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LISTA DE ABREVIATURAS Y SIGLAS

°C: grados Celsius

2-BME: 2- 3 Mercaptoetanol
9mTc: Tecnecio 99 metaestable
MCi: microcuries

ASIA: American Spinal Injury Association (Asociacion Americana de Lesiones
Medulares)

AcMo: Anticuerpo Monoclonal

BFCA: Bifunctional Chelating Agent (Agente Quelante Bifuncional)
BHE: Barrera Hematoencefalica

cbp: cuanto baste para

cpm: cuentas por minuto

CT: Computed Tomography (Tomografia Computarizada)
d: dia (s)

DE: Desviacion Estandar

FEUM: Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
FI: Filamentos Intermedios

FOV: Field of View (Campo de vision)

GFAP: Proteina Glial Fibrilar Acida

HV: High-Voltage (Alto Voltaje)

HD: High-Dose (Alta Dosis)

IgG: Inmunoglobulina G

IHQ: Inmunohistoquimica

iTLC-SG: Instant Thin Layer Chromatography-Silica Gel (Cromatografia
Instantanea en Capa Fina en Silica-Gel)

kDa: KiloDalton

keV: Kilo electréon-Volt



LTME: Lesion Traumatica en Médula Espinal
MDP: Metilendifosfonato

ME: Médula Espinal

MEC: Metiletilcetona

mCi: milicuries

OMS: Organizacién Mundial de la Salud
RIC: Radioinmunoconjugado

rpm: revoluciones por minuto

SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis
(Electroforesis en gel de Poliacrilamida con Dodecilsulfato sédico) SH: Suero
Humano

SNC: Sistema Nervioso Central

SPECT: Single Photon Emission Computed Tomography (Tomografia
Computarizada por Emision de Fotén Unico)

SSI: Solucién Salina Isotonica

t: tiempo

THR: Threshold (Umbral de energia)
WIN: Window (Ventana de energia)



RESUMEN

La Lesion Traumatica en Médula Espinal (LTME) hace referencia a los dafnos
sufridos en la Médula Espinal por algun traumatismo o patologia, afecta
principalmente a la edad laboralmente activa, las repercusiones en cuanto a
diagnostico y tratamiento estan dadas por la zona de lesion, gravedad y su

evaluacion al momento de presentarse.*

La finalidad de este trabajo fue evaluar la captacién de la Proteina Glial Fibrilar
Acida (GFAP) presente en astrocitos reactivos en un modelo murino con Lesion
Traumatica en Médula Espinal” (LTME) en ratas Long Evans para obtener una

herramienta de analisis “in vivo” de dicha proteina por Imagenologia Molecular.

En primera instancia se optimizo un método de radiomarcado para la obtencién
del radioinmunoconjugado (AcMo GFAP/MDP/*"Tc), seguido de su
caracterizacion mediante el Control de Calidad (Eficiencia Radioquimica, Pureza
Radioquimica, Estabilidad Radioquimica) usando la técnica de Cromatografia
Instantanea en Capa Fina en Silica Gel (iTLC-SG). Posteriormente se evalué la
afinidad “in vitro” mediante Radioinmunohistoquimica en cortes murinos a
diferentes tiempos post-LTME de 1, 20 y 35 dias respectivamente mediante la
cuantificacion de la radiacién con un contador de centelleo tipo pozo. Las
imagenes “in vivo” se obtuvieron después de 15-20 dias post-laminectomia
haciendo uso de técnicas de Imagen Molecular (SPECT-CT) con el equipo
Trimodal uSPECT-CT Albira Ars de Oncovision Espafia, tras la administracion “in
situ” del radiofarmaco en ratas Long Evans con LTME y sin LTME a diferentes
tiempos 0 h (basal), 1 h y 3 h observandose asi una sobreexpresion de dicha
proteina en astrocitos reactivos dependiente del tiempo post-lesiébn en ratas

lesionadas en comparacion con ratas no lesionadas.



. INTRODUCCION

La Lesion Traumatica en Médula Espinal es un problema de salud publica que
afecta a la poblacién en edad econdmicamente activa generando profundos
efectos fisicos, econdmicos, sociales y emocionales, que generalmente
conducen a un déficit neurologico, sensorial y motriz'® Aunque no existen
estimaciones fiables de la prevalencia de las LTME la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) calcula que la incidencia mundial oscila entre 40 y 80 casos por
millén de habitantes’, su incidencia aunada a los elevados costos a nivel de
diagndstico y tratamiento permiten considerar esta enfermedad como un

problema social.*

Debido a los problemas multifactoriales que conlleva una LTME y su repercusion,
es necesario contar con técnicas o herramientas de analisis, identificacion,
diagndstico asi como con tratamientos rapidos y oportunos; por lo cual este
proyecto tuvo como finalidad la evaluacion de la captacion de GFAP, empleando
vectores de diagndéstico como los anticuerpos monoclonales radiomarcados. Se
realizo la optimizacion del método de radiomarcado del AcMo anti-GFAP para la
obtencion del radiofarmaco (GFAP/MDP/Tc), dicho radiofarmaco se dirige
selectivamente hacia una célula que expresa su receptor, en este caso la
Proteina Glial Fibrilar Acida, facilitando de este modo la identificacion de
astrocitos reactivos ante una LTME en un modelo murino. Aunado el
radiofarmaco a la implementacion de la Imagenologia Molecular en correlacion
con datos histopatolégicos es posible brindar un diagndstico rapido y acertado.
La implementacion de nuevas herramientas por Imagen Molecular empleando
técnicas de radiomarcado optimizaria el tiempo requerido para la evaluacion de
procesos moleculares como lo es la sobreexpresiéon de la proteina GFAP

convirtiéndolas en un futuro en una técnica de uso comun a nivel médico.



Il. MARCO TEORICO

Lesion Traumatica en Médula Espinal

Se denomina Lesién Traumatica en Médula
Espinal se denomina al resultado de una
alteracion o dafio en las vértebras, ligamentos
o discos de la columna vertebral o en la
Médula Espinal, ocasionado por un golpe,
caida o choque traumatico. Puede conllevar a
una fractura, dislocacién o compresion de una
0 mas vértebras con o0 sin presencia de
hemorragia, provocando un déficit en
movimiento, sensibilidad, funcién autbnoma o
dafio irreversible (Figura 1). - El segmento de
la Médula Espinal que es lesionado y la
gravedad de la lesién, determinara qué
funciones del cuerpo quedaran afectadas o se

Figura 1. Médula Espinal protegida por la columna
perdera’n_5' 7 vertebral.

1.1 Etiologia

Entre las causas principales por las que se puede presentar una Lesion
Traumatica, estan las provocadas mayoritariamente por accidentes
automovilisticos, por aplaste o compresién de las vértebras, caidas catastroficas
u otras lesiones que penetran directamente en la médula espinal, como heridas
de bala o lesiones con cuchillo y las no traumaticas que incluyen las causadas

por infecciones, tumores o enfermedades neurodegenerativas.'-36-8

Una LTME puede danar pocos o muchos axones dependiendo del grado del
trauma, provocando asi una cadena de reacciones a nivel fisioldgico y anatémico.
Las consecuencias de cualquier lesion en la médula espinal dependen del

numero de axones que hayan sobrevivido, por lo tanto, entre mayor sea el



numero de axones que funcionen normalmente, menor sera el grado de la

discapacidad presentada. °>7
1.2 Epidemiologia

Aunque no existen estimaciones fiables de la prevalencia de las LTME la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) calcula que la incidencia mundial oscila
entre 40 y 80 casos por millon de habitantes', mientras que para la Ciudad de
México reporta una incidencia de aproximadamente 20 casos por cada millon de
habitantes®, afectando principalmente a la probacién econémicamente activa en
su mayoria varones de entre 25 y 35 afios respectivamente y pese a que la cifra
no es de gran impacto, los altos costes de su tratamiento rehabilitador y el bajo
progreso de la supervivencia de los afectados le confiere importancia a nivel

socio-econmico y sanitario.’ 4 8-°
1.3 Diagnostico y Tratamiento

Gracias al uso generalizado de antisépticos y esterilizacion de los procedimientos
quirurgicos, la cirugia de columna puede a la fecha ser realizada con mucho
menor riesgo de infeccion que hace algunas décadas. El uso de las radiografias
les dio a los cirujanos un medio para localizar la lesion en forma precisa y realizar
diagnosticos sobre la evolucion de las lesiones. Tiempo despueés, se establecio
un método estandar para el tratamiento de las lesiones de la médula,
caracterizado por la reposicion de la columna, la sujecion en su lugar y la

rehabilitacién de las discapacidades mediante el ejercicio. 2¢

Cuando ocurre una LTME, las personas son generalmente transportadas en
posicion decubito (recostadas), con un collar rigido y un tablon que inmovilice la
columna vertebral, la realineacion de la columna se hace para estabilizar la
columna y prevenir dafo adicional, aunado a la administracion de diversos
medicamentos esteroides como Metilprednisolona, el cual se convirtio en el

tratamiento estandar, ya que administrado durante las posteriores 8 horas ante



una lesion reduce el dafo a las células nerviosas y disminuye la inflamacién cerca

del sitio de la lesién al causar la supresion de la actividad de las células inmunes.

