas y con buenos
rendimientos sin alterar de manera importante las caracteristicas de la biomolécula
[76,77].

HYNIC ha sido utilizado para la marcacion de péptidos [78] y proteinas [79,80],
liposomas [81] y oligonucleétidos [82], entre otros. El agrupamiento responsable de la
unién a biomoléculas es el &cido carboxilico que se encuentra en su forma activada,
mas reactiva, como éster N-hidroxisuccinimidilo (NHS-HYNIC, Figura 4), para formar
un enlace peptidico con grupos amino como la lisina, en el caso de proteinas [76,88].
Por otro lado, el grupo hidracino libre del HYNIC presenta baja estabilidad en
disolucion [89]. Su estabilidad mejora sustancialmente si es almacenado como sal y
protegido de la luz [90]. Debido a que el grupo hidracino es altamente nucleofilico, se

requiere de proteccion ortogonal para impedir reacciones con electréfilos como el
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mismo éster activado [91]. Sin embargo, las condiciones de desproteccion deben ser
compatibles con las condiciones éptimas de coordinacion sin que la biomolécula
pueda verse afectada [92]. Es asi, que el agrupamiento hidracino se encuentra
generalmente protegido, como se encuentra el reactivo que se comercializa (Figura
4A), como la hidrazona de acetona (derivado isopropilideno, NHS-HYNIC(Is0)). En
nuestro laboratorio hemos desarrollado la sintesis de un NHS-HYNIC protegido, a nivel
del grupo hidracino, como trifluoroacetato (NHS-HYNIC(Tfa), Figura 4B) que ha
demostrado ciertas ventajas en el proceso de marcacion que no las presenta el
producto comercial [75,89,96]. Esta sintesis se ha conseguido mediante calentamiento
con microondas y se ha realizado la marcacion de biomoléculas como anticuerpos
[95]. También han sido descritos, péptidos conjugados con HYNIC protegido a través
de trifluoroacetilo que pueden ser eficientemente marcados con *"Tc, en condiciones
reductoras [93,94].

En este sentido, y dadas las ventajas en el uso de este nuevo derivado modificado, las
suaves condiciones de temperatura y pH que se establecen al realizar la marcacion y
la estabilidad de los conjugados, es que HYNIC protegido a través de Tfa es un
camino conveniente para la marcacion con Techecio-99m de moléculas sensibles a
condiciones de pH y temperatura y que seran almacenadas por ciertos periodos de
tiempo [96].

Algunos autores sugieren que HYNIC podria coordinar, en forma monodentada, con el
tecnecio a través del nitrégeno hidracinico y otros proponen que coordina en un modo
bidentado mediante los nitrdgenos hidracinico y piridinilico. De esta forma, HYNIC
puede ocupar uno o dos sitios de coordinacion y por lo tanto necesita de un coligando

para completar la esfera de coordinacion con el Tecnecio-99m [83-85].

A B

0 o]
(0] o}
N N
\Ojk(j \0/“\(1
(o} 0 H
Y Y

H H 0

Figura 4. NHS-HYNIC con el grupo protector isopropilideno (HNS-HYNIC(Is0)) (A) y NHS-
HYNIC con el grupo protector trifluoroacetato (HNS-HYNIC(Tfa)) (B).

Tricina, acido etilendiamino acético (EDDA) o fosfinas son usados como coligandos (L)

en su forma [*"Tc(HYNIC—biomolécula)(L),], si bien la estructura de los complejos
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aun no estan claramente elucidadas [70]. A su vez el uso de diferentes coligandos
permite variar las propiedades fisicoquimicas [86,87] (ver Figura 5). Debido a que el
Tecnecio-99m se obtiene de un generados *Mo/**"Tc la forma quimica de partida es
el Na**™TcO,, en donde el tecnecio se encuentra en su estado de oxidacién +7. Para
su coordinacion con HYNIC y respectivos coligandos serd necesaria su reduccién con

algun agente reductor como el SnCl,.

H O 0 0
HO | \)k HO OH
OH N
\’/ OH e\
OH ﬁ ﬁ

Figura 5. Coligandos para **"Tc, tricina (izquierda) y EDDA (derecha).

Por otro lado, en funcién de las propiedades y radios atdbmicos son necesarios otros
gquelantes bifuncionales para la variedad de radionucleidos metalicos que son
utilizados actualmente.

Los iones de metales lantanidos con radios atomicos grandes necesitan de 8 a 9
atomos dadores para completar la esfera de coordinaciébn y en disolucién se
encuentran generalmente en su estado de oxidacion +3. Su precipitacion es posible en
su forma de hidroxidos, fosfatos o carbonatos y por ello la coordinacion debe darse
evitando que ello suceda a pH levemente acido [97].

Asi, los policarboxilatos poliazamacrociclicos forman complejos estables y en cortos
tiempos [98]. Uno de estos el acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N,N’,N”",N"-
tetraacético (DOTA) es un quelante que tiene muy buenas caracteristicas,
comparables con las de otros agentes muy utilizados como EDTA o DTPA [99].
YTLu(, BGa(lln), ’Ga(lll), *n(lll), entre otros radionucleidos, pueden ser quelados
con muy buenas constantes de asociacion con DOTA [99].

DOTA presenta una estructura ciclica con cuatro grupo carboxilicos y coordina a
través de los cuatro nitrdgenos aminicos y como maximo con tres oxigenos de los
grupos carboxilicos dadores [100].

Como se muestra en la Figura 6, al igual que HYNIC, DOTA puede ser activado con
un grupo éster N-hidroxisuccinidilo (NHS-DOTA) para ser utilizado en la marcacién de
biomoléculas como proteinas, péptidos, oligonucleétidos, etc. [70,101,102], formando

un enlace amida.
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C OH

)
PR e

Figura 6. Estructura de NHS-DOTA

Como se mencion6 anteriormente los esteres activados NHS pueden ser acoplados a
aminas primarias de las lisinas 0 a grupos amino a través de un enlace amida con alta
selectividad por aminas alifaticas. El pH 6ptimo de reaccién, para NHS-DOTA, en
sistemas acuosos es entre 8.0 y 9.0. Este enlace amida es muy estable en
condiciones fisiologicas [77].

La estabilidad en el tiempo de estos intermedios con DOTA son muy elevados y las
marcaciones son realizadas en condiciones levemente acidas no siendo necesarias
temperaturas altas en general. Preferentemente el radionucleido debe estar disponible
en numero de oxidacién +3 lo cual se tiene bajo forma de cloruro, facilmente obtenible.
Sin embargo la disociacion del complejo del metal de interés por la competencia de
trazas metdlicas presentes en la mezcla pueden interferir en el rendimiento de la
misma por lo cual la calidad de las disoluciones utilizadas debe ser tal que

practicamente no hayan trazas metalicas.

Se ha estimado que un agente de imagenologia molecular cuesta 150 millones de
dolares en su desarrollo y que finalmente su aplicacion en la clinica supera
enormemente este valor [103]. Todas las variables deben ser tenidas en cuenta para

asegurar la mejor calidad de imagen y resultados confiables al paciente (ver Figura 7).
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Identificacién de
agentes de
reconocimiento
especificos por
los blancos
moleculares

Generacién del
agente de
imagen

Identificacion de
blancos
moleculares

Estudios
Preclinicos

Estudios Clinicos Registro

Figura 7. Esquema de las etapas que debe cumplir un agente imagenolégico para su uso
plenamente aprobado.

2.3 APTAMEROS
2.3.1 Antecedentes

La imagenologia molecular depende en gran medida no solo del equipamiento
adecuado sino del desarrollo de nuevos agentes de imagenologia molecular.
Diferentes tipos de biomoléculas son utilizadas para estas aplicaciones.

Los aptameros son oligonucleétidos (ssDNA o RNA) con una estructura tridimensional
caracterizada por bucles, tallos u horquillas [104-108] y tienen la capacidad de unirse a
un blanco determinado a través de enlaces no-covalentes (van der Waals, enlaces de
hidrégeno, interacciones electrostaticas) con alta afinidad y especificidad. Estos
blancos incluyen una variedad enorme de moléculas como toxinas, proteinas y
peptidos, entre otros.

La historia de los aptameros se remonta a Sol Spiegelman en 1960 junto con el
advenimiento de la tecnologia recombinante [109]. En 1990 Elington y Gold [110,111]
profundizaron en la tematica y fueron quienes le dieron el nombre de aptdmeros.

Son seleccionados a travées de complejas bibliotecas combinatoriales masivas
mediante un proceso in vitro llamado Evolucion Sistemética de Ligandos por
Enriguecimiento Exponencial (del Inglés SELEX). Esta técnica consiste en varias
rondas de seleccion y amplificacion a partir de una biblioteca de secuencias de acidos
nucleicos. Un gran pool de oligonucleétidos simple hebra (> 1 x 10*) son incubados

con el blanco molecular seguido de la remociéon de las secuencias no unidas. Las
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secuencias que poseen reconocimiento son aisladas y amplificadas por PCR o RT-
PCR y el pool enriquecido es expuesto nuevamente a una nueva ronda de seleccién
(aproximadamente 6-10 rondas de seleccién). Finalmente se realiza la secuenciacion y
caracterizacion individual de las variantes que presentan mayor afinidad [110,111].
Incluso la utilizacion de nucle6tidos no naturales permiten elevar la variedad y por lo
tanto la posibilidad de obtener mejores resultados en lo que respecta a la afinidad
[112].

Dicha técnica ha sido aplicada a un screening celular llamada Cell SELEX [113] lo que
ha permitido no solo identificar aptdmeros con gran potencialidad sino que también
identificar nuevos blancos tumorales presentes en lineas celulares tumorales
conocidas y establecidas [114]. Esta metodologia ha sido incluso mejorada, llamada
STACS (del Inglés Specific target cell selex) [115].

Entre sus aplicaciones se encuentran la cuantificacion de la expresion de un blanco
tumoral a través de biosensores, microscopia o citometria de flujo, localizacion celular
de un blanco tumoral, entrega de farmacos e imagenologia molecular. Sus usos
vienen creciendo a pasos agigantados (ver Figura 8).

Jayasena describe a los aptameros como los “rivales de los anticuerpos” [116]. Esto es
porque los aptameros ofrecen ventajas sobre los anticuerpos y otras moléculas
convencionales de reconocimiento especifico usadas cominmente como farmacos o
agentes imagenolégicos.

El proceso in vitro de sintesis quimica y seleccion de los aptameros es rapido, de bajo
costo y posee menor variabilidad, en comparacion con la de anticuerpos. Asimismo no
generan inmunogenicidad y no son toxicos [117]. Por otro lado, son de bajo peso
molecular (~15000 Da) y pueden ser facilmente modificados para incrementar su

estabilidad biologica.
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Figura 8. Publicaciones en el periodo 1985-2015 cuyas una de sus palabra clave es aptamero.

Aunque poseen carga polianionica se ha demostrado que los aptameros pueden ser
internalizados en organelos intracelulares [118,119].

Macugen (pegaptanib sodium injection; Eyetech; OSI pharmaceuticals, Melville, NY) es
la primera formulacion de aptameros aprobada para uso clinico por la FDA y se
emplea en el tratamiento de la degeneracion neovascular macular de la edad al inhibir
la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) [120].

Actualmente existen varios estudios llevandose a cabo en fase clinica [121,122].
Debido a sus caracteristicas los aptameros pueden ser utilizados como agentes de

imagen molecular y terapia.

2.3.2 Aptameros en aplicaciones in vivo

Los aptameros de eleccion como agentes de imagenologia consisten en rangos de
peso molecular de entre 10-15 kDa. Los valores de afinidad que se logran obtener se
acercan a los obtenidos para anticuerpos enteros. Sin embargo su tamafio les otorga
una rapida penetracién en los tejidos, asi como una rapida eliminacion del organismo.
Asi, se logran entonces relaciones blanco/no blanco mucho mas elevadas [123,114].

La primera aplicacion de aptameros como agentes de imagenologia molecular fue
realizada marcando con %*"Tc. Un aptdmero que se une especificamente a la
tenascina-C fue marcado con *"Tc y estudiado en tumores xenégrafos encontrandose
relaciones tumor sangre de 50:1 a las 3 h [124]. No se han descrito respuestas

inmunes en sus aplicaciones in vivo [117].
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Los aptameros prometen enormes ventajas en comparacion con los tipicos péptidos y
anticuerpos (ver Figura 9)

Estas caracteristicas proporcionan indicios de que la marcacién de aptdmeros podria
ser un buen camino para imagenologia de tumores (ver Tabla 5).

Desde que los aptdmeros han demostrado présperos resultados sus aplicaciones en
imagenologia molecular se han extendido a técnicas como imagen 6ptica con fotones
en el infrarrojo cercano de penetracion por arriba de 800 um [125-127], RMN
[123,128], CT [129], SPECT y PET [129-131], entre otras.

La estabilidad y la cinética de eliminacion son dos caracteristicas fundamentales que
determinan la biodisponibilidad de los aptameros in vivo. Si bien los aptameros son
menos susceptibles a la temperatura o pH que los anticuerpos el principal obstaculo
consiste en evadir las exo- y endonucleasas presentes en plasma.

En este sentido es preferible la eleccién de aptameros de tipo ADN debido a que el
ARN es mas facilmente degradable. Se han descrito una variedad de modificaciones,
post-SELEX principalmente a nivel de la ribosa que evitarian la degradacion

enzimatica de los mismos (ver Tabla 6).

Anticuerpos Aptameros

Facil mejora de
afinidad

Produccién a bajo
————— costo

Alta afinidad Rapida Penetracién

— en tejido
Alta estabilidad

Figura 9. Comparacioén de ventajas tanto de los anticuerpos como de los aptameros.
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Tabla 5. Aptameros descritos como agentes de imagenologia molecular. Unicamente se incluye bibliografia que presenta estudios en animales.

Agente de Imagen

Blanco

Patologia

Nombre

Imagen*

Introduccion

1997 PMTe Neutrdfilo elastasa ADN Inflamacién NX21909 Charlton [124] Si No
2000 123 125 Trombina ADN Coagulacion - Dougan [132] No Si
2004 #MTe Tenascina-c ARN Cancer TTA Schmidt [133] No Si
2006 PMTe Tenascina-c ARN Céancer TTAL Hicke [134] Si Si
2009 B T Mucl ADN Céancer AptA y AptB Da Pieve [135] No Si
2009 *'Ga Nucleolina ADN Cancer MFR-AS1411 Hwang [123] Si Si
2010 NIR migM ADN Céncer TDO5 Shi [136] Si No
2011 *cu PSMA ARN Céancer A10-3.2 Rockey [137] No No
2011 NIR PTK7 ADN Céancer AAPsgc8 Shi [138] Si No
2012 FMTe hMMP-9 ARN Cancer F3 Da Rocha [139] No Si
2013 NIR Sin identificar ADN Cancer S6 Shi [140] Si Si
2014 NIR PSMA ARN Céncer A9g Dassie [141] Si Si
2014 PMTe CEA ADN Céancer Apt3 y Apt3-amino Correa [142] No No
2014 1%Re EGFRuvIII ADN Céancer u2 Wu [143] Si Si
2014 NIR CD30 ARN Céancer Anti-CD30 Zeng [144] Si No
2014 NIR Sin identificar ADN Céancer Cy-Apt20 Cao [145] Si No
2014 ®cu Nucleolina ADN Céancer AS1411 Li [146] Si Si
2014 99mTc Her2 ARN Cancer Anti-Her2 Varmira [147] No Si
2015 99mTc Her2 ARN Céancer Anti-Her2 Varmira [148] No Si

*Se refiere a imagen in vivo de un animal

*BD corresponde a estudios de biodistribucién en animales sanos o enfermos.
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Los aptameros pueden también modificarse quimicamente con fragmentos derivados
de PEG para modificar las propiedades farmacocinéticas y estudiar de esa manera las
diferentes aplicaciones [149]. De la misma forma los aptdmeros podrian ser
derivatizados con agentes quelantes y marcados por una gran variedad de

radionucleidos emisores gamma y de positrones (ver Figura 10).
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Figura 10. Esquema de cadena de ADN en donde se observa coloreado los grupos que mas

comunmente son modificados quimicamente para mejorar sus propiedades.

Si bien las modificaciones post-SELEX pueden afectar enormemente la afinidad por el
blanco cualquiera de las modificaciones pueden afectar la lipofilicidad y la carga del
aptamero. Sin embargo algunas de ellas parecen no interferir de manera importante.

En resumen los aptameros reunen las ventajas de ambos, péptidos y anticuerpos,

para su exitosa aplicacion en imagenologia molecular [106,149,150].
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Tabla 6. Posibles modificaciones que se pueden realizar sobre los aptameros [151-155]

Modificaciones pre -SELEX

Acidos nucleicos modificados ) o
Esqueleto Mejorar afinidad

(PNA, XNA, BNA, LNA, FNA)
Modificaciones post -SELEX

Bases no naturales

Bases Aumentar variabilidad en la seleccion
(Dsy Px)

Conformacion Spielgemeros Mejorar reconocimiento por el blanco

Esqueleto Hexaetilen glicol Sustitucion de secuencias del loop
2'amino

Ribosas 2'fluoro Estabilizacion contra nucleasas
2'-O-metilo
PEG Mejorar caracteristicas farmacocinéticas
Quelantes bifuncionales Agente de imagenologia
Fluoréforos Agente de imagenologia y cuantificacion

2.4 Objetos de estudio
2.4.1 Sgc8-c

Sgc8 fue un aptamero seleccionado de una biblioteca de 10*° secuencias de ssADN al
azar al intentar generar moléculas de unién a células T de leucemia linflobastica aguda
[113]. EI mismo mostré6 unirse con alta especificidad y afinidad a un blanco de
superficie celular presente en células de T-ALL (CCRF-CEM, Jurkat, Molt-4, Sup-T1),
AML (NB-4) y no asi en células normales o células de linfoma y B-ALL (Ramos y
Toledo, respectivamente) [114].

