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“Nada en la vida es para ser temido, es solo para ser comprendido. Ahora es
el momento de entender mas, de modo que podamos temer menos”.

-Marie Curie (1867 — 1934)
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RESUMEN

La osteoporosis es una enfermedad esquelética multifactorial y sistémica
caracterizada por disminuir la Densidad Mineral Osea (DMO), provocando una
mayor fragilidad y derivando en fracturas. Actualmente, existen medicamentos
aprobados por la FDA que aumentan la DMO, pero no disminuyen el riesgo de
complicaciones, ademas de limitarse a un uso maximo de 24 meses debido a
que ha reportado una pérdida o6sea abrupta. Por ello, una alternativa es evaluar
péptidos que se encuentren involucrados en el proceso de la remodelacion osea.
Se estudio la biodistribucion de BSP-4-23 mediante su radiomarcaje con *™Tc.
Se realizO marcaje indirecto con HYNIC para asi asegurar el correcto
ensamblaje del *™Tc-HYNIC-BSP-4-23. Asi mismo, con la HPLC vy
espectroscopia UV-Vis se confirmo que el porcentaje de pureza radioquimica
(PRQ) fuera >95% vy, por tanto, adecuada para su posterior evaluacion de la
biodistribucion en ratones BALB/c. Los ratones fueron administrados v.i. con
el radioconjugado y evaluados a diferentes tiempos (0.5, 3 y 24 h). Se
obtuevieron imagenes radioisotopicas donde se pudo observar que el
radiomarcado perfundié de manera esperada los 6rganos principales (corazon,
higado, rifiones, bazo) disminuyendo considerablemente el %/DI/g desde las 3.0
h posteriores a la administracion. Con los resultados obtenidos en este trabajo
se puede concluir que la técnica de marcaje indirecto con *™Tc y HYNIC junto
con los parametros de reaccion, la concentracion de ligandos, la cantidad de
SnCL y el pH, se puede asegurar una pureza del 99% en el bioconjugado. Asi
mismo, la biodistribucion que sigui6 el radiomarcado fue en 6rganos con alto
flujo sanguineo, eliminandose principalmente por la via renal. Con base en los
datos obtenidos sobre la biodistribucion de la BSP-4-23 nos da un nuevo
panorama para continuar el estudio en un modelo de osteoporosis en rata.
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ABSTRACT

Osteoporosis 1s a multifactorial and systemic skeletal disease characterized by
a decrease in Bone Mineral Density (BMD), causing greater fragility and
resulting in fractures. Currently, there are FDA-approved medications that
increase BMD but do not reduce the risk of complications, in addition to being
limited to maximum use of 24 months because of the abrupt bone loss reported.
Therefore, an alternative is to evaluate peptides involved in the bone remodeling
process.

The biodistribution of BSP-4-23 was evaluated by radiolabelling with **™Tc.
Labeling was done with HYNIC to ensure the correct assembly of *™Tc-
HYNIC-BSP-4-23. The radiochemical purity was >95%, adequate for
evaluating the biodistribution in BALB/c mice.

Mice administered 1.v. with the radioconjugate and evaluated at different times
(0.5, 3, and 24 h), Radioisotopic images showed that the radiolabel perfused the
heart, liver, kidneys, and spleen. They were considerably decreasing the %/DI/g
from 3.0 h after administration.

In conclusion, the *Tc¢ and HYNIC labeling technique and the reaction
parameters, ligand concentration, amount of SnClz, and pH, can ensure a correct
radioconjugate with 99% purity.

The biodistribution followed in organs with high blood flow, eliminated mainly
through the kidneys. The data obtained on the biodistribution of BSP-4-23 gives
us a new perspective to continue the study in a rat model of osteoporosis.
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INTRODUCCION

La osteoporosis se define como una enfermedad multifactorial y generalizada
del sistema esquelético, se caracteriza por la pérdida de densidad mineral 6sea
y el deterioro de su microestructura, comprometiendo la resistencia y
ocasionando una mayor fragilidad a nivel 6seo'”. Hoy en dia no se ha logrado
desarrollar tratamientos que sean efectivos y sin complicaciones para esta
enfermedad, por lo cual, una alternativa muy prometedora es trabajar con
péptidos involucrados en el proceso de mineralizacion 6sea'’. Una de las
proteinas mas estudiadas por su relacion en la formacion y remodelacion del
tejido Oseo, es la Sialoproteina Osea o BSP por sus siglas en inglés.
Anteriormente, se han realizado estudios de Simulacion de Dinamica Molecular
(SDM) sobre esta proteina, a partir de los cuales, se detectaron ciertas
secuencias de aminoacidos que se involucran con cristales de hidroxiapatita
(HA), atrapan iones de Ca?’, ademas promueven la adhesion celular al
interaccionar con integrinas y otros ligandos. Estas secuencias corresponden a
las posiciones 4-23 y 125-144 dentro de la cadena primaria de aminoéacidos de
la BSP®. Debido al conocimiento previo que se tiene sobre la BSP, en el
presente trabajo se evaluo la biodistribucion del péptido tras su radiomarcaje de
manera indirecta con el agente quelante bifuncional HYNIC y con el
radionticlido *™Tc¢ a tiempos de 0.5, 3.0 y 24 h. Se ajustaron los pardmetros de
reaccion para obtener una pureza radioquimica (PRQ) del radioconjugado
>90%). Se emplearon como modelos de estudio a ratones BALB/c con la
finalidad de conocer el comportamiento del péptido BSP-4-23 de manera in
vivo. Con base en los resultados obtenidos en este estudio, se demostrod que el
radiomarcado *"Tc-HYNIC-BSP-4-23 se une de manera correcta teniendo una
PRQ del 99%. Aunado a esto, al seguir una biodistribucion en los 6rganos
principales y presentar una excresion via renal, se aporta conocimiento
cientifico sobre comportamiento y biodistribucion del péptido BSP-4-23 que
contribuye en la busqueda de un nuevo tratamiento mas efectivo y menos
costoso que ayude a mejorar la calidad de vida de los pacientes con
osteoporosis, planteando como perspectiva que un futuro mediato se pueda
probar dicho péptido en un modelo de osteoporosis en rata.
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I. MARCO TEORICO

En la Conferencia de Desarrollo del Consenso de 1993, la osteoporosis se
defini6 como una enfermedad esquelética multifactorial y sistémica
caracterizada por una baja masa Osea (osteopenia) y el deterioro de la
microarquitectura del tejido 6seo, que resulta en el incremento de fragilidad y,
por lo tanto, un alto riesgo de fracturas'"*® (Figura 1).

La osteoporosis y las fracturas osteoporoticas son una causa importante de
discapacidad y mortalidad®, se sabe que es la enfermedad metabdlica mas
frecuente a nivel mundial. A los 50 afos, el riesgo de por vida de una fractura
es del 22% para hombres y del 46% en mujeres'”, ademas, se estima que 9
millones de personas sufren fracturas osteoporoéticas cada afio, sin embargo, su
prevalencia real es dificil de establecer, debido a que es una enfermedad
asintomatica hasta la aparicion de complicaciones, lo que hace dificil la
identificacion de las personas que padecen la enfermedad.

Hueso con
Osteoporosis

Hueso Sano

Figura 1. La osteoporosis causa dafio en el sistema esquelético resultando
en una mayor fragilidad y posibles fracturas 6seas. FUENTE: Propia.
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La Osteoporosis es causada por un desequilibrio en la remodelacion Osea, la
cual, es un proceso continuo en el que el reclutamiento de los osteoclastos es
seguido por la reabsorcion de una cantidad de hueso mineralizado, una fase de
inversion en la que los osteoclastos experimentan apoptosis y los osteoblastos
son reclutados en el sitio, y finalmente la sintesis y mineralizacion de matriz
Osea dentro de la cavidad de reabsorcion, lo que resulta en la renovacion del
esqueleto aproximadamente cada 10 afios'®!" (Figura 2). La resorcién 6sea
excesiva o la formacion inadecuada de hueso nuevo durante la remodelacion
Osea pueden provocar osteoporosis. Asi, los osteoblastos y osteoclastos juegan
un papel importante en la remodelacion 6sea al coordinar una amplia variedad
de moléculas'”.

Osteoblastos @

REMODELACION
OSEA

(Mineralizacién)

Figura 2. Ciclo de remodelacion 6sea. 1. Tejido 6seo 2. Osteoblastos encargados de la
formacion de tejido mineralizado 3. Osteoclastos, células encargadas de la reabsorcion
6sea 4. Etapas de la remodelacion 6sea. FUENTE: Propia

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha propuesto criterios de la
osteoporosis basados en la absorciometria de rayos X de energia dual (DXA) y
la Densidad Mineral Osea (DMO) cuando esta tltima se encuentra en 2,5 0 mas
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Desviaciones Estandar (DE) por debajo de la media de los adultos jovenes y
que se considera la herramienta estdndar para la evaluacion de esta
enfermedad"-"-!?).