Aproximadamente al tercer dia después de la lesion, los médicos realizan un
examen neuroldgico completo en los pacientes para diagnosticar la gravedad de
la lesidn y predecir el probable alcance que tendra la recuperacion, esta
evaluacion se lleva a cabo bajo las directrices de American Spinal Injury
Association (ASIA), basadas en wuna
exploracion sistematizada de las funciones
motoras y sensitivas, por medio de la
Imagenologia como radiografias,
Tomografia Computarizada (Figura 2) y
Resonancia  Magnética  Nuclear en
correlaciéon con datos histopatologicos las
cuales brindan informacién esencial para el

diagnostico, el tratamiento en pacientes.%°

El nivel, la extension y la fase evolutiva de la
lesion permiten conocer el impacto funcional
y plantear los objetivos rehabilitadores y el
empleo de alternativas como el
tratamiento quirdrgico, injerto del nervio,

, , - o enfoques farmacolégicos, terapia génica o
Figura 2. Dislocacion espinal visualizada por

Tomografia Computarizada (CT). celular. %59

2. Médula Espinal

La Médula Espinal (ME) es una estructura suave y delicada que actua como el
principal conducto de informacion entre el cerebro y el resto del cuerpo. Dicha
estructura emerge en la base del craneo, esta protegida por la columna vertebral
compuesta por 33 huesos llamados vértebras que son estructuras Oseas,

separadas por discos. A pesar de que las vértebras son estructuras de gran


http://viaclinica.com/journal.php?abbr=BMC+Surg&page=1

dureza que protegen a la ME a través de
discos de cartilago semirrigido, esta ultima
es susceptible a presentar lesiones directas
a través de golpes, contusiones o
compresiones que traen consigo
consecuencias funcionales graves
dependiendo del nivel anatémico en el que

se presente la lesion (Figura 3).7. 3511
2.1 Anatomia

La ME tiene una region central de tejido que

esta compuesto de neuronas, sus células

de apoyo llamadas “glias”y  vasos Figura 3. Nivel anatémico de la Médula
sanguineos, rodeada por conductos largos mepiel

de fibras nerviosas compuestas de axones, estas se extienden por médula
espinal, transmitiendo sefiales hacia y desde el cerebro. Las neuronas y las
dendritas (prolongaciones ramificadas que ayudan a las neuronas a comunicarse

unas con otras) habitan en una regién en forma de H llamada “sustancia gris”.

La sustancia gris en forma de H de la ME contiene las neuronas motoras que
controlan el movimiento, las inter-neuronas de menor tamafio que manejan la
comunicacion al interior y entre los segmentos de la médula espinal, y las células
que reciben las sefales sensitivas y luego envian la informacién a los centros del

cerebro.

Rodeando a la sustancia que contiene las neuronas se encuentra la sustancia
blanca. La mayoria de los axones estan envueltos en una sustancia aislante
llamada mielina, la cual permite que las senales eléctricas se muevan libre y
rapidamente. La mielina tiene una apariencia blanquecina, razén por la cual se le

llama a esta seccion externa la “sustancia blanca” (Figura 4).8. %14



2.2.

Figura 4. Estructura interna de la Médula Espinal. A: Sustancia Blanca B: Sustancia gris.
La dimension promedio de la médula espinal varia en su circunferencia a lo largo
de la misma y puede ser desde el ancho de un pulgar hasta el ancho de uno de
los dedos pequefios. La médula espinal se extiende hacia abajo a través de los
dos tercios superiores del conducto vertebral, desde la base del cerebro hasta la
parte inferior de la espalda y tiene generalmente una longitud media de 38 a 43

cm, dependiendo de la altura de la persona.®
Células gliales o neuroglia

En el SNC existen principalmente dos tipos celulares, las células nerviosas o
neuronas Yy las células de la glia o neuroglia que son mucho mas abundantes.
Las células gliales se clasifican en macroglia, que a su vez se dividen en
astrocitos, oligodendrocitos y microglia cuyas funciones son la de soporte,

aislamiento, proteccién y nutricion (Figura 5).1%-13

Figura 5. Tipos de células gliales.



El cerebro y la médula espinal se encuentran resguardados por la BHE, en

condiciones normales ésta controla el paso de células del sistema inmunolégico

y moléculas entre el sistema nervioso y el resto del organismo, cuando se rompe

como efecto de una LTME, las células del sistema inmune que regularmente

circulan en la sangre, pueden invadir los tejidos alrededor de la lesion y

desencadenar una respuesta inflamatoria. Esta respuesta es altamente compleja

y se caracteriza por la acumulacion de fluidos, asi como por la llegada de células

inmunes como neutrofilos, células T, macréfagos y monocitos a la zona de dafio

y también por la presencia de algunas células gliales como los astrocitos.°

2.2.1 Astrocitos

Figura 6. Morfologia de un Astrocito.

2.2.1.1 Clasificacion

Los astrocitos o astroglia, pertenecen a las
células gliales, las cuales se encuentran
localizadas en el sistema nervioso central:
encéfalo y médula espinal, estos representan el
80% del volumen cerebral y se encuentran
dispuestos entre las neuronas. Mantienen una
morfologia estrellada con un soma circunscrito
al nucleo, del cual parten una serie de
prolongaciones en sentido mas o menos radial
(Figura 6).13-15

Dentro de los astrocitos podemos encontrar dos tipos:

- Glia Fibrosa o estrellada, las cuales se encuentran en la sustancia blanca,

mantienen prolongaciones largas, delgadas y poco ramificadas, estan implicados

en la reparacion del tejido dafado (especialmente en la médula espinal), un

proceso que resulta en la formacion de cicatrices.'31%-16

- Glia protoplasmatica, se encuentra en la materia gris, las cuales son células de

numerosas prolongaciones cortas y ramificadas en todas direcciones y se

encuentran en menor proporcion que las anteriores.!3.15-16

10



2.2.1.2. Estructura

Los astrocitos presentan Filamentos Intermedios (Fl) también llamados
“Gliofilamentos” que conforman un grupo heterogéneo de estructuras, llamados
asi debido a que su diametro (10 nm) se encuentra entre los diametros de los
microtubulos (25 nm) y el de los microfilamentos (7 nm). Dichas estructuras son
los elementos citoesqueléticos mas estables cuya funcion fundamental es aportar
soporte mecanico a la célula. Se conforman por una Proteina llamada GFAP
(Proteina Glial Fibrilar Acida) que se extiende desde el soma hasta las
prolongaciones y actua como marcador de los astrocitos maduros. Los astrocitos
suelen tener entre cinco y ocho prolongaciones principales con ramificaciones
mas delgadas uniformemente distribuidas. Tanto el soma como las
prolongaciones principales estan enriquecidas en la proteina glial fibrilar acida

(GFAP), mientras que las ramificaciones mas finas son GFAP negativas. 16:1920.24

2.2.1.3. Funcion

Dentro de las funciones principales de los astrocitos estan la de ser soporte
energético de las neuronas, eliminacion de sustancias toxicas y de
neurotransmisores, sintesis de precursores de neurotransmisores, modulacién
de la actividad sinaptica, mantenimiento de la homeostasis del pH e iones,
integridad de la BHE, presencia de interacciones con las neuronas por medio de
canales proteicos de uniones estrechas (GAP), ubicados en los pies
perivasculares al final de sus prolongaciones citoplasmaticas, produccion de
factores neurotroficos (factor de crecimiento neural [NGF], factor neurotréfico
derivado de cerebro [BDNF], factor neurotréfico derivado de la linea celular glial
[GDNFY), contribuir tanto en la inmunidad innata como adaptativa y en formacién
de cicatriz glial cuando hay pérdida neuronal, funciones claves en la regulacién

del microambiente neuronal (como metabolismo y supervivencia). '7-20

11



2.2.1.4. Astrogliosis

En respuesta a condiciones patoldégicas como isquemias, infecciones,
inflamaciones, traumas o enfermedades neurodegenerativas, los astrocitos
sufren una serie de cambios comunes como hipertrofia o hiperplasia,

transformandose en un fenotipo reactivo (Figura 7).10. 18-23

Figura 7. Fenotipo reactivo de un astrocito ante una Lesiéon Traumatica en Médula Espinal.

Los cambios experimentados comprenden edema, acortamiento de sus
procesos, incremento en la produccion de filamentos intermedios, proliferacion
celular, los cuales ocurren debido a hiperactividad de sus mecanismos de
amortiguacion por alteraciones del espacio extracelular. Este fendmeno conocido
como “Astrogliosis”, “Glia activada” o “Gliosis Reactiva”, permite limitar el dafio
causado, proteger las neuronas y evitar su muerte por eventos de excitotoxicidad
(Figura 8).19-23

Figura 8.Proceso de la cicatriz glial o Astrogliosis.

12



3. Proteina Glial Fibrilar Acida (GFAP)

La Proteina Fibrilar Acida Glial es la principal proteina estructural de los
filamentos dentro del citoesqueleto de los astrocitos y actia como marcador de
astrocitos maduros. La sobrerregulacion de GFAP, es un indicador significativo
de gliosis como respuesta a dafios en el Sistema Nervioso Central (SNC). En
situaciones donde la “astrogliosis” se hace persistente por la progresion del dafo,
se presentan procesos neurodegenerativos como lo es la formacion de “cicatriz
glial” al interior de la ME, la cual se compone principalmente de astrocitos
reactivos y proteoglicanos, esta cicatriz aisla el tejido, los procesos de

neurotransmision y regeneracion de axones lesionados.’- 4-8:10-12,19-24

Debido a lo anteriormente mencionado, se considera de importancia determinar
la localizacion “in vivo” de algunas células gliales como los astrocitos por medio
de radiofarmacos a fin de identificar rapidamente la respuesta del organismo ante
una LTME (Figura 9).