Tras realizar los ensayos correspondientes se evidencid que el Sgc8 tiene la
capacidad de reconocer selectivamente el receptor PTK7. En el trabajo de Shangguan
y colaboradores [114] se evidencia que el anticuerpo anti-PTK7-PE no compite por el
Scg8-PE, lo cual lo explican por la unién a diferentes sitios de reconocimiento [156].
Segun estudios realizados posteriormente Sgc8 seria internalizado a través de
endosomas al igual que el anticuerpo anti-PTK7. La internalizacion ocurre luego de la
union a la proteina blanco por lo que es un proceso receptor-dependiente en el cual
una pequefia regiéon de la membrana se invagina para formar una vesicula intracelular.
Asimismo fue evaluado que Sgc8 posee minima citotoxicidad a altas dosis [157].
Finalmente, se estudié Sgc8-c, el cual es un una secuencia truncada del original Sgc8,
gue mostré la misma capacidad de union al blanco. Sgc8, el aptamero de 88 bases,
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posee una Ky de 0.8 nM mientras que Sgc8-c con solamente 41 bases tiene una Ky de
0.78 nM (ver Figura 11) [158].
Mas adelante Sgc8-c fue conjugado a la doxirrubicina por el mismo grupo

comprobandose que se conservaban sus caracteristicas in vivo [159].
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Figura 11. Aptamero Sgc8 y su fragmento Sgc8-c

2.4.2 PTK7: blanco molecular del Sgc8 -c

Los receptores de tirosinquinasa (RTK) constituyen el mayor grupo de receptores de
membrana los cuales responden uniendo al ligando a través de la modulacién de la
actividad catalitica de su dominio quinasa intracelular. Estan involucrados en el control
de una amplia variedad de procesos celulares, incluyendo el ciclo celular,
metabolismo, sobrevida celular y diferenciacion, entre otros.

Los RTK son los mayores mediadores en sefales intracelulares en organismos
multicelulares. Su funciébn en el desarrollo es extremadamente importante y su
alteracion esta asociada a una gran cantidad de patologias [160].

Son generalmente proteinas grandes, que contienen entre 800 y 1600 aminoécidos, y
se extienden en tres regiones bien caracteristicas. Poseen un Unico dominio
transmembrana y el dominio quinasa en la en el extremo C-terminal que es muy
conservado y se extiende en la regién intracelular. El dominio N-terminal se encuentra
hacia en region extracelular y es responsable de la unién al ligando, por lo cual es

altamente variable.
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Los RTK pueden subdividirse en varias familias en funcion de la similitud del dominio
tirosinquinasa, del dominio extracelular o su organizaciéon a nivel génico. En su
dindmica y tras la unién al ligando el receptor dimeriza y fosforila residuos tirosina en
los dominios intracelulares. Esto genera una cascada de sefales a nivel intracelular
gue deriva en una gran variedad de cambios celulares [161].

PTK7 (del inglés Protein Tirosin Kinase 7) fue identificado en células de céancer de
colon por lo que recibia el nombre de Colon Carcinome Kinasa (CCK4) [162].

Este receptor esta altamente conservado en diferentes especies [162] y consiste en
siete dominios extracelulares tipo inmunoglobulina, una region transmembrana y un
dominio cataliticamente inactivo de tipo tirosinquinasa [163-164]. La pérdida del
dominio triplete DFG hace que tenga esta caracteristica por lo cual también es
considerado una pseudoquinasa [165].

Si bien aun no se han identificado ligandos especificos y carece de actividad quinasa,
gueda claro su rol esencial en la sobrevida de los organismos.

Su rol en el desarrollo neuronal y polaridad celular en vertebrados fue evidenciado
desde 2004 [166,167] y en los movimientos morfogenéticos durante el desarrollo
embrionario [168-170].

En condiciones normales ha sido demostrado que PTK7 participa en sefiales de
polaridad celular involucrando proteinas como Wnt asi como Plexinas, Semaforinas,
RACK1 B-Catenina y demas. Todas estas vias de sefializacion estan involucradas en
el desarrollo embrionario. Sin embargo, PTK7 pareciera tener un rol muy importante en
la migracion e invasion endotelial de células tumorales [171,172].

También ha sido descrita que su participacion no solo estd confinada a tejidos
epiteliales [173] sino que se encontraron un grupo de células progenitores mieloides

induciendo sefiales promigratorias y antiapoptoticas.

Tabla 7. Resumen de las isoformas de PTK7, adquirido de
http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/PTK71D41901ch6p21.html.
mMmARN Perdida de | AA PM(kDa) | Estructura
exones
Isoforma 1 | 3213 pb - 1070 | 118,5 Entero
Isoforma 2 | 3093 pb 10 1030 | 114 Pérdida de parte del loop Ig6
Isoforma 3 | 3045 pb 8,9, 10 1014 | 103,7 Pérdida de loop Ig5, y parte del Ig6

2823 pb 12,13 940 112,4 Pérdida de loop Ig7
2451 pb 16-10 816 90 Pérdida de dominio tirosinquinasa
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El gen PTK7 humano esta localizado en una region (6p21.1-p12.2) y deleciones y
duplicaciones han sido encontradas en pacientes con diferentes patologias [174].

La sobreexpresion del receptor ha sido observada en varios tumores como de colon
[175,176], gastricos donde ha quedado bien diferenciada la relacion a una mayor
sobrevida y periodo libre de enfermedad [177], de pulmén [178], de prostata [179],
cancer de mama y metéstasis [180,181].

Un estudio reciente en células de cancer de colon acerca de la apoptosis estudio el rol
de las caspasas, particularmente de la caspasa 10 a través de la via de sefializacion
mitocondrial y no dependiente de p53. Tras el silenciamiento génico de PTK7 se
redujo la viabilidad celular més del 90 % luego de 4 dias [182]. De alli se deduce que
PTK7 estaria involucrada en la promocion de migracién y sobrevida celular. Por el
contrario carecer de este receptor pareceria terminar en la apoptosis celular. Este rol
auln no estid completamente estudiado.

AUn no se han dilucidado exactamente cuales son las moléculas participantes y en
que vias de sefalizacion intervienen. Al parecer podrian participar heterodimeros
[183]. Se ha descrito como co-receptor de Wnt confiriendo especificidad en la
respuesta a los ligandos de Wnt [184]. Trabajos recientes revelan la protedlisis de
PTKY7 por MT1-MMP el cual esta implicado en cancer [185-187]

Se estudid que PTK7 promueve la angiogénesis asi como la migracion celular e
invasion en células endoteliales activando KDR por la estimulacion de VEGF [188].
Asimismo PTK7 podria formar heterodimeros con VEGFRL1 favorecido por VEGF-A y
promover asi la migracion y formacién de tubos durante la angiogénesis. PTK7 es
esencial en la activacion de VEGFR1. Las vias de sefalizacion implicadas en estas
interacciones fueron FAK y Akt [189].

Se han detectado dos isoformas de PTK7 en raton, una de 100 y otra de 140 kDa
[166], sin embargo en humanos Ptk codifica 5 variantes por splicing alternativo (ver
tabla 7) [190]

Su presencia en leucemia linfoblastica aguda de células T (T-ALL) fue puesta en
evidencia al aplicar Cell-SELEX para la seleccién de un aptamero [114]. Un grupo de
muestras provenientes de pacientes fueron evaluadas en PTK7. Se detecté que PTK7
estaba expresado en células progenitoras hematopoyéticas CD34+ y un subgrupo de
AML. La linea erotroide, granulocitica, monocitica, precursora de células B y células B
y T maduras no mostrd significante expresion de PTK7. Por lo tanto este receptor es
considerado un marcador tumoral e inmunofenotipico para leucemia aguda y el
incremento de resistencia a la apoptosis en leucemia [191]. Asimismo se observo la
sobreexpresion en medula en T-ALL y luego del tratamiento quimioterdpico se

mantiene la sobreexpresion pudiendo ser detectables residuales de T-ALL [192].
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Objetivos

3.1 Objetivo general

Investigacién y desarrollo de potenciales agentes de imagen molecular utilizando el

aptamero Sgc8-c.

3.2 Objetivos especificos

« Realizar las modificaciones quimicas del aptdmero Sgc8-c para sus diferentes
aplicaciones:

- Marcacion con un derivado adecuado de Alexa674 a partir del aptdmero Sgc8-c con

un extensor de 6 carbonos y un grupo amino terminal.

- Derivatizacién del aptamero con un derivado adecuado de HYNIC, a partir del

aptamero con un extensor terminal de 6 carbonos y un grupo amino terminal. Posterior

marcacion con Tecnecio-99m.

- Derivatizacion del aptdmero con un derivado adecuado de DOTA, a partir del

aptamero con un extensor terminal de 6 carbonos y un grupo amino terminal. Posterior

marcacion con Galio-67

» Evaluacion fisicoquimica de los agentes desarrollados.

» Evaluacion biologica, tanto in vitro como in vivo, de los agentes desarrollados.
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Materiales y Métodos

4.1. Modificacién de Aptameros

El aptamero Sgc8-c (MM 12634 Da) de 41 nt con una secuencia original 5'- ATC TAA
CTG CTG CGC CGC CGG GAA AAT ACT GTA CGG TTA GA -3, fue modificado por
la incorporacién de un grupo amino libre en su extremo 5'. EI aptdmero fue adquirido
de Integrated DNA Technologies (IDT) junto con la incorporacién del n espaciador de
cadena alifatica de 6 carbonos 5AmMC6 (ver Figura 12). Dicho aptamero quedo
constituido de la siguiente manera 5'- /ISAMMCG6/ATC TAA CTG CTG CGC CGC CGG
GAA AAT ACT GTA CGG TTA GA -3' con una masa molar final estimada por el

proveedor de 12815 Da (ver anexo).
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Figura 12. Grupo aminohexilo (SAmMMCSG6) con el que se derivatiz6 el aptamero Sgc8-c en

su extremo 5’ para su posterior conjugacion.

Para proceder a la conjugacion con el fluoréforo Alexa Fluor® 647 (A-30009,
ex/em=651/672 nm) en su forma de éster N-hidroxisuccidinimilo, el aptdmero Sgc8-c-
5AmMMCS6 se filtré con agua por microcon 10 kDa cutoff (Microcon® Centrifugal filters).
Siguiendo el protocolo indicado de origen, el pH inicial fue ajustado con NaHCO3; 1,0 M
a pH=8,5. El fluoréforo fue disuelto en DMSO seco (<10 pL) y se incorporé a la
mezcla de reaccidn conteniendo el aptamero Sgc8-c-NH,. La reaccidén se incubo6 por
30 minutos a temperatura ambiente protegido de la luz e inmediatamente se procedio
a purificar por PD10 con agua MiliQ y esterilizada por autoclave. Una vez purificado,
se controld la concentracion por medida de la absorbancia a 260 nm y se fracciond.
Finalmente dichas fracciones del Sgc8-c-Alexa647 se liofilizaron y las muestras fueron

almacenadas a -20 °C protegidas de la luz (ver Figura 13).
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1)NaHCO3 1.0 MDMSO
30mm, temp. amb_

2)PD10

H2N-{CH2}s-5-ATC TAA CTG CTG CGC CGC CGG GAA AATACT GTA CGG TTA GA-3™-OH

Figura 13. Esquema de reaccion del aptamero Sgc8-c-5AmMCS6.

Por otro lado, se realiz6 la conjugacion del aptdmero Sgc8-c-5AmMMC6 con NHS-
HYNIC(Tfa). El quelante NHS-HYNIC(Tfa) fue previamente sintetizado por nuestro
grupo como se referencia anteriormente.

Para proceder con la reaccién el aptamero Sgc8-c-5AmMMCG6  se filtré con agua por
microcon 10 kDa cutoff. El pH de la mezcla fue ajustado a 8,5 con NaHCO; 1,0 M.
Posteriormente un exceso 5 M de NHS-HYNIC(Tfa) (respecto al aptamero) fue disuelto
el DMSO seco y se incorpor6 a la mezcla de reaccion conteniendo el aptamero Sgc8-
¢c-5AmMMCS6. La reaccién se incubd por 45 minutos a temperatura ambiente en la
oscuridad e inmediatamente se procedié a purificar por PD10 con agua MiliQ y
esterilizada por autoclave. Una vez purificado se controld la concentracion por medida
de la absorbancia a 260 nm y se separaron fracciones.

Asimismo el aptdmero Sgc8-c-HYNIC(Iso) fue adquirido a IDT, informando el
fabricante que se realizdé un procedimiento similar al descripto anteriormente para su
modificacion quimica. Para su fraccionamiento se filtré con agua por microcon 10kDa

cutoff.
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Finalmente, las fracciones del Sgc8-c-HYNIC(Iso) y Sgc8-c-HYNIC(Tfa) se liofilizaron y

las muestras fueron almacenadas a -20 °C (ver Figura 14).

La reaccion de conjugacion del DOTA al aptamero Sgc8-c fue iniciada por el agregado
del éster activado NHS-DOTA (Macrocyclics) en una relacion 1:100 (aptdmero:NHS-
DOTA). Para ello, el aptdmero disuelto en 0,1 M buffer bicarbonato de sodio/ buffer
fosfato estéril, pH 8,5, fue mezclado con el NHS-DOTA disuelto en DMSO. La mezcla
se incubd por 2 h a temperatura ambiente con agitacion suave. Para frenar la reaccion
se purificé inmediatamente por PD10 con agua MiliQ y esterilizada por autoclave. Las

muestras en fracciones fueron liofilizadas y almacenadas a -20 °C (ver Figura 15).

Todos los conjugados fueron analizados mediante HPLC (Agilent) en columna
Kinetex® 5um XB-C18 100 A, 50 x 4.6 mm con 50 mM de TEAA (Amonio de
Trietilamina), pH 7,5/ 5 % Acetonitrilo (A) y MeOH (B), velocidad de flujo 1 mL/min. El
gradiente se realizé de A/B (90:10) a A/B (40:60) en 15 minutos.

Alguno de los conjugados fueron analizados por espectrometria de masas, QTOF MS
(modo de deteccién de i6n negativo), en un espectrometro de masas Agilent 6520A.
Las muestras fueron diluidas en buffer acetato de dimetilbutilamonio (DMBAA) 20 mM,
pH 7,0-7,2, conteniendo 5 % de acetonitrilo. Los espectros de iones multiple-cargados
fueron deconvolucionados con el programa Maximum Entropy.

Asimismo, otras masas fueron determinadas por espectrometria de masas por
electroespray (ESI-MS) por la compafiia Integrated DNA Technologies, en un

espectrometro de masas MS-IALTQ-08.

Los aptameros modificados se resumen en la Tabla 8.
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Materiales y Métodos

Aptamero

Secuencia

Sgc8-c-NH,

5'- ISAMMCG6/ATC TAA CTG CTG CGC CGC CGG GAA AAT ACT GTACGG TTAGA -3

Sgc8-c-Alexa647

5'- /Alexa647/C6/ATC TAA CTG CTG CGC CGC CGG GAA AAT ACT GTACGG TTAGA -3

Sgc8-c-HYNIC(Iso)

5'- /HYNIC(Iso)/C6/ATC TAA CTG CTG CGC CGC CGG GAA AAT ACT GTACGG TTAGA -3

Sgc8-c-HYNIC(Tfa)

5'- /[HYNIC(Tfa)/C6/ATC TAA CTG CTG CGC CGC CGG GAA AAT ACT GTACGG TTAGA -3

Sgc8-c-DOTA

5'- /IDOTA/C6/ATC TAA CTG CTG CGC CGC CGG GAA AAT ACT GTACGG TTAGA -3
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4.2 Radiomarcacion

4.2.1 Marcacion con Tecnecio -99m

El radiomarcado de los aptameros Sgc8-c adecuadamente modificados con Tecnecio-
99m se realizaron utilizando tricina (Sigma) como coligando y SnCl, como agente
reductor. La mezcla de tricina y SnCl, fue realizada en NaCl 0,9 % para una relacion
molar final de 1:1:2 (aptamero/SnCl,/tricina).

El aptamero liofilizado fue disuelto en la solucién de Na*®"TcO, (proporcionada por el
Centro de Medicina Nuclear, Hospital de Clinicas). Posteriormente se incorpor6 la
mezcla de coligando y agente reductor con un pH final de reaccion de 5,5. La reaccion
se llevd a cabo a temperatura ambiente durante 30 minutos (ver Figura 14).

El proceso de optimizacion de marcacion fue realizado en estudios previos
corroborandose que a 25 °C se obtienen los mejores rendimientos.

Fueron marcados con Tecnecio-99m tanto el Sgc8-c-HYNIC(Iso) como Sgc8-c-
HYNIC(Tfa). Una actividad especifica de 370 MBqg/mg fue la maxima actividad
especifica ensayada.

Si bien en las condiciones de marcacion el grupo protector se pierde la abreviacion
(Iso) y (Tfa) se usan para diferenciar de qué HYNIC proviene.

Todas las disoluciones y el material utilizado fueron preparados con agua MiliQ y

esterilizados por autoclave previo a su uso.

Hz;N-{CH,)¢-5-ATC TAA CTG CTG CGC CGC CGG GAA AAT ACTGTA CGG TTA GA-3-OH

(A)
1) NaHCO; 1.0 M/DMSO

45 min, Eemp. amb.

o
o o % 2) PD10
R (N N
NNTP
o H

(B)
1) Na¥™TcO, fhicina/SnCh
pH 5.5, 30 min, temp. amb.

P: grupo protector 2) HPLC

H/N-[CH:);—S'—ATC TAA CTG CTG CGC CGC CGG GAAAATACT GTA CGG TTA GA-3-OH
0=

-

N™ °N

I
99m-||-c N
L

coligando

Figura 14. Esquema de reaccién del aptamero Sgc8-c-5AmMC6 con NHS-HYNIC-(grupo
protector) (A) y posterior marcacion con Tecnecio-99m (B).
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4.2.2 Marcacio n con Galio -67

El aptamero Sgc8-c-DOTA fue reconstituido en buffer acetato de amonio 0,1 M pH 5,0
y marcado con Galio-67 en la forma de GaCl; (proporcionado por el Centro de
Medicina Nuclear, Hospital de Clinicas).