Por otro lado, se ha reportado que el tratamiento con radiacidén ionizante,
también conocida como radioterapia, puede causar dafio 6seo aumentando el
riesgo de fracturas tardias que resulta de los defectos directos e indirectos de la
irradiacion sobre el hueso, convirtiéndose en una preocupacion a nivel
mundial'>'%),

La radioterapia, es un tratamiento comun para pacientes con tumores malignos
debido a su capacidad para inducir la citotoxicidad de las células
cancerosas''*'>. Muchos de los pacientes con cancer que reciben radioterapia
son adultos mayores y, por lo tanto, el riesgo de presentar alguna complicacion
6sea como fracturas por osteoporosis aumenta de manera considerable!'?).

Asimismo, se sabe que aproximadamente dos tercios de los pacientes con
tumores malignos solidos (cdncer de mama, prostata, cuello uterino, pulmon,
cabeza y cuello y sarcoma de tejidos blandos) reciben radioterapia como parte
de su tratamiento!'”. La osteoporosis es una complicacién comun de los
tratamientos adicionales durante la radioterapia, como las manipulaciones
enddcrinas en el cancer de mama y prostata. Estos tratamientos adicionales
durante la radioterapia aumentan el riesgo de disminucion de la DMO vy
aumentan el riesgo de fractura asociado a la radiacion'*'*!” (Figura 3).

11
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Figura 3. El tratamiento con radiacion ionizante en pacientes adultos disminuye la DMO
aumentando el riego de fracturas. FUENTE: Propia. (DMO; Densidad Mineral Osea)

Actualmente, se cuenta con herramientas y avances tecnologicos que permiten
una mayor precision en la administracion de radioterapias delimitando la zona
a irradiar, sin embargo, es inevitable que algunos tejidos normales fuera del
volumen de tratamiento reciban una dosis de radiacion significativa durante la
terapia''>'®).

El hueso es uno de los tejidos normales irradiados con mayor frecuencia y la
irradiacion de éste dana directamente la supervivencia de las células dseas
(osteoblastos y osteoclastos) e influye en su diferenciacion de una manera
dependiente de la dosis conduciendo a multiples enfermedades, incluyendo
fracturas y pérdida de la funcion de la médula osea, afectando en la calidad de
vida de los pacientes'”?”). El aumento de riesgo de fractura es un efecto
secundario significativo de la radioterapia, especialmente en pacientes con
neoplasia toracicas y pélvicas''?. Las fracturas pélvicas, incluidas las fracturas

12
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de cadera, son una fuente importante de morbilidad y mortalidad en mujeres

mayores' #2123,

En un estudio realizado con radiacion en roedores, mediante tomografia micro
computarizada (uCT) se pudo observar que disminuy6 severamente la masa
Osea trabecular y deterior6 la estructura 6sea!'®'®?. Un analisis
histomorfométrico revel6 que la radiacion disminuyo6 principalmente el nimero
de osteoblastos y perjudico su actividad de sintesis de matriz 6sea''”. Aunado a
esto, el tratamiento quirtrgico con injerto 6seo convencional ha tenido un éxito
limitado!'”, resultando en un desafio clinico actual en donde no existe una
terapia preventiva o curativa para el dafio 6seo inducido por la radiacidon
ionizante!!>?1),

Actualmente, el costo total de la osteoporosis y fracturas relacionadas a esta
enfermedad son sumamente elevados y se espera que estos costos aumenten
para el 2050, Esto plantea desafios importantes para los sistemas de salud,
especialmente porque la mayoria de los pacientes con osteoporosis no reciben
tratamiento. En consecuencia, la osteoporosis es un problema de salud a nivel

mundial que conlleva una carga financiera creciente sobre los servicios de
salud®.

Asimismo, los tratamientos farmacologicos aprobados por la Administracion de
Drogas y Alimentos (FDA) que aumentan la DMO moderadamente y reducen,
pero no eliminan, el riesgo de fractura®, se pueden clasificar en dos categorias.
Los medicamentos antirresortivos, una clase de farmacos que incluye la
calcitonina, estrogenos, suplementos de calcio, vitamina D y los bisfosfonatos
que contienen nitrégeno y el inhibidor del ligando RANK y uno menos utilizado
y generalmente reservado para pacientes con osteoporosis severa, es el agente
anabolico teriparatida (PTH humana 1-34)®. Sin embargo, la terapia con
bisfosfonatos ha causado eventos adversos graves como fracturas atipicas del
fémur, osteonecrosis de la mandibula y cancer de esdfago®® ).

13
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La terapia con teriparatida (PTH humana 1-34) es la inica aprobada por la FDA
que estimula la formacion de hueso nuevo, aumenta la DMO y reduce la
incidencia de fracturas®!?. Sin embargo, dicha terapia se limita a un maximo de
24 meses debido a problemas relacionados con el desarrollo de sarcomas
osteogénicos en roedores®!). Si bien los bisfosfonatos y la teriparatida son dos
de las terapias mas potentes disponibles actualmente, en los intentos por mejorar
la eficacia mediante la administracion de agentes anabodlicos y bisfosfonatos en
conjunto, no han tenido éxito, €stos estan asociados a una pérdida dsea abrupta
cuando estos se suspenden; estudios previos han demostrado que la pérdida 6sea
ocurre dentro de los 6 a 12 meses posteriores a la suspension de la teriparatida,
aumentando el riesgo de fracturas®’-1%),

Por lo anteriormente citado, es importante probar nuevos medicamentos que
disminuyan las reacciones adversas, una alternativa prometedora es evaluar la
respuesta que presentan péptidos involucrados en el proceso de mineralizacion
para ser probados como terapia alternativa.

Una de las proteinas relacionadas con la nucleacion de cristales de
hidroxiapatita (HA) de mayor interés es la sialoproteina 6sea (BSP) (Figura
4)33), Fue reportada por primera vez en 1972, y se purifico a partir de hueso
bovino con una masa molecular relativa (Mr) de 59,000, un alto contenido de
acido sialico y rica en oligosacaridos>*%.

La BSP es una glicoproteina de ~ 68 kDa codificada por el gen IBSP que se
encuentra localizado en el cromosoma 4 en humanos®>*%. Ademas, la proteina
BSP puede unirse a distintos ligandos como colagena, metaloproteinasas,
integrinas e hidroxiapatita, presenta una carga global negativa y con un alto
grado de fosforilacion®3" 4%,

14
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Se obtuvo a partir Interacién con Alto contenido de
de hueso Bovino integrinas, colageno, acido sidlico y alto
con una Mr de metaloproteinasas e grado.de B
59,000 y un peso de hidroxiapatita fosforilacion

Gen

Se codifica por el gen ™ i8S
IBSP que se encuentra en =
el cromosoma 4 en
humanos —
-
|
-

Figura 4. Caracteristicas de la Sialoproteina Osea (BSP). FUENTE: Propia.

Debido a lo anterior, esta proteina se sefiala como promotora de la formacion
de tejido mineralizado. Existen estudios de Simulaciones de Dindmica
Molecular (SDM), en los cuales se ha demostrado que ciertas secuencias de la

BSP tienen la capacidad de interaccionar con la HA, ademads de atrapar a iones
Cg2t(é1:42)

A partir de los estudios de SDM realizadas en el Laboratorio de Bioingenieria
de Tejidos de la Facultad de Odontologia de la UNAM, con distintos péptidos
de BSP, se lograron identificar regiones involucradas en el proceso de
nucleacion de HA que se encuentran dentro de la secuencia primaria de
aminoacidos. Los pardmetros que se analizaron en el trabajo antes mencionado
fueron radio de giro (Rg), distancia cuadratica media de las fluctuaciones
(RMSF), estructura secundaria, formacion de puentes de hidrogeno y union a

15
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iones de Ca*"?). Por tal motivo, en este trabajo se propone el uso de la secuencia
de 4-23 debido al nimero de residuos de aminoacidos y por afadidura del costo.

RADIOFARMACOS

En 1920 George Havesy creo el principio de los trazadores radiactivos, lo que
en 1927 permitio elucidar el dinamismo de los componentes organicos que
revolucion6 a la bioquimica basica y que posteriormete se tradujo en la
medicina nucelar®,

Dentro del desarrollo de la Medicina Nuclear surge la necesidad de sintetizar
moléculas marcadas de mejores caracteristicas quimicas, biologicas y
nucleares, nace la radiofarmacia, que en medicina nuclear lleva por objetivo la
produccion y uso de compuestos radiactivos para el diagnostico y terapia de
importantes enfermedades diseminadas en la poblacion mundial*).

Un radiofarmaco es toda sustancia conteniendo un atomo radiactivo dentro de
su estructura y que por su forma farmacéutica, cantidad y calidad de radiacion,
puede ser administrado en los seres humanos con fines diagndsticos o
terapéuticos®* 4,

De acuerdo con los criterios de disefio, pueden dividirse en tres generaciones.
Los agentes de primera generacidon, son especies moleculares marcadas y
liberadas a ciertos 6rganos blanco por un mecanismo de localizacion de sustrato
no especifico®**),

Los agentes de segunda generacion, surgieron en los afios 80’s como resultado
del desarrollo de compuestos de coordinacién, con el radiometal unido a
ligandos en una geometria bien definida, la cual se podria modificar para
influenciar la localizacidn in vivo de sitios especificos. Su biodistibucion es
regulada por sus propiedades fisicoquimicas como la carga total, peso
molecular, estructura y lipofilia®. Del desarrollo de este tipo de compuestos

16
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surgid el concepto de agentes quelantes bifuncionales (BFCA), los cuales son
ligandos que no solo quelan al radiometal, sino que pueden ser modificados con
grupos funcionales para controlar la biodistribucién del complejo final®).