Figura 9. Imagenes de astrocitos en las areas corticales del cerebro de una rata, tefiidos mediante
inmunocitoquimica con anticuerpos anti-GFAP.

4. Radiofarmacos

La FEUM define un radiofarmaco como “toda sustancia conteniendo un
radionuclido dentro de su estructura y que, por su forma farmacéutica, cantidad
y calidad de radiacion se administra en seres humanos con fines diagndsticos o

terapéuticos”.?® Dicha sustancia resulta de un proceso de radiomarcado.
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4 1 Estructura de un radiofarmaco

Un radiofarmaco contiene un radionuclido o isétopo radioactivo, ademas de
una molécula o biomolécula (que puede ser un farmaco o anticuerpo) y un

agente quelante bifuncional. 27-28:30

Las moléculas marcadas son los acarreadores de los radionuclidos al sitio
receptor y pueden ser macromoléculas como anticuerpos o pequefias
moléculas organicas como péptidos entre otros, el conector o ligando es usado
para la union con el radionuclido o isotopo radioactivo que actua como el agente

que libera energia en forma de radiacién. 8

Los radiofarmacos pueden emplearse con fines terapéuticos para liberar
pequenas dosis de radiacion ionizante a ciertos tejidos u érganos en el cuerpo o
para fines diagnosticos donde se radiomarca una molécula que es afin a otra
sobreexpresada en algun tejido blanco, en este caso el radiofarmaco interactua
con un blanco molecular pero no ejerce efecto farmacolégico y tras su fijacion
temporal en el tejido u 6rgano blanco se elimina rapidamente.?%3051 Ta| es el
caso del radiomarcado de anticuerpos monoclonales como el anti-GFAP que al
unirse a un isotopo radioactivo permite la identificacion de astrocitos reactivos

en un sistema vivo.
4.1.1. Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales (AcMo) reconocen especificamente una parte del
antigeno, es decir un epitopo concreto y son producidos por una clona de
linfocitos B. Debido a su alta especificidad y versatilidad se unen de manera
altamente selectiva a su receptor especifico facilitando la identificacion de su
receptor o ejerciendo una accion terapéutica; se utilizan de manera extensiva en
la investigacion biomédica, en el diagndstico de diferentes patologias y en el

tratamiento de las mismas.3'

Dichos anticuerpos o Inmunoglobulinas (lg) son glicoproteinas formadas por dos
cadenas polipeptidicas pesadas “H” y dos cadenas ligeras “L” unidas entre si

mediante enlaces débiles.3! Funcionalmente podemos distinguir dos porciones,
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una de ellas implicada en el reconocimiento y unidén especifica al antigeno
denominada regiéon Fab (antigen binding Fragment) y otra implicada en la

funcionalidad, llamada region Fc (crystallizable Fragment).3!

Dentro de sus multiples funciones estan la de eliminar agentes extrafios al
organismo, mediante el reconocimiento especifico de los antigenos, provocando
la respuesta inmune y el reclutamiento de diferentes células y moléculas del

organismo que seran capaces de destruir y eliminar al agente extrario.3 33
4.1.1.1. Caracteristicas Generales del Anticuerpo GFAP (GA-5): sc-58766

La proteina GFAP es usada como molécula marcadora para enfermedades
cerebrales, se localiza especificamente dentro los FI tipo Il de los astrocitos,
cuando hay presencia de Astrogliosis debido a algun trauma o patologia esta

viene acompafnada de la sobreexpresion de dicha proteina.

El anticuerpo monoclonal GFAP es de origen murino, isotipo IgG1 y con un peso
molecular de 50 kDa, en cuanto a su especificidad, éste reacciona con la proteina
GFAP permitiendo asi la identificacion de astrocitos y otras células gliales en

estudios inmunohistoquimicos.3?
4.1.2. Radionuclidos

Segun la FEUM un radionuclido o isotopo radioactivo, es un atomo que se
caracteriza por su numero de masa, su numero atomico y su estado energético
nuclear y que presenta la propiedad de radioactividad. Esta caracteristica la
poseen ciertos nucleidos y les confiere la capacidad de emitir radiaciones cuando
sus nucleos se transforman espontaneamente en otros nucleidos de tal manera
que la duracion media de tal estado sea lo suficientemente larga para que pueda

ser observada.?®

La eleccion del radionuclido para el marcado de anticuerpos depende de diversos
factores, destacan el uso que se le dara al radiofarmaco ya sea diagndstico o
terapia, el tiempo de vida media del radionuclido para determinar la

Biodistribucién o farmacocinética del anticuerpo en un organismo. El tipo de
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emision de radionuclidos usados en la mayoria de los métodos de imagenologia
deben ser en forma de fotones que emitan energia en un rango de 120-200 KeV,
los radionuclidos tipicos usados para radioterapia sistémica emiten particulas a
y B. La seleccion de un radionuclido depende de la simplicidad del método
quimico utilizado para el radiomarcado del anticuerpo, vida media del
radioisotopo, disponibilidad de fotones gamma para su deteccion mediante
Imagen Molecular. El radionuclido mas utilizado en Medicina Nuclear para

imagenes SPECT es el Tecnecio 99 metaestable (*°™Tc).27- 3034
4.1.2.1. Caracteristicas del Tecnecio 99 metaestable.

El Tecnecio es un metal perteneciente del grupo VIIB, numero atomico 43, peso
molecular de 98.906 UMA y numeros de oxidacion del 7-4. Su isébmero nuclear
es el Tecnecio 99 metaestable (*®"Tc), el cual se obtiene como residuo de las
barras de combustible que se utilizan en las plantas de energia nuclear por
decaimiento, dicho isotopo radioactivo decae mediante emision de radiacion
gamma con una energia media de 140 KeV y tiene un periodo de
semidesintegracion de 6,02 horas de vida media (t1/2).26-27:34-37 De acuerdo con
su Biodistribucion esta no atraviesa de forma selectiva la Barrera

Hematoencefalica intacta.?”

Dentro de las ventajas de utilizar el ®®™Tc en Medicina Nuclear podemos citar su
disponibilidad, bajo costo, una vida fisica y biolégica media de 6.0056 h y una

emision de rayos gamma de 140 KeV.?8
4.1.2.2. Pertecnetato sodico de M Tecnecio

El Pertecnectato sédico de ®*MTc o (TcOa4) es una solucion estéril, obtenida a
través de un generador de molibdato (*®*Mo) de sodio adsorbido por una columna
de alumina el cual decae a un estado metaestable de Tc, debido a que el ®*Mo
es un producto de fision del*®°U, se puede separar de los otros productos de la
fisidn, y usarse para generar *"Tc. Para fines médicos, el ®*™Tc se usa en la

forma de Pertecnetato, TcO4.33
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Tras su administracion intravenosa, el Pertecnetato se distribuye por todo el
sistema vascular y se elimina por via urinaria y excrecion fecal. No se dispone de
informacion sobre toxicidad aguda, subaguda o crénica por la administracion de
dosis unica o administracion continua. La cantidad de Pertecnetato sédico de
99mT¢ administrada durante los procedimientos de diagndstico clinico es muy baja
y aparte de reacciones alérgicas, no se han notificado otras reacciones
adversas.?® Cuando se emplea %™Tc, se observa un mayor acumulo de la

radiactividad en higado (formacién de coloide), tiroides, estomago e intestino.33

Algunos de los radiofarmacos para diagnostico mas empleados en la actualidad
son los que contienen radionuclidos de tecnecio (**™Tc) como es el caso de
9mTc-Citrato, *9mTc-Gluceptato y %™ Tc-Gluconato, entre otros, ya que presentan
propiedades nucleares favorables para la toma de imagenes y se utilizan para
marcar diferentes moléculas como anticuerpos, acidos

grasos, péptidos, esteroides, adenovirus y farmacos como tamoxifeno.26-27, 39-40

Técnica de radiomarcado

Una de las técnicas empleadas actualmente para determinar la localizacion de
una proteina o antic8uerpo es el proceso denominado radio marcado, que consta
de la union de un iso6topo radiactivo (sin afectar la regidén de reconocimiento) a
una de las porciones del anticuerpo que actua como molécula dando lugar a un
‘radiofarmaco”, aunque existen diversos métodos de radiomarcado en el

presente trabajo se usoé el método directo.4?44
5.1 Método directo

Los métodos directos requieren de agentes reductores como el 2-mercaptoetanol
(2-ME) o el Estafio (Sn?*).