El pH final de la mezcla de reaccion fue ajustado a 5,0 y se evaluaron diferentes
actividades especificas. La maxima actividad especifica evaluada fue de 450 MBg/mg
(ver Figura 15).

Asimismo, se ensayaron variaciones tanto de temperatura de reaccibn como de
tiempos de incubacion.

Todas las disoluciones y el material utilizado fueron lavados previamente con agua

MiliQ y esterilizados.

H;N-{CH,)-5-ATC TAA CTG CTG CGC CGC CGG GAA AATACTGTA CGG TTA GA-3-OH

(A)
1) buffer NaHCO3 buffer NazPO /DMSO
O 120 min, temp. amb.
. 2) PD10
i " Ol
JON W | @
0 - ( J 1) ¥GaCly ibuffer NH,OAC
-, N OH pH 5.0
HOM - \/% 2)HPLC

HN-{CH,)-5-ATC TAA CTG CTG CGC CGC CGG GAA AATACT GTA CGG TTA GA-3"-OH
o O
\N/jN/;‘/
SfGé';':tl_ L
O)L [N N~ 9
e

Figura 15. Esquema de reaccion del aptamero Sgc8-c-5AmMMC6 con NHS-DOTA (A) y
posterior marcacion con Galio-67 (B).

4.2.3 Rendimiento de las radiomarcaciones

Con el fin de evaluar los rendimientos de marcacién y realizar la optimizacion de las
mismas, todos los radiomarcados fueron analizados mediante HPLC.

Uno de los sistemas utilizados fue por RP-HPLC con columna C18 de 5 pm (Kinetex)
con 50 mM de TEAA pH 7,5/ 5 % acetonitrilo (A) y MeOH (B), velocidad de flujo 1

37



Materiales y Métodos

mL/min. El gradiente se realiz6 de A/B (90:10) a A/B (40:60) en 15 minutos, como se
menciond anteriormente para los conjugados.

También fueron evaluados con sistemas rapidos de cromatografia, utilizando como
fase estacionaria ITLC-SG (Varian) y Whatman 1 MM (Whatman). Dichos sistemas se

resumen en la Tabla 9.

Tabla 9. Sistemas cromatograficos utilizados para el control de la pureza radioquimica.

Control Fase estacionaria Fase Movil

Marcacion con ®’Ga

1 ITLC-SG impregnada en BSA acetato de amonio 0,1M
2 ITLC-SG acetato de amonio 0,1 M
3 Whatman 1MM MeOH

Marcacién con *™Tc

1 ITLC-SG impregnada en BSA EtOH:NH3:H,0

2 ITLC-SG NacCl 0,9%

3 Whatman 1MM MeOH

4.2.4 Purificacion

Para posteriores estudios fue necesaria la purificacién de los radiomarcados. Para ello
se evaluaron diferentes sistemas rapidos de purificacion. Fue evaluada la purificacién
por PD10 y tubos de centrifuga microcon de 10kDa cutoff.

También fue utilizado el sistema de HPLC, con columna de exclusibn molecular
Protein Pak 300SW (Waters) en modo isocratico y flujo 1mL/min, con buffer fosfato

0,01 M como fase movil.

4.2.5 Estabilidad

Para estudiar la estabilidad en disolucién, se realiz6é la incubaciéon del radiomarcado
puro en las disoluciones buffer de reaccion. Sgc8-c-HYNIC(Is0)-*"Tc como Sgc8-c-
HYNIC(Tfa)-*"Tc puros fueron incubados en NaCl 0,9 % y Sgc8-c-DOTA-*"Ga puro
fue incubado con acetato de amonio 0,1 M. Las variaciones en la concentracion inicial,
estabilidad, se estudiaron mediante HPLC a 2, 4 y 24 horas post-incubacion.

De la misma forma, Sgc8-c-HYNIC(Is0)-*"Tc, Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-*"Tc y Sgc8-c-
DOTA-*"Ga, previamente purificados, se incubaron con 500 uL de suero fetal bovino
(SFB, Sigma) a 2, 4 y 24 horas post-incubacion. Inmediatamente las mezclas fueron

filtradas por filtro de 0,22 um y controladas por HPLC en columna protein-pak.
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4.2.6 Coeficiente de reparto

Se estudié el coeficiente de reparto para el aptdmero Sgc8-c-Alexa647 y para los
radiomarcados con Tecnecio-99m y Galio-67.

Para ello, una alicuota del aptamero se incub6 en 1 mL de la mezcla 50 % octanol/50
% PBS (pH7,4) y se mezcld en un vortex por un minuto. La mezcla se centrifugé a
5000 rpm por 5 minutos y posteriormente una alicuota de 200 uL de cada fase se
midié por separado.

En el caso del aptamero Sgc8-c-Alexa647 las fracciones de octanol y de PBS se
midieron en el equipo de imagenologia In-Vivo MS FX PRO y en el caso de los

radiomarcados en el contador gamma PC-RIA.MAS Stratec.

4.3 Estudios in vitro
4.3.1 Citometria de flujo

Diferentes lineas celulares tumorales (American Type Tissue Culture, Manassas, VA)
fueron analizadas por citometria de flujo con el conjugado Sgc8-c-Alexa647. Dicho
ensayo fue realizado con células tumorales murinas A20 (ATCC® TIB-208™) y B16F1
(ATCC® CRL-6323™) asi como también con células tumorales humanas CCRF-CEM
(ATCC® CCL-119™), Ramos (RA-1) (ATCC® CRL-1596™) y LS174T (ATCC® CL-
188™). En la Tabla 10 se resumen las caracteristicas principales de dichas lineas
celulares. Las células se crecieron en distintos medios de cultivo (ver Tabla 10)
provenientes de ATCC, todas en 10 % de SFB (ATCC) y con L-Glutamina 1 mM
(Sigma-Aldrich). Tras su expansion fueron levantadas del cultivo, centrifugadas a 800
rpm por 5 min para remover el medio y posteriormente lavadas con PBS pH 7,4. Este
altimo procedimiento se repiti6 dos veces. Cabe destacar que las células con
crecimiento adherente fueron levantadas del frasco de cultivo mecanicamente
utilizando un rastrillo para células con el fin de evitar el uso de tripsina- (Sigma).
Aproximadamente 500000 células fueron incubadas con diferentes cantidades del
Sgc8-c-Alexa647 en un volumen final de 0,5 mL. La suspension de células fue
incubada a 37 °C por 30 min. Luego de la incubacion, el medio fue removido por
centrifugacion a 1000 rpm por 3 min. Posteriormente las células fueron lavadas con
PBS y centrifugadas nuevamente a 1000 rpm por 3 min. Finalmente las células fueron
resuspendidas en formaldehido 4 % con PBS.

El mismo procedimiento fue realizado por igual y en forma paralela con el anticuerpo
anti-PTK7-APC (MiltenylBiotec Clone:188B).

Las células se analizaron por citometria de flujo (FACS Canto I, BD), utilizando laser

de excitacion de 633nm y detector BP 660/20nm. Cada ensayo fue realizado por
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triplicado y comparado respecto control de células incubadas en auscencia de Sgc8-c-
Alexa647, pero tratadas de la misma forma. Se adquierieron 5000 eventos por

muestra.

Los datos fueron analizados usando los software FACS Diva (BD) y FlowJo. Para cada
linea celular, las células viables a analizar se seleccionaron en base al gréfico de
granulocidad/complejidad (Side Scatter- SSC) en funcion del tamafio celular (Forward
Scatter -FCS) de la suspension celular, como se muestra en la figura 41.

El indice de Fluorescencia Relativo total (IFR;) fue calculado como la media de la
fluorescencia de la poblacion total en presencia del aptdmero/la media de la
fluorescencia en ausencia del aptamero. De forma similar el indice de Fluorescencia
Relativo especifico (IFRg) fue calculado como la media de la fluorescencia de la
poblacion Sgc8-c-Alexa647 positiva en presencia del aptamero/la media de la

fluorescencia del total de la poblacién en ausencia del aptamero.

A partir de estos ultimos valores se determiné la Ky para cada linea celular en base al

ajuste realizado mediante el programa GraphPad Prism 6.

4.3.2 Microscopia confocal
Las lineas celulares tumorales A20, B16F1, CCRF-CEM, LS174T y Ramos fueron

incubadas con el aptdmero Sgc8-c-Alexa647 y observadas por microscopia confocal
(LEICATCS-SP5-DMI6000).

Las lineas celulares adherentes B16F1 y LS174T fueron crecidas sobre cubre-objetos.
Previo a la incubacion con el conjugado los porta-objetos fueron lavados con PBS pH
7,4 para remover el medio de cultivo. El resto de las lineas celulares fueron crecidas
en suspension y el medio de cultivo se retird por centrifugacion a 800 rpm por 5 min.
Las células de suspendieron en PBS pH 7,4 y fueron centrifugadas nuevamente.

El estudio se llevo a cabo tras la incubacion de una cantidad en exceso del conjugado
(0,2 nmol) con aproximadamente 500000 de células a 37 °C a los tiempos 0,5, 1, 2, 4
horas. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion las células se lavaron tres veces
con PBS pH 7,4 como se describe anteriormente. Finalmente las células fueron
fijadas en PBS/formaldehido al 4 %.

Los preparados fueron realizados usando medio de montaje (ProLong®) y las
imagenes fueron tomadas en microscopio confocal LEICATCS-SP5-DMI6000, laser
HeNe, 10 mW: 633 nm.
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Tabla 10. Listado de lineas celulares utilizadas en este trabajo de tesis. Segun referencia [157] la linea celular CCRF-CEM seria positiva para PTK7 y la

linea celular Ramos seria negativa para PTK7.

A20 Murina Linfocitos B Linfoma de células B Suspension RPMI, 10 % SFB, L-Glutamina

B16F1 Murina Melanocitos Melanoma Adherente DMEM, 10 % SFB, L-Glutamina
CCRF-CEM Humana Pre-Linfocitos T  Leucemia linfoblastica aguda Suspension RPMI, 10 % SFB, L-Glutamina

LS174T Humana Epiteliales Adenocarcinoma colorectal Adherente DMEM, 10 % SFB, L-Glutamina

Ramos Humana Linfocitos B Linfoma de Burkitt's Suspension RPMI, 10 % SFB inactivado, L-Glutamina
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4.3.3 Unibn a células de los radiomarcados

El ensayo de unién de los radiomarcados a diferentes lineas celulares fue realizado de
forma similar al procedimiento realizado en citometria de flujo. Las células con
crecimiento adherente (B16F1 y LS174) se retiraron mecénicamente utilizando un
rastrillo para células. Tanto las lineas adherentes como las crecidas en suspension se
lavaron dos veces con PBS por centrifugacién para retirar el medio de cultivo.
Posteriormente un millén de células fueron incubadas con 100000 cpm del aptamero
radiomarcado, en un volumen final de 0,5 mL. La suspensién de células fue incubada
a 37 °C por 30 min, 1 h, 2 h y 4 h. Transcurrido el tiempo de incubacién, el medio fue
removido por centrifugacién y las células fueron resuspendidas y lavadas dos veces
con PBS. La actividad retenida en las células fue medida en un contador gamma.

Cada ensayo se realiz6 por triplicado.

4.3.4 Inmunoreactividad

Los estudios de inmunoreactividad se realizaron con el receptor aislado. Una cantidad
variable de receptor PTKY7, variante transcripta de PTK7-1 humana (Origene,
TP700163), fue adsorbida en tubos de poliestireno de alta area superficial, NUNC®
(Brand). Para ello, se prepararon diluciones seriadas del receptor en 2 mL de PBS y se
incubaron durante 24 horas a 4 °C.

Posteriormente los tubos se lavaron dos veces con PBS y se adicioné a los tubos una
cantidad fija de los diferentes conjugados. La incubacion se realizdé durante 2 horas a
temperatura ambiente con agitacién suave.

Los tubos se lavaron dos veces con PBS y midieron en un contador gamma para los
radiomarcados y en el equipo de In-Vivo MS FX PRO para Sgc8-c-Alexa647. Una
serie de tubos fueron incubados sin receptor para determinar la unién no especifica.
Todos los ensayos fueron realizados por triplicado.

El mismo procedimiento se realizé también tras la incubacion del receptor con el
anticuerpo anti-PTK7-APC.

4.4 Estudios in vivo

4.4.1 Farmacocinética en ratas

Para realizar los estudios farmacocinéticos una Unica dosis del radiomarcado, de
actividad 150-250 uCi, fue administrada a ratas macho jévenes Wistar® (200-250 g)
por via intravenosa en bolo (n=3). Las mismas fueron dispuestas en una jaula
metabdlica para la recoleccion de orina. Pequefias muestras de sangre fueron

colectadas del globo ocular en tubos capilares a 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 18 y 24 horas post-
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inyeccién. Para ello, las ratas fueron previamente anestesiadas con isofluorano.
Pasadas las 24 horas, en donde se realizé la ultima recoleccién, se recogi6 la orina
total y todas las muestras fueron pesadas y su actividad fue medida en un contador
gamma.

Dicho protocolo fue previamente aprobado por la Comision Nacional de
Experimentacion Animal (CNEA).

Para el andlisis de los resultados el valor de la dosis administrada se corrigié en
funcion del decaimiento correspondiente a cada radionucleido a la hora de medicion y
los valores normalizados en funcion del peso de sangre medido.

Finalmente el se realiz6, mediante el programa WinNonlin, un andlisis farmacocinético
compartimental y no compartimental (ver Figura 16). Mediante el Akaike (AIC) se
eligié el mejor modelo para los datos (comparacion de monocompartimental versus

bicompartimental).

bolo IV K10

K12l ‘LK21

Figura 16. Modelo Bi-compartimental seleccionado para el analisis.

4.4.2 Biodistribuciones

Los estudios de biodistribucién fueron realizados en ratones BALB-c normales (6 a 8
meses de edad) proporcionados por el DILAVE, Ministerio de Ganaderia Agricultura y
Pesca, Montevideo-Uruguay.

Aproximadamente 200-2000 kBqg de los radiomarcados fueron administrados por via
intravenosa.

Pasado el tiempo de biodistribucion de 0,5, 2 h, 4 h 'y 24 h los grupos de ratones (n=5)
fueron sacrificados por dislocacion cervical (protocolo aprobado por la CHEA) y

finalmente los o6rganos disectados se pesaron y su actividad fue medida en un
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contador de centelleo solido de pozo (detector de cristal de Nal(Tl) de 3"x3” asociado a

un analizador monocanal ORTEC).

4.4.3 Estudios imagenolégicos

Los estudios de imagenologia molecular in vivo fueron realizados tras inyectar una
Unica dosis de los aptdmeros en estudio a ratones con tumor inducido. Fueron
analizados diferentes modelos tumorales tanto murinos como xenoinjertados con
células humanas (ver Tabla 11).

Los modelos tumorales murinos utilizados para imagen se correspondieron a ratones
C57BL/6 (DILAVE) inoculados intramuscularmente con células B16F1 (modelo de
melanoma murino) y a ratones BALB-c inoculados con inyeccion subcutanea de
células A20 (modelo murino de Linfoma de células B).

En todos los casos la dosis de aptdmero (10 y 20 pg de Sgc8-c-Alexa647 y
aproximadamente 7,0 MBq de los radiomarcados) fue administrada en bolo por via
intravenosa. La adquisicion de las imagenes fue realizada a 2 y 24 horas post-
inyeccion, para Sgc8-c-Alexa647 solo a las 2 horas post-inyeccion, en el equipo In-In-
Vivo MS FX PRO (Bruker), Centro de investigaciones Nucleares, Facultad de
Ciencias-UdelaR, Montevideo-Uruguay, con el ratén anestesiado mediante isofluorano.
En el caso del aptamero Sgc8-c-Alexa647 fue necesario sacrificar a los animales
(dislocacion cervical) y realizar imagenes ex vivo.

Asimismo, fue posible realizar una imagen en un ratdbn SCID inoculado
intramuscularmente con células humanas LS174T (modelo xenoimplantado de
adenocarcinoma de colon). La adquisicién de las imagenes fue realizada en el equipo
microSPECT/CT (Siemens Preclinical Solutions) equipado con un colimador pinhole de
2-mm de alta resolucién, Harry S. Truman Veteran's Administration Hospital,
Columbia, MO-USA.

Dicha imagen fue adquirida a 2 y 24 horas post inyeccién del aptdmero Sgc8-c-
HYNIC(Tfa)-*"Tc con el ratén anestesiado mediante isofluorano.

Tabla 11. Resumen de modelos tumorales utilizados.

C57BL/6 B16F1 Murino Melanoma
BALB -c A20 Murino Linfoma de células B
SCID LS174T Xenoimplantado Adenocarcinoma de colon
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Resultados

5.1. Modificacion de aptameros

Cuatro aptdmeros con la misma secuencia base (Sgc8-c), fueron evaluados en este
estudio.

Se partié del aptamero Sgc8-c modificado en su extremo 5 con un extensor de 6
carbonos seguido de un grupo amino libre. Este dltimo permitié realizar las
derivatizaciones con NHS-Alexa647, NHS-HYNIC(Iso), NHS-HYNIC(Tfa) y NHS-DOTA
para generar agentes de imagen molecular.

Para los productos derivatizados con NHS-HYNIC(Iso), NHS-HYNIC(Tfa) y NHS-
DOTA las masas molares fueron determinadas por espectrometria de masas, las
mismas se resumen en la Tabla 12. La masa molar del aptamero Sgc8-c sin modificar
se corresponderia a 12713 Da. Con la incorporacion del grupo amino libre junto con el
extensor de 6 carbonos, la masa molar del aptamero seria 12813 Da, obteniéndose
por parte del fabricante, a partir de la espectrometria de masa (Figura A1, ANEXO),
una masa de 12815 y en nuestro estudio una masa de 12813 Da (Figura A1, ANEXO).
Tras las modificaciones realizadas, el aptamero Sgc8-c-Alexa647 tendria una masa
molar de 13678 Da, el Sgc8-c-HYNIC(Iso) tendria una masa molar de 13005 Da, el
Sgc8-c-HYNIC(Tfa) tendria una masa molar de 13045 Da y el Sgc8-c-DOTA tendria
una masa molar de 13199 Da.