Los radiofarmacos de tercera generacion, estan dirigidos a blancos o receptores
especificos, con una capacidad unica para controlar la unién in vivo a sitios
receptores y enzimas. Se componen de tres partes: el radiometal, el BFCA y el
fragmento bioactivo®.

En el caso de los radiofarmacos que emplean al *™Tc¢ como radiometal, se
consideran dos tipos:

Los que tienen tecnecio como el atomo central en torno al cual otros
componentes son ordenados donde los ligandos que se coordinan a su alrededor
pueden ser monodentados o multidentados, disefiados para estabilizar al
tecnecio en su estado de oxidacion y conferir propiedades como lipofilia, carga
16nica o tamafio molecular que pueden alterar la farmacocinética.

El segundo tipo de compuestos tienen tecnecio unido a una molécula
transportadora la cual lo lleva a un sitio especifico del cuerpo. Los compuestos
marcados con *™Tc¢ que emplean transportadores dirigidos a receptores
especificos como péptidos, anticuerpos y complejos unidos covalentemente al
tecnecio por la via de un agente quelante bifuncional, son considerados como
radiofarmacos de tercera generacion*,

En los radiofarmacos de tercera generacion, la biomolécula es por lo general un
péptido, un anticuerpo u otra molécula dirigida a un receptor especifico in vivo.
La molécula de enlace es una cadena hidrocarbonatada de longitud variable, la
cual modifica la farmacocinética y las distancias entre la region quelada de
tecnecio y la region de enlace-receptor. El agente quelante bifuncional cumple
dos objetivos principales: coordinar al tecnecio y proporcionar un soporte
molecular que puede ser modificado con grupos funcionales para la union a la
molécula blanco®*?,
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En medicina nuclear se emplean radiofArmacos en exploraciones diagnosticas
y en radioterapia de blancos moleculares“®. Los radioformacos que se utilizan
para el diagndstico en humanos deben presentar ciertas caracteristicas
deseables'*”. Algunas de estas caracteristicas es el proporcionar una dosis
minima de radiacidn al paciente, la cual debe ser detectada facilmente, ademas
debe tener vida media compatible con el tiempo requerido para rastrear el
fenomeno bioldgico estudiado, asi mismo la vida media efectiva también debe
ser corta, ya que el metabolismo es muy rapido, el tiempo en el cuerpo debe ser
lo mas corto posible, de preferencia, debe emitir un rayo y monocromatico con
energia entre 100 y 300 KeV y no emitir particula o o, por otro lado, debe
estar disponible facilmente, ser econdmico y conservarse sin contaminarse*®).

El tecnecio es un metal de transicion color gris plateado que pertenece al grupo
VIIB y su nimero atomico es 43. Pueden existir ocho estados de oxidacion (1°
a 7"), los cuales resultan de la pérdida de electrones de los orbilaes 4d y 5s o de
la ganancia de un electron en el orbital 4d. La estabilidad de los estados de
oxidacion depende del tipo de ligante y el ambiente quimico. Los estados 7+ 'y
4+ son los mas estables y estdn presentes como pertecneciatos. Estados de
oxidacion bajos como 17, 17, 2”7 y 3" son por lo general estabilizados por el
acomplejamiento con diversos ligantes“”. El Tc” se considera como el
radionuclido “ideal” para marcar farmacos debido a sus caracteristicas
presentdas en la tabla 154,

Dentro de la practica clinica de Harper y Kathryn con el tecnecio en la
Universidad de Chigado, reportaron que el i6n pertecneciato (*™TcOy4) se
acumula en tiroides, glandulas salivales, estdbmago y plexos coroideos®?.
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CARACTERISTICAS DEL Tc¢*

Facil obtencion a partir del generador *Mo/*™Tc

Ausencia de emision [ y su emision y de energia baja de 140 KeV, que presenta
una adecuada penetracion en los tejidos

Vida media corta de 6 horas

Eficiencia con que se detecta

Facilidad y rapidez con que se puede unir o acomplejar a diversas substancias,
drogas o farmacos

Las cantidades en MBq empleadas permiten hacer estudios dindmicos y estaticos

Tablal. Caracteristicas presentes en el radionuclido Tc¢*.

El ®™Tc¢ se obtiene y produce a partir de generadores Mo/**™Tc, que emplean
una columna cromatografica cargada con aliimina, en donde el Mo es

adsorbido y el (*™TcOx) es eluido mediante solucién salina (Figura 5)°1,

Solucion salina
estéril

Columna |

v~ Contenedor de
plomo

Figura 5. Generador de Mo/**™Tc.
FUENTE: Robles, M. et. al.
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El compuesto obtenido a partir del generador de molibdeno es pertecneciato de
sodio (*™TcO4Na), cuyo anion tiene un estado de oxidacién 7+. Por otro lado,
el cloruro de estafio (SnClz) es uno de los agentes reductores que se utiliza con
mayor frecuencia para convertir un nimero de enlaces disulfuro de una proteina
en tioles libres, los cuales pueden enlazar al tecnecio de forma eficiente. El
tiempo de reaccion debe ser corto y la pureza radioquimica debe ser
preferiblemente superior al 95%“%>?),

Los compuestos de *™Tc reducidos son quimicamente reactivos y se combinan
con una amplia variedad de agentes quelantes que donan un par de electrones
para formar un enlace covalente coordinado con el #™T¢?).

RADIOMARCAIJE DE PEPTIDOS

El radiomarcaje se define como la uniéon de un compuesto a una sustancia
radiactiva o radiontclidos como lo son el Yodo, Tecnecio, Galio, entre otros*”.
Las técnicas que se utilizan para el marcaje de péptidos con radiontclidos se
dividen en dos procedimientos: el marcaje directo y el marcaje indirecto o
marcaje por preformacion del quelante bifuncional (BFCA) que se localiza
entre el radionuclido y un fragmento bioactivo que puede ser un péptido, acidos
nucleicos y oligonucleo6tidos (Figura 6)“%47.

TC* PEPTIDO

Figura 6. Ilustracion del marcaje indirecto por preformacion con un quelante bifuncional
(BFCA) que asegura la union entre el radionuclido y al fragmento bioactivo. FUENTE: Propia
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Los agentes quelantes o bifuncionales unidos a los péptidos para la formacion
de complejos radiactivos se pueden dividir principalmente en dos clases; Los
que incluyen acidos carboxilicos, aminas o hidroxilos como el acido
etilendiaminotetracético (EDTA) y el acidohidrazinopiridin-3-carboxilico
(HYNIC)®Y,

El acido hidrazinonicotinico (HYNIC) (Figura 7) se utilizé por primera vez por
Michael J. A. et. al.*. Desde entoces se ha utilizado para marcar péptidos y
otras moléculas de interés biologico'.

El HYNIC es un agente de acoplamiento para marcaje de péptidos con *™Tc
que pueden lograr actividades altamente especificas sin afectar la capacidad de
union al receptor de la secuencia de aminodcidos®. Este nucleo forma
complejos de la forma *™Tc-HYNIC-péptido, donde el grupo HYNIC es un
sitio de coordinacidon mientras que los sitios restantes son completados por
varios coligandos como tricina (tris-Hidroximetil)metilglicina) o etilendiamino-
N,N’-4cido diacético (EDDA) (Figura 8). La tricina es particularmente
favorable para la reduccion inicial y el acomplejamiento al tecnecio; sin
embargo conduce a la formacion de especies marcadas con baja estabilidad, por
otro lado, el EDDA produce complejos mas estables y con menos isobmeros®©?.

El procedimiento ideal para el radiomarcaje de proteinas con *™Tc, incluye
realizar este procedimiento bajo condiciones que garanticen que la actividad
biologica de los péptidos y permanezcan sin cambios, asi como lograr la
incorporacion irreversible del radionuclido™®.

Otras sustancias que pueden estar presentes son estabilizadores, agentes
dispersantes, y buffers. La formulacion involucra la adicion de una solucion
acida de cloruro de estafio a la solucion que contiene al ligante a un pH definido.
El exceso de ligante mantiene al estafio soluble a través de la formacion del
complejo*4-9),

21



Radiomarcaje y Biodistribucion del péptido BSP-4-23 en ratones BALB/c.

El agente complejante esta por lo general presente en exceso respecto al estafio,
con el proposito de asegurar que todo el estafio (SN Il y IV) formar4 el complejo
miniminizando la competencia entre el tecnecio reducido y estafio por el ligando
durante el marcaje. En el acomplejamiento se captura al estafio previniendo asi
la hidrdlisis a altos valores de pH; no obstante no se puede evitar que sufra
reacciones de oxidacion-reduccion®®®),

El BFCA ideal es aquel que puede formar un complejo con el radionuclido
estable en una pureza a muy bajas concentraciones del conjugado péptido-
BFCA(46’48’57).