La reduccion con 2-ME se conoce también como el método de Schwarz, permite
convertir los enlaces disulfuros del anticuerpo en grupos tioles libres que enlazan
el ®°*"Tc por intercambio de ligando bajo la adicion de un complejo débil como

el 9¥mTc-pirofosfato o ™ Tc-difosfonato.
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Dicho marcaje se produce cuando el ®"TcO4 es reducido, por la accion de los
iones Sn?* u otro agente, a especies tales como: TcO*, TcO*2 o TcO®%'. En estos
estados de oxidacion, el tecnecio es capaz de formar enlaces de coordinacion

con los grupos sulfhidricos de la proteina. (Figura 10).20 42.-44

Figura 10 Radiomarcado del GFAP con *™Tc por método de Schwarz.
Por otra parte, pueden ocurrir los llamados enlaces de baja afinidad con otras
zonas de la molécula, ademas de existir la competencia de otras reacciones
como: reoxidacidon a Pertecnetato, hidrolisis de los iones de tecnecio y el
intercambio del tecnecio con otras especies presentes en el medio.33 Todos estos
inconvenientes deben tenerse en cuenta a la hora de obtener una informacion

apropiada para el marcaje con *¥MTc.
5.2 Control de calidad

Los radiofarmacos no poseen accion farmacolégica, pero su administracion en
humanos requiere que se cumplan los requisitos exigidos a los productos
farmacéuticos convencionales, ademas de los especificos por tratarse de
sustancias radiactivas. Luego de la preparacién de un radiofarmaco y previo a su
utilizacién en pacientes, es necesario verificar la calidad del mismo, para lo cual
deben ser sometidos a una serie de controles de calidad como eficiencia, pureza

o estabilidad.?®
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5.2.1.

5.2.2.

Eficiencia Radioquimica

Es el rendimiento total al final de la reaccién partiendo de una actividad inicial
considerada como un 100% este valor debe ajustarse con un factor de
decaimiento, donde se considera el tiempo de vida media o periodo de
semidesintegracion (tiempo en el cual la radiactividad decrece hasta la mitad de
su valor), la velocidad de la desintegracion es constante y caracteristica para
cada radionuclido. La curva de desintegracion se expresa matematicamente

mediante la siguiente ecuacion diferencial (Figura 11). 27-2°

A (t)= Aoe™®

Figura 11. Ecuacion del factor de decaimiento.

Donde:
A (t) = Numero de atomos que quedan al cabo del tiempo t.
Ao = Numero de atomos en el momento inicial t=0.

A(t) = Constante de desintegracion caracteristica de cada radionuclido en

particular al cabo de un determinado tiempo.
e= Exponencial.

Una elevada eficiencia determina el porcentaje de radiofarmaco correctamente

marcado con la minima presencia de coloides o tecnecio libre o hidrolizado.

Pureza Radioquimica

La pureza radioquimica puede ser definida como el porcentaje de la radiactividad
total en la forma quimica declarada en el radiofarmaco. Esta puede cambiar a
través del tiempo, principalmente por descomposicion radiactiva, sin embargo las
impurezas presentes pueden ser causadas por descomposiciéon del

radiofarmaco, por accion de la temperatura, luz, radidlisis 0 marcacion de una
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5.2.3.

impureza quimica con el mismo radionuclido, como por ejemplo la presencia de
99mTc reducido hidrolizado. Las impurezas pueden alterar la Biodistribucion de
los radiofarmacos, dando como resultado fracasos terapéuticos o de diagnostico

utilizando el radiofarmaco. 4950

En el ambito hospitalario, la pureza radioquimica de los radiofarmacos se
determina mejor por cromatografia en capa fina. El procedimiento requiere que
la muestra se aplique a un medio estacionario (papel) y que este absorba una
fase liquida (fase moévil) adecuada. Actualmente la técnica en uso es la

Cromatografia Instantanea en Capa Fina — Silica Gel (ITLC-SG). (Figura 13)*°

Un radiofarmaco debe cumplir con una pureza mayor al 90%, dicha cifra se

determina mediante las siguientes formulas (Tabla 1):

Tabla 1. Férmulas para la determinacion de

Pureza Radioquimica.
% TOP= (T/T+B) *100
%BOTTOM= (B/T+B) *100

Donde:
T: Top (cpm)
B: Bottom (cpm)

Estabilidad Radioquimica

Esta definida como la capacidad de un producto farmacéutico para conservar sus
propiedades quimicas, fisicas, microbiolégicas y biofarmacéuticas dentro de
limites especificados, a lo largo de su tiempo de conservacion. Con respecto a
los radiofarmacos estos deben presentar una estabilidad que garantice la
integridad del radiofarmaco el tiempo suficiente para realizar la administracion a

pacientes y ejercer su efecto de diagnostico o terapeutico.?6: 3449

Imagen molecular

La Imagen Molecular surge como la disciplina que engloba las técnicas de

imagen que permiten visualizar un radiotrazador en organismos vivos sin
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perturbarlos. Se emplean determinadas sondas (biomarcadores) para visualizar
determinadas areas de interés o caminos moleculares. Los biomarcadores
interaccionan quimicamente con su entorno permitiendo la identificacion de
cambios a nivel molecular (expresion o inhibicidn proteica) que curren dentro de
una regién de interés. Ademas, la imagen molecular permite la cuantificacion de
la radiactividad captada por una region, imprimiendo mayor objetividad a las
investigaciones biomédicas. Dentro de la Imagen Molecular se incluyen una
variedad de modalidades de imagen como el PET, SPECT y la imagen éptica o

ecografias que requieren de luz y sonido para obtener una imagen.®’

La imagen molecular es uno de los métodos mas eficaces para la localizacion de
un farmaco o molécula radiomarcada (radiofarmaco), las imagenes se obtienen
posteriores a la administracion del radiofarmaco, este se incorpora a las rutas
metabdlicas del organismo, se distribuye y posteriormente se elimina. Las
emisiones energéticas del atomo radiactivo que se una al farmaco pueden
detectarse desde el exterior del sujeto de estudios mediante detectores de
radiacion, una vez detectadas, el equipo convierte estas sefales en datos que al

ser procesadas permiten la formacion de la imagen.®’
6.1. Tomografia Computarizada (CT)

La Tomografia Computarizada se usa rutinariamente como la modalidad
diagndstica de primer paso en neuro-imagen, con el fin de detectar o excluir una
hemorragia intracraneal, ya sea traumatica o no traumatica y para detectar
causas de enfermedades neuroldgicas, como tumores cerebrales, hematomas o
trastornos neurodegenerativos.%° Los métodos mas eficaces para la localizacion
de un radiofarmaco es a través de imagenes en 2D o 3D, en las que se representa
la distribucién espacio-temporal de cierta actividad en 6rganos y tejidos. Cuando
el radionuclido es emisor de un solo fotén (i.e. ®™Tc), el detector empleado es
una camara gamma acoplada a un escaner para CT que puede formar imagenes
fusionadas de gammagrafias (SPECT) con imagenes tomograficas (CT)
permitiendo asi el estudio de procesos metabdlicos o funcionales a partir de la

Biodistribuciéon que sigue el radiofarmaco.%0-52
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6.2. Tomografia Computarizada por Emisién de Fotén Unico (SPECT).

La Tomografia Computarizada por Emisién de Fotén Unico o "Single-Photon
Emission Computed Tomography" (SPECT) esta basada en la formacion de la
imagen mediante la deteccion de rayos gamma proporcionando una imagen
tridimensional de la distribucion del radiotrazador en la region a estudiar. Para
ello, se utiliza una gamma-camara rotatoria, que obtiene imagenes de una zona
en concreto desde diferentes angulos, lo que permite su posterior reconstruccion

en 3D.51-52

Los procedimientos en medicina nuclear para la identificacion de sobreexpresion
de GFAP requieren el uso de radiotrazadores que permitan la rapida ubicacion
de la zona de LTME localizada, ante lo cual se hace necesario el uso de nuevas
alternativas como es el caso de los anticuerpos radiomarcados con radioisétopos,
para permitir la identificacion “in vivo” por Imagenologia con el fin de facilitar el

diagndstico y/o terapia.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Lesion Traumatica en Médula Espinal es una patologia con una alta
repercusion a nivel fisico, social y econdmico.’% A nivel fisioldgico implica la
presencia de “astrogliosis” que conlleva a la sobreexpresion de GFAP.20-22
Actualmente no se cuenta con ninguna estrategia de diagndstico o de
identificacion selectiva “in vivo” de GFAP presentes en astrocitos reactivos ante
una LTME en modelos murinos mediante Imagenologia Molecular, por lo cual se
propone el uso de anticuerpos monoclonales radiomarcados con el fin de obtener
una herramienta util para el diagndstico rapido y eficiente de su sobreexpresion

y asi seleccionar el tratamiento éptimo al estadio de la enfermedad.
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V.

VL.

JUSTIFICACION

Este proyecto tiene como finalidad la rapida identificacion de la sobreexpresion
de la proteina GFAP en astrocitos en un modelo murino de Lesiéon Traumatica
tardia inducida en Médula Espinal implementando un método de radiomarcado
de un AcMo GFAP bioconjugado con el isétopo %*™Tc y haciendo uso de la
Imagenologia Molecular a fin de dar un método alternativo de identificacion
aunado a los ya conocidos para dar un diagnostico y tratamiento 6ptimos para tal

patologia.

HIPOTESIS

El radiomarcado del AcMo GFAP con el Pertecnetato sodico de *™Tc permitira
la identificacion mediante Imagen Molecular de astrocitos que sobreexpresen

GFAP en un modelo murino de Lesion Traumatica de Médula Espinal.

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la captacion de GFAP en los astrocitos tras una Lesion Traumatica en

Médula Espinal de rata por medio del radiomarcado del AcMo GFAP con %™Tc.
Objetivos especificos:
1.- Estandarizar y caracterizar el radiomarcado del GFAP con Pertecnetato

sddico de %mTc.