Tanto el fabricante como nuestros resultados muestran que el conjugado Sgc8-c-
HYNIC(Iso) se encuentra en su forma desprotegida a nivel del grupo hidracino, o sea
una masa de 12948 Da (Figura A2, ANEXO). Esto puede resultar una desventaja para
el trabajo en las etapas posteriores y pudiendo afectar la calidad del conjugado.

Sin embargo, segun nuestros resultados, el conjugado Sgc8-c-HYNIC(Tfa) se
encuentra en la forma protegida con el agrupamiento trifluoroacetilo (Figura A3,
ANEXO).

En el caso del conjugado Sgc8-c-DOTA la espectrometria de masas confirma la
reaccién de un s6lo NHS-DOTA por molécula de aptamero (Figura A4, ANEXO).

Claro esta que si bien las modificaciones incorporadas no varian de forma importante
la masa molar del aptamero final, las caracteristicas de dichas moléculas podrian
alterar en mayor medida la polaridad de la biomolécula por lo cual las mismas se
compararon por RP-HPLC en un gradiente lento. Segun el fabricante la variacién del
namero de nucledtidos asi como pequefias variaciones en la molécula podran
distinguirse en este caso.

Tras la obtencién del aptamero Sgc8-c derivatizado en sus diferentes formas se
procedio a realizar el control de los mismos por RP-HPLC (ver Figuras 17-21). Todos

los controles mostraron tiempos de retencion caracteristicos (ver Tabla 13).
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Tabla 12. Secuencia de los aptdmeros y resumen de las modificaciones correspondientes (nd = no determinada).

Resultados

Secuencia MM calculada / obtenida Control
Sgc8-c-NH; 5'- /I5SAmMMCG6/ATC TAA CTG CTG CGC CGC CGG GAA AAT ACT GTACGG TTAGA -3 12813/ 12813 Figura 17
Conjugados
Sgc8-c-Alexa647 5'- /Alexa647/C6/ATC TAA CTG CTG CGC CGC CGG GAA AAT ACT GTACGG TTA GA -3' 13678 /-nd Figura 18
Sgc8-c-HYNIC(Iso) | 5'- /(Iso)HYNIC/C6/ATC TAA CTG CTG CGC CGC CGG GAA AAT ACT GTACGG TTA GA -3' | 13005 /12948 Figura 19
Sgc8-c-HYNIC(Tfa) | 5'- /(Tfa)HYNIC/C6/ATC TAA CTG CTG CGC CGC CGG GAA AAT ACT GTA CGG TTA GA -3' | 13045/ 13045 Figura 20
Sgc8-c-DOTA 5'- IDOTA/C6/ATC TAA CTG CTG CGC CGC CGG GAA AAT ACT GTACGG TTAGA -3' 13199/ 13239 (como sal potéasica) | Figura 21
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El tiempo de retencion medido para el aptamero Sgc8-c-NH, fue de 8,52 + 0,19
minutos. Tras la derivatizacion con HYNIC(Tfa) no se observé variacion significativa en
el tiempo de retencion el cual se correspondio a 8,19 + 0,28 minutos. Sin embargo,
para el aptdmero derivatizado con Alexa647 el tiempo se vio retardado levemente
siendo de 7,73 = 0,03 minutos (se observa también un pico menor a 8,25 + 0,02
minutos). En el cromatograma del Sgc8-c-DOTA fue posible distinguir dos picos
superpuestos mayoritarios los cuales mostraron tiempos de retencion de 8,56 + 0,08 y
de 8,64 + 0,02 minutos.

Para el caso de Sgc8-c-HYNIC(Iso) se observaron varios picos correspondientes a los
tiempos 8,18 + 0,04, 8,53 £ 0,02; 9,05 + 0,03; 9,22 £ 0,02 y 9,68 + 0,07 minutos.
Debido al tipo de columna utilizada estos controles podrian reflejar cambios en las
interacciones débiles establecidas en la interfase debido a la incorporacion de
modificaciones al aptdmero Sgc8-c-NH,.

Las impurezas que pudieron estar presentes tras las radiomarcaciones también se
controlaron inicialmente siendo el tiempo de retencion medido para el pertecneciato de
sodio de 0,70 * 0,28 minutos (Figura 22), para la tricina marcada con *"™Tc (Figura 23)
un tiempo de retencién de 0,75 + 0,46 y para el ®’GaCl; 0,62 + 0,10 minutos (Figura
24).

wAT #1000 o

0,00
0,00 2,00 4,00 &,00 ,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 min

Figura 17. Cromatograma de RP-HPLC del aptamero Sgc8-c-NH,.

nal v _a

100

0,00 z,00 4,00 &,00 ,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 nin

Figura 18. Cromatograma de RP-HPLC del aptdmero Sgc8-c-Alexa647.
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400 {1 jing
200

0

0,00 z,00 4,00 &,00 &,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 nin

Figura 19. Cromatograma de RP-HPLC del aptamero Sgc8-c-HYNIC(Iso).

1, 0p [maU #1000 jing
0,50
0,00

0,00 z,00 4,00 &,00 ,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 nin

Figura 20. Cromatograma de RP-HPLC del aptamero Sgc8-c-HYNIC(Tfa).

WAl %1000 jing
1,00
0,00

0,00 2,00 4,00 &,00 ,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 min

Figura 21. Cromatograma de RP-HPLC del aptamero Sgc8-c-DOTA.

40,01ces s1o00

20,0

0,0
0,00 z,00 4,00 &,00 &,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 nin

Figura 22. Cromatograma de RP-HPLC del Na**"TcO,.

CIf %1000
5,00
0,00
0,00 z,00 4,00 &,00 &,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 nin

99m

Figura 23. Cromatograma de RP-HPLC del complejo ™ Tc-tricina.

49



Resultados

150 cp

1an

0,00 z,00 4,00 &,00 &,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 nin

Figura 24. Cromatograma de RP-HPLC del *’GaCl,.

5.2. Radiomarcacion

5.2.1 Marcacion con Tecnecio-99m

La conjugacion del aptamero Sgc8-c HYNIC-(Iso) fue rapida y sencilla. Fue marcado
con ®™Tc a temperatura ambiente obteniéndose una eficiencia maxima de marcacion
de 54,0 £ 1,5 %. Al chequear mediante RP-HPLC en columna C18 se observan
tiempos de retencion similares mediante UV (7,58 + 0,16; 7,92 + 0,25; 8,47 £ 0,25;
8,63 + 0,23; 9,07 £ 0,25 minutos) (ver Figura 25) y un gran pico unico para la deteccién

gamma con tiempos de retencion de 8,15 + 0,28 (ver Figura 25).

200 gatr iy

1an

0,00 z,00 4,00 &,00 &,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 nin

CP3 #1000
20,0

0,00 2,00 4,00 &,00 ,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 min

Figura 25. Cromatogramas RP-HPLC en columna C18 del Sgc8-c-HYNIC(Iso)-*"Tc¢ purificado
previamente. En la parte superior se observa el cromatograma por UV y debajo el
cromatograma con detector gamma.

Sgc8-c-HYNIC(Tfa) fue marcado con ®™Tc a temperatura ambiente obteniéndose una
eficiencia de marcacion de 50,2 £ 0,3%.

Tras purificar el Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-*"Tc por C18 fue posible observar una Unica
especie mediante el analisis RP-HPLC (ver Figura 26) con tiempo de retencion de 8,05

+ 0,03 y para la deteccion gamma de 8,13 + 0,28 minutos.
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2,00 patr *1000 Uy

0,00 z,00 4,00 &,00 &,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 nin

CP5 #1000

y ____é__;/&

0,00 z,00 4,00 &,00 &,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 nin

20,0

Figura 26. Control por HPLC en columna C18 del Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-*"Tc purificado
previamente. En la parte superior se observa el cromatograma por UV y debajo el
cromatograma con detector gamma.

5.2.2 Marcacion con Galio-67

Luego de un proceso de optimizacién el aptamero Sgc8-c-NH, fue marcado con ®’Ga a
60 T con rendimientos de marcacion superiores al 95 % (ver Figura 27). En este
caso, mediante el analisis RP-HPLC, fue posible observar dos picos superpuestos a
8,05 £ 0,05 minutos en deteccion por UV (ver Figura 27) y para la deteccion gamma un
tiempo de retencién de 9,02 + 0,03 minutos coincidente con un pequefio pico

observado por UV al mismo tiempo.

400

200

0,00 z,00 4,00 &,00 &,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 nin

500

0
0,00 z,00 4,00 &,00 &,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 nin

Figura 27. Control por RP-HPLC en columna C18 del Sgc8-c-DOTA-*'Ga sin purificar. En la
parte superior se observa el cromatograma por UV y debajo el cromatograma con detector
gamma.

Los tiempos de retencion finales analizados por RP-HPLC se resumen a continuacion
(Tabla 13), observandose corrimientos significativos respecto al aptdmero sin

derivatizar. Esos corrimientos son aun mas importantes cuando se realiza la
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marcaciéon siendo en algunos casos diferencias con el aptamero no marcado de mas

de un minuto.

No se encontraron sistemas rapidos de control de pureza radioquimica que resultaran
consistentes. Entre los sistemas rapidos analizados no fue posible separar

correctamente el aptdmero marcado de sus impurezas.

Tabla 13. Tiempos de retencién en columna C18 de todas las especies en estudio.

Especie Tiempo de retencion (min)
Sgc8c-NH; 8,52 +0,19
Sgc8c-Alexab47 7,73 +0,03; 8,25 £ 0,02

8,18 £ 0,04, 8,53 £ 0,02; 9,05 + 0,03;

Sgc8-c-HYNIC(Iso) 9,22 +0,02; 9,68 + 0,07
Sgc8-c-HYNIC(Is0)-*"Tc 8,15+ 0,28
Sgc8-c-HYNIC(Tfa) 8,19+ 0,28
Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-""Tc 8,13+0,28
Sgc8-c-DOTA 8,56 + 0,08; 8,64 + 0,02
Sgc8-c-DOTA-*Ga 9,02 +0,03

5.2.3 Purificacion

En este estudio se analizaron varios sistemas de purificacion. Entre ellos, el sistema
de purificacion rapido por microcon no fue lo suficientemente efectivo para recuperar
un radiomarcado = 95 % puro. Sin embargo, la utilizacién de columna de exclusién
molecular (PD10) para purificar grandes cantidades del radiomarcado fue efectiva. Los
volimenes de retencion tras la elusion con agua fue de 4,10+ 0,50 mL para el Sgc8-c-
HYNIC(Is0)-*"Tc, 4,30 + 0,61 mL para el Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-*"Tc y 3,82 + 0,35 mL
para Sgc8-c-DOTA-%"Ga. A continuacion (Figuras 28-30) se muestran los HPLC luego
de la purificacién por columna de exclusion molecular de los aptdmeros radiomarcados

puros en disolucion de marcacion.
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0,00 2,00 4,00 6,00 g,00 10,00 lz,00 14,00 l&,.00 15,00 nin

CPi

200

0,00 z,00 4,00 &,00 ,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 nin

Figura 28. Control por HPLC en columna de exclusién molecular, Protein Pak 300SW (Waters)
en modo isocratico y flujo ImL/min, con buffer fosfato 0,01 M como fase movil, del Sgc8-c-
HYNIC(Iso)-gngc purificado previamente. En la parte superior se observa el cromatograma por
UV y debajo el cromatograma con detector gamma.

wall v
100
D
0,00 2,00 4,00 &,00 ,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 min
CPS %1000
10,0
5,0
0,0
0,00 z,00 4,00 &,00 &,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 nin

Figura 29. Control por HPLC en columna de exclusién molecular del Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-99mTc
purificado previamente. En la parte superior se observa el cromatograma por UV y debajo el
cromatograma con detector gamma.

Wil Uy
50
D
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 nin
CrS
200
0
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 nin

Figura 30. Control por HPLC en columna de exclusién molecular del Sgc8-c-DOTA-67Ga sin
purificar. En la parte superior se observa el cromatograma por UV y debajo el cromatograma
con detector gamma.
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5.2.4 Estabilidad de las marcaciones

Para verificar la estabilidad en disolucién salina de los radiomarcados se realizo el
control por columna de exclusion molecular mediante HPLC.

Para todas las especies los estudios de estabilidad en disolucion de marcado no
mostraron alteraciones siquiera pasadas las 24 horas del marcado. Los
cromatogramas para las 24 horas post-incubacion son los mostrados anteriormente
(Figuras 28-30).

Sin embargo, para los estudios de estabilidad en suero se vieron importantes cambios
en los cromatogramas a partir de tiempos de incubacion cortos como 2 horas.

El Sgc8-c-HYNIC(Is0)-*"Tc se mantuvo estable en la disolucién de marcado, pero no

fue asi en suero fetal bovino a 37 T por un perio do de 24 h (Figura 31-33).

10

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

500

400

0,00 2,00 4,00 6,00 g,00 10,00 lz,00 14,00 l&,.00 15,00 nin

Figura 31. Estabilidad en suero fetal bovino de Sgc8-c-HYNIC(Iso)-99mTc a las 2 horas post-

incubacion. En la parte superior se observa el cromatograma por UV y debajo el cromatograma
con detector gamma.
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Figura 32. Estabilidad en suero fetal bovino de Sgc8-c-HYNIC(Iso)-99mTc a las 4 horas post-

incubacion. En la parte superior se observa el cromatograma por UV y debajo el cromatograma
con detector gamma.
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Figura 33. Estabilidad en suero fetal bovino de Sgc8-c-HYNIC(Is0)-*"Tc a las 24 horas post-

incubacion. En la parte superior se observa el cromatograma por UV y debajo el cromatograma
con detector gamma.

El Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-*"Tc se mantuvo estable en la disolucién de marcado, pero no
fue asi en suero fetal bovino a 37 T por un periodo de 24 h.

A continuacion (Figuras 34-36) se muestran los cromatogramas obtenidos a los
diferentes tiempos de incubacién en suero fetal bovino. El marcado original se muestra

anteriormente para los controles (ver Figura 28-30).
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Figura 34. Estabilidad en suero fetal bovino de Sgc8-c-HYNIC(Tfa)->"Tc a las 2 horas post-
incubacion. En la parte superior se observa el cromatograma por UV y debajo el cromatograma
con detector gamma.
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Figura 35. Estabilidad en suero fetal bovino de Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-99mTc a las 4 horas post-
incubacion. En la parte superior se observa el cromatograma por UV y debajo el cromatograma

con detector gamma.
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Figura 36. Estabilidad en suero fetal bovino de Sgc8-c-HYNIC(Tfa)->"Tc a las 24 horas post-
incubacion. En la parte superior se observa el cromatograma por UV y debajo el cromatograma

con detector gamma.

El Sgc8-c-DOTA-*’Ga se mantuvo estable en la disolucion de marcado, pero no fue
asi en suero fetal bovino a 37 T por un periodo de 24 h.

A continuacion se muestran (Figura 37-39) los cromatogramas obtenidos a los
diferentes tiempos de incubacién en suero fetal bovino. EI marcado original se muestra

anteriormente para los controles (ver Figura 30).
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Figura 37. Estabilidad en suero fetal bovino de Sgc8-c-DOTA-67Ga a las 2 horas post-
incubacion. En la parte superior se observa el cromatograma por UV y debajo el cromatograma
con detector gamma.
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Figura 38. Estabilidad en suero fetal bovino de Sgc8-c-DOTA-*’Ga a las 4 horas post-
incubacion. En la parte superior se observa el cromatograma por UV y debajo el cromatograma
con detector gamma.
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Figura 39. Estabilidad en suero fetal bovino de Sgc8-c-DOTA-*’Ga a las 4 horas post-
incubacion. En la parte superior se observa el cromatograma por UV y debajo el cromatograma
con detector gamma.
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5.2.5 Coeficiente de reparto

En la Tabla 14 se muestran los coeficientes de reparto calculados a partir de la
incubacion de los diferentes aptdmeros en estudio con una mezcla de n-octanol:PBS.
Los valores mas negativos, entidades mas hidrofilicas, correspondieron a los
aptameros que incluyeron el agente bifuncional HYNIC (en donde se utilizé tricina

como coligando).

Valores que indican mayor lipofilia fueron obtenidos para los aptameros que incluyeron

Alexa647 y el agente bifuncional DOTA.

Estas diferencias podrian representar importantes variaciones tanto en la afinidad de

la biomolécula por su receptor y también en el comportamiento in vivo del mismo.

Tabla 14. Coeficientes de reparto obtenidos experimentalmente

Conjugado LogP

Sgc8-c-Alexab47 -1,90 £ 0,30
Sgc8-c-HYNIC(Iso)-"""Tc -2,36 + 0,29
Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-""Tc -2,67 +0,54
Sgc8-c-DOTA-*"Ga -1,87 +0,05
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5.3 Estudios in vitro

5.3.1 Citometria de Flujo

Con el fin de poder la unién especifica por las lineas celulares analizadas, se
realizaron estudios de union de Sgc8-c-Alexa647 por citometria de flujo. Para un
tiempo fijo de incubacibn de 30 minutos, las diferentes lineas celulares fueron

expuestas a diferentes concentraciones del aptamero.

Inicialmente las poblaciones fueron seleccionadas tal como se muestra en la Figura
40. Tanto en la linea celular A20 como Ramos se evidencian dos poblaciones
celulares bien diferenciadas en funcion del FSC, denominadas Subpoblacion 1 (S1, la

de menor tamario celular) y Subpoblacion 2 (S2, la de mayor tamafio celular).

El analisis de la citometria de flujo reflejé6 comportamientos muy variados entre las
diferentes lineas celulares. Sin embargo, para todas las lineas celulares se observa un
corrimiento en los histogramas en funciébn del aumento de la concentracion del
aptamero, lo que indica un incremento en la cantidad de aptdmero que se une a su
receptor y por ende un aumento en la sefial de fluorescencia de las células (ver
Figuras 40-45).
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Figura 40. FSC vs SSC para las distintas lineas celulares analizadas, donde se observan las poblaciones seleccionadas para el estudio de cada linea celular
por citometria de flujo.
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Figura 41. Histograma de células A20 para distintas concentraciones de aptamero
Sgc8-c-Alexab4?.
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Figura 42. Histograma de células B16F1 para distintas concentraciones de aptamero
Sgc8-c-Alexa647 (el cddigo de colores es el mismo que para la Figura 41).