La presencia de oxigeno y radicales libres pueden provocar que en la
preparacion quede pertecneciato (P™TcO4’) como impureza. Este se distribuye
biologicamente en mucosas y puede observarse radiactividad en estdmago y e
intestino no deseadas, en una solucién saturada con oxigeno sera mayor la
cantidad de Sn*" que se necesite para efectuar la reducciéon. En presencia de
oxigeno, el SnCls se oxida y no reduce al " TcO4 .

O
HO X
N = NH

NH;

Figura 7. Estructura del agente quelante bifuncional
Hidrazinonicotinamida (HYNIC). FUENTE: Escobar
Alarcon L. et. al
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= N

Figura 8. Estructura del *™Tc unido al agente quelante
bifuncional HYNIC. FUENTE: Robles Matias et. al.

Este método presenta la ventaja que combina la facilidad del marcado directo
con la quimica bien definida del marcaje por preformacion del quelante, por lo
que el marcaje indirecto es la técnica mas practica para el desarrollo de
radiofarmacos basados en péptidos blanco-especificos***®. En la figura 9 se
muestran los elementos para llevar a cabo el correcto marcaje del péptido de
interés con el agente bifuncional HYNIC y el tecnecio.
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Pertecneciato Agente Agg#ﬁgﬁﬁ:grte Péptido BSP-4-23
NaTco, reductor SnCl, (HYNIC) KNLHRRVKIEDSEENGVFKY

g

Producto deseado

Tc*-HYNIC-BSP-4-23

>90% de pureza

Figura 9. Reacciones quimicas que se llevan a cabo en el proceso
de radiomarcaje indirecto con Tc”’. FUENTE: Propia.

PUREZA RADIOQUIMICA DEL RADIOCONJUGADO

Las pruebas de pureza radioquimica son fundamentales para garantizar el
control de calidad de los radiofairmacos en la rutina diaria de cualquier
departamento de medicina nuclear®®. Un buen radiofarmaco debe tener una alta
pureza radioquimica (>90%)“.

La pureza radioquimica del producto radiomarcado se determina por lo general
con técnicas cromatograficas como la cromatografia en capa fina o mediante
cromatografia de liquidos de alta solucion (HPLC) acoplada a un detector de
radiactividad®.
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La cromatografia de capa fina es la técnica mas simple para el analisis de
péptidos la cual emplea diversos sistemas de solventes y de deteccion. En
particular, los péptidos libres pueden ser examinados en solventes dcidos como
el 4cido acético diluido o bajo condiciones basicas®).

La cromatografia de fase reversa por HPLC emplea una fase estacionaria
hidrofobica y se utiliza una fase movil de agua/solvente orgéanico. Esta técnica
se ha convertido en un método de separacion de alta resolucion muy importante
para el andlisis de péptidos, proteinas y 4cidos nucleicos®. La separacion de
biomoléculas depende de la interacciéon hidrofobica reversible entre las
moléculas que se encuentran en el eluyente y la fase estacionaria, las cuales
establecen un equilibrio. Su distribucién se ve influeciada por las propiedades
de la fase estacionaria, la hidrofobia de la muestra y la composicion del
eluyente'®. Las condiciones iniciales favorecen un equilibrio donde el 100% de
la muestra esta unida y dado que los péptidos tienen aminodcidos con areas
hidrofilicas e hidrofobicas asi como una longitud variable, se establece
multiples uniones con la fase estacionaria. La mayoria de las biomoléculas son
lo suficientemente hidrofobas para establecer una fuerte union bajo condiciones
acuosas y con una baja concentracion del solvente organico'.

La elucion se puede llevar a cabo utilizando un sistema isocratico, sin embargo,
se emplea frecuentemente un sistema de gradiente con el propodsito de
minimizar el tiempo". Inicia cuando la cantidad de solvente orgéanico se va
incrementando y por ende las condiciones hidrofobas. A medida que la muestra
recorre la columna, unidn y elucion se van presentando. Aquellas moléculas con
mayor caracter hidrofobico permaneceran fuertemente unidas y seran eluidas al
altimo.

Para establecer las condiciones que favorezcan la union se emplea una solucion
acuosa que contenga a un agente par i6nico (TFA), con el fin de mejorar la
interaccion hidrofobica y un solvente orgéanico a baja concentracion. El TFA se
une mediante interacion i6nica con los grupos cargados evitando que influyan
en el caracter hidrofobico®.

25



Radiomarcaje y Biodistribucion del péptido BSP-4-23 en ratones BALB/c.

Debido a que la mayoria de proteinas y péptidos son ligeramente basicos el
agente par i16nico utilizado es por lo regular un 4cido como el 4cido trifuro
acético (TFA)(3).

La composicion de la fase estacionaria estd basada en una matriz hidrofilica de
silica cubierta por una fase hidrofobica de cadenas de carbono (ligandos de
C18). Matrices con alta porosidad proporcionan superficies de area largas para
una alta capacidad de union®). La fase estacionaria se empaca dentro de una
columna, la cual establecera un equilibrio con el eluyente que llenaré los poros
de la matriz y los espacios entre las particulas estableciendo las interacciones
antes mencionadas®.

Esta técnica consiste en la separacion de los compuestos radiactivos mediante
la elucion de los componentes por una fase movil y la fase estacionaria,
permitiendo determinar el tiempo de retencion de la muestra y eficiencia
radioquimica con un contador de pozos tipo centelleo que detecta los fotones
emitidos por el *Tc¢ durante la fase estacionaria®”*").

La espectroscopia UV-Vis se basa en el andlisis de la cantidad de radiacion
electromagnética (en el rango de longitudes de onda ultravioleta y visible) que
puede absorber o transmitir una muestra en funcion de la cantidad de sustancia
presente®). La absorcidon molecular en la region ultravioleta y visible del
espectro depende de la estructura electronica de una molécula®®.

Existen diferentes métodos para la cuantificacion de proteinas. Muchos de estos
métodos se basan en:

a) La propiedad intrinseca de las proteinas para absorber luz en el UV

b) Para la formacion de derivados quimicos

c) La capacidad que tienen las proteinas de unir cierto colorantes®?,

La absorcion optica de las proteinas se mide a 280 nm o 254 nm,
oligonucléotidos a 260nm y péptidos a 215 nm®. A esta longitud de onda, la
absorcion de las proteinas se debe principalmente a los aminoacidos triptéfano,
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tirosina y cisteina. Por lo tanto, diferentes proteinas pueden tener diferentes
coeficientes de absorcion e incluso la longitud de onda de maxima absorcion
puede diferir®> %9,

La espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR) es una
técnica vibracional utilizada para evaluar la composicion quimica o huella
dactilar molecular de una muestra'®,

Se basa en la absorcion de luz infrarroja por las moléculas que componen el
material, donde todas las moléculas con un momento dipolo resultante diferente
a cero absorberdn la radiacion infrarroja proporcionando informacion de la
estructura especifica de biomoléculas como lipidos, proteinas, carbohidratos y
acidos nucleicos a través de una serie de bandas identificables de grupos
funcionales en la region electromagnética del infrarrojo medio ®®.

FT-IR se puede utilizar tanto en analisis cualitativos como en cuantitativos de
materiales organicos e inorganicos. Registra una informacion espectroquimica
compuesta por intensidades de absorcion para cada nimero de onda del espectro
infrarrojo medio (4000-400 cm™). Las bandas infrarrojas llevan informacion
vibratoria utilizada para filtrar y escanear muestras en varios segmentos'®,

El espectro de huellas dactilares para las muestras biologicas, también llamadas
region de “huella bioldgica”, oscila entre 1800 y 900 cm y contiene
informacion de biomoléculas clave como lipidos, proteinas, carbohidratos y
4cidos nucleicos'®.

En la figura 10 se pueden observar los cambios en la firma IF de las
biomoléculas que estan asociados con cambios de concentracion (cambios de
intensidad de banda) y cambios en la configuracion molecular y los grupos

funcionales vecinos (cambios de banda hacia nimeros de onda mas altos o
bajos)®.
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Figura 10. Espectro IR de las diferentes bandas caracteristicas de algunos grupos
tipicos y en qué regiones aparecen. FUENTE: Camilo L. M. et. al.

Es bien sabido que los cambios estructurales secundarios de las proteinas se
pueden detectar mediante espectroscopia FT-IR. Las bandas espectrales de
amida se utilizan mds cominmente para esta caracterizacion de proteinas, en
particular las bandas amida I (1650 cm™) y amida II (1545 cm™). La banda
amida 1 entre 1600 y 1700 cm! consiste principalmente en vibraciones de
estiramiento en C=0 y grupos C-N, y su posicion maxima esta determinada por
la conformacion de la columna vertebral y el patron de union de hidrogeno,
mientras que la banda amida II entre 1510 y 1580 cm™! consiste principalmente
en la flexién N-H pero también vibraciones de estiramiento en C-N y C-C®7,
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BIODISTRIBUCION

Debido a la necesidad de contar con datos estimados a la localizacion bioldgica
de un compuesto radiofarmaco, se estudia como un instrumento de seguridad
antes de ser inyectado a un paciente, con la finalidad de evaluar la velocidad de
acumulacion del radiofarmaco en el tejido diana y su depuracion del tejido u
organo de interés, debe reflejar los procesos fisioldgicos, fisiopatologicos y
bioquimicos para que puedan ser analizados. Dichos controles se realizan
generalmente en ratones o ratas de laboratorio que ofrecen un buen modelo en
el comportamiento de los fArmacos“?.