2.- Evaluar la afinidad “in vitro” del radioinmunoconjugado GFAP- MDP-**"Tc en
cortes histologicos de tejido medular de ratas con lesion traumatica en médula

espinal.

3.- Determinacion de la captacion “in vivo” del radiofarmaco GFAP-MDP-%"T¢ en
lesién traumatica en meédula espinal en rata mediante técnica de imagen
molecular uSPECT/CT.
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VIl. DISENO EXPERIMENTAL

Universo de estudio (poblaciéon o muestra)

e Ratas Long Evans

Clasificacion del protocolo

e Estudio experimental, aleatorio, longitudinal y controlado.

Variables:

Independientes:

e Lesion Traumatica de Médula Espinal.

e Tiempos post-administracion (0, 1y 3h).
Dependientes:

e Sobreexpresion de la proteina GFAP.

e Biodistribucion del radiofarmaco.

e Biodistribucion del °mTc libre.

e Captacion del Radioinmunoconjugado.
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VIll. METODOLOGIA

Obtencién del Radioinmunoconjugado (GFAP/MDP/%*™Tc)

Para la obtencion del radiofarmaco o radioinmunoconjugado (RIC) se implementd
la técnica de radiomarcado por Método Directo (Método de Schwarz) en el cual se
humecto un filtro Amicon ultracel (30K) de Millipore (Darmstadt, Alemania) con 400
ML de Solucién Salina Isotdnica (SSI) desgasificada con Nitrogeno gaseoso (N2)
durante todo el procedimiento, en el cual se concentraron 50ug/250 uL de AcMo
GFAP, adquirido por Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Mouse Monoclonal GFAP
(GA-5) sc- 58766 (Dallas, TX. USA), adicionando 100 uL de SSI, éste
cuidadosamente se homogeneizé y centrifugd a 12 000 rpm durante 5 min, se
invirtio el filtro adicionando otros 100 uL de SSI al filtro Amicon y se centrifugé a 10
000 rpm durante 5 min (Figura 12). Después de obtener al GFAP concentrado se
agrego 1 uL de 2-BMercaptoetanol (2-BME) Sigma Aldrich Co. Grado Reactivo (St.
Louis, MO, USA) y se dej6 reposar 30 min a temperatura ambiente. Se reconstituyo
el kit de Metilendifosfonato (MDP) MDP Jeubilant Draximage, Inc. (Kirkland,
Québec, Canadd) con 5 mL de SSI se dejé reposar 15 min a temperatura ambiente.
Se humecté otro filtro Amicon 30K, se agrego dentro de este el AcMo GFAP/2-BME,
adicionando 100 uL de SSI, se homogeneiz6 y centrifugo a 12 000 rpm durante 5
min para eliminar el 2-BME, se invirtio el filtro agregando 100 uL de SSI al AcMo
GFAP reducido se centrifugo a 10 000 rpm durante 7 min para recuperar el
anticuerpo reducido. Se agregaron 40 uL del MDP reconstituido al vial con el AcMo
reducido y se dej6 reposar 30 min a temperatura ambiente, se cuantificé la actividad

(mCi) y volumen (uL) del Pertecnetato de sodio de °°™Tc, adquirido de una
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radiofarmacia, Medidores Industriales y Médicos S.A. de C.V. (MYMSA, Ciudad de
México, México) y de este se gotearon 5 mCi de este en el vial con AcMo
GFAP/MDP y se homogeneiz6. Se cuantifico la actividad en mCi y se tomo la hora
inicial de la reaccion inmediatamente después de haber agregado el radionuclido
al inmunoconjugado. Dicha actividad sera considerada como la actividad inicial y
equivale al 100% de la actividad. Se dej6 incubar el RIC durante 1 h a temperatura

ambiente y se purificd dos veces el RIC empleando Amicon 30K.

Se prosiguié con la evaluacion de Control de Calidad del RIC.

Figura 12: Implementacion de filiros Amicon para el proceso de radiomarcado del AcMo GFAP.

« Nota: Es importante desgasificar la Solucion Salina (SSI) con Nitrégeno NF Grado
Medicinal (The Harris Products Group) durante todo el proceso de radiomarcado,
previo a su uso. Para trabajar bajo condiciones asépticas se sugiere esterilizar la
zona de trabajo con luz UV durante 15 minutos. La humectacion del filtro Amicon
sigue los siguientes parametros: 12 000 rpm durante 5 minutos.

26



Control de Calidad del RIC (GFAP/MDP/**™Tc¢)

A. Eficiencia Radioquimica

Metodologia:

Se cuantificaron las actividades inicial y final del RIC (GFAP/MDP/**™Tc) en un
activimetro (Activimetro o calibrador de dosis, CRC 55t-PET CAPINTEC Serie
570094 Folio: 1259) al finalizar la incubacion, dichas actividades obtenidas se
ajustaron por el factor de decaimiento tomando en consideracion el tiempo
transcurrido desde la adicion del radionuclido hasta el momento de término de

incubacion bajo la siguiente formula:

e”(-A #MTc(t))

At)= A;e-A(t)

Donde:
A (t) = Actividad a un determinado tiempo.
A; = Actividad Inicial a t=0.

A(t) = Constante de desintegracion caracteristica de un radionuclido en
particular al cabo de un determinado tiempo. En este caso para °"Tc es
1.8938X103

e= Exponencial.

Para el calculo de la eficiencia de reacciéon se relaciona tomando en

consideracion la actividad inicial de la técnica de radiomarcado.
Actividad Inicial mCi (al tiempo 0) ---100%

Actividad final en mCi (ajustada por decaimiento) < -—--- X

27



B. Pureza Radioquimica

Metodologia: (Triplicado por cada fase movil)

Para la determinacion de Pureza Radioquimica se empleé la técnica
Cromatografia Instantanea en Capa Fina — Silica Gel (iTLC-SG), en la cual se
cortaron y secaron tiras de iTLC-SG, Agilent Technologies, (Santa Clara, CA,
USA) en una estufa BOV-VF Series, México) a una temperatura de 50°C por un
lapso de 3 h aproximadamente. Se agregd 1 mL de cada fase mdvil a evaluar
Solucion Salina Isoténica (SSI) y Metiletilcetona (MEC) de Sigma Aldrich Co,
Grado Reactivo (St. Louis, MO, USA) respectivamente a los tubos de ensayo
correspondientes. Con una micropipeta se aplicé 1 yL del RIC doblemente
purificado a 1 cm de la base de cada tira, ésta se introdujo cuidadosamente en
los tubos con las fases moviles para obtener la separacion del RIC del ™ Tc libre
y del hidrolizado por medio de capilaridad, se retiraron de los tubos al término de
la separacion y secaron a temperatura ambiente. Cada tira se cort6 por la mitad
para diferenciar entre el Top y el Bottom y los fragmentos se colocaron en tubos
de ensaye de plastico para su cuantificacion. Se encendié el contador de
centelleo de pozo (Ludlum Measurements Inc., Sweetwater, TX, USA), este se
ajusté con los parametros correspondientes al radionuclido usado (HV: 2.74,
THR: 1.2 y WIN: 0.4) y en unidades de cuentas por minuto (cpm) se tomé por
triplicado el ruido de fondo para descontarlo de la actividad de la muestra y se
prosiguio a la lectura del top y el bottom respectivamente para finalizar con la

determinacién de la pureza radioquimica con las formulas de la Tabla 1.

Figura 13. Representacion de la Técnica por Cromatografia Instantanea en Capa Fina — Silica
Gel (iTLC-SG).
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C. Estabilidad Radioquimica

Metodologia:

Para la prueba de Estabilidad Radioquimica, se requirié de Suero Humano (SH),
para la cual se realizé una flebotomia a un individuo de preferencia en ayuno,
extrayéndole un volumen aproximado de 5 mL de sangre, la muestra se dejé en
reposo hasta que presentd la coagulacion y se centrifugé a 3000 rpm por 10
minutos.

Para la determinacion de dicho control, se tomaron 50 pL del RIC
(GFAP/MDP/**™Tc) con una micropipeta y se agregaron al microtubo con 200 pL
del SH obtenido, se homogeneizé cuidadosamente y al termino se incubo6 a 37°C
durante 24 h. Se tom6 1 UL de la mezcla RIC/SH a los tiempos correspondientes
1, 2, 3, 6, 12 y 24 h implementandose la técnica de Cromatografia Instantanea
en Capa Fina — Silica Gel (iTLC.SG) anteriormente descrita (Figura 13). Se
determiné la estabilidad y se grafico el porcentaje de actividad localizada en el
Bottom (donde debe mantenerse la proporcidon mas elevada del RIC) mediante

la férmula siguiente:
B= ((T+B)/T)*100
Donde:
T: Top (cpm)

B: Bottom (cpm)

Nota: Durante todo el Control de Calidad de monitorea la energia emitida del
radionuclido por medio del Detector de Radiacion lonizante (Geiger Muller Marca
Ludlum Modelo 2241)
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D. Prueba de Integridad del radiofarmaco (GFAP/MDP/**™Tc)

Técnica: Electroforesis.

Método: PAGE-SDS (Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con Dodecilsulfato
de sodio) al 10%.

Especificaciones: Relacion: 1:1 (muestra: buffer de carga)

GFAP [2ug]

Marcador de peso molecular: Thermo Scientific Spectra Multicolor #26613
Voltaje: 90 volts

Revelador: Nitrato de plata (AgNQO3)

Fundamento: Consta de la separacion de proteinas por tamafo y carga de la

materia segun su movilidad en un campo eléctrico a través de una matriz porosa.