Figura 43. Histograma de células CCRF-CEM para distintas concentraciones de
aptamero Sgc8-c-Alexa647 (el codigo de colores es el mismo que para la Figura 41)
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Figura 44. Histograma de células LS174T para distintas concentraciones de

aptamero Sgc8-c-Alexa647 (el codigo de colores es el mismo que para la Figura 41).
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Figura 45. Histograma de células Ramos para distintas concentraciones de aptamero

Sgc8-c-Alexa647 (el codigo de colores es el mismo que para la Figura 41).
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Asimismo, se realiz6 un analisis comparativo de todas las lineas celulares. En la
Figura 46 se observa el porcentaje de células positivas en funcion de la
concentracion del aptamero Sgc8-c-Alexa647. En la mayoria de las lineas celulares
se observa una meseta indicando la saturacion de los receptores a dicho nivel. Sin
embargo, la linea celular A20 no presenta dicha meseta. Si se comparan las dos
subpoblaciones derivadas de esta linea celular, cierto nivel de saturacion se alcanza
en S2 pero no en S1 (ver Figura 47). De forma contraria, se observa que la
subpoblacion S1 de la linea celular Ramos presenta niveles de saturacion a menores

cantidades de aptdmero que la S2 (ver Figura 47).

Por otro lado, las lineas celulares fueron comparadas con respecto a la intensidad de
fluorescencia relativa (IFR+), es decir la cantidad de aptdmero unido al receptor por
célula en funcion de la cncentracion del aptdmero. Tres comportamientos bien
distintos se observan en el grafico correspondiente (ver Figura 48). En las lineas
celulares B16F1 y CCRF-CEM se observa claramente una meseta, la cual también
se alcanza en la linea A20, aunque con distintos niveles de IFRt maximo. Las lineas
celulares Ramos y LS174T no presentan dicha meseta y aumentan su IFR;
linealmente con el incremento de la masa de aptamero. Cabe destacar, que las
subpoblaciones de las lineas celulares A20 y Ramos presentan el mismo

comportamiento que las células parentales (ver Figura 49).
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Figura 46. Porcentajes de células positivas de las distintas lineas celulares en funcién de la concentracion de Sgc8-c-Alexa647.
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Porcentajes de células positivas de las distintas lineas celulares en funcién de la concentracion de Sgc8-c-Alexa647 para las subpoblaciones
celulares de las lineas A20 y Ramos.

65



50
45 <l A20
0 «--®-- B16F1
o <-4 -+ CCRF-CEM
30 .-“ """"""""" RO
oo | T Tl poot? ce¥ees LS174T
£ T e e
20 :.'...0 ...-:... ............... ..@-+ Ramos
15 i
10 §‘:
25 e LT R A [}
5 i'”’fi‘; ...... i
0

0,018 0,18 1,8
[Sgc8-c-Alexa647] (LM)

Figura 48. Grafico de IFRt en funcién de la concentracion del aptamero Sgc8-c-Alexa647 para todas las lineas celulares.
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Figura 49. IFR; en funcion de la concentracién del aptamero Sgc8-c-Alexa647 para las subpoblaciones celulares de las lineas A20 y Ramos.
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Posteriormente se realizaron los ajustes no lineales considerando la saturacion
especifica de los receptores celulares. Para ello los IFR de las células fueron
calculados para la poblacion positiva (IFRg) en funcidbn de la concentracion del
aptamero Sgc8-c-Alexa647 (ver figuras 50-56). A partir de ello se realiz6 la
determinacion de la Ky para cada linea celular y del IFRg méximo. En la Tabla 15 se

pueden encontrar los valores de K4 € IFRE maximos especificos, resultados del ajuste.

Los valores obtenidos muestran diferencias significativas en la afinidad del Sgc8-c-

Alexa647 a cada linea celular y también en la union méxima observada (IRFg).

Como se muestra en la Figura 57, las lineas celulares B16F1, CCRF-CEM y LS174T
muestran comportamientos similares si se comparan todos los pardmetros analizados.

No obstante LS174T posee una Ky de un orden de magnitud mayor (Tabla 15).

Las subpoblaciones de las lineas celulares A20 y Ramos muestran gran diferencia
entre si con respecto a la IFRg maximo (ver Figuras 51 y 56). Sin embargo la linea

parental A20 presenta un Ky dos érdenes de magnitud menor que Ramos (Tabla 15).

0.0 0:5 1?0 1:5 2.0
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Figura 50. Ajuste no lineal para la linea celular A20.
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Figura 51. Ajuste no lineal para las subpoblaciones S1y S2 de la linea celular A20.
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Figura 52. Ajuste no lineal para la linea celular B16F1.
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Figura 53. Ajuste no lineal para la linea celular CCRF-CEM.
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Figura 54. Ajuste no lineal para la linea celular LS174T.
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Figura 55. Ajuste no lineal para la linea celular Ramos.
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Figura 56. Ajuste no lineal para la linea celular Ramos, subpoblaciones S1y S2.
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Tabla 15. Resumen de las caracteristicas observadas para cada linea celular determinado con el aptamero Sgc8-c-Alexa647.

Resultados

Linea celular Kg £ ds (UM) IFRt (max) IFRE (max)

A20 0,0073 £ 0,003 7,67 +0,12 25,29 +1,34
A20 S1 0,020 + 0,001 8,15 + 0,66 41,66 = 1,28
A20 S2 0,025 =0,002 8,82 +0,82 15,15+ 0,93
B16F1 0,044 + 0,007 25,39 + 2,60 26,54 £2,35
CCRF-CEM 0,027 + 0,006 31,21+2,48 33,52 +7,38
LS174T 0,11 + 0,012 37,80 £ 0,51 32,85+£0,74
Ramos 0,19 £ 0,030 34,06 + 2,84 46,29 + 2,16
Ramos S1 0,14 + 0,031 58,25 + 6,25 57,71 £ 3,62
Ramos S2 0,23 £0,021 24,87 + 4,02 25,52 + 0,69
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Figura 57. Resumen de las caracteristicas observadas para cada linea celular tras la incubacién con el aptdmero Sgc8-c-Alexa647. A la derecha se observa
el porcentaje de células positivas en relacion a la concentracién mas alta de aptamero utilizada (1,87 uM). A la izquierda se muestra el IFR maximo y IFRg
maximo para cada linea celular.
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Por otro lado, resultados preliminares obtenidos deun experimento realizado en
paralelo con el anticuerpo anti-PTK7-APC, en una concentracion de 0,0067 uM,
muestran que CCRF-CEM es la Unica linea celular que exhibe un patron de unién
similar al del aptdmero Sgc8-c-Alexa647, con un porcentaje de células positivas
comparable (Figura 58). Lo mismo fue observado para los IFR+. Sin embargo, cuando
se normaliza los resultados respecto a las poblaciones positivas, todas las células
mostraron niveles apreciables de IFRg, siendo la linea celular LS174T la de mayor
IFRE.
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Figura 58. Resumen de las caracteristicas observadas para cada linea celular tras la incubacién con el anticuerpo anti-PTK7-APC. A la derecha se observa
el porcentaje de células positivas (0,0067 uM). A la izquierda se el IFRT maximo y el IFRg maximo para cada linea celular.
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5.3.2 Microscopia confocal

Como forma de conocer la dependencia con el tiempo de la interaccion del aptdmero,
marcado fluorescentemente, con las células, se realizé un estudio de microscopia

confocal con una dosis fija de Sgc8-c-Alexa647 de 0,037 uM.

Los ensayos de microscopia fueron realizados con el fin de visualizar la internalizacién
celular para las diferentes lineas celulares de trabajo. A los 30 minutos de incubacion
se comienza a ver una sefial para todas las lineas celulares. Sin embargo esta sefial
es débil y aumenta con el tiempo hasta las 4 horas de incubacion (ver Figura 59).
Teniendo en cuenta las imagenes de luz transmitida se ve la presencia de células no
tefiidas a los 30 minutos de la incubacioén, lo cual disminuye en el tiempo para todas

las lineas.

Las diferencias de tamarfio entre las lineas celulares es muy significativa pero en ellas
se logra apreciar pequefios puntos sobre la superficie de la célula en donde la sefal es
mas intensa. Esta disposicion no es tan evidente para algunas lineas celulares, sobre

todo las mas pequefas (A20, CCRF-CEM y Ramos).

A las 2 horas de incubacion ya no se ven variaciones importantes en comparacion con

las imagenes realizadas 4 horas post-incubacion.
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A20 B16F1 CCRF-CEM LS174T Ramos

30 minutos
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Figura 59. Imagenes de microscopia confocal, aumento 40X. Se observan las lineas celulares A20, B16F1, CCRF-CEM, LS174T y Ramos. En la parte
superior se observan las imagenes a 30 minutos y hacia abajo los tiempos aumentan para 1, 2 y 4 horas de incubacién con Sgc8-c-Alexa647.
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5.3.3 Inmunoreactividad

El ensayo de maxima capacidad de unién para PTK7 fue realizado usando la isoforma
PTK7-1 humana (obtenida de células humanas HEK293 por el proveedor). Los
ensayos realizados para Sgc8-c-Alexa647, Sgc8-c-HYNIC(Iso)-*"Tc y Sgc8-c-
HYNIC(Tfa)-*"Tc, no mostraron unién diferenciable de la linea de base del
experimento (UNE: unién no especifica) y por lo tanto no se muestran en los gréficos.
Sin embargo, para el Sgc8-c-DOTA-*'Ga, fue posible realizar la estimacion de la K4 ya
gque las medidas mostraron cambios respecto a la UNE. A continuacién se muestran
los cambios en la relacién Unido / Total en funcién de la concentracion del receptor
PTK7 (Figura 60). El valor de Ky obtenido segun el ajuste realizado por GraphPad
Prism6 fue de 11,37 £ 0,07 uM.
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Figura 60. Ajuste de la curva de unién del Sgc8-c-DOTA-°"Ga al receptor PTK7-1.

5.3.4 Uniodn celular de los radiomarcados

El estudio de unién de los radiomarcados en diferentes lineas celulares se realizé con
el fin de determinar si el aptdmero mantiene la afinidad por su receptor. La capacidad
de union del aptamero marcado fue analizada usando las cinco lineas celulares
mencionadas anteriormente.
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En el estudio de Sgc8-c-HYNIC(Iso0)-*"Tc no se observa un incremento importante en
la union a lo largo del tiempo ni tampoco niveles diferenciales entre las lineas celulares
estudiadas (ver Figura 61). La linea celular que muestra mayor incremento en el
tiempo y se diferencia levemente de las otras es la linea celular CCRF-CEM, la cual
muestra variacion a las 4 horas. En menor medida la linea A20 parece seguir el mismo
comportamiento.

Respecto de Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-*"Tc la linea celular Ramos y la LS174T parecen
diferenciarse de las otras a tiempos cortos (ver Figura 62). La linea Ramos incrementa
su unién hasta las 2 horas y la LS174T muestra una disminucion gradual desde las 0,5
horas post-incubacién. A las 4 horas no se ven diferencias aparentes.

Sin embargo. en el caso del Sgc8-c-DOTA-*'Ga todas las lineas celulares estudiadas
muestran un incremento en la unién a lo largo del tiempo. Los linfocitos B, tanto A20

como Ramos, son los que resultan en mayores niveles (ver Figura 63).
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Figura 61. Union a diferentes lineas celulares. Incubacién de un millén de células con aproximadamente 100000 cpm de Sgc8-c-HYNIC(Iso)-*"Tc.
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Figura 62. Union a diferentes lineas celulares. Incubacién de un millén de células con 100000 cpm de Sgc8—c—HYNIC(Tfa)—99mTc.
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Figura 63. Uni6n a diferentes lineas celulares. Incubacién de un millén de células con 100000 cpm de Sgc8-c-DOTA-*'Ga.
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5.4. Estudios in vivo

5.4.1 Farmacocinética

Los estudios farmacocinéticos realizados para los aptameros radiomarcados
permitieron hallar los parametros del comportamiento in vivo de los mismos (Figuras
64-66). Con este fin, se realizO un analisis no-compartimental inicialmente
determinando pardmetros tales como Vc y CLy, entre otros. Posteriormente se realizé

el ajuste a un modelo bi-compartimental el cual arroj6 resultados similares al anterior.

En funcion de los valores de AIC obtenidos para los modelos analizados (mono-
compartimental, bi-compartimental y tri-compartimental) el mejor ajuste se logré para

el modelo bi-compartimental.

En todos los casos fue posible observar una fase inicial de depuracién sanguinea muy

rapida con una fase final muy lenta.

Respecto al ajuste bi-compartimental el CL; observado para Sgc8-c-HYNIC(Is0)-*"Tc
fue de 6,06 + 0,88 mLh™ y aproximadamente la tercera parte se correspondié al CL,
2,19 + 1,19 mLh™. El CL, es bajo comparado con el CL; indicando que la eliminacion
no es exclusivamente, a esos tiempos, por via urinaria. El cociente Ki,/Ky; es
aproximadamente 4 indicando la acumulacién en tejidos periféricos. La Ko es de 0,46
+0,17 h™.

En el caso de Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-*"Tc el CL; fue de 2,72 #1,31 mLh™ y el CL,de 2,52
+ 1,30 mLh?, muy similares entre si. El cociente Ki./K,; es aproximadamente 2 y se
observa una K, de 0,84 + 0,06 h™.

Para el ajuste bi-compartimental de Sgc8-c-DOTA-*'Ga el CL; fue de 2,92 +0,74 mLh™
y el CL, de 0,51 + 0,06 mLh™ (aproximadamente 6 veces menor que el CL;). El

cociente Ki,/K,; es aproximadamente 2 y el valor de Ky, fue 0,23 +0,10 h™.
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Figura 64. Farmacocinética del Sgc8-c-HYNIC(Iso)-"""Tc. Inyeccion i.v. en bolo. Las muestras fueron colectadas hasta 24 horas post-inyeccién (no se

muestra el ajuste).
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Tabla 16. Parametros farmacocinéticos del analisis no-compartimental para la inyeccién i.v. en

bolo del Sgc8-c-HYNIC(Is0)-*""Tc.

Parametros farmacocinéticos (NCA)

ty, (h) 11,55 + 9,14
AUC(cpmh/mL) 2643291,3 + 707467,0
Ve (ML) 159+2,0

vd, (mL) 82,31 + 33,78
Vs (ML) 64,01 + 15,63
CL;(mLh™) 6,53 + 0,56

CL, (mLh™) 2,53 +1,80
MRT.(h) 5,58 + 2,50

Tabla 17. Parametros farmacocinéticos del andlisis bi-compartimental para la inyeccién i.v. en

bolo del Sgc8-c-HYNIC(Iso)->"Tc.

Parametros farmacocinéticos (BCA)

tyoa (h) 0,36 +0,17

ty2B (h) 6,33 +1,61

Kez (™) 2,64 0,14

Kz (h™) 0,63 0,24

Ko (h™) 0,46 + 0,17
AUC(cpmh/mL) 2852232,63 +739267,14
Crnax (cpm/mL) 1219480,09 + 205594,95
Ve (mL) 21,18 +1,86

Vss (mL) 89,33 + 28,96

CL; (mLh™) 6,06 + 0,88

CL, (mLh™) 2,19+1,19
MRT.(h) 9,60 + 3,98
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Figura 65. Farmacocinética del Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-99Tc. Inyeccion i.v. en bolo. Las muestras fueron colectadas hasta 24 horas post-inyeccion (no se
muestra el ajuste).
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Tabla 18. Parametros farmacocinéticos del andlisis no-compartimental para la inyeccion i.v. en

bolo del Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-*"Tc.

Parametros farmacocinéticos (NCA)

tyo (h) 20,77 £9,25
AUC(cpmh/mL) 7557646,33+ 1763301,49
V¢ (mL) 11,69 + 3,90

vd, (mL) 62,56 + 19,34

Vs (ML) 53,90 +14,87

CLt (mL/h) 3,72+ 1,33

CL, (mL/h) 3,43+ 137
MRTc(h) 3,69 +2,32

Tabla 19. Parametros farmacocinéticos del andlisis bi-compartimental para la inyeccién i.v. en

bolo del Sgc8-c-HYNIC(Tfa)->*"Tc.

Parametros farmacocinéticos (BCA)

tya (h) 0,50 + 0,07

t1.B (h) 14,82 + 5,83

Ko (W 0.68+0,11

Koy (h™) 0,36 + 0,10

Kio (W 0,84 + 0,06
AUC(cpmh/mL) 11353577,58 + 4956745,18
Conax (cpm/mL) 3479916,00 + 4133109,02
V. (mL) 10,16 +1,30

Vs (ML) 45,23 + 8,00

CL; (mLh™) 2,72+1,31
CL,(mLh™) 2,52 +1,30
MRT.(h) 19,44 + 8,80
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Figura 66. Farmacocinética del Sgc8-c-DOTA-*'Ga. Inyeccion i.v. en bolo. Las muestras fueron colectadas hasta 48 horas post-inyeccién (no se muestra el

ajuste).
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Tabla 20. Parametros farmacocinéticos del analisis no-compartimental para la inyeccion i.v. en

bolo del Sgc8-c-DOTA-*'Ga.

Parametros farmacocinéticos (NCA)

ty, (h) 14,98 + 1,68
AUC(cpmh/mL) 38550017,00 + 25522768,60
V. (mL) 15,27 + 2,03

vd, (mL) 40,31 + 0,87

Vs (ML) 28,28 + 13,10
CL;(mLh™) 2,23+0,28

CL, (mLh™ 0,15 +0,05
MRTc(h) 6,84 + 0,19

Kio (h™) 0,15 + 0,00

Tabla 21. Parametros farmacocinéticos del andlisis bi-compartimental para la inyeccién i.v. en

bolo del Sgc8-c-DOTA-67Ga.