Durante la etapa de desarrollo e investigacion de un nuevo radiofdrmaco, se
realiza el estudio de afinidad bioldgica refiriendo la actividad en cada uno de
los 6rganos y en sangre total a la dosis inyectada'®.

La biodistribucién se define como la fraccion de la actividad administrada que
se localiza en los diferentes tejidos, 6rganos o sistemas del organismo®®. La
biodistribucion de un radiofarmaco debe ser tal que después de su
administracion ingrese a la circulacion sanguinea y siga una cinética simple e
interpretable cuantitativamente“®.,

Un radiofarmaco no se dirige estrictamente a un “Organo blano”. Puede marcar
un Organo, o tejido, o evento metabolico, o un territorio constituido por varios
de los anteriores; a eso le llamamos espacio de biodistribucion, depende
obviamente de las caracteristicas del radiofarmaco, pero también y en gran
medida de la forma en que se administro. El mismo radiofArmaco, administrado
oralmente, via intravenosa, subdérmica o inhalado etc. Puede “marcar” espacios
de distrubucion totalmente distintos, y deberan interpretarse de manera muy
diferente los datos detectados'®).
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IMAGEN PLANAR

En la imagen planar, existen dos componentes: El fondo y la sefial. Una buena
imagen posee bajo fondo y alta sefial””. La sefial esta formada por los fotones
provenientes de las estructuras donde se acumula el radiofarmaco. Son fotones
no degradados. Estos fotones son los que conforman la imagen verdadera'”".
El fondo esta constituido por el radiofdrmaco presente en la sangre y toda area
corporal que no concentre el radiofarmaco, asi como los fotones dispersos que
entran dentro de la ventana energética elegida. Los primeros factores,
disminuyen el contraste de la imagen. Los fotones dispersos, disminuyen la
resolucion'”).

RAYOS X

Los rayos X son un tipo de radiacion electromagnética ionizante que debido a
su pequefia longitud de onda (1 o 2 Amperios), tienen la capacidad de
interaccionar con la materia”"). A diferencia de la luz, los rayos X tienen mayor
energia y pueden atravesar la mayoria de los objetos, incluso el cuerpo’?. El
rango de esta radiacion va desde los rayos gamma, de alta energia y baja
longitud de onda, hasta las ondas de radio de baja energia y longitud de onda
elevada, pasando por la luz visible. Los rayos X tienen longitudes de onda mas
cortas y energias mayores que la luz visible y la radiacion ultravioleta'’?.

Los componentes fundamentales que conforman el equipo radioldgico
convencional son: el tubo de Rayos X, el generador de radiacion y el detector
de radiacion. Sin embargo, dependiendo de la aplicacion especifica se utilizan
otros elementos adicionales'’".

La utilidad de las radiografias para el diagnostico se debe a la capacidad de
penetracion de los rayos. Los rayos X son disparados del tubo de rayos hacia
una placa y se atentan a medida que pasan a través del cuerpo del paciente,
jugando un papel importante los procesos de absorcion y dispersion’?.
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Los rayos X se generan en los sistemas convencionales de radiologia para fines
de diagnostico médico dentro de una ampolla al vacio en donde se alinean un
catodo (asociado a un filamento incandescente que actia como fuente de
electrones) y un anodo (asociado a un foco en donde se generan la radiacion por
el impacto de los electrones emitidos por el catodo)’.

El sistema se alimenta de una fuente de alto voltaje y se sitlia en el interior de
una estructura metalica aislante que presenta un diafragma por donde sale el haz
de rayos X generado. El objetivo del diafragma o colimador es controlar la
anchura del haz de rayos X producido, de modo que se emplee la mayor
cantidad de radiacion ortogonal al objeto a radiografiar y se disminuya la
radiacion no ortogonal o dispersa'’®.
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A diferencia de la gran mayoria de las enfermedades cronicas, los tratamientos
aprobados para la osteoporosis generalmente se limitan al uso de un solo
medicamento a una dosis fija y una frecuencia de dosificacion. Y aunque las
opciones terapéuticas en el tratamiento de esta enfermedad se han expandido
enormemente en las Gltimas dos décadas, ninguna terapia aprobada actualmente
es capaz de restaurar la integridad esquelética en la mayoria de los pacientes
con enfermedad establecida, por lo tanto, es importante proponer nuevas
alternativas de tratamiento que sean mas eficaces y seguras para mejorar la
calidad de vida de los pacientes. Por tal motivo, se propone investigar la
biodistribucion que presenta el péptido BSP-4-23, con la finalidad de generar
conocimiento cientifico sobre el comportamiento del péptido y en un futuro
probarlos en un modelo de osteoporosis.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢(El radiomarcaje del péptido BSP-4-23 con el radionuclido **™T¢ permitira
conocer su biodistribucidon en ratones BALB/c?

III. HIPOTESIS

El radiomarcaje del péptido BSP-4-23 con *™Tc¢ permitird conocer su
biodistribucion en ratones BALB/c.

IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Evaluar cudl es la biodistribucion que sigue el péptido BSP-4-23 en ratones
BALB/c.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Evaluar el radiomarcaje de péptido BSP-4-23 con *™Tc.

2.- Determinar la pureza radioquimica del radioconjugado BSP-4-23/ *™Tc.
3.- Evaluar la biodistribucion del péptido BSP-4-23/*™Tc en ratones BALB/c.
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V. METODOLOGIA Y DISENO

MARCAIJE DEL PEPTIDO

La secuencia de interés fue conjugada a succinimidil-N-BOC-HYNIC. La
funcion de esta secuencia fue llevar a cabo el correcto marcado del conjugado
final con *™Tc. Los pasos realizados fueron:

1.

El

Se prepard una solucion 1:1 molar de péptido: succinimidil en medio
basico (pH ~ 9.0).

Se incubo la mezcla a ~ 95°C durante 30 min.

Se purificd la mezcla por extraccion en fase sélida con un cartucho sep-
pack C-18 con ACN al 20% y 50 %.

Se desprotegio la fraccion de HYNIC del grupo BOC con TFA.
Finalmente, el conjugado formado se purificoé eliminando los solventes
residuales al vacio.

conjugado obtenido se empled para realizar el radiomarcado

correspondiente. La metodologia empleada fue:

1.
2.
3.

Se tomaron ~200 pg/200 pL de HYNIC-péptido.

Se adiciond una solucion de EDDA/Tricina (10mg/10mg).

Se agregd una solucion de *™TcOys recién eluida, estéril y libre de
endotoxinas bacterianas.

Inmediatamente se adiciono6 una solucién de SnClz (10 mg SnCly/ 20 pLb
HCI concentrado/10 mL H>O Tipo I).

La mezcla se incub6 durante 20 min en un bafio seco a 95°C.
Finalmente, el marcado obtenido se purifico por extraccidon en fase solida
con un cartucho sep-pack C-18 con una fraccion de etanol al 30% y una
fraccion de agua (Figura 11).
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Figura 11. la. Se agreg6 1:1 molar de péptido-Succimidil a un medio basico con un pH de 9.0; 1b. La
solucion que se obtuvo se incubd a 95°C durante 30 minutos; lc. Posterior a ello, se purificd por
extraccion solida con un cartucho Sep-Pak C18 con ACN y TFA; 1d. Se procedi6 a la purificacion del
conjugado para la eliminacion de solventes residuales al vacio. 2a. De la solucion que se obtuvo, se
tomaron ~200ug/200uL a la cual se le agregd EDDA/Tricina y se adiciond *™TcO4-, se adiciond SnCla
2c. Se incubo durante 20 minutos en bafio seco a 95°C; 2d. La solucion final se purifico con un cartucho
Sep-Pak C18 con etanol al 30% y agua; ACN: Acetonitrilo; TFA: Acido trifluoroacético. FUENTE:
Propia.
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DETERMINACION DE LA PUREZA RADIOQUIMICA

El conjugado HYNIC-péptido fue analizado por espectroscopia UV-Vis e FT-
IR y HPLC en fase reversa para corroborar el correcto ensamble, asi como para
descartar la presencia de impurezas (Figura 12).

Los espectros de infrarrojo se adquirieron en un equipo Perkin Elmer (Perkin
Elmer System 2000) con una plataforma ATR (Reflexion Total Atenuada) por
Transformada de Fourier. Los espectros se obtuvieron con un barrido en el
intervalo de 4000-400 cm™ (7).