Metodologia:

Para la prueba de integridad se sanitizé el area de trabajo y de los aditamentos de
la Camara de Electroforesis Vertical para Proteinas (Bio-Rad., Ciudad de México,
México) se pesaron y prepararon las soluciones reactivas correspondientes a la
seccion del gel separador y concentrador, se insertaron los vidrios entre los
separadores estos se ajustaron y se colocaron en sus respectivos soportes de la
camara formando un sandwich con los separadores. Se pesé en una Balanza
analitica (Sartorius, modelo BL 210S ) el Persulfato de amonio (NH4)2S20s y se
preparo antes de su uso; se vertio la mezcla del “Gel separador” hasta 1.5 cm antes
del limite superior agregando 1 mL de alcohol isopropilico para que se favoreciera
la formacion del limite superior del “Gel separador’” se dejé gelificar por
aproximadamente 20 minutos, para agregar sobre este la mezcla del gel
concentrador hasta el borde superior de los vidrios, sobre este se colocé el peine y
se dejo solidificar a temperatura ambiente (el peine se retiré al término de la

gelificacion).
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Se agrego la Solucion Reguladora de Corrimiento 1X en el tanque de la camara de
electroforesis, adicionando a los pozos del gel las muestras colectadas durante el
proceso de radiomarcado para realizar el seguimiento de la integridad del

anticuerpo, las muestras se cargaron bajo las siguientes condiciones:

Volumen total (10 yL) Relacién 1:1 (Muestra: buffer de carga)

Tabla 2. Secuencia de cargado de muestras en PAGE-SDS al 10%

Numero de Muestra

pozo

Marcador PM CAT #26618 --6uL (cargar al final)
GFAP B

Filtrado®

GFAP reducido B

GFAP/MDP

GFAP/MDP/%¥™ TcB

Purificacion | B

I o Mmoo W »

Purificacion 11 B

MDP (SSI) &

GFAP Condiciones Semireductoras #

GFAP Condiciones Reductoras ”(con 5 min A 100° C)

. -

A= Buffer de carga con 3-ME
B= Buffer de carga sin B-ME

El equipo se conecto6 a la fuente de poder y se ajusté a 90 volts, se espero la
separacion por tamafo y peso molecular del anticuerpo a analizar, los geles se
retiraron con cuidado y se prosiguio a tefir con la técnica de nitrato de plata hasta

que se observo el peso molecular de cada carril.
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E. Prueba de Especificidad del radiofarmaco (GFAP/MDP/**™Tc).
Técnica: Método de Western Blot.
Método: Inmunotransferencia (WB).

Fundamento: Método de identificacion de proteinas en una mezcla compleja, las
proteinas se separan mediante PAGE-SDS al 10% debido a las diferencias de peso
molecular. Las proteinas separadas en el medio gelificado se transfieren a una
membrana de nitrocelulosa o PVDF para su analisis mediante anticuerpos

especificos (Figura 14).
Especificaciones:
AcMo: GFAP [2udg]

Dilucion GFAP: 1:500 en Solucién Reguladora de Transferencia (TBS)

Metodologia:
« Separacion por tamaio (Electroforesis)

Se retiraron cuidadosamente los geles de los vidrios de la camara electroforética
obtenidos en la prueba de electroforesis, esto se lavaron a fin de eliminar todo resto
de solucién reguladora de corrida. Al finalizar estos fueron introducidos en Solucion
Reguladora de Transferencia (TBS) pH 8.3 por aproximadamente 15 minutos a

temperatura ambiente.
» Transferencia a un soporte sélido.

Se limpid6 y mont6é el equipo de Electrotransferencia Bio-Rad (Camara de
Inmunotransferencia Trans-Blot® SD), se cortaron membranas de papel de
nitrocelulosa, correspondientes al tamano del gel (6.5cm x 8.5 cm). Las membranas

y los filtros se humectaron con agua Mili-Q para dar soporte a la membrana y al gel.
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Se impregnd el gel sobre la membrana que fue cubierta por otro filtro, evitdndose
las burbujas ya que estas provocan una mala transferencia de las proteinas al
papel, se cerrd la camara y se inicio la transferencia con voltaje de 300 W (1.3 A)
durante 30 min. Se quitaron los filtros y el gel cuidadosamente, se extrajo la
membrana seguido de sus dos lavados con PBS y se mantuvo en agitacion durante

5 min, este se guardo en refrigeracion.

Visualizacién mediante la marcacién de la proteina con el uso de anticuerpos

primario.

Se realizé una diluciéon 1:500 del AcMo GFAP (AcMo Primario) con Solucion
Reguladora de Transferencia (TBS), seguido de la preparacion de la solucién de
leche, la cual se vertié sobre la membrana junto con el AcMo primario y se dejo
reposar durante 2 horas, al finalizar se incorporé el anticuerpo secundario (anti-
mouse) sobre la membrana, con el fin de evaluar la especificidad del anticuerpo
GFAP.

Figura 14. Mecanismo de la técnica de Western Blot.
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Técnica del modelo de Lesién Traumatica en Médula Espinal.

Al término de la evaluacion del proceso de radiomarcado el siguiente objetivo
establece el empleo del modelo con LTME en ratas Long Evans. Para el desarrollo
de éste se realizé la técnica de Laminectomia a nivel de Toracica 9 (T9), la cual se
describira a continuacion, cabe destacar que dicha técnica fue realizada por un
grupo de expertos en el area de lesiones traumaticas en la Fundacién CAMINA bajo

el mando del Dr. Horacio Reyes Alva y del Dr. Pablo Zambrano.

Especificaciones:
Modelo en Ratas Long Evans.

Lesiones severas de 15 a 20 dias de

recuperacion.

Eutanasia: Sobredosis de Pentobarbital sddico

(80mg/Kg) Via Intraperitoneal.

Norma: NOM-062-Z00-1999.

Figura 15. Laminectomia a nivel de toracica 9
(T9) en rata Long-Evans.

Metodologia

Dicha técnica se realiz6 bajo condiciones asépticas en ratas de la cepa Long
Evans, estas fueron anestesiadas con Sevoflurano 1.4% (Anestésico Inhalatorio
Lisorane Isoflurano frasco de 100 mL), se realiz6 una incisién a nivel de
Toracica 9 (T9) para la extirpacién completa de la lamina de la vértebra,
preservando la integridad de las meninges. Se fijo un impactador del cual caera
un piston de 10 gramos a una altura de 50 mm sobre la ME para ocasionar una

lesion severa (Figura 15).

Al término de las lesiones, las ratas se mantuvieron en recuperacion por un
lapso de 15 dias post-lesion, para la evaluacion de la expresion de la proteina

GFAP al término de este tiempo.
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Evaluacion de Ila afinidad “in vitro” del radioinmunoconjugado

GFAP/MDP/**™Tc por radioinmunohistoquimicas.
Técnica: Inmunohistoquimica (IHC)
Método: Radioinmunohistoquimicas.

Seguido de las laminectomias realizadas en nuestros modelos murinos, éstas se
dejaron en recuperacion por 15 dias, tras el tiempo concluido se toman cortes
histologicos de la ME en parafina, las cuales estaran en laminillas de 9mm de

ancho x 5cm de largo con un espesor de 5-6 micras.
Controles:
. Corte histoldgico sin LTME con el Radioinmunoconjugado (GFAP/MDP/?°™Tc)

. Corte histolégico con LTME con el Radioinmunoconjugado (GFAP/MDP/?°™Tc)

Cortes histolégicos de Médula Espinal a diferentes tiempos post-lesion:

N: Normal sin LTME (control o niveles basales de astrocitos)
1 d: 1 dia post-LTME

20 d: 20 dias post-LTME

35 d: 35 dias post- LTME

Muestras control

GFAP/9™ T¢ (RIC)

Metodologia:

Se atemperaron los cortes histolégicos por 30 minutos, se precalentd la estufa a

60°C por 30 min (Previamente estandarizado) y se colocaron los cortes histologicos
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de manera inclinada sobre papel absorbente para evitar que la parafina cayera de

forma vertical al momento del punto de fusion.

Los cortes se retiraron 15 minutos antes del término del proceso de
desparafinado, estos se sometieron a una cadena de reactivos Sigma Aldrich Co.

Grado Reactivo (St. Louis, MO, USA) por 30 segundos en el orden siguiente:

Xiloly
. : Xilol: | | EtOH: | | EtOH: | | EtoH: | | EtOH: || EtOH:
concentrado || xilol, || Xilol | | pop 100%, | | 100%, | | 90% 70% 50% H0
y caliente.

Figura 16. Secuencia de reactivos para el proceso de desparafinado de cortes histolégicos.

Se vertio citrato/PBS en un frasco de 10 mL y se calent6 en bafio maria a 95 °C,
cada laminilla de introdujo en este durante 5-10 minutos, se retiraron y se dejaron
enfriar a temperatura ambiente.

Los cortes se introdujeron a un vial con MetOH: H202 (1) para realizar los
correspondientes lavados, seguido se introdujeron a un vial con MetOH: H202 (2
durante 8 min por 2 veces, realizandose dos lavados con PBS por 5 minutos cada
uno en agitacion. Se realiz6 el proceso de radiomarcado de GFAP/MDP/ %MTc
(Figura 10). Se preparo el AcMo Primario GFAP Dilucion 1:20 (1uL GFAP + 19
ML H20). Las laminillas se acomodaron sobre la camara humeda y se adiciono el
anticuerpo primario no mas de 10 L sobre cada una, estas se dejaron en reposar
en agitacion de 1-2 h. al término de la incubacion del anticuerpo se realizaron 5
lavados de PBS por 5 min en agitacion.