Parametros Farmacocinéticos (BCA)

ty0 (h) 0,678 +0,23

t12B (h) 12,32 + 6,43

Ko (W 0,59 + 0,15

Koy (h™) 0,32 +0,18

Kio (h™) 0,23 + 0,10
AUC(cpmh/mL) 26028187,00 + 13476824,51
Cumax (cpm/mL) 4080635,00 + 1871380,72
V. (mL) 13,13 + 2,46

Vs (ML) 42,18 + 8,68

CL; (mLh™) 2,92 +0,74

CL, (mLh™) 0,51 + 0,06
MRT(h) 14,91 +7,48

88



Resultados

5.4.2 Estudios de biodistribucion

Los estudios de biodistribucién del Sgc8-c radiomarcado fueron realizados en ratones
BALB-c normales (6 a 8 meses de edad) a 0,5 h, 2 h, 4 hy 24 h. Los animales fueron
mantenidos en el Laboratorio de experimentacion animal del Centro de Investigaciones
Nucleares, Montevideo, Uruguay. Aproximadamente 200-2000 kBg del aptamero
radiomarcado fueron administrados por via intravenosa. Transcurrido el tiempo de
biodistribucion los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical y finalmente los
organos disectados fueron pesados y su actividad fue medida en un contador de
centelleo solido.

La actividad de los 6rganos o tejidos se expresa como porcentaje de actividad

inyectada por gramo (%Act/g) y como porcentaje de actividad inyectada (%Act).

En relacién al Sgc8-c-HYNIC(Iso)-**"Tc fue posible observar un leve remanente en
higado (34,88 £ 9,70 %Act/g) y bazo (15,93 + 10,54 %Act/g) hasta las 4 horas post
inyeccién. Sin embargo, a las 24 horas no se observa captacién significativa por estos
organos. El %Act/g en los rifiones no superd el 10 % para ninguno de los tiempos
siendo de 8,06 * 4,23 %Act/g a las 24 h. Tanto en sangre, hueso y musculo los %Act/g

a todos los tiempos fueron muy bajos (ver Tabla 22, Figura 67).

El %Act para higado fue de 36,16 £ 5,12 % a las 4 h post inyeccién y de 15,82 + 3,37
% a las 24 h. Se observa una tendencia de incremento en intestino encontrandose a
las 4 h un 7,11 + 4,70 %Act. Al cabo de las 2 h la actividad recogida en orina fue de
42,62 + 10,93 (%Act) y permanecio practicamente invariable a las 24 h (46,79 + 13,12

%Act). No se hallaron %Act significativos en otros 6érganos (ver Tabla 23, Figura 68).

Sin embargo, diferencias leves fueron apreciadas en la evaluacion de Sgc8-c-
HYNIC(Tfa)-*"Tc. Una captacion leve fue observada en higado y bazo a todos los
tiempos. La actividad en sangre, musculo y hueso tampoco fue significativa a las 24
horas post inyeccion. El % de Act/g encontrado en rifiones permanecié constante
hasta las 4 horas (24,42 + 7,22) y disminuy0 a las 24 horas (10,24 £ 0,58). Para este
tiempo el valor encontrado en intestino fue de 9,00 + 2,12 % Act/g (ver Tabla 24,
Figura 69).

Respecto al %Act para el Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-*"Tc un 11,26 + 2,26 %Act fue
encontrado en sangre a los 30 minutos disminuyendo hasta valores no detectables a
las 24 h. La misma tendencia, aunque mas lenta de observa en higado en donde se
observa un 8,93 + 2,06 %Act a los 30 minutos. Para este tiempo un 6,79 + 0,64 %Act y

un 6,90 £ 0,56 %Act fue encontrada en rifiones e intestino respectivamente. Al cabo de
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24 horas la actividad presente en higado fue del 1,85 + 0,74 %, la actividad en rifiones
fue del 3,01 + 0,81 %, un 11,29 + 3,47 % para intestino y el resto practicamente se
encontré en orina. Un 23,20 + 6,86 %Act fue eliminado en orina pasados 30 minutos
post-inyeccion. Esta tendencia permanecié creciente siendo 71,40 = 4,02 %Act

eliminado por orina (ver Tabla 25, Figura 70).

Finalmente el Sgc8-c-DOTA-°’Ga también fue evaluado mediante biodistribucién a los
mismos tiempos.

Los valores en sangre fueron de 12,99 * 0,94 %Act/g a los 30 minutos disminuyendo
al cabo de las 24 horas a 3,55 = 1,79 %Act/g. Un 12, 38 + 1,75 %Act/g es el valor
encontrado para higado a los 30 minutos el cual se mantiene practicamente invariable
hasta las 24 horas donde el valor encontrado es de 13,19 + 3,10 %Act/g. La misma
tendencia se da en pulmones. En rifiones el %Act/g tiende a crecer encontrdndose un
valor de 8,65 + 1,38 %Act/g a las 24 horas. De la misma forma se observa un nivel de
9,97 £ 1,41 %Act/g en intestino a las 24 horas post inyeccion. El valor en hueso parece
aumentar también llegando a valores de 10,84 + 1,55% a las 24 horas (ver Tabla 26,
Figura 71).

El %Act presente en sangre a los 30 minutos post inyeccién fueron de 28,47 + 8,44 %
disminuyendo a un nivel de 4,94 + 2,11 % a las 24 horas. En higado los niveles
permanecen constantes siendo de 13,43 + 2,04 % a las 24 horas post inyeccion. La
tendencia en intestino es al aumento en donde se encuentra un valor de 13,41 + 1,24
% a las 24 horas. El nivel de actividad en hueso aumenta hasta valores de 25,08 +
4,96 % a las 24 horas también. Al cabo de las 24 h la actividad en orina se incrementd
llegando a valores de 31,23 + 1,90 % (ver Tabla 27, Figura 72).
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Tabla 22. Biodistribuciones de Sgc8-c-HYNIC(Is0)->"Tc en ratones BALB-c normales a 30 min, 2 h, 4 h y 24 h post inyeccién (n=5). Datos expresados como

%Act/g.
Tiempo
Tejido
30 min 2h 4h 24 h
Porcentaje de actividad inyectada por gramo (%Act/g + ds)

Sangre 2,97 £0,92 1,71+ 0,58 0,91 +0,39 2,84 +1,60
Higado 41,91 +9,44 21,22 +6,79 34,88 +9,70 1,53 +1,12
Corazoén 1,58 + 1,04 1,20 + 0,57 1,29+ 0,45 2,29 + 2,07
Pulmones 159+0,14 1,24 +£0,36 1,08 £0,49 4,13 + 2,54
Bazo 11,76 + 3,07 6,89 + 2,63 15,93 £ 10,54 8,80 + 5,99
Rifiones 1,72+1,04 8,98 + 3,34 6,33 + 3,26 8,06 + 4,23
Tiroides 1,45 +0,35 1,45 +0,58 1,39+0,24 3,76 £ 2,04
Musculo 0,36 £0,17 0,25 +0,17 0,28 £0,19 0,98 £ 0,76
Hueso 2,01+0,43 1,54 +1,20 1,50 + 0,26 2,68 +1,82
Estomago 2,53+0,75 1,99 + 1,55 4,25 +2,28 3,35+ 1,66
Intestino 2,17 £ 0,44 2,59+ 0,64 3,97+2,34 4,00 +2,30
Cerebro 0,09 £0,12 0,13 £0,09 0,15+ 0,03 1,36 + 0,79
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Figura 67. Gréfico de biodistribuciones de Sgc8—c—HYNIC(Iso)-99mTc en ratones BALB-c normales a 30 min, 2 h, 4 h y 24 h post inyeccién (n=5). Datos

expresados como %Act/g.
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Tabla 23. Biodistribuciones de Sgc8-c-HYNIC(Is0)-*"Tc en ratones BALB-c normales a 30 min, 2 h, 4 h y 24 h post inyeccién (n=5). nd corresponde a
medidas no detectables. Datos expresados como %Act.

Tiempo
Tejido
30 min 2h 4h 24 h
Porcentaje de actividad inyectada por gramo (%Act + ds)

Sangre 8,35+ 3,32 3,09 £1,07 1,41 + 0,59 1,93+1,42
Higado 39,47 + 11,26 23,99 +2,95 36,16 + 5,12 15,82 +3,37
Corazoén 0,37 £0,26 0,15+ 0,05 0,15 + 0,06 nd
Pulmones 2,52 +0,64 0,21 £ 0,06 0,28 £0,26 0,14 £ 0,12
Bazo 1,28 + 0,35 0,68 £ 0,20 1,47 + 0,76 0,40 £ 0,26
Rifiones 5,77 £1,80 2,92 +0,99 2,94+1,85 2,65+ 1,35
Tiroides 0,19 £ 0,03 0,12 £ 0,05 0,12 £ 0,07 nd
Musculo 4,47 £ 0,63 3,25+ 1,56 2,71+1,84 nd
Hueso 4,77 £0,77 1,62 £0,61 3,35+0,51 nd
Estomago 0,73+0,15 0,62 £ 0,25 1,12+ 0,76 0,51+ 0,19
Intestino 3,77 +1,13 4,66 + 0,99 7,11 +4,70 5,00 £ 2,48
Cerebro 0,17 0,11 0,04 +0,03 0,07 £ 0,04 nd
Vejiga + Orina 26,25+1,54 42,62 +10,93 40,14 + 15,25 46,79 +£13,12
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Figura 68. Grafico de biodistribuciones de Sch-c-HYNIC(Iso)-gngc en ratones BALB-c normales a 30 min, 2 h, 4 h y 24 h post inyeccion (n=5). Datos
expresados como %Act.
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Tabla 24. Biodistribuciones de Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-99mTc en ratones BALB-c normales a 30 min, 2 h, 4 h y 24 h post inyeccion (n=5). nd corresponde a

medidas no detectables. Datos expresados como %Act/g.

Tiempo
Tejido
30 min 2h 4h 24 h
Porcentaje de actividad inyectada por gramo (%Act/g + ds)
Sangre 5,76 £ 0,23 4,72 +1,05 3,36 £1,68 nd
Higado 7,61+0,87 6,33+ 1,37 4,26 +2,14 2,82+1,65
Corazén 2,58 + 0,85 1,27 + 0,45 0,92 £ 0,67 nd
Pulmones 3,70+1,53 1,96 + 0,16 1,90 +0,74 nd
Bazo 3,32+0,83 3,43 £0,99 3,68 +1,25 nd
Riflones 19,61 +1,65 24,07 £5,02 24,42 +7,22 10,24 +0,58
Tiroides 7,79+5,16 4,07 £1,91 4,04 £1,51 nd
Musculo 0,77 £ 0,54 0,59 £ 0,40 0,52 +0,82 nd
Hueso 2,27+1,10 2,64 +0,92 1,97 +1,52 3,31+1,14
Estdomago 14,73 +£0,17 6,48 +1,79 527+1,51 1,60 + 0,57
Intestino 3,565 +0,40 3,78+1,08 4,61 +0,98 9,00 £2,12
Cerebro 0,50 £0,13 0,28 £0,19 0,44 £ 0,28 nd
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Figura 69. Grafico de biodistribuciones de Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-99mTc en ratones BALB-c normales a 30 min, 2 h, 4 h y 24 h post inyeccién (n=5). Datos

expresados como %Act/g.
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Tabla 25. Biodistribuciones de Sgc8-c-HYNIC(Tfa)->"Tc en ratones BALB-c normales a 30 min, 2 h, 4 h y 24 h post inyeccién (n=5). nd corresponde a

medidas no detectables. Datos expresados como %Act.

Tiempo
Tejido
30 min 2h 4h 24 h
Porcentaje de actividad inyectada por gramo (%Act + ds)
Sangre 11,26 +£2,26 7,24 +1,58 4,18 +1,86 nd
Higado 8,93 £ 2,06 6,65 £1,23 4,60 + 2,20 1,85+0,74
Corazoén 0,33+0,11 0,18 £ 0,09 0,15 +0,10 nd
Pulmones 0,51 +0,19 0,28 + 0,09 0,28 +0,11 nd
Bazo 0,36 £0,14 0,36 £0,10 0,25+ 0,04 nd
Rifiones 6,79 £ 0,64 7,58 £0,74 6,84 +1,12 3,01+ 0,81
Tiroides 1,06 £ 0,19 0,33+0,13 0,42 +0,15 nd
Musculo 3,04 +1,93 1,77£1,73 4,96 * 3,20 nd
Hueso 4,42 +1,91 4,25 +0,89 2,96 + 1,02 nd
Estomago 2,98 £ 0,63 1,16 + 0,29 2,00 £ 0,96 1,60 + 0,57
Intestino 6,90 £ 0,56 6,78 + 1,02 7,63 £1,58 11,29 +3,47
Cerebro 0,21 + 0,09 0,08 + 0,05 0,16 +0,11 nd
Vejiga + Orina 23,20+ 6,86 54,81 +2,78 61,83 +7,62 71,40 £ 4,02
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Figura 70. Grafico de biodistribuciones de Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-99mTc en ratones BALB-c normales a 30 min, 2 h, 4 h y 24 h post inyeccién (n=5). Datos
expresados como %Act.
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Tabla 26. Biodistribuciones de Sgc8-c-DOTA-*’Ga en ratones BALB-c normales a 30 min, 2 h, 4 h y 24 h post inyeccién (n=4). Datos expresados como

%Act/g.
Tiempo
Tejido
30 min 2h 4h 24 h
Porcentaje de actividad inyectada por gramo (%Act/g + ds)

Sangre 12,99 £ 0,94 13,51 +2,03 11,93 +£2,39 3,565+1,79
Higado 12,38 £ 1,75 14,12 £1,35 13,12 +2,21 13,19 +3,10
Corazoén 4,16 +1,40 4,78 +1,35 3,31+0,56 2,20+ 1,01
Pulmones 11,23 +1,09 18,00 + 1,50 13,34 +5,67 10,34 +2,49
Bazo 4,53 +0,81 7,21+1,56 5,32+3,34 11,06 + 2,91
Rifiones 5,48 £0,80 7,64 £ 0,62 7,50+ 1,17 8,65+ 1,38
Tiroides 6,91 +£0,91 5,13 + 3,33 4,63 +1,26 1,64 +1,39
Musculo 1,83+0,44 1,48 £ 0,39 1,59+0,84 0,57 £0,33
Hueso 4,25 +0,62 7,22+4,11 6,98 £ 0,93 10,84 +1,55
Estomago 1,71 +0,03 2,66 £ 0,53 2,17 +0,88 2,40 £ 0,49
Intestino 3,08 £0,25 4,47 + 0,99 5,69 +£1,04 9,97 £1,41
Cerebro 0,39 £0,13 0,82+0,51 0,50 £ 0,43 0,30+ 0,16
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Figura 71 . Grafico de biodistribuciones de Sgc8-c—DOTA—67Ga en ratones BALB-c normales a 30 min, 2 h, 4 h'y 24 h post inyeccién (n=4). Datos expresados
como %Act/g.
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Tabla 27. Biodistribuciones de Sgc8-c-DOTA-%'Ga en ratones BALB-c normales a 30 min, 2 h, 4 h'y 24 h post inyeccion (n=5). Datos expresados como %Act.

Tiempo
Tejido
30 min 2h 4h 24 h
Porcentaje de actividad inyectada por gramo (%Act + ds)
Sangre 28,47 + 8,44 21,99 + 2,58 18,39+ 3,21 4,92 +2,11
Higado 14,80 £ 2,35 15,97 £1,88 14,63 +1,72 13,43 +2,04
Corazo6n 0,57 £0,27 0,49 £ 0,09 0,37 £0,05 0,21+ 0,10
Pulmones 1,59 +0,21 2,32+0,35 1,39+ 0,40 1,34+ 0,37
Bazo 0,49 £ 0,19 0,60 £ 0,03 0,47 £0,26 0,68 +£0,16
Rifiones 2,06 £0,34 2,48 £ 0,27 3,03+1,25 2,48+ 0,15
Tiroides 0,57+0,14 0,58 £ 0,06 0,53+0,15 0,20 £ 0,16
Musculo 19,71 £ 4,68 14,79 £ 3,73 17,87 £0,45 5,10 £ 3,39
Hueso 11,89 +2,30 9,58 £0,11 13,80 +1,36 25,08 + 4,96
Estomago 0,45 £ 0,09 0,56 £ 0,09 0,50 £ 0,18 0,48 £ 0,12
Intestino 5,94 + 0,76 7,83+1,20 10,20 £ 1,58 13,41 +1,24
Cerebro 0,11 +0,04 0,24 £0,12 0,17 £0,20 0,09 + 0,06
Vejiga + Orina 8,17 £ 0,48 5,17 £ 2,05 14,99 + 3,51 31,23 +£1,90
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Figura 72. Grafico de biodistribuciones de Sgc8-c—DOTA—67Ga en ratones BALB-c normales a 30 min, 2 h, 4 h'y 24 h post inyeccién (n=4). Datos expresados
como %Act.
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5.4.3 Estudios imagenoldgicos

Para estudiar in vivo el comportamiento del aptamero Sgc8-c-Alexa647 se realizaron
imagenes ex vivo ya que la autofluorescencia de tejidos y pelaje del animal no

permitian realizar el estudio con animal entero.

Los modelos tumorales de ratdon se muestran por separado, tanto para los ratones
BALB-c inoculados con células A20, como para los ratones C57BL/6 inoculados con
células B16F1 (n=2).

Dos horas post inyeccion del aptamero Sgc8-c se hizo orinar al raton y el mismo fue
sacrificado por dislocacion cervical. Los o6rganos disectados se muestran en las

imagenes.

Las imagenes que se muestran a continuacion (Figuras 73-77) fueron realizadas en el
equipo In-Vivo MS FX PRO del Centro de Investigaciones Nucleares. Dichas imagenes
se adquirieron 2 horas post inyeccién en modo fluorescencia y rayos-X. El laser de

excitacion utilizado se correspondié a 650 nm.

De la comparacién de ambos modelos tumorales se observa una clara captacion en
los tumores de linfoma (células A20) comparados con los observados para el modelo

de melanoma (células B16F1) (Figura 77).