Los espectros de absorcion fueron adquiridos en un espectrofotdmetro Perkin-
Elmer LambdaBio con barridos en un rango de 200-420 nm en una celda de
cuarzo de 1 cm™),

Para llevar a cabo en analisis de la pureza radioquimica con cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) se sigui6 la siguiente metodologia:

Fase movil A: Solucion acuosa al 0.1% de acido trifluoroacético (TFA). Filtrar
a través de una membrana de 0.45 pum y desgasificar en un bafio ultrasénico
durante 3 min’”,

Fase movil B: Solucion de acetonitrilo (ACN) al 0.1% de acido trifluoroacético
(ATF). Filtrar a través de una membrana de 0.45 pm resistente a solventes
organicos y desgasificar en un bafio ultrasénico durante 3 min7.

Condiciones del equipo: Cromatografo con sistema de gradientes equipado con
un detector de radiactividad gamma y una columna C18, con una velocidad de
flujo de 1 mL/min".

Procedimiento: Se inyect6 al cromatografo de 100 a 300 kBq de una muestra
del radiofarmaco en un volumen de 20 a 50 pL. El cromatografo se programo
de acuerdo a las condiciones mostradas en la Tabla 27,
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Espectroscopia
UV-Vis

Figura 12. Elementos para corroborar el correcto
ensamblaje del ™ Tc-HYNIC-péptido. FUENTE:
Propia.

Fase Fase Tipo de
movil A movil B elucion
(% v/v) (% v/v)

0-3 100 0 Isocratico
3-10 100 = 50 0->50 Gradiente lineal
10-20 50 2 30 50 2> 70 Gradiente lineal
20-25 30 = 100 70> 0 Gradiente lineal
25-30 100 0 Isocratico

Tabla 2. Condiciones programadas para el cromatografo.

Se ha reportado que el tiempo de retencion de 4.5 £ 1.0 corresponde al tecnecio
libre y el tiempo de retenciéon de 12 + 2.0 min corresponde al radioconjugado'”.
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MODELO ANIMAL

Para evaluar la biodistribucién del péptido BSP-4-23, se utilizaron ratones
BALB/c de 25 g de peso, los cuales estuvieron en condiciones de bioterio a una
temperatura de 22 °C, con un fotoperiodo de 12 horas y humedad relativa a 50%,
alimentacion y el agua ad libitum.

BIODISTRIBUCION

Para evaluar la biodistribucion que presenta el péptido, se formaron 3 grupos de
2 ratones los cuales fueron administrados en la vena caudal con 20-30 pCi.

Posterior a ello, se les tomaron imagenes radiosotdpicas planares y de rayos X
a0.5h,3.0hy24h.

Finalmente, se sometieron a eutanasia (a los mismos tiempos), disecando los
siguientes Organos para su evaluacion; corazén, pulmoén, higado, pancreas,
bazo, rifiones, estomago, intestino delgado, intestino grueso, musculo, hueso,
cerebro, craneo y sangre.

Dichos organos fueron pesados en una balanza analitica y posteriormente
analizados en un contador de pozo de centelleo sélido de Nal(TI) para detectar
la actividad de cada uno de ellos. Con lo anterior se obtuvo el porcentaje de la
dosis inyectada por gramo de tejido (%/DI/g) (Figura 13).
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Figura 13. Diagrama de evaluacion de la biodistribucion en ratones BALB/c. 1. Se realizaron tres grupos
de dos ratones cada uno; 2. Fueron administrados en la vena caudal del raton con una dosis de 20-30uCi
del radioconjugado a los tiempos 0.5, 3.0 y 24 h; 3. Los ratones fueron evaluados mediante imagenes
radioisotopicas planares y de rayos X a los mismos tiempos; 4. Se obtuvieron los diferentes 6rganos que
fueron analizados; 5. En una balanza analitica y 6. Contados de centelleo so6lido. FUENTE: Propia.

38



Radiomarcaje y Biodistribucion del péptido BSP-4-23 en ratones BALB/c.

VI. RESULTADOS

MARCAJE DEL PEPTIDO Y DETERMINACION DE LA PUREZA
RADIOQUIMICA (PRQ)

A partir de los resultados obtenidos de la metodologia en fase reversa de HPLC
asi como de las espectroscopias UV-Vis y FT-IR se analizaron las bandas de
los componentes de forma individual y del sistema conjugado.

La caracterizacion de ®™Tc-HYNIC-BSP-4-23 se logré mediante la obtencion
de cromatogramas en el equipo HPLC, utilizando un sistema de gradientes de
fase reversa y una columna C18. Se puede observar en el siguiente
radiocromatograma (Figura 14) una sefial ~ 3 min antes del radioconjugado en
la corrida cromatografica, esta corresponde a las impurezas y tecnecio libre.
Asimismo, se observa un pico con tiempo de retencidén de ~ 12.5 min que, como
se ha reportado en estudios previos(56) en donde analizan péptidos marcados
con ®™Tc, el tiempo de retencion a ese tiempo corresponde al sistema

conjugado.
2000000 =

1000000 A H

Intensidad (mAU)

A \ 99mMTe-HYNIC-péptido
0 S A VAN . .

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo de retencion (min)

Figura 14. Radiocromatograma de HPLC de ***Tc-HYNIC-BSP-4-23.
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En la siguiente grafica (Figura 15), se muestra el radioespectro que se obtuvo a
partir del espectrofotometro UV-Vis para evaluar la unién de la secuencia
HYNIC-péptido.

De manera cualitativa, se observan diferentes bandas de absorcién UV-Vis, la
banda negra correspondiente a HYNIC-succinimidil a una longitud de ~ 228
nm, banda roja que corresponde al BSP-4-23 que se encuentra a una longitud
de ~ 280 nm y por ltimo, la banda azul que encontramos en ~ 220 nm y ~ 280
nm corrrespondiente a la uniéon de HYNIC-BSP-4-23, confirmando una correcta
conjugacion.
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Figura 15. Radioespectros UV-Vis del péptido conjugado y sus componentes libres.
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En la figura 16 se muestra el espectro de FT-IR del péptido en el que se pueden
observar bandas de vibracion caracteristicas a los diferentes grupos funcionales
de la molécula -COOH (3400 a 2400 cm'), -NH2 (1640 a 1500 cm'), -CN (1360
a 1250 cm'). Con estos resultados podemos identificar los grupos funcionales
presentes en el péptido BSP-4-23.
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Figura 16. Espectro FT-IR del péptido BSP-4-23.
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BIODISTRIBUCION

Una vez que se confirmo la identidad y el porcentaje de pureza radioquimica
del " Tc-HYNIC-BSP-4-23 se administré el radioconjugado en la vena caudal
del raton, y se evaluaron mediante imagenes radioisotopicas planares y de rayos
X a diferentes tiempos (0.5 h, 3.0 h 'y 24 h).

En la primera evaluacion a los 30 minutos mostrada en la figura 17 acompafiada
de la tabla 3, se puede observar una mayor captacion en el higado y rifiones,
presentando un porcentaje de la dosis inyectada por gramo de tejido (%/DI/g)
de 203.1% y 430.1% respectivamente, lo cual, nos indica su posible eliminacion
via renal. Asimismo, se observa una capatacion en hueso del 16.1% indicando
que el "Tc-HYNIC-BSP-4-23 se dirige al sistema 6seo atin cuando se trata de
un modelo sano.

Organos %IDl/g
Sangre 2.3
Corazon 63.9
Pulmoén 57.4
Higado 203.1

Pancreas 4.8
Bazo 40.7
Riflones 430.1
Intestino 22.9
Musculo 70.8
Hueso 16.1
Cerebro 5.0

Estdmago 48.9
Craneo 2.8

Tabla 3. Porcentaje de dosis inyectada por gramo
de tejido (%/DI/g) a tiempo 0.5 h.

Figura 17. Imagen radioisotopica de la biodistribucion del
9mTe-HYNIC-BSP-4-23 a tiempo 0.5 h.
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Para la segunda evaluacion correspondiente a las 3 h mostrada en la figura 18
acompaniada de la tabla 4, se muesta una imagen radioisotopica con el
radioconjugado a las 3 h de evaluacion posteriores a la administacion del
radioconjugado en la vena caudal asi como la evaluacion cualitativa del %/D1/g.

Tanto en la imagen como en la tabla se puede observar una disminucion en la
captacion del radiofarmaco, sin embargo, el porcentaje de captacion en rifion
presentado en %/DI/g fue de 303.3% en comparacion con el porcentaje de la
dosis inyectada por gramo de tejido en higado el cual fue de 48.4%, esto nos
indica que el radiofarmaco esta presentando una eliminacion predominante por
via renal. Es preciso mencionar que a pesar de ser un modelo sano, el péptido
BSP4-23 marcado con el radionuclido *™Tc, sigue presente a las 3 h de
evaluacion.

Organos %IDl/g
Sangre 4.4
Corazon 233
Pulmén 28.3
Higado 48.4
Pancreas 9.3
Bazo 35.4
Rifiones 303.3
Intestino 16.6
Musculo 4.5
Hueso 1.2
Cerebro 1.4
Estdmago 124
Craneo 1.7

Tabla 4. Porcentaje de dosis inyectada por gramo
Figura 18. Imagen radioisotdpica de la biodistribucion del de tejido (%/DI/g) a tiempo de 3 h.

9mTc-HYNIC-BSP-4-23 a tiempo 3 h.
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Finalmente, se observa en la figura 19 la biodistribucion del *™Tc-HYNIC-
BSP-4-23 analizada en conjunto con la tabla 5 donde se muestra una imagen
radioisotopica a las 24 h posteriores a la administracion v.i.