Se determiné el numero de cuentas por minuto (cpm) de cada lamina en el
contador de centelleo tipo pozo y se contrastaron los cortes histolégicos bajo el

fundamento de deteccién en WB (Figura 14).
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Obtencion de imagenes en ySPECT- CT en modelos murinos (Long-
Evans) con *™Tc libre, LTME y sin LTME.

Técnica: Imagen Molecular.

Método: Tomografia Computarizada por Emision de Fotén Unico (WSPECT).

Tomografia Computarizada (CT)
Metodologia:

La biodistribuciéon de MTc libre se realizd en un modelo murino sin lesion, esta
recibio aproximadamente (40 uCi). La radioactividad se midi6 en un contador

gamma protegido del tipo de pozo.

Para la evaluacion de la captacion de la proteina GFAP por imagen molecular,
primero se realizd el proceso de radiomarcado por método directo del RIC
GFAP/MDP/ #*™Tc¢ (Figura 10). Se dividio el volumen obtenido de RIC en dos
jeringas de insulina, una para la rata lesionada y otra para la rata sin lesion, en cada

una se agrego6 agua inyectable cbp para llegar a un volumen final de 180 pL.

Se anestesiaron los modelos murinos con Isoflurano en un evaporador de uso
veterinario (Midmark Marca Matrx), manteniendo condiciones de oxigeno y
anestesia adecuadas, acto seguido se administré el radioinmunoconjugado sobre
la lesién “in situ” con ayuda del dosificador, anotandose la hora de inyeccion y la
actividad administrada (uCi) junto con la actividad remanente en la jeringa, se
esperd un aproximado de 40 minutos a fin de que el RIC se distribuyera en toda la

ME en el modelo murino.

Se encendio el sistema microPET / SPECT / CT (Albira ARS, Oncovision, Valencia,
Espafia), se establecieron los parametros de adquisicién en el equipo, se tomé el

offset (Initial Horizontal Position (mm) para SPECT y CT los cuales fueron:

SPECT FOV 80 mm PH 60 s
CT GOOD HD-HV
Se tomaron las imagenes en los siguientes tiempos 0 h, 1 h y 3 h post

administraciéon y se realizaron sus respectivas reconstrucciones mediante el
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software Amide, seguido se cuantificé la captaciéon mediante el programa PMOD
(Version 3.9 PMOD Technologies, Ltd., ZH-CH, 2017) para la visualizacion de las
imagenes se empled el programa ParaView Python (Version 3.0, National
Technology & Engineering Solutions of Sandia, Kitware Inc. New México PO, USA,
2005-2017)

Nota: Para este objetivo se emplearon ratas sin lesion como control negativo para
evaluar la Biodistribucién del RIC sin la presencia de LTME. Se monitoreo la
energia emitida mediante el Detector de Radiacion lonizante (Geiger Muller Marca
Ludlum Modelo 2241)

Figura 17 Imagen del modelo murino Long-Evans lesionada y canulada para la obtencién de imagenes por
WSPECT-CT para la evaluacién de la captacion del radioinmuconjugado caracterizado.
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IX. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Radiomarcado de GFAP/MDP/**™Tc¢ por método directo.

Se estandarizé el procedimiento para la obtencion del radioinmunoconjugado
GFAP/MDP/**™Tc bajo el método de “Radiomarcado Directo o de Schwarz”. Se
emple6 como agente reductor el 2-BMercaptoetanol (2-BME) manteniendo
estricto control en el tiempo de incubacion y volumen empleado para evitar la
fragmentacién del anticuerpo por sobreexposicidon a este agente, quedando
estandarizado la adiciéon de 1 gL 2-BME y un tiempo de 30 minutos de incubacion.
También se identificaron otros puntos criticos en el proceso de radiomarcado
como el tiempo de desgasificacion con Nitrégeno gaseoso (N2) durante toda la
caracterizacion, este punto es indispensable para mantener las condiciones
Optimas para el radiomarcado, ya que la funcién del nitrogeno es desplazar el
oxigeno en nuestra preparacion y asi evitar reacciones redox y la presencia de
radicales libres, asi mismo se probaron diversos tiempos de incubacion y
concentraciones de agente intercambiador y radionuclido, quedando establecido
un volumen de 40 L de Draximage-MDP y tiempo de incubacion del de 1 h
post-adicion de °*™Tc al AcMo GFAP/MDP a fin de obtener un radiofarmaco con

una buena eficiencia, pureza, estabilidad y afinidad.

Los puntos criticos a considerar durante el procedimiento de radiomarcado son

los siguientes:

‘ Tabla 3. Puntos criticos del método de radiomarcado.

. Tiempo de incubacién

Il. Concentraciones de agente reductor/ligando
intercambiador/radionuclido

lll. Desgasificacion
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Seguido de la obtencién del radioinmunoconjugado se realizé el control de calidad
bajo los lineamientos de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, la cual
indica que para que un radiofarmaco sea administrado este debe cumplir ciertas
especificaciones dentro del control de calidad. Dentro de las pruebas requeridas
citamos las siguientes, Eficiencia Radioquimica, Pureza Radioquimica, Estabilidad
Radioquimica, aunado a pruebas de Integridad y Especificidad del anticuerpo que
emplearemos para la evaluacion de la captacion de la proteina a diversos tiempos

post administracion del radioinmunoconjugado.

Tabla 4. Resultados del Control de Calidad del RIC (GFAP/MDP/**™Tc) n=4

~ Radiomarcadode AcMo ~ Promedio D.E.
GFAP-MDP-*"Tc
Eficiencia Radioquimica 87.3 % 217
Pureza Radioquimica 86.3 % 217
Estabilidad Radioquimica 88.0 % 0.71

En la Tabla 4 podemos observar el porcentaje obtenido en los controles de calidad
del radiofarmaco caracterizado bajo una n= 4 radiomarcados efectuados, la
eficiencia radioquimica obtenida fue de 87.3%, pureza radioquimica de 86.3% y una
estabilidad del radiofarmaco de 88.0%, dichos controles se encuentran muy
cercanas a los considerados por la FEUM, la cual especifica que se debe cumplir
con un 90% de eficiencia y pureza, esto con el fin de obtener un complejo que nos
permita obtener una identificacion 6ptima de la sobreexpresién de la proteina por
medio de imagen molecular. Los datos obtenidos, pueden mejorarse con la adicién
de agentes como el acido ascoérbico, acido gentisico y ascorbato de sodio a fin de
mantener la estabilidad y reducir la presencia de impurezas que pueden ser
causadas por descomposicion del radiofarmaco, accién de luz, temperatura,

radiolisis o de la marcacion de una impureza quimica con el radionuclido, aunado a
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un incremento en las revoluciones por minuto y tiempo de centrifugado empleando
los filtros Amicon 30K. (Figura 12).

Estabilidad Radioquimica del
radioinmunoconjugado GFAP-MDP-°°MTc.

®  Fase Molvil: MEC @ Fase movil: SSI

90.0
88.0 .
86.0
84.0 ° ®
82.0
80.0
78.0 . o
76.0

PORCENTAIJE DE ESTABILIDAD (%)

74.0
0 5 10 15 20 25 30

TIEMPO (H)

Figura 18. Estabilidad Radioquimica del radioinmunoconjugado GFAP-MDP-?*"Tc evaluado a 24 h en dos fases
moviles.

En la Figura 18 podemos observar el comportamiento de nuestro
radioinmunoconjugado en suero humano a través del tiempo (1, 2, 3, 6, 12y 24 h),
en el cual podemos observar que en el lapso de 1-2 h este sufre una baja en el
porcentaje de estabilidad, debido a la alta presencia de proteinas plasmaticas
presentes en el suero o a la sensibilidad que presenta nuestro RIC ante la presencia
del aire, pero seguido de las 3 h esta permanece constante, dichos resultados de
estabilidad pueden optimizarse con la adicion de sustancias anteriormente

mencionadas a fin de inhibir la transquelacion de nuestro RIC.
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PAGE-SDS (Electroforesis en Gel de Poliacrilamida) al 10%.

v

Figura 19. Evaluacion de la integridad del RIC GFAP/%*mTc a través del proceso de radiomarcado por PAGE al 10%.