Sin tener en cuenta la captacion en intestino y estbmago, la relacion entre higado,
bazo y riflones en comparacién con el tumor fue sustancialmente diferente para los

ratones con linfoma. No se observé lo mismo en el caso del modelo de melanoma.

Particularmente, uno los de los ratones inoculados con células A20 mostré una
captacién que llamo la atencién, tanto en una porcién de la médula espinal como en la
cabeza del fémur (Figura 73). No se tienen datos de anatomia patoldgica, ni se
observo tejido diferente en términos macroscopicos para este tejido, pero esta

observacion podria indicar la presencia de metéstasis a nivel de médula.

La captacion en intestino y estdmago puede estar relacionada a la ingesta de racion

con alto contenido de componentes que aumenten la sefial fluorescente.
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770.62

542 44

314.26

86.07

Figura 73. Imagen ex vivo adquirida en equipo In-Vivo MS FX PRO 2 horas post inyeccién de 20 ug de Sgc8-c-Alexa647. Ratén BALB-c inoculado
previamente con células A20. En la imagen pueden observarse bazo(b), rifiones(r), medula espinal(m), fémur(f), pulmones(p), corazén(cz), higado(h),
intestino(i), estbmago(e) y tumor (circulo amarillo).
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280.71

35.75

Figura 74. Imagen ex vivo adquirida en equipo In-Vivo MS FX PRO 2 horas post inyeccién de 10 ug de Sgc8-c-Alexa647. Ratén BALB-c inoculado
previamente con células A20. En la imagen pueden observarse bazo(b), rifiones(r), pulmones(p), corazén(cz), higado(h), intestino(i), estbmago(e), y tumor
(circulo amarillo).

105



Resultados

528.98

287.34

45.70

Figura 75. Imagen ex vivo adquirida en equipo In-Vivo MS FX PRO 2 horas post inyeccion de 20 ug de Sgc8-c-Alexa647. Ratén C57BL/6 inoculado
previamente con células B16F1. En la imagen pueden observarse bazo(b), rifiones(r), pulmones(p), corazén(cz), higado(h), intestino(i), estbmago(e) y tumor
(circulo amarillo).
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1 528.18

285.75

43.31

Figura 76. Imagen ex vivo adquirida en equipo In-Vivo MS FX PRO 2 horas post inyeccion de 10 ug de Sgc8-c-Alexa647. Raton C57BL/6 inoculado
previamente con células B16F1. En la imagen pueden observarse bazo(b), rifiones(r), corazén(cz), higado(h), intestino(i), estbmago(e) y tumor (circulo
amarillo).
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Figura 77. Imagenes ex vivo comparadas utilizando la misma escala de color. Intensidad normalizada en funcién de la escala.

43.31
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Las imagenes que se muestran a continuacion (Figura 78-85) fueron realizadas en el

equipo In-Vivo MS FX PRO del Centro de Investigaciones Nucleares.

Las imagenes fueron adquiridas 2 horas post inyeccion y los tiempos de adquisicién
variaron entre 5-10 minutos, modo gamma y rayos-X. En algunos casos se realiz6

también la imagen a 24 horas post inyeccion.

Previo a la adquisicién el ratén fue anestesiado y se hizo orinar para disminuir la

intensidad de actividad en vejiga.

Para ambos aptameros marcados con Techecio-99m se observa alto contenido en
vejiga y un remanente en higado. Veinticuatro horas tras la inyeccion se sigue
observando el mismo patrén de distribucion, sin observar captacion a nivel del tumor
(Figuras 78-81, los modelos tumorales de raton se ubican en la misma figura, tanto
para los ratones BALB-c inoculados con células A20, como para los ratones C57BL/6

inoculados con células B16F1).

En el caso del Sgc8-c-DOTA-*'Ga se observa alto contenido del agente de imagen a
nivel abdominal, pero también en la zona del tumor (Figura 82). Veinticuatro horas tras
la inyeccion se sigue observando el mismo patrén de distribucion (Figuras 82-85). Para
confirmar la captacién por los tumores se realizd la imagen ex vivo de los 6rganos

verificAndose dicha hipétesis.

Para el modelo de linfoma no se observd captacion tumoral en la imagen ex vivo
(Figura 85). Inmediatamente, la captacion en tumor y demas drganos fue verificada por
estudios de biodistribucién observandose relaciones Tumor/Sangre (%Act/g) vy
Tumor/Musculo (%Act/g) elevadas, principalmente a las 24 h post inyeccion del

radiomarcado.

En el caso del linfoma el tumor era muy pequeiio y claramente el equipo de imagen no
permite observar la captacion. Sin embargo, es el tumor que mayor relacion

Tumor/Sangre y Tumor/Muasculo presenta (ver Figura 86).
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-1.2e+003 ' 2.3e+003
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99m

Figura 78. Imagen adquirida en equipo In-Vivo MS FX PRO 2 horas post inyeccién de Sgc8-c-HYNIC(Iso)-"""Tc. A la izquierda se observa el ratdbn BALB-c
inoculado previamente con células A20, tumor en miembro inferior (circulo amarillo). A la derecha se observa el raton C57BL/6 inoculado previamente con
células B16F1, tumor en miembro inferior (circulo amarillo).
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i 1.4e+003 . 214.92

974.04 192.63

554.47 170.35

134.90 148.06

99m.

Figura 79 . Imagen adquirida en equipo In-Vivo MS FX PRO 24 horas post inyeccién de Sgc8-c-HYNIC(Iso)-"""Tc. A la izquierda se observa el ratén BALB-c
inoculado previamente con células A20, tumor en miembro inferior (circulo amarillo). A la derecha se observa el ratén C57BL/6 inoculado previamente con
células B16F1, tumor en miembro inferior (circulo amarillo).
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Figura 80 . Imagen adquirida en equipo In-Vivo MS FX PRO 2 horas post inyeccién de Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-"""Tc. A la izquierda se observa el raton BALB-c
inoculado previamente con células A20, tumor en miembro superior (circulo amarillo). A la derecha se observa el ratén C57BL/6 inoculado previamente con
células B16F1, tumor en miembro superior (circulo amarillo).
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182.85

167.04

Figura 81 . Imagen adquirida en equipo In-Vivo MS FX PRO 24 horas post inyeccién de Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-

. 218.10

-189.45

-

160.80

132.14

99m

Resultados

Tc. A laizquierda se observa el raton BALB-c

inoculado previamente con células A20, tumor en zona media (circulo amarillo). A la derecha se observa el raton C57BL/6 inoculado previamente con células

B16F1, tumor en miembro inferior (circulo amarillo)
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P 327.49
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P 335.75

284.44 -275.94
233.12 224.40
181.81 172.86

Figura 82 . Imagen en el equipo In-Vivo MS FX PRO en ratén C57BL/6 inoculado previamente con células B16F1. Imagen adquirida 2 h (izquierda) y a 24 h
(derecha) post-inyeccién de Sgc8-c-DOTA-*’Ga. Tumor en miembro inferior a la derecha (circulo amarillo).
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P 34422 B 647.98

281.30 518.48

218.38 388.97

155.46 250.47

Figura 83. Confirmacién de captacion tumoral por imagen ex vivo de raton C57BL/6 inoculado previamente con células B16F1 a 2 y 24 horas post-inyeccién
de Sgc8-c-DOTA-67Ga (ver figura 82). En la imagen pueden observarse bazo(b), rifiones(r), corazén(cz), higado(h), intestino(i), estbmago(e), pulmones(p),
cerebro(c), masculo(m), tiroides(t), femur (f) y tumor (circulo amarillo).
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P 394.46 - 262.73
|
' 346.81 240.46
299.17 218.19
251.52 195.91

Figura 84. Imagen en el equipo In-Vivo MS FX PRO en raton BALB-c inoculado con A20 a 2 h (izquierda) y a 24 h (derecha) post-inyeccién con Sgc8-c-
DOTA-%"Ga. Tumor en miembro inferior a la derecha (circulo amarillo).
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P 949022

692.67

436.13

170.58

Figura 85. Confirmacién de captacion tumoral por imagen ex vivo de raton BALB-c inoculado
previamente con células A20 24 horas post-inyeccion con Sgc8—c—DOTA—67Ga. En la imagen
pueden observarse bazo(b), rifiones(r), corazén(cz), higado(h), intestino(i), estomago(e),
pulmones(p), cerebro(c), musculo(m), tiroides(t), femur (f) y tumor (circulo amarillo).
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Figura 86. Gréfico las relaciones tumor/sangre y tumor/musculo a diferentes tiempos para la
cuantificaciéon mediante biodistribucién de los ratones de las Figuras 83 y 85.
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5.4.3.1 Micro-SPECT-CT

Fue posible realizar una imagen en un raton inmunodeprimido inoculado con células
humanas LS174T. La adquisicidn fue realizada en Micro-SPECT-CT perteneciente al
VA Truman Hospital, Universidad de Missouri. Dicha imagen fue adquirida 2 horas
post-inyeccion de 1 mCi de Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-**"Tc.

Previo a la adquisicion el raton fue anestesiado y debido a la alta eliminacién en orina
se hizo orinar al raton.

En las Figuras 87-89 se observan los diferentes cortes axial, coronal, y reconstruccién
3D, respectivamente (las flechas rojas indican la ubicacion del tumor).

Para este caso es posible visualizar el tumor, si bien existe una alta sefial para higado
y vejiga fundamentalmente.

Asimismo es posible observar una alta captacion en tiroides lo que puede indicar una
desestabilizacion del aptdmero marcado in vivo. Esto Ultimo no se observa para las
imagenes adquiridas con los modelos tumorales anteriormente mencionados en el
equipo In-Vivo MS FX PRO lo cual puede deberse a la diferencia de los modelos
tumorales. Se realizé también la adquisicion a 24 horas post-inyeccion pero los datos
no fueron procesados y la imagen no se muestra debido a que la actividad presente en

raton a ese momento no fue suficiente para el equipamiento utilizado.
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Figura 87. Micro-SPECT/CT. Cortes axiales de ratén SCID inoculado con LS174T 2 horas post-inyeccion de Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-99mTc. El tumor se indica
con flecha roja (arriba a la izquierda).
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Figura 88 . Micro-SPECT/CT. Cortes coronales de ratdn SCID inoculado con LS174T 2 horas post-inyeccion de Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-99mTc. El tumor se indica
con flecha roja (arriba a la izquierda).
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Figura 89 . Micro-SPECT/CT. Imagen superpuesta de los cortes de ratén SCID inoculado con LS174T 2 horas post-inyeccion de Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-99mTc. El
tumor se indica con flecha roja (arriba a la izquierda).
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Discusion

La nuevos emprendimientos tecnoldgicos, los avances en la comunicacion y soportes
de informacion han permitido mejorar sustancialmente el conocimiento del cancer. Con
la expectativa de vida creciente en los paises desarrollados el cancer seguird siendo
una patologia que afectard a millones de personas en el tiempo por venir. Por este
motivo constituye un gran desafio sostener el avance y la innovacién en esta area.
Para el diagnostico del cancer las biopsias y cirugias son los procedimientos
habituales en la clinica. Dichos procedimientos son invasivos y pueden perder de vista
caracteristicas particulares en base a la heterogeneidad tumoral y en muchos casos
implican un enorme riesgo al paciente.

Debido a su caracteristica no invasiva el uso de imagenes, la imagen molecular,
permite evaluar la patologia en su contexto siendo clave para entender el proceso
tumoral sin perturbar el ambiente y proporcionando informacién adicional a los
métodos convencionales. La estadificacion tumoral, deteccion de metastasis, cirugia
guiada, asi como la cuantificacion de una lesion son diferentes aplicaciones en esta

area.

La pregunta es: ¢Qué obstaculos y qué desafios son los que se debe enfrentar en
cuanto a una aplicacion de este tipo?

En este contexto, no cabe duda que es fundamental el conocimiento de marcadores
tumorales y el desarrollo de nuevos agentes de imagenologia molecular especificos de
estos. Se puede inferir que las caracteristicas principales de estos ultimos deben ser
una alta afinidad y especificidad por el blanco.

Tradicionalmente los agentes basados en anticuerpos, disefiados para reconocer
especificamente marcadores tumorales, han sido muy estudiados como agentes
imagenoldgicos. Sin embargo, en las Ultimas décadas han surgido y se han optimizado

técnicas que permitiran cambiar esta tendencia.

Pequefias moléculas, péptidos, oligonucledtidos y nanoestructuras también pueden
actuar como agentes de reconocimiento especifico por un blanco tumoral.

Asimismo, el generador de imagen, la estabilidad in vivo y la cinética de eliminacién
del agente imagenoldgico son caracteristicas determinantes en la relacion blanco/no

blanco que se obtendran en una imagen.

Tras su creciente desarrollo, y promisorias caracteristicas, los aptdmeros generan una

nueva linea de investigacion en esta area.
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Su bajo costo en comparacion con los anticuerpos, alta afinidad por su blanco, incluso
con pesos moleculares bajos, y caracteristicas fisicoquimicas facilmente modificables
hacen atractiva su evaluacion como agentes de imagenologia molecular.

Tras los resultados obtenidos de evaluaciones previas [113,114,135], el aptamero
Sgc8-c, fue el foco de este estudio.

Segun se describe en la bibliografia dicho aptamero, secuencia truncada del original
sgc8, mostré unirse con muy buena afinidad a un receptor de superficie presente en
las células CCRF-CEM posteriormente identificado como PTK7.

Se conoce que el receptor PTK7 participa en procesos normales de desarrollo pero su
rol en cancer ha sido poco estudiado. En funcidon de los datos bibliogréficos
recopilados PTK7 podria estar sobreexpresado en varios tipos de tumores, incluso
aquellos potencialmente metastaticos.

En este trabajo el aptamero Sgc8-c fue modificado con un grupo amino terminal el cual
permiti6 su posterior reaccion con ésteres de N-hidroxisuccinimidilo de otros
compuestos, agentes bifuncionales, que permitirdn adquirir imagenes.

Claro esta que si bien las modificaciones incorporadas no varian de forma importante
la masa molar del aptamero final, las caracteristicas de dichos conectores podrian
alterar sus propiedades.

Tras la obtencion del aptamero Sgc8-c derivatizado en sus diferentes formas, se
procedi6 a realizar el control de los mismos por RP-HPLC. Debido al tipo de columna
utilizada para estos controles, podrian reflejar cambios en las interacciones débiles

establecidas en la interfase debido a la incorporacién de modificaciones al aptamero.

En primera instancia Sgc8-c fue marcado con el fluoréforo Alexa-647 y la capacidad
del nuevo conjugado en su interaccion biolégica fue evaluada en cinco lineas celulares
tumorales (A20, B16F1, CCRF-CEM, LS174T y Ramos) mediante citometria de flujo.
Todas las lineas mostraron diferentes niveles de sefal e intensidad lo cual es un
indicativo de las diferencias de expresion del blanco en ellas, en el porcentaje de
células de la linea que lo expresan, como en nivel de expresion y también en la
afinidad por el blanco. Sorprendentemente, tras incubar el anticuerpo anti-PTK7-APC
con dichas lineas, en las mismas condiciones, la Unica linea celular que mostré una
sefal significativa fue la linea celular CCRF-CEM, como se encuentra descrito en la
bibliografia [157]. Si bien se describe que el aptAmero Sgc8-c no competiria por el sitio
de unién al anticuerpo aqui se evidencian diferencias importantes entre lineas
celulares lo cual lleva a pensar en la posibilidad que se esté expresando otra isoforma
de PTK7 o en un reconocimiento no especifico de Sgc8-c por PTK7, como se ha

descrito inicialmente.
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Debido a la poca informacion respecto al receptor PTK7 este ensayo logra ver
diferentes parametros a tener en cuenta en el momento de considerar a esta

biomolécula como potencial blanco para el desarrollo de agentes de imagen.

Cabe destacar que PTK7 no ha sido descrito en la linea celular A20, B16F1 y LS174T.

Asimismo la internalizacion de Sgc8-Alexa647 se siguid a través de microscopia
confocal en estas mismas lineas celulares mostrando un patrén de agrupamiento muy
caracteristico. Si bien no se utilizé un marcador distintivo, las imagenes realizadas a
diferentes tiempos y descripciones previas indican que la internalizacion mediante
endosomas podria ser el camino de ingreso a la célula del aptdmero marcado con
Alexa647.

El reconocimiento especifico de Sgc8-Alexa647, Sgc8-c-HYNIC(Is0)-*"Tc, Sgc8-c-
HYNIC(Tfa)-*"Tc y Sgc8-c-DOTA-*'Ga, por el receptor PTK7 se evalué a través de la
incubacioén con diferentes concentraciones de una variante del receptor puro, PTK7-1,
con el conjugado. Los resultados mostraron solamente niveles detectables de unién

para el Sgc8-c-DOTA-*’Ga y se pudo entonces determinar la Kg.

Su aplicacion como agente de imagenologia molecular finalmente fue evaluada en dos
modelos tumorales de raton tras la adquisicion de iméagenes ex vivo, dos horas post-
inyeccion intravenosa del Sgc8-c-Alexa647. En funcion de los resultados obtenidos de
la citometria de flujo, fue interesante constatar que ambos modelos arrojasen
diferentes resultados. En las im&genes de los tumores inducidos con células B16F1,
en ratones C57BL/6, se observd una leve captacion del Sgc8-c-Alexa647. Sin
embargo, los tumores inducidos con células A20 en ratones BALB-c mostraron una
importante captacién. Si bien la linea celular A20 es la que muestra menor porcentaje
de células positivas, es la que muestra mayor afinidad por el receptor.

Los resultados indican, entre otras cosas, la necesidad de recurrir igualmente a
modelos in vivo e in vitro. La modificacién del patron de expresién celular in vivo, ya
sea por la modificacion de expresion del receptor consecuencia de la modificacion de
vias sefializacion, como por la proliferacion diferencial in vivo de una poblacion celular
particular pueden hacer que los resultados nos sorprendan. No obstante, el
microambiente tumoral propio de ambos modelos podria afectar la penetracion en el
tejido tumoral del agente imagenoldgico diferencialmente. De esta forma se destaca la
necesidad de recurrir a modelos completos y variados para la evaluacién de nuevos

agentes imagenolégicos.
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Si bien los animales fueron afeitados previo a la adquisicién de la imagen no se logré
observar la fluorescencia in vivo y los animales tuvieron que ser sacrificados para
observar los 6rganos por separado, ex vivo. Contar con modelos de ratones nude
seria lo ideal para este tipo de estudios aunque la penetracion en el tejido de la
radiacion sigue siendo una limitante en la aplicacion de los fluor6foros en el NIR como

generadores de imagenes.