En correlacion con los datos mostrados en la tabla 5, se observa una
disminucion considerable del radiofarmaco en los oOrganos evaluados, sin
embargo, a pesar la reduccion en la captacion, los rifiones continuan destacando
en el %/DI/g con un 79.7%, lo que nos confirma su eliminacion predominante
por via renal. Aunado a esto, se puede observar que la captacion del
radioconjugado en mucosas como el estdbmago y el instestino son muy bajas, lo
que nos ayuda a confirmar la estabilidad del bioconjugado de manera in vivo.
Ademas, al disminuir considerablemente el %/DI/g en los 6rganos con mayor
flujo sanguineo desde la primera evaluacion a las 0.5 h hasta las 24 h nos indica
que el radiomarcado no es toxico, por lo tanto, podriamos conserarlo como un
buen radiofarmaco.

Organos %IDl/g
Sangre 04
Corazon 15.3
Pulmén 16.7
Higado 384
Pancreas 136
Bazo 12.6
Rifiones 79.7
Intestino 3.2
Musculo 0.9
Hueso -0.9
Cerebro 0.0
Estémago 11.9
Craneo 2.9
Figura 19. Imagen radioisotopica de la biodistribucion del Tabla 5. Porcentaje de la dosis inyectada por gramo
9mT¢-HYNIC-BSP-4-23 a tiempo de 24 h. de tejido (%/DI/g) a tiempo de 24 h.
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VII.  DISCUSION

En la Conferencia de Desarrollo del Consenso de 1993 la osteoporosis se
defini6 como una enfermedad esquelética, multifactorial y sistémica
caracterizada por afectar la microarquitectura del tejido 6seo, causando una
disminuciéon en la Densidad Mineral Osea (DMO), lo que resulta en el
incremento de fragilidad del tejido mineralizado y, por lo tanto, deriva en un
alto riesgo de fracturas 6seas''*®.

La osteoporosis y sus complicaciones como las fracturas osteoporoéticas, son
una causa importante de discapacidad y mortalidad a nivel mundial®. Se ha
estimado que el riesgo de presentar alguna fractura osteoporodtica en adultos
mayores de 50 afios, es del 22% para hombres y siendo mas frecuente en
mujeres estimando que el 46% presente alguna complicacion por esta
enfermedad'”. Por otro lado, debido a que la osteoporosis es una enfermedad
asintomatica hasta la aparicion de complicaciones, su prevalencia real ha sido
dificil de establecer”.

En la actualidad, la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) ha aprobado
tratamientos farmacoldgicos que han reportando un aumento en la DMO
moderadamente y reducen, sin eliminar, el riesgo de presentar alguna fractura
osteopordtica®). Dentro de éstos farmacos encontramos a los antirresortivos
(calcitonina, estrogenos, suplementos de calcio, vitamina D y los bifosfonatos)
y los que frecuentemente se reservan para los pacientes con la enfermedad mas
avanzada (agente anabolico teriparatida)®’. Si bien los bifosfonatos y la
teriparatida son terapias potenciales aprobadas por la FDA para esta
enfermedad, los primeros han reportado complicaciones como fracturas atipicas
del fémur, osteonecrosis mandibular y cancér de esofago. Por otro lado, el
agente anabolico teriparatida es el unico farmaco aprobado por la FDA que
aumenta la DMO en casos de enfermedad avanzada reduciendo la incidencia de
fracturas, sin embargo, se limita su uso a un maximo de 24 meses. En un estudio
realizado por Leder et. al. en el que evaluaron el tiempo de tratamiento del
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agente anabolico teriparatida, los autores reportaron que éste desarrolld
sarcomas osteogénicos en roedores®!.

Asi mismo, en un intento por mejorar la eficacia farmacoldgica mediante la
administracion de agentes anabolicos y bisfosfonatos en conjunto, no se ha
tenido éxito, éstos estdn asociados a una pérdida Osea abrupta cuando se
suspende el tratamiento con estos fArmacos; estudios previos han demostrado
que la pérdida 6sea ocurre dentro de los 6 a 12 meses posteriores a la suspension

de la teriparatida, aumentando el riesgo de fracturas causadas por la pérdida
Hsea27:31.32).

Por otro lado, en el estudio realizado por Hamilton et. al. lograron identificar
que la terapia con radiacion ionizante en ratones también disminuye la DMO!'®),
Asimismo, en el estudio realizado por Chandra et. al. en el que a partir de un
estudio histomofométrico en ratas, concluyeron que la radiacion ionizante
disminuye principalmente el nimero de osteoblastos perjudicando la DMO!?).

De modo que, con los antecedentes que se tienen sobre la terapia para la
osteoporosis, es importante probar nuevos medicamentos que disminuyan las
reacciones adversas o complicaciones en pacientes con esta enfermedad. Una
alternativa bastante prometedora es evaluar la respuesta que presentan los
péptidos involucrados en el proceso de mineralizacion.

Una de las proteinas que se ha estudiado en las ultimas décadas y que esta
implicada en la nucleacion de HA, formacion y remodelacion osea, es la
Sialoproteina Osea o BSP por sus siglas en inglés©®. Esta proteina tiene una
masa molecular relativa (Mr) de 59,000, un alto contenido de &cido sidlico y
rica en oligosacaridos. Ademas, en el trabajo de Martinez Carranza y col. en
donde realizaron un estudio de SDM de la BSP, lograron identificar algunas
secuencias de aminoacidos que se involucran con cristales de hidroxiapatita,
ademas de atrapar iones de Ca** y promover la adhesion celular al interaccionar
con integrinas y otros ligandos; estas secuencias corresponden a las posiciones
4-23 y 125-144 dentro de la cadena primaria de aminoacidos de la BSP®. Del
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mismo modo, en este estudio demostraron que la secuencia 4-23, ademas de las
caracteristicas antes mencionadas, presenta una prediccidn para ser fosforilado
en la Serina-15 presente en la cadena, siendo consistente con las
determinaciones experimentales de aminoacidos fosforilados presentados por
Zaia"®.

Con base en los antecedentes reportados sobre las propiedades de la BSP, en el
presente trabajo se estudid el comportamiento del péptido mediante la
evaluacion de su biodistribucion, tras un radiomarcado con el radiontclido
9mTc a diferentes tiempos (0.5, 3.0, y 24 h), utilizando como modelos de estudio
a ratones BALB/c sanos.

El radiomarcaje se define como la union de un compuesto a una sustancia
radiactiva, para este procedimiento se han utilizado algunos radionuclidos como
el Yodo, Galio, Tecnecio, entre otros®”.

Un radiofarmaco es cualquier producto que, cuando est4 preparado y listo para
su uso con finalidad diagndstica o terapéutica, contiene uno o mas isotopos
radiactivos'””. Muchtaridi y col. mencionan que los radionuclidos que se
utilizan para el estudio con radiomarcaje o en el diagnostico en humanos deben
presentar ciertas caracteristicas fisico-quimicas deseables*®).

El *™Tc reune ciertas caracteristicas que lo hace considerar como el
radionticlido “ideal” para marcar formacos'*”. Algunas de las caracteristicas
relevantes y presentes en este radifarmaco, es que tiene una vida media corta de
6 h, se une con facilidad y rapidez a diversas sustancias o farmacos, presenta
una adecuada penetracion en los tejidos debido a la ausencia de emision B y
emision y de energia baja (140 KeV), es de facil obtencion a partir del generador
PMo/**™Tc, y ademas, presenta una alta eficiencia para ser detectado™®.

En medicina nuclear el radiontclido mas comunmente empleado es el *™Tc por
sus caracteristicas fisicoquimicas ideales*?. Es importante mencionar que, una
de las ventajas de utilizar el *™Tc¢ es su tiempo de vida meda (T112) es de 6 h,
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con respecto a otros radiontclidos que presentan una vida media més larga tal
como el Mn el cual presenta un Ti2de 67 h, de esta manera, el *™T¢ es capaz
de producir un mayor nimero de desintegraciones en unas pocas horas y
alcanzar dosis absorbidas més altas por unidad de tiempo'’®.

De la misma manera, para la obtencion del radioconjugado debe realizarse libre
de oxigeno, ya que este oxida al SnCl, e impide su funcion?. Asimismo, se
debe considerar las cantidades presentes de los otros componentes en la
preparacion ya que cada uno cumple una funcién importante. EI EDDA
participa en la unién del complejo HYNIC-péptido al *™T¢, por otro lado, la
tricina es un compuesto que ayuda a formar la esfera de coordinacion entre el
tecnecio y el conjugado. Asi, ambos componentes ayudan a darle una
estabilidad al radiofarmaco®-’®,

En el presente trabajo se utilizo la técnica de marcaje indirecto con el agente
quelante bifuncional HYNIC, que como lo mencionan en su trabajo Escobar
Alarcén y col.®? el 4cidohidrazinopiridin-3-carboxilico, asegura el correcto
ensamblaje de cualquier péptido con *™Tc, por lo cual se garantiza una estable
unién entre el HYNIC, el péptido BSP-4-23 y el ®™Tec.