: Marcador Molecular

: [GFAP]

: Filtrado

: GFAP reducido

: GFAP/MDP

: Radioinmunoconjugado (RIC)
: RIC (Purificacion I)

: RIC (Purificacion 11)

I: Draximage-MDP (MDP)

J: Condiciones reductoras

K: Condiciones semireductoras

ITIOTMMUODl>

En la figura 19 podemos observar la integridad del radioinmunoconjugado
(GFAP/MDP/®¥MTc) a través del proceso de radiomarcado; en el carril B
encontramos el AcMo GFAP tomado directamente de vial mostrando un peso
molecular de 123 kDa, lo cual no es conforme a lo indicado en la ficha técnica,
ya que dicho anticuerpo tiene un peso molecular de 50 kDa, este resultado
evidencia un proceso de dimerizacion, el cual es provocado por alguna alteracion
en su conformacion debido a la exposicion de variables como la temperatura o
agentes reductores, los heterodimeros que puede presentar el GFAP son el alfa
y Epsilon?2l, En el carril C se encuentra el filtrado de nuestro AcMo GFAP en el
cual no hay presencia de algun bandeo debido a que hay nula presencia de
proteina, lo cual indica que cuando concentramos el GFAP en el Amicon 30k a

un determinado numero de rpm y tiempo este queda totalmente en el filtro y en
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el filtrado solo queda el agente conservador, dentro de los carriles D-H podemos
observar que el peso molecular se mantiene en un aproximado de 95 kDa durante
todo el proceso de radiomarcado que incluye la reduccion de los puentes
disulfuro, la adicion del ligando intercambiador y de la adicidon del radioisétopo,
en el carril | no hay presencia de algun bandeo esto debido a que el Draximage-
MDP que actua como un ligando intercambiador y en este tampoco hay presencia
de proteina, en los ultimos dos carriles correspondientes a J-K son las
condiciones reductoras y semireductoras respectivamente, en las cuales
podemos ver una gran dimerizacion visualizada por un bandeo que pondera en
un aproximado de 72 kDa ya que fue sometida a un agente reductor y calor, lo
cual implica una desnaturalizacién de la proteina, ante los resultados observados
se hizo necesario realizar la prueba de especificidad por medio de una

electrotransferencia.??

Tras los pesos moleculares observados anteriormente (mayores a lo esperado)
se hizo necesario evaluar la especificidad del radiofarmaco caracterizado, con el
fin de determinar si las regiones de reconocimiento del anticuerpo monoclonal se
mantuvieron en condiciones optimas tras la presencia de agentes reductores por
lo cual se efectud una prueba de inmunotransferencia en la cual se demostré que
existe especificidad por nuestro receptor primario el anti-GFAP. Determinando
que nuestro anticuerpo monoclonal radiomarcado se considera optimo, aceptable

y confiable para la evaluacion de la captacién a diferentes tiempos.
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Determinacién “in vitro” de la afinidad del radioinmuconjugado por los

receptores GFAP en cortes histolégicos.

Determinacioén “in vitro” de la afinidad del
radioinmuconjugado por los receptores GFAP en cortes
histoquimicos.
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Figura 20. Determinacion “in vitro” de la afinidad del radioinmuconjugado por los receptores GFAP en cortes
histoquimicos a diferentes tiempos post-laminectomia.

Para la determinacion “in vitro” de la afinidad del radioinmuconjugado por los
recetores GFAP en cortes de tejido medular murino, se emplearon cortes
histolégicos de diferentes dias post-lesion, se sabe que la expresion de GFAP varia
con respecto al estadio de la LTME, existen reportes que muestran que a menor
tiempo post-lesién, menor expresién de GFAP. En la exposicion de los cortes
histolégicos al RIC se observa una mayor actividad (cuantificada en cpm) mientras
mayor es el tiempo post-lesiéon, esto debido a que la sobreexpresion de GFAP es
proporcional a la cantidad de astrocitos reactivos presentes, la expresion de la
proteina se eleva mientras mayor tiempo transcurre después de la lesién, este
resultado permite confirmar que el proceso de radiomarcado del anti-GFAP no

afecta as regiones de reconocimiento del anticuerpo. 13 1724

Los controles evaluados (cortes de rata sin LTME) permiten establecer que el GFAP
radiomarcado no se une inespecificamente a tejidos que no poseen expresion de la

proteina de interés.
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Evaluacién de la Biodistribucion de Pertecnetato sodico de °™ Tc libre en rata

sin LTME y captacién de la proteina GFAP en ratas con LTME y sin LTME.

Figura 21. Evaluacién de la Biodistribucién de Pertecnetato sédico de %™ Tc libre en rata sin LTME
(A) y captacion de la proteina GFAP en rata no lesionada (B) y rata lesionada (CyD)a 0,1y 3 h
post-administracion del RIC.
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Las imagenes anteriores muestran la distribucion del *®™Tc libre y del complejo
GFAP/MDP/**™Tc en modelos murinos de la cepa Long-Evans con LTME y sin
LTME a diferentes tiempos post-administracion. La eleccion del modelo a utilizar en
este caso Ratas Long-Evans con Laminectomia a nivel de Toracica 9 (T9) nos
permite asemejar lo mas posible a una situacion clinica de lesiones traumaticas en
seres humanos haciendo de este la eleccion mas idénea para la evaluacién de la

sobreexpresion de la proteina GFAP.

Tras la administracion “in situ” del radioisétopo de °™Tc libre (269 uCi) en un
modelo murino sin LTME (625 g) previamente canulada a nivel de toracica 12
tomada como grupo control, se evalué la Biodistribucién total de **™Tc libre a fin de
determinar el tiempo requerido para su total distribucion en el organismo, ademas
de tomar los tiempos idoneos para la evaluacion de la captacion de la proteina
GFAP post-administracion “in situ” del RIC tomando en consideraciéon las
caracteristicas del radionuclido seleccionado como la de poseer una excelente
energia gamma de 140 keV y una vida media corta (6 h) para nuestro propdsito,
haciendo del Tc nuestro radionuclido deseable y adecuado para los estudios de

diagndstico y Biodistribucién por Imagen molecular.

En la Figura 21 A podemos observar la Biodistribucion secuencial del ™ Tc libre a
través de diferentes tiempos (0, 1 y 3 h) post-administracion, en la cual se observa
que a las 3 h, la captacion se concentra en la zona abdominal, dicho resultado
concuerda con lo reportado en la literatura que nos indica que el tecnecio libre tiene

afinidad primordialmente en érganos como estémago, vejiga e intestinos.3

En la figura 21 B se observa la distribucién del complejo GFAP-MDP-%"T¢ en un
modelo murino sin LTME a lo largo de la Médula Espinal, al tiempo 0 h (basal) el
RIC queda concentrado en la zona de administracion, sin embargo se observa la
difusion del mismo a través del tiempo, mostrando a las 3 h post-administracion nula
captacién preferencial por alguna zona medular debido a que ante la ausencia de
un traumatismo en la medula espinal, en esta no hay sobreexpresion de astrocitos
reactivos; aunque en dicha secuencia si se evidencia la difusion a sistema

sanguineo con acumulacion del RIC en higado e intestinos lo cual es debido a la
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presencia de coloides en nuestro radioinmunoconjugado que tienen afinidad a

dichos 6rganos.

En la Figura 21 (C-D) se observa la administracion “in situ” del RIC (0.2-0.5 mCi) en
modelos murinos con LTME (n=4) con pesos oscilantes entre los 200-300 g en la
cual se observa al termino de 3 h post- administracion gran captacion de la proteina
GFAP en astrocitos reactivos en contraste con los modelos murinos sin LTME

debido a la presencia del traumatismo en zona medular.

El uso de radiofarmacos en la medicina nuclear diagnostica nos brinda informacion
relevante acerca de procesos moleculares, metabdlicos y fisioldgicos del organismo
o0 modelo empleado. Ante los resultados mostrados anteriormente podemos decir
que la evaluacion de la proteina GFAP por Imagen Molecular bajo la modalidad
microPET/SPECT/CT sirve como una herramienta alternativa ante las ya conocidas
para su diagnéstico e identificacion y que serviria como base para posteriores

evaluaciones de otras moléculas de interés médico y bioldgico.
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X. CONCLUSIONES

Los estudios de captaciéon del Radioinmunoconjugado indican que hay
mayor captacion en la zona de lesién, por lo tanto, el radiomarcado puede

ser una herramienta de diagnostico.

Se caracterizo el método de radiomarcado de AcMo GFAP, estableciendo
condiciones de desgasificado durante todo el proceso de radiomarcado, un
volumen de agente reductor de 1uL y de ligando intercambiador de 40 L.

El método de radiomarcado mostro una Eficiencia Radioquimica del 88.2 %,
una Pureza del 87.4 %y una Estabilidad Radioquimica del 88.7 %, los cuales
salen de los especificado en la FEUM, pero son considerables aceptables

para la obtencién de imagenes moleculares.

La dimerizacion obtenida en la prueba de integridad no interfiere con la

especificidad de sus receptores evaluados con la técnica de Western Blot.

Las Inmunohisquimicas (IHC) muestran una tendencia en cpm con respecto
a los dias de lesion traumatica correspondientes a la presencia de astrocitos

reactivos durante la etapa agua a crénica. .

La Biodistribucion del ®*™Tc libre indica que a las 3 horas hay captacién en
la zona abdominal, lo cual concuerda con la literatura que indica que hay un
mayor acumulo de la radiactividad en higado (formacion de coloide), tiroides,

estdmago, intestino y vejiga (**™Tc libre).
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Xl. PERSPECTIVAS

Evaluar la captacion del AcMo OX-42 en modelo murino de Lesion Traumatica
en Médula Espinal en fase aguda (1 dia).

Optimizar los resultados de Control de Calidad adicionando sustancias que
mejoren la pureza y estabilidad de complejos radiomarcados.

Implementar técnica de tratamiento de uso selectivo y dirigido para evaluar
mecanismos farmacoldgicos haciendo uso de anticuerpos monoclonales.
Implementar el uso de diversos isotopos radiactivos emisores de positrones a fin
de obtener una variedad de herramientas por Imagenologia Molecular

implementando la modalidad PET.
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