Por otro lado, la disponibilidad y uso extendido del Tecnecio-99m, asi como sus
caracteristicas fisicoquimicas Optimas para realizar estudios de SPECT impulsaron a
explorar la marcacién del Scg-8-c con este radionucleido. A su vez, la experiencia
previa, de nuestro grupo, en el trabajo con HYNIC indica que las condiciones de
marcacién con tecnecio via HYNIC son ideales cuando se trabaja con moléculas
sensibles a condiciones extremas de temperatura y pH. Por ello Sgc8-c fue marcado
con Tecnecio-99m a través del quelante bifuncional NHS-HYNIC. Se trabajé con NHS-
HYNIC(Iso) de la forma que est& disponible comercialmente y NHS-HYNIC protegido
con un grupo Tfa [95]. En un exceso de HYNIC una alicuota del aptamero Sgc-8-c fue
incubada por 45 minutos con las diferentes formas de NHS-HYNIC, segun las
condiciones de reaccion descritas. Ambos conjugados, Sgc8-c-HYNIC(Iso) y Sgc8-c-
HYNIC(Tfa) se marcaron con Tecnecio-99m en diferentes condiciones de reaccion y
se realizaron los controles necesarios para estudiar las condiciones éptimas de
estabilidad y purificacion.

Siendo que el coligando utilizado y el pertecneciato, asi como el TcO, son posibles
impurezas presentes, las metodologias utilizadas fueron variadas y el método de
control 6ptimo resulté ser mediante HPLC. Tanto el uso de la columna C18 como la
columna de exclusion molecular SW300 fueron estudiados como métodos de
purificacion, esta Ultima permiti6 obtener un purificado en disolucion apto para la
administracion en animales. Sin embargo, el conjugado con HYNIC desprotegido
(HYNIC(Is0)) mostré una mayor cantidad de picos en el sistema con columna C18 que
pueden estar indicando diferentes situaciones estructurales, por modificaciones a
través del grupo hidracino, dando conjugados con diferentes caracteristicas
cromatograficas.

Asimismo, la purificacion por PD10 resultdé ser la mas adecuada para la purificacion
rapida de ambos radiomarcados. No pudo ser identificado un sistema cromatografico
en capa fina 6ptimo como sistema rapido de control.

La variante PTK7-1 del receptor puro fue incubada con Scg8-c radiomarcado con
Tecnecio-99m. Tras la medicién en el contador gamma no fue posible apreciar un

aumento de la actividad conforme un aumento del la cantidad de receptor adsorbida.
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Posiblemente existe gran cantidad de conjugado sin derivatizar con HYNIC en la
mezcla por lo que no se va a marcar y las sefiales estardn disminuidas por esta
impureza.

Los radiomarcados con Tecnecio-99m fueron evaluados en las lineas celulares
indicadas anteriormente a diferentes tiempos de incubacién. Pasadas la media hora no
se observd un aumento significativo de la captacion por las células si bien se
observaron leves diferencias entre las lineas celulares estudiadas, nuevamente con la
linea celular Ramos mostrando una intensa sefal en comparacién a las otras lineas
celulares.

Los mismos modelos tumorales que los mencionados anteriormente fueron evaluados
para los radiomarcados con Tecnecio-99m. Dos horas post-inyeccion por via
intravenosa de los radiomarcados se realizé la adquisiciobn de imagenes en el equipo
In-Vivo MS FX PRO. En ningln caso se detecté captacibn a nivel tumoral,
observandose una rapida eliminacion en orina y un remanente en higado y rifiones. En
relacion a esto ultimo, estudios de biodistribucion en ratones BALB-c normales a
diferentes tiempos indicaron que la depuracion sanguinea de los radiomarcados es
muy rapida. Un 40 % aproximadamente de la actividad inicial inyectada es eliminada a
los 30 minutos y los resultados indican que el resto de la actividad se estaria
concentrando principalmente en higado y rifones y en menor medida en intestino. La
actividad en musculo, hueso y otros tejidos es muy baja a todos los tiempos
evaluados.

Para conocer en mayor medida la cinética de eliminacion de los radiomarcados se
realizd un estudio farmacocinético en ratas normales extrayéndose muestras de
sangre y orina hasta las 24 horas post-inyeccion. El procesamiento de los datos indico
gque un ajuste bi-compartimental se adecua correctamente, en donde existe una
eliminacion muy rapida inicial que le prosigue a una fase lenta de eliminacion. El valor
de clearance renal obtenido para ambos radiomarcados concuerda con los datos
obtenidos de la biodistribucion.

Un estudio mediante Micro-SPECT/CT fue realizado en la Universidad de Missouri.
Para dicho estudio se utilizé un raton SCID con tumor generado a partir de la inyeccién
de células humanas LS174T. El aptamero Sgc8-c-HYNIC(Tfa)-*"Tc fue inyectado por
via intravenosa y dos horas después la imagen fue adquirida. En este estudio se
observa particularmente la captacién por el tumor. En los cortes axiales se puede
apreciar una captacion moderada del tumor similar a la observada en la vejiga. Sin
embargo, se puede observar un remanente en érganos como tiroides e intestinos lo
gue sugiere algun tipo de desestabilizacion del conjugado in vivo. Esto puede deberse

a alguna caracteristica propia del animal, o a algun problema en la purificacion previo
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a la inyeccién del aptamero radiomarcado. Deberan realizarse mas estudios con un
mayor nimero de animales y la cuantificacion a través de estudios de biodistribucion

en ratones con tumor.

Por otro lado, los avances oncolégicos actuales, sugieren la gran necesidad de asociar
el diagnéstico y la terapia dirigidos hacia un mismo blanco molecular. Los criterios
clasicos para informar de una remision del cancer en funcién del tamafio del tumor han
dejado de ser valorados como tal, debido a que no evaltan la efectividad de la terapia
en si misma. De aqui surge el concepto de la terandstica.

El término terandstica se define como la integracion del diagnostico y una terapia
especifica [66]. El diagndstico permitiria identificar pacientes, que puedan responder a
una terapia particular y a su vez proporcionar eventual informacion en el seguimiento
del paciente, monitoreando la respuesta a un tratamiento especifico con el
radiofarmaco de diagnostico. Actualmente este tipo de aplicaciones estan siendo
evaluadas por grandes compafias farmacéuticas con el fin de acelerar el desarrollo de
nuevas estrategias contra el cancer y reducir el costo asociado a las mismas [69].

La terandstica se basa en el empleo de una misma molécula especifica para un blanco
molecular ya sea con un emisor gamma para diagnéstico o con un emisor, alfa o beta,
para terapia. No alcanza con mejorar las técnicas de deteccion si no se poseen
estrategias terapéuticas acordes a evitar su diseminacién y tampoco alcanza con tener
buenas estrategias farmacoldgicas si no hay forma de destinarla a la totalidad de la
poblacién afectada.

El valor estratégico de este tipo de terapia se basa en el efecto de las radiaciones
sobre el tejido blanco y en la selectividad de la localizacion de la fuente radiactiva (in
situ) [63]. Los radionucleidos utilizados con este fin emiten radiacion con una alta
transferencia lineal de energia (LET) y entre ellos se encuentran emisores beta, alfa y

emisores de electrones Auger.

Finalmente y con el objetivo de evaluar un agente imagenolbgico y terandstico, o
ambos, el aptamero Sgc8-c fue derivatizado con NHS-DOTA. DOTA es un quelante
bifuncional que puede unir una variedad de metales. Entre ellos, se encuentran los
radionucleidos emisores gamma como el *’Ga, emisores de positrones como el ®Ga,
emisores beta como el °Y, emisores alfa como ?**Ra, y emisores mixtos como el *""Lu.
En este estudio, Sgc8-c-DOTA fue marcado con Galio-67 y se realizaron estudios de
estabilidad, asi como estudios en las lineas celulares mencionadas anteriormente y

también estudios de biodistribucion, farmacocinéticos e imagenolégicos.
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Se ensayaron varias temperaturas de marcacion y los mejores rendimientos se
lograron a temperaturas superiores a los 45 °C. Sin embargo, no mejoré con el tiempo
de incubacién siendo 30 minutos el tiempo Optimo de marcacion. Los ensayos
celulares arrojan resultados similares a los de Sgc8-c radiomarcado con Tecnecio-99m
y los estudios en animales mostraron comportamientos diferentes de los anteriores
agentes tanto en la farmacocinética y biodistribucién. En esta ultima, la distribucion del
aptamero en ratones normales parecié ser mas homogénea si bien baja para todos los
6rganos.

En las imagenes fue posible observar una muy alta captacién tumoral para los
modelos ensayados, principalmente en el modelo de ratén C57BL/6 inyectado con
células de melanoma B16F1. Sin embargo la confirmacion por biodistribucion de la
captaciéon en tumor indicaria que el tumor A20 posee un %Act/g y si es comparado con
el valor en sangre y musculo da relaciones blanco/no blanco extremadamente altas,
incluso mayor que para el modelo de melanoma. Este resultado se condice con los

resultados de las imagenes ex vivo del Sgc8-c-Alexab47.

En todos los casos de las radiomarcaciones no se observa la afectacion de la
estructura del aptdmero por RP-HPLC, si bien existe gran diferencia en los
coeficientes de reparto hallados. Esto podria afectar de manera significativa la union a
su receptor y explicar las diferencias en el comportamiento in vitro e in vivo.

Si bien su mediana masa molecular no es una barrera para la buena afinidad y
especificidad esta claro que pequefias modificaciones, como en una sola base, deben
ser tenidas muy en cuenta y evaluar como afecta la misma [158]. Particularmente
estas caracteristicas no son solo afectadas por el cambio de tamafo sino de
lipofilicidad, lo que puede repercutir en la interaccién a nivel celular de la molécula en
cuestion [193].

La estabilidad en suero fetal bovino, la cual representaria la estabilidad in vivo de los
aptameros evaluados, muestra lo que es muy discutido en la bibliografia de
aptameros. Su estabilidad podria verse enormemente afectada in vivo. Sin embargo,

es importante que aun asi se logren ver captaciones especificas por el tumor.

Es evidente que queda mucho por explorar en cuanto de aptameros se habla. En este
estudio se realizé6 un analisis bibliografico de los aptdmeros como agentes de
imagenologia molecular. Realmente son pocas las experiencias exitosas encontradas
que lograron prosperar a una prueba fehaciente de sus posibilidades de agente

imagenolégico. Si bien algunos autores han podido realizar radiomarcaciones y
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evaluar en modelos murinos, el esfuerzo no parece suficiente para lograr la obtencion

de una buena imagen.

Se deriva de aqui, que aun queda por realizar un trabajo mas intenso para caracterizar

mejor estas biomoléculas.

Aln hay cosas que no se comprenden respecto al comportamiento in vivo de ciertos
compuestos. Es sabido que el microambiente tumoral asi como la vasculatura y demas
estructuras juegan un rol fundamental en el acceso de compuestos a las células
tumorales. Incluso mecanismos de eflujo celulares permiten evadir las posibles
estrategias que se puedan desarrollar. En base a ello es que, constantemente, se
buscan diferentes estrategias buscando mejorar el acceso al blanco asi como generar

mayor especificidad.

Si se logra elevar la relacién blanco/no blanco entregando farmacos de manera mas
efectiva al tumor se mejoraria profundamente la sensibilidad de nuevas metodologias.
Pero la efectividad en el acceso a la zona patolégica es simplemente la puerta de
entrada. No se debe perder la idea que para mejorar la relaciéon blanco/no blanco
deben ser mejorados otros aspectos como el tiempo de residencia en el organismo, la
eliminacion del farmaco del organismo, la evasién del sistema inmune y otros factores.
Todos estos componentes tienen caracteristicas esenciales para lograr el fin en
cuestion. Por ello muchos farmacos han fracasado en el intento y es necesario seguir
buscando. No es al azar pero esta claro que muchos factores influyen en la eleccion

de la estrategia ideal. Y es en busca de ello por lo que se trabaja constantemente.

Sin duda las caracteristicas heterogéneas del cancer hacen necesario un enfoque

multidisciplinario para atender sus causas asi como su desarrollo.

Si bien ha habido grandes avances en la imagenologia en este campo, siguen
existiendo dificultades en la estadificacién y la deteccion de persistencia o recaida de
la enfermedad, lo cual condiciona el manejo y la sobrevida de los pacientes. La
imagenologia convencional se enfocaba en ver la ubicacion y extension de las zonas
afectadas e intenta generar, ahora, metodologias mas sensibles y con mayor

informacion.

Obtener agentes de imagenologia con mejor sensibilidad y especificidad utilizando
agentes imagenoldgicos de facil disposicién y econdémicamente accesible tendria un

gran impacto en estos aspectos.
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Las nuevas estrategias de imagenologia molecular van conforme entonces con la
patologia en la cual se va a intervenir asi como en las tecnologias seleccionadas y no
menos importante con el disefio y la evaluacion del agente imagenolégico a
administrar. Disefiar y construir un agente imagenolégico eficaz es todo un desafio y
conlleva numerosas etapas asi como enormes costos [194].

La tecnologia hibrida constituye el cambio en la informaciéon adquirida y expande la
vision a futuro de mejores y mas rapidos resultados. El enfoque macroscoépico y
sintomatico serd tan valioso como la microestructura y patrones moleculares, base de

las estrategias que vendran.
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Conclusiones

En este trabajo se lograron evaluar cuatro potenciales agentes de imagenologia

molecular

Los estudios preliminares muestran que las modificaciones incorporadas cambian

sustancialmente las caracteristicas fisicoquimicas de las sondas obtenidas

Los estudios in vitro muestran la union a varias lineas celulares, con diferencias entre

si. PTK7 no ha sido reportado en algunas de ellas.

Asimismo, los estudios in vivo arrojan caracteristicas interesantes en cuanto a su

biodistribucion

Los ensayos imagenoldgicos muestran una importante captacion a nivel de tumores lo
que alienta a seguir con los estudios y caracterizar mas extensamente ya sean los

agentes estudiados como el blanco tumoral

Respecto a estudios futuros sera necesario mejorar la purificacion tras las
conjugaciones y realizar mejor caracterizacion de los radiomarcados. También los
estudios de biodistribucion enmodelos tumorales de raton son estudios que deberan
realizarse para cualtificar cuanto es lo que realmente se estaria acumulando en la

zona afectada.
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Proyectos y Publicaciones

Este trabajo fue realizado en el Centro de Investigaciones Nucleares. Algunos estudios

puntuales fueron realizados también en la Universidad de Missouri-US.

Proyecto Nuevas Estrategias de Imagenologia Molecul  ar en Cancer

Proyecto financiado por la Agencia Nacional de Investigacibn e Innovacion,
FCE_2013_100741.

Responsable: Victoria Calzada

Proyecto Investigacion y desarrollo de aptameros mo dificados para la
produccion de Biofarmacos Teragndsticos

Proyecto financiado por el Centro Argentino Brasileio de Biotecnologia,
CABBIO_2014_02.

Responsables: Ralph Santos-Oliveira (Sociedad Brasilera de Radiofarmacia-Brasil),
Albertina Moglioni (UBA-Argentina, Hugo Cerecetto (UdelaR-Uruguay)

Articulo: Radiolabeled PTK7 targeting aptamer: chal  lenges and approaches

Calzada, V.; Moreno, M.; Newton, J.; Gonzalez, J.; Fernandez, M.: Gambini J.P.;

Chabalgoity, A.: Deutscher, S.; Quinn, T.; Cabral, P.; Cerecetto, H. En redaccién

Articulo: Aptamer-HYNIC-99mTc: a molecular imaging agent
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11. ANEXO
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Sequence Name:
Oligo Sequence:

Calculated Molecular Weight: 12,813.4
Measured Molecular Weight: 12,814.8

APTAMER-1.2

5'- /I5SAmMMCG6/ATC TAA CTG CTG CGC CGC CGG GAA AAT ACT
GTACGGTTAGA-3

Sample Approximate Concentration | Expected MW
Designation (Neutral, Average, Da)
4) “Aptamer” 160 pg/40 pl. 12813

128}
[

- Scan (0.22-4.21 min, 157 Scans) 20140716_02_Samp4_Aptamer_NoDesalt_postRecal_02.¢ Deconvoluted (Isotnpa Width=8.0)

3.65

+K"  + DMBAA

Figura Al. Espectro de masas de Sgc8-c-NH,. Arriba: espectro de masas suministrado por el
comerciante; Abajo: espectro de masas obtenido en la presente tesis.
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Sequence Name: Oligo 1

Oligo Sequence: 5 /55-HyNicAM/ATC TAA CTG CTG CGC CGC CGG GAA AAT
ACT GTA CGG TTA GA -3'

Sample Approximate Concentration | Expected MW
Designation (Neutral, Average, Da)
2) “Aptamer”-HYNIC 60 pg/40 pL 13005

x10 3 |- Scan (0.22-3.67 min, 136 Scans) 20140716_05_Samp2_AptamerHYNIC_NoDessit_postRocal_01.d Deconvoluted
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131.52

En rojo: Sgc8-c-NH,
En verde : Sgc8-c-HYNIC(Iso)

Figura A2. Espectro de masas de Sgc8-c-HYNIC(Iso). Arriba: espectro de masas suministrado
por el comerciante; Abajo: espectro de masas obtenido en la presente tesis.
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Sample Approximate Concentration | Expected MW
Designation (Neutral, Average, Da)
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Figura A3. Espectro de masas de Sgc8-c-HYNIC(Tfa) obtenido en la presente tesis.
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Figura A4. Espectro de masas de Sgc8-c-DOTA obtenido en la presente tesis.
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