Es importante mencionar que el SnCl;, juega un papel fundamental en la
reduccion del ®™Tc ademas de los parametros de reaccion, tomando en cuenta
la concentracion de ligados (tricina y EDDA), asi como el pH de 9, de esta
manera se asegurd un correcto ensamblaje, el cual se purifico para lograr un
radioconjugado con un porcentaje de pureza radioquimica >95%.

La cromatografia liquida de alta resolucion de fase reversa es la técnica mas
empleada para separar mezclas. Esta técnica emplea un empaque enlazado
hidrofobico con cadenas de diferente longitud, para el caso de este trabajo, fue
de 18 atomos de carbono, como fase estacionaria y una fase movil polar,
generalmente agua con algun disolvente organico®.
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En los resultados obtenidos en el radiocromatrograma a partir de la HPLC con
un método de fase reversa, el marcado de *™Tc-HYNIC-BSP-4-23 tuvo un
tiempo de retencion de ~ 12.5 min. En el trabajo realizado por Conde, E et. al.
59 en el que se evalud la unién de un péptido con HYNIC y *™Tc, el
radiocromatograma que se obtuvo mostrd un tiempo de retencion para **™Tc-
HYNIC-péptido de ~12.6 min, similar al obtenido en este trabajo.

Aunado a esto, en otro trabajo realizado por Mendoza, M et. al. en donde
también evaluaron un péptido marcado de forma indirecta con *™Tc-HYNIC,
el tiempo de retencion observado en el radiocromatograma fue de 12.57%). Por
lo que, con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo y en
concordancia con los obtenidos por Conde, Eduardo y col, asi como en el
trabajo de Mendoza, M y ademas, basandonos en los estudios de identidad con
radiofarmacos realizado por Ying, Ma y col®”, esta corrrespondencia en los
tiempos de retencidon se considera comunmente suficiente para aceptar la
identidad quimica de la sustancia.

Del mismo modo, se confirmé que las concentraciones (~200ug/200ul. de
HYNIC-BSP-4-23; *™TcO4 recién eluido; 10mg SnCl/20ul.  HCI
concentrado/10mL H>O; 10mg EDDA; 10 mg Tricina) para llevar a cabo el
ensamblaje del radioconjugado permitieron marcar ™ Tc-HYNIC-BSP-4-23 de
manera correcta.

El tecnecio libre asi como los iones de pertecneciato que no se unen a la
molécula del conjugado, quedan en solucion y son detectados en la
cromatografia liquida de alta resolucion“®. En el trabajo de Rien H. Siaens et.
al.®!) mencionan que durante el etiquetado se formaron algunas impurezas
como el tecnecio libre y iones del pertecneciato que no se unen a la molécula
del conjugado®!.

En los resultados obtenidos en este trabajo a partir de la metodologia de HPLC,
las impurezas fueron observadas ~3 min, lo cual coincide con los datos
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obtenidos en el trabajo Mendoza, M et. al.”” en los que las impurezas del
pertecneciato asi como el tecnecio libre fueron reportados a los 4.3 min.

En el presente trabajo, estos pudieron eliminarse eficazmente con el cartucho
Sep-Pak C-18 y con ello, lograr una pureza del 99%, es decir, se asegurd que la
sintesis fuera exclusivamente el radioconjugado listo para ser evaluado de
manera in vivo en ratones BALB/c.

Mediante espectrometria FT-IT se analizo la molécula del péptido BSP-4-23
con la finalidad de su caracterizaciéon, donde se mostraron los grupos
funcionales presentes en la molécula. Como era de esperarse, se obtuvieron
sefiales vibratorias en los niimeros de onda 2553; 1643 y 1360 — 1250 cm™'.

Estos resultados coinciden con los obtenidos en el trabajo de Mendoza, M et.
al.’”)

La segunda parte del estudio, consistio en llevar a cabo la evaluacion de la
biodistribucion del radioconjugado de manera in vivo en un modelo animal sano
(ratones BALB/c), con la finalidad de identificar los patrones de
comportamiento en la distribucion y excresion del farmaco. Este procedimiento
se evalud mediante imagenes radioisotdpicas a diferentes tiempos (0.5, 3.0 y 24
h) post-administracion del radioconjugado en la vena caudal del raton.

Transcurridos los primeros 30 minutos despué€s de la administracion v.i., los
resultados mostraron que la acumulacién del *™Tc-HYNIC-BSP-4-23, fue
predominantemente en los Organos principales, es decir, el radioconjugado
perfundi6 a los 6rganos que presentan un mayor flujo sanguineo (corazon,
higado, bazo, rifiones, intestino, musculo y estbmago). Asimismo, es de gran
importancia mencionar que la mayor captacion del radiofarmaco se dio en los
rifiones, lo cual nos indicaba una eliminacién predominante por esta via, misma
que se relaciona con los resultados obtenidos en el trabajo de Conde, E et. al.*®
y Santos, C, donde menciona que un péptido con *™Tc¢ sigue esta via de
eliminacion'’®. También, en esta primera evaluacion se tiene una captacion,
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aunque minima, presente en hueso, lo cual nos indica que el radioconjugado
estudiado en este trabajo tiene un favorable alcance en el sistema 0seo.

Del mismo modo, en la evaluacion realizada a las 3 h, se puede identificar una
clara disminucion del radioconjugado en los 6rganos evaluados, continuando el
mayor porcentaje de captacion en los rifiones, ademads, todavia presente la
captacion en el sistema oseo por lo que, a pesar de ser un modelo sano son
resultados favorables sobre el comportamiento del péptido y su distribucion a
una posible ruta.

Por ultimo, en la evaluacion de la biodistribucion a las 24 h, aunque existioé una
muy baja captacion del *Tc-HYNIC-BSP-4-23, continu6 mayormente en los
riflones, por tal motivo, podemos indicar que la excresion de este
radioconjugado se elimina principalmente via renal coincidiendo con lo que
report6 Santos, C. et. al.”®. Aunado a esto, en el trabajo realizado por Harper y
Kathryn, en el que reportaron que el i6n pertecneciato (**™TcO4’) se acumula en
tiroides, plexos coroideos, glandulas salivales y estomago®”, y debido a la poca
acumulacion del radiomarcado en los organos antes mencionados en este
trabajo, se puede confirmar un correcto ensamblaje del radiofdrmaco.

Del mismo modo, con los resultados que se obtuvieron se demuestra que el
péptido no es toxico debido que a las 24 h se observa que en la sangre y otros
organos como los pulmones, bazo, intestino y estbmago disminuye la captacion
del *"Tc-HYNIC-BSP-4-23, y por tanto, este radioconjugado se considera
como un buen candidato de farmaco para poderlo probar en un futuro mediato
en modelos de rata con osteoporosis®?).
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VIIl.  CONCLUSIONES

Con base en los resultados mostrados en el presente trabajo, se demostré que
con las condiciones de reaccion empleadas en el laboratiorio, asi como los
ajustes en las cantidades del SnCls, la concentracion de los ligandos y el pH se
logré6 marcar de manera correcta el péptido BSP-4-23 con *™Tc¢ unido al
quelante bifuncional HYNIC.

Con los resultados a partir de la cromatografia liquida de alta resolucion de fase
reversa, espectoscopia FT-IR y espectroscopia UV-Vis, se pudo confirmar la
identidad del radioconjugado **™Tc-HYNIC-BSP4-23, asi como lograr una
pureza radioquimica >95% del radiofarmaco, de esta manera, podemos
garantizar la confiabilidad de las técnicas debido a los resultados favorables
obtenidos.

Asimismo, fue posible obtener imagenes sobre el comportamiento y
biodistribucion del radiofarmaco en ratones sanos BALB/c, confirmando un
correcto ensamblaje del radioconjugado *"Tc-HYNIC-BSP-4-23 debido a que
su biodistribucion fue de manera normal, es decir, no se observo radiactividad
en tiroides asi como muy poca radiactividad en mucosa estomacal y plexos
coroideos. Ademads, los resultados mostraron una mayor captacion del
radioconjugado en los rifiones, por lo que podemos concluir que su excresion
es predominantemente por la via renal.

Con los datos que se obtuvieron es este trabajo, se logré obtener conocimiento
cientifico sobre comportamiento y biodistribucion del péptido BSP-4-23 que
abriran la puerta a futuros paradigmas de tratamiento a la osteoporosis y con
ello, proponer una alternativa de tratamiento méas efectivo y menos costoso para
mejorar la calidad de vida de los pacientes con esta enfermedad.
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IX. ~ PERSPECTIVAS

Con los resultados que se obtuvieron en el presente trabajo sobre el
radiomarcaje del péptido BSP-4-23 con *™Tc¢ y su comportamiento de manera
in vivo, se abre la posibilidad a nuevas investigaciones empleando una N mas
grande para que se pueda complementar el estudio con un analisis estadistico.

Asimismo, con los resultados obtenidos a partir de la biodistribucion del **™Tc-
HYNIC-BSP-4-23 se puede considerar como un buen candidato como farmaco
y con esto, se podria redireccionar el péptido para probarlo en un modelo de
osteoporosis en rata.